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A gabonafélékhez kotheté immunoldgiai megbetegedések eldtérbe keriilésével a novénykutatasok
egyik kiemelt célja lett az olyan gabonafajtak, genotipusok azonositasa, melyek specialis lisztfehérje
Osszetétele a betegek szamara is kedvezd. A buza tartalékfehérjék kulcsszerepet jatszanak a buzahoz
kothetd megbetegedések kialakuldsaban, igy a coelidkias betegek autoimmun reakciojaban is.

Jelenleg a coelidkia kezelésére az egyetlen lehetdség az élethosszig tartd gluténmentes diéta.
Annak ellenére, hogy a hexaploid kenyérbuza esetében szamos informacio all rendelkezésiinkre
a betegséget kivalto fehérjékrdl, az egyszertibb genom-Osszetételti vad és termesztett diploid alakor
buzak (Triticum monococcum ssp monococcum és Triticum monococcum ssp aegilopoides) lisztér-
zékenységet kivalto fehérjéinek epitopjairdl, ezek eloszlasardl és mennyiségérdl keveset tudunk.

Kutatasunk 6 célja a MTA ATK Mezbégazdasagi Intézet Gabona Génbankja altal rendelke-
z¢slinkre bocsatott, megkdzelitben 200 vad- és termesztett alakor genotipus magfehérjéinek atfogd
vizsgalata, a coelidkidhoz kothetd immunoldgiai és proteomikai tulajdonsagainak jellemzése. Az alakor
genotipusok részletes elemzésével kapott eredmények alapjan tovabbi célunk olyan genotipusok
azonositasa, amelyek hozzajarulhatnak alacsony antigén, illetve allergén fehérje tartalmi butiza
genotipusok nemesitéséhez.

A tovabbiakban az eldzetes szerologiai ELISA mérések alapjan kivalasztott alacsony antigén tar-
talmt genotipusokat szant6foldon nevelt és kontrollalt klimakamras kisérletsorozatban is vizsgaljuk,
ahol emelt légkori CO, szint mellett viragzaskor €s virdgzas utani fenofazisokban alkalmazott abiotikus
stressz kezeléseknek vetjiik ala Sket. Igy szabalyozott kornyezeti koriilmények kozott lehetdségiink nyi-
lik az alakor termésbiztonsaganak, klimaadaptacios képességének vizsgalatara, és a coeliakiat, illetve
gabona allergiat kivalto tartalékfehérjék mennyiségi valtozasanak nyomon kdvetésére.
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With advancement of gluten related disorders, one of the most important goals of the plant research is to
identify certain genotypes of cereals or pseudocereals with special flour protein composition, which can be
beneficial for patients. Wheat seed storage proteins are considered to be key players triggering wheat related
health problems. Therefore, they are responsible for the autoimmune reaction of celiac patients. Currently the only
treatment for celiac disease is lifelong adherence to a gluten free diet.
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Although several studies are available about the disease-triggering proteins in the view of bread wheat,
there are limited information about the epitope content, frequency and distribution of causative proteins in diploid
wheat (Triticum monococcum ssp. monococcum and Triticum monococcum ssp. aegilopoides).

The main aim of our study is the examination and characterisation of the seed storage protein of the einkorn
collection of the Cereal Gene Bank of Agriculture Research Institute in Martonvasar using proteomics,
immunomics and bioinformatics analyses.

In this way, we can get important and useful information about the immune reactive and allergen protein
level of approximately 200 different einkorn genotypes.

Additionally, environmental effects on epitope content of diploid species (T. monococcum) will be
characterized within a climate adaptation program. Using growth chamber experiments combined with field trials,
we can evaluate a complex interpretation of elevated atmospheric CO, combined with specific abiotic stress
effects at anthesis and post-anthesis period, and we can monitor their influence on the composition of these
proteins. It provides an excellent tool for the climate adaptation ability of einkorn and also suitable for studying
the quantitative changes in celiac disease triggering storage proteins under controlled environmental conditions.

Keywords: einkorn, celiac disease, ELISA
Bevezetés

A lisztérzékenység (coelidkia) elsd sorban a vékonybelet érinté gyulladadsos autoimmun
megbetegedés, immunologiai intolerancia, amely kivaltoi a kaldszos gabonafélékben 1évo sikér
(glutén) alkotd fehérjék a genetikailag arra hajlamosak szervezetében. Ezek kozé tartoznak
a buza gliadin, a rozs szekalin, az arpa hordein. A népesség kozel 1%-a szenved coelidkiaban,
mely soran a bélnyalkahartya karosodasa miatt felszivodasi zavarok, hianybetegségek alakul-
hatnak Ki.

A buzamagban taldlhato tartalékfehérjék az Osszfehérje tartalom 70-80 %-at alkotjak,
kulcsszerepet jatszanak a buzdhoz kothetd egészségiligyi problémak kivaltasaban, igy a
coelidkids betegek autoimmun reakcidjdban is, melynek kialakuldsa elsdsorban a prolamin
csaladba tartozé fehérjéknek tulajdonithatd, igy foként az a- és y-gliadinoknak. Azonban ezek
a tartalékfehérjék nem teljes mértékben képviselik a betegségért felelds fehérjék korét, ugyanis
a prolamin csalad tovabbi tagjai mellett (HMW ¢s LMW gluteninek, omega gliadinok) egyéb,
Ujonnan azonositott, nem prolamin csaladba tartozo fehérjék is szerepet jatszanak a betegség
kialakulasaban (Gell et al. 2016, Juhdsz et al. 2018).

Bar a hexaploid kenyérbuza (Triticum aestivum) esetén szamos informacio all rendel-
kezésiinkre a coelidkia kivaltasaért felelos fehérjetipusokrol, azonban az egyszertibb genom-
Osszetétell diploid termesztett és vad alakor (Triticum monococcum subsp. monococcum és
Triticum monococcum subsp. aegilopoides) immunreaktiv fehérjéirdl keveset tudunk.
Az alakor (Triticum monococcum; 2n=2x=14, A"A™) egyike az elsd kaldszos ndvényeknek,
melyeket kifejezetten élelmezési céllal termesztettek (Monneveux et al. 2000), két alfaja van:
avad alakor (T. monococcum subsp. aegilopoides, 2n=2x=14, A’AP) és a termesztett alakor
(T. monococcum subsp. monococcum, 2n=2x=14, A"A™). A termesztett alakor szemtermése
nagyobb ¢és teltebb; erds kalaszorsdja van, mely éréskor sem torik, igy megakadalyozza, hogy a
kalaszkak éréskor szétszorodjanak; a vad fajnal konnyebben csépelheté (Salamini et al. 2002).
Az alakor tobbszords, egymastol fuggetlen domesztikacios események alanya, vagyis az alakor
domesztikacidja, mas novényfajokkal ellentétben nem jart egyiitt a diverzitds csokkenésével,
igy nagyobb genetikai valtozatossdggal rendelkezik, mint a hexaploid kenyérblza, tartalék-
fehérje profilja és epitop Gsszetétele is valtozatosabb.

A MTA ATK MGI Gabona Génbankja altal rendelkezésiinkre bocsatott megkozelitden
200 termesztett és vad alakor genotipus altal lehetséglink nyilik a coelidkidhoz kotheté immu-
noldgiai és proteomikai tulajdonsagok vizsgalatara.
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A kivélasztott alacsony antigén és allergén fehérje tartalmu alakor genotipusok klima-
adaptacids vizsgalatat szantofoldi és kimakamrés kisérletsorozatban végezziik, mely soran
a kiilonbozo fenofazisokban abiotikus stressz kezeléseket alkalmazunk.

A szabalyozott kornyezeti koriilmények kozott végzett abiotikus stressz kezelések
nagyban hozzajarulnak az alakor termésbiztonsdganak, klimaadaptacios képességének felde-
ritéséhez, emellett lehetdség nyilik toxikus fehérje tartalom mennyiségi valtozasanak nyomon
kovetésére.

Anyag és modszer

A vizsgalat a kozel 200 alakor genotipus homogenitas vizsgalataval kezdddott, mely
soran a teljes magfehérje kivonatok és Orborne frakciok 1D SDS poliakrilamid gélelektrofo-
rézis mintazatanak 6sszehasonlitasat végeztiik el.

A fehérjeizolatumokkal sajat fejlesztésti szerologiai ELISA tesztet végeztiink, valamint
a forgalomban kaphat6 R5 és G12 antitestet tartalmazd ELISA tesztet hasznaltunk. ELISA
standardként PWG gliadint és a ’Chinese Spring’ kenyérbuza teljes magfehérje kivonatat
alkalmaztuk. A szerologiai ELISA teszt sordn negativ, pozitiv beteg és pozitiv de glutén
mentes diétat folytatd betegbdl szarmazo szérummintaval dolgoztunk. A betegek neme, kora és
HLA-DQ haplotipusa valtozatos dsszetételii volt.

A kivalasztott alacsony coelidkiat kivaltd fehérje tartalmi alakor genotipusok
proteomikai vizsgalata soran a teljes tartalékfehérje kivonatok kétdimenzids gélelektroforézise
és immunoblot vizsgalata utan, az immunreaktiv fehérjéket azonositottunk nanoLC-MS/MS
vizsgalattal.

A klimakaraban torténd kezelések soran, 650 ppm CO; koncentraciot alkalmaztunk
totalis, de nem terminalis szarazsdg stresszel kombindlva. A talajnedvességet folyamatosan
monitoroztuk METER Group EC-5 szenzorcsoporttal.

A magmintdkbol Orlemények készités¢hez Retsch Mixer Mill MM200 malommal
dolgoztunk. A fehérjetartalom meghatdrozasa kozeli infravords spektroszkopidval (NIR)
tortént, a tartalékfehérje 6sszetétel meghatarozast SE és RT- HPLC-vel végeztiikk. A coeliakiat
kivalté immunreaktiv fehérjék mérése ez esetben is a forgalomban 1évé RS, G12 ELISA
tesztekkel torténik a gyarto ajanlasa szerint, kontrollnak *Chinese Sprin’g fehérjekivonatot és
PWG gliadin standardot hasznaltunk.

Eredmények

A kozel 200 vizsgalt alakor genotipus teljes magfehérje kivonatainak, és tartalékfehérje
frakcioinak vizsgalata sordn az egyes genotipusok kozott nagyfoku variabilitds tapasztalhato.

Az szerologiai ELISA tesztek alapjan négy alacsony immunreaktivitdst mutatd genoti-
pust valasztottunk ki, melyeket a tovabbiakban a kereskedelmi forgalomban kaphaté RS és
G12 ELISA tesztekkel vizsgaltunk, standardként a *Chinese Spring’ kenyérbuzat és a PWG
gliadin referencia anyagot hasznalva. Ennek eredményeként elmondhatd, hogy eldzetes
tanulmanyunknak megfelelden a gliadin és glutenin fehérjék kimutatisara fejlesztett ellena-
nyagok esetenként nem adnak megbizhatd eredményt (Gell et al. 2015). Esetiinkben a négy
vizsgalt genotipus koziil harom mind az RS, mind pedig a G12 antitesttel gluténmentesnek,
azaz coeliakias betegek szamara biztonsaggal fogyaszthatonak mindsiilt, azonban a szerologiai
tesztek €és immuno blot vizsgalatok nem ezt tamasztjak ala.
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SE - HPLC eredmények alapjan az UPP % (Unextractable polymeric glutenin proteins)
¢és a glutenin/gliadin arany csokkend értékei a minéség romlasara utalnak a relativ fehérjetar-
talom novekedés ellenére.

A normalizalt ezerszemtomeg alapjan az emelt CO, hatdsara atlagosan 16%-os termés-
novekedés tapasztalhaté a kontroll ndvények esetében, mig az emelt CO, és szemtelitddés
korai szakaszaban alkalmazott szarazsag stressz kombindcioja hatasara szignifikans, atlagosan
76,5%-0s terméscsokkenés figyelhetd meg (1. dbra).

1. abra Klimakamraban nevelt alacsony immunreaktivitasi alakor genotipusok terméshozama
kiilonb6z6 fenofazisokban alkalmazott szarazsag stressz kezelés emelt 1égkori CO, szint
mellett. Kezelések: Kontroll, Emelt CO, kontroll, Emelt CO; viragzas kezdeti szarazsag és
emelt CO; szemtelitédés kezdeti szarazsag.
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A buzaval kapcsolatos egészségiigyi rendellenességek hatterének ndvényi oldalrol valod
megértéséhez hasznos informdciokkal szolgél az alakorban eléforduld autoimmun betegséget
kivalto fehérjék komplex vizsgéalata. A proteomikai €s immunologiai vizsgalatokkal azono-
sithatjuk a lisztérzékenység kivaltasaért ténylegesen felelds, emésztésnek ellenalld peptideket.
Amellett, hogy sokkal pontosabb informaciohoz jutunk az alakor tartalékfehérjék és az altaluk
kivaltott immunbetegség kapcsolatarol, a nagy mintaszamnak kdszonhetden lehetdség nyilik
néhany nagyon alacsony immunreaktivitdsu genotipus azonositasara, melyek célzott nemesitési
alapanyagként szolgalhatnak
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