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Bevezetés

Az endospermium texturaja igen fontos téryazblzaszem jellemzése szempontjabol, mivel
jelentbs mértékben meghatarozza adhelkészilt liszt, ill. tészta felhasznalhatosagat.
buzamintak adott végtermék ééllitAsa szempontjabdl Iényeges tulajdonsagai és az
endospermium szerkezete kozo6tti viszony, egyikal®gatudomany éstébb mint szaz éve
leirt 6sszeflggéseinek. A szemkeménység napjainkbaolyan alapvét jellemzije a
bauzanak, mely meghatarozza kereskedelmi értékét, régdkivil fontos tulajdonsadg a
nemesitk szamara is. A buza keménysége a gabonaszem deioral szembeni
ellenallasanak a mészama.

A malomipar szamara a buza keménysége befolyaaalirlés soran felhasznalt energia
mennyiségét, igy a szemkeménységnek kdzvetlenégditmzata van. Az endospermium
szerkezete meghatarozza a buza kondiciondlasakaimalzandé parameétereket, a liszt
részecske-méretétjriiségét, a keményitsériilés mértékét és ezen keresztil a liszt vieddlv
képesseéget, és mindezek mellett a lisztkihozataiakét is.

A buzanemesik egyre tébb és nagyobb kihivassal kell, hogy samébzenek. Olyan fajtédkat
kell Iétrehozzanak, melyek kielégitik a novékielhasznaloi igényeket (malomipar, &par,
fogyasztd), melyek akar sajatos igényégtermékek éHhllitasara is alkalmasak. A buza
szemkemeénysége egyik igen fontos jelléjpza buzanak, mely sok egyéb feldolgozasi,
felhasznalasi technoldgiai paramétert is meghatédkolegmagasabb mdisédi kenyérbuzak
mind keményszefiek. A magyar nemesit szamara is fontos szelekcios tulajdonsag
munkajuk soran a bluzaszem texturgja.

Ahhoz, hogy a gyakorlati nemesitésben minél tokmgmontot figyelembe lehessen venni,
hogy minél sikeresebb legyen a nem@situnka, szikséges a szemkeménység kialakulasat,
az azt befolyasolo tényélzet is vizsgalat targyava tenni. Palyazatunk kéeatéjavaslatot
tettlink a keménység kialakulasanak, okainak elinéldalrél is megalapozottabim vitro

vizsgalatara. Ehhez egy olyan moddszer kialakitdd@aptunk lehdiséget, a palyazat
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keretében, melyet eddig még nem alkalmaztak. Alapjdeterolog rendszerfehérje

expresszids munka, melynek segitségével nagy msxghen Aallithatok élvad tipusu és
rekombinans fehérjék. Az irodalom tanulsaga szennind a mai napig egyetlen
laboratériumban sem sikerllt expresszaltatni nagpnmyiségben a friabilin fehérjék egyikét
sem, bar tobb labor, pl. Franciaorszagban, Anghalés Ausztralidban is komoly

erdfeszitéseket tett, ill. tesz.

A kutatas célja

Tanulmanyozni a bluza endospermiumban expressz&iatdin gyijtonévvel jelolt fehérjék,
funkciojat az endospermiumban, hatdsat a szemkeségnykialakitasabanin vitro
rendszerekben. Heteroldg fehérje expressziés rermidzen termeltetiink 3 fehérjét és azok
rekombinans valtozatait, hogy tanulmanyozzuk azokatfehérje szakaszokat, egyes
aminosavakat, melyek fontos szerepet jatszanak [érjée ,aktiv’ szerkezetének
kialakitasaban. Vizsgaljuk tovabba, hogy a GSPhEre rendelkezik-e enzim aktivitassal, s

ha igen jellemezzik azt.

Feladatok

A pélyazati szerdésben az alabbi munkak elvégzését vallaltuk:
1, Friabilin fehérjék expresszidja heteroldg rexeben.
2., A termelt fehérje azonositdsa Western blot, Cég&pektroszkopia, ill.
tomegspektrometrias modszer felhasznalasaval.
3, A bizonyitottan friabilin fehérjék @hllitAsa nagy mennyiségben, ill. Kelmértéki
tisztitasa a tovabbi vizsgalatokhoz.

o A friabilin fehérjék fellileti fesziltségre gyablt hatdsanak vizsgélata.

o A GSP-1 fehérjék endoxilanaz aktivitasanak sere

4
5
6., A friabilin fehérjék keményitkots képességének vizsgalata.
7., A bulza tartalékfehérjek kemeérykots kepessegenek vizsgalata.

8., Fehérje-fehérje kdlcsonhatas vizsgalata a kgitdéielszinén.

9, Mutans purB fehérjék expresszidja és vizsgalata

10., Helyspecifikus mobdositassal 6&litott mutans purA, purB és GSP-1 fehérjék

expresszioja és vizsgalata.

Budapest, 2008. februar 28. 1



D 048401, Zardjelentés 1 Dr. Gardonyi Mark
A blzaszem textUrajat meghatarozé fehérjék tanulnzéspin vitro rendszerekben.

Eredmények

1., Friabilin fehérjék expresszidja heterolég rengiden.

Az irodalombdl ismert harom friabilin fehérje (purdolinA, puroindolinB és Grain
Softness Protein GSP-1) expresszibjat bakteridéiplaexpresszidés rendszerben végeztik.
Ehhez a kovetkéikben részletezett kisérleti munkat végeztik el.

Megterveztiink harom par primert az egyes fehérg@keainek PCR modszerrel valo
felszaporitasahoz buza genomi DN@-IA primerek tervezésénél figyelembe vettik, hagy
fehérje N termindlis végén 18y 22 aminosavbol allé szignal peptid a transzpertg érés
soran lehasad, igy az érett fehérje nem tartalmadhzel a bakteridlis rendszerben ez a
poszttranszlaciés mechanizmus nem létezik, igyreele megfeldl DNS szakaszt a PCR
reakcio soran kell eltavolitani, hogy korrekt méréghérjét kapjunk a bakterialis expresszio
eredményeként. A PCR reakcié soran ezt a szigndkaszt egy ATG bazisharmassal
helyettesitettik, mely a metionin revaminosav kodolo szekvenciaja. A fehérje N-
termindlisan szikség van egy Met amindsavra aeskbaktéridlis fehérje expressziéhoz. A
kivalasztott bakterialis expresszidés vektorba vdttbhnozashoz szikséges restrikcios
endonukleaz hasitdé helyeket is tartalmaztak azuakatervezett oligonukleotidok, azok 5’

végein.

A primerek szekvenciai az alabbi tablazatban olassh

puroindolinA

Forward primer CCATGBAGTTGTTGGCAGTTACG
Reverse primer GGATCIICACCAGTAATAGCCAATAG
puroindolinB

Forward primer CATAT&AAGTTGGCGGCTGGTAC
Reverse primer GGATCIICATCACCAGTAATAGCCAC
Grain Softness Protein-1

Forward primer CATATGTTGCGATAGCGCCTAGTG
Reverse primer GGATCTATCAAGTGATGGGGATGTTG

Az alahuzott szekvenciak a klonozdshoz szikségaskaos enzimek hasitasi helyét jelolik.
purA fehérje esetében az 5’ végenNr restrikcidos enzim hasitasi helyét, mig a masik ké
esetben akdd enzim hasitasi helyét hasznaltunk fel klonozéargén 3’ végén mindharom
esetberBanHl| restrikcidés enzim hasitési helyet alkalmaztunk.

A PCR reakci6 korulményeinek kisebb optimalizalésan az alabbi reakciokortlmények

mellett felszaporitottuk az egyes géneket.
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Enzim TripleMaster polimeraz (Eppendorf termékiriit/ 10l reakcioelegy
Mg** 2,5 mM

dNTP 40 uM egyenkeént

primer 0,5 UM egyenkeént

templat 20 ng genomi DNS /reakcio

A PCR reakci6 programja:

Tdenaturacié 95°C 30 méasodperc

Tkapcsolas 56°C 15 masodperc

Tianchosszabbitas 72°C 15 masodperc

Ciklusok szama 36.

A kb. 400-500 bp hosszu DNS fragmenteket tisztigkil a TOPO-TA klénozé kit
(Invitrogen) felhasznalasaval pCR2.1-TOPO vektdklimoztuk, a cég altal ajanlott recept
szerint. A pozitiv klénokat baktériumon végzett PCRakcioval azonositottuk.
Antibiotikummal kiegészitett folyadék kultdraban Inevelt baktériumbdl plazmidot
tisztitottunk (QIAGEN plasmid mini kit), hogy ellérizziik az inszert szekvenciajat. A
nukleotid sorrend meghatarozasahoz az Applied Biesys szekvenalé rendszerét
hasznaltuk, a BigDye 3.1 mixet. A szekvenalastit@tybol is elvégeztik M13 Forward és

Reverse primerek felhasznalasaval, 3-3 figgetle&R pozitiv koloniabdl kinyert plazmidon.

A szekvenalds eredményeként kapott adatokat a CHR®Mewi szoftverrel és a GCG
szoftvercsomag segitsegével efientik és vizsgaltuk. Mindharom friabilin fehérj@rmhez
tartozd egy-egy hibatlan szekvenciat tartalmazdé skohkciét kivalasztottunk a tovabbi

munkara, a bakterialis eszpresszios vektorba valb-klonozasra.

A bakterialis fehérje expresszibhoz a Novagen dém &orgalmazott expresszids
vektorokat és gazdasejteket hasznaltuk. Harom xtekédasztottunk ki éizetesen (pET11d,
pET17b, pET19b), mely tobb expresszids variacidttdsit. A pET11ld széles koérben
alkalmazott, mert j6l szabalyozhato fehérje exmiéssbiztosit. A pET17b egy alternativ
vektor, abban az esetben, ha a pET11d vektor né&kdark. A pET19b vektor tartalmaz egy
immunoldgiai azonositasra, valamint fehérje tiéstira is hasznalhaté His tag-et a molekula
N-terminalisan, amit egy enterokindz enzimmel ledl&dvolitani a fehérjét. A pozitiv, j6
szekvenciaju klonokbdl az inszertet a megtetekstrikciés endonukledz enzimekdd, Ncd,
BanHl) segitségével kivagtuk, agar6z gélen elvalasztoimajd gélbl tisztitottuk (QIAGEN
géltisztito kit) segitségével. A vektorokat szintésitottuk, agardéz gélen elvalasztottuk és

géldl tisztitottuk. Kovetke#d Iépésben T4 DNS ligdz enzim segitségével 0sszseklipk a
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vektorokat és a megfetel friabilin fehérje géneket. A transzformalas és fakip
antibiotikumot tartalmazo6 taptalajon valo szélesattan kapott koldniakat PCR segitségével
ellendriztik. A PCR-hez az adott génre specifikus oligdaeatidokat hasznaltunk forward
primernek, valamint reverz primernek a pET expriésszektor T7 terminatorara specifikus

oligonukleotidot T7Rev (melyet nem tartalmaz a pARPOPO vektor).

Az egyes friabilin fehérje géneket tartalmazo, P@ditiv mintdkbol 3-3 koldniat
felneveltiink antibiotikum tartalmu taptalajon ésdbiék plazmidot tisztitottunk a fentebb leirt
kit segitségével. Az egyes konstrukcidkat restéi&ciendonukledz enzimekkel végzett
hasitassal is elléniztik, mely enzimek inszert, ill. vektor speciféak, miebtt expresszios
baktériumokba transzforméltuk. Az igy ellenttt kionokbdl egyet-egyet kivalasztottunk
baktériumban tortéhfehérjetermeléshez. A fehérje termeléshez Uj gagitia kell hasznalni,
ebbe kell transzformélni az egyes expresszios kiénoA friabilin fehérjék nagy szamu
cisztein aminosavat, s nagy szamu diszulfid hice#tartalmaznak. Ezt figyelembe véve
olyan gazdasejtet/sejteket kell valasztani, meligdetivé teszik a fehérjében a diszulfid
hidakkal stabilizalt megfelélszerkezet kialakulasat. Az alabbi, az irodalom&mies kdrben
és elfogadottan haszndlt, 6t gazdasejttel rendafiteZAD494(DE3), BL21rxB(DES3),
Origami(DE3), OrigamiB(DE3) és Rosetta-gami(DE3}&I kiprobaltuk az AD494(DE3),
OrigamiB(DE3) és Rosetta-gami(DE3) torzseket. A faletp antibiotikum mellett 37C-on
szaporitott baktérium sejtekben akkor indukaltuR GPhozzaadasaval a fehérje termelést,
mikor a szuszpenzidé optikai denzitdsa (OD) elérted,5-0,8 kozotti ertéket 600 nm
hullamhosszon mérve. Az indukciot kodeh oranként mintat vettink hat 6ra hosszan
keresztll a baktériumbol, majd a maradék baktésamszpenziot hagytuk egész éjszakan éat
razatni, fehérjét expresszalni. A baktérium minta8®S szolubilizalé pufferben oldottuk,
forraltuk és az igy kapott fehérje oldatot 12%-&silamid gélen valasztottuk el Laemmli
szerint. A kapott eredmények alapjan megallapitottoogy hat oras fehérje expresszio
elegend, a baktérium megfeléén nagy mennyisdgfehérjét termel. Mindharom baktérium
térzsben mindharom fehérje terdadbtt, de a legéisebbnek az Origami B(DE3) sejtben valo

fehérje expresszidimt az SDS-PA gélelektroforézis alapjan.

2., A termelt fehérjék azonositasa

A bakterialis fehérje expresszioval kapott fehénérete kicsit nagyobb, mint a buza

endospermiumbdl tisztitott érett fehérje mérete. dwgal magyardzhatd, hogy a ndoveényi
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sejtben az érés soran a fehérje N- és C-termindlidéhasad néhany aminosav. A
mechanizmust nem ismerjik, nem tudjuk, hogy vajdeményitvel, ill. a lipidekkel valo
kolcsbnhatas soran térténik-e. Ezért a baktériunteameltetett fehérje a teljes aminosav
szekvenciat tartalmazza, leszamitva a szigndl getptiami az endospermium fehérjéir
biztosan lehasad az Endoplazmatikus Retikulumogy @aGolgi apparatuson valo athaladas
soran. A pET19b expresszios vektor segitségévakieztett puroindolinB fehérje mérete volt
a legnagyobb, ami avval magyarazhato, hogy az apott fehérje még tartalmaz egy 23
aminosav hosszu oligopeptidet, melynek N-termin&digen van a tisztitasra és kimutatasra is

szolgéalo His-tag.

Mindh&drom baktériumban termeltetett friabilin fej@ér azonositottuk az SDS-PA
gélelektroforézis soran mutatott futasi sebességieWestern blot segitségével ik. @bra).

Az SDS gélelektroforézis soran elvalasztott felk@iéBio-Rad semi dry blot készilék
segitségével PVDF membranra transzferaltuk ésoaalmmban elfogadott protokoll szerint
anti-friabilin antitesttel reagéltattuk. A kapotel,j megegyezett az IPTG indukcié utan
megjelent extra fehérje savjaval. A pET19b vektorlexpresszalt puroindolinB fehérje
esetében nem csak anti-friabilin antitestet, harseni-rHis-tag antitestet is hasznaltunk a
Western blot médszer szerinti azonositasra. A kétesttel kapott jel azonos helyen jelent
meg a PVDF membranon és az megegyezett az IPTkdiddutédn kapott extra fehérje

savjaval.

1. 4bra Baktériumban expresszalt friabilin fehérjék vidstg Western blot médszerrel.

1., Gazdasejt, csak Ures pET plazmidot tartalmaz. pur-A-pET vektort tartalmazé
expresszios gazdasejt indukcidtel 3., pur-A-pET vektort tartalmazé expresszidés gazdasejt
indukcié utan.4., GSP-1-pET vektort tartalmazd expresszidos gazdasejikcio ebtt. 5.,
GSP-1-pET vektort tartalmazé expresszios gazdashjkcid utan. Nyillal jeloltik a friabilin
fehérje savjat.
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Mint 2. abran lathaté a fehérje expresszidja IPTG indukcidé néiklelindul, ami sajnos
jellemzs a pET expresszios vektorok nagy részére. Lathatdbba, hogy a Histag-ot

tartalmazo fehérje hosszabb, mint a vad tipusurjiehé

MSS1 2 3 4

2. abra Baktériumban expresszalt puroindolinB fehérje tidg-gal és His tag nélkdl.

MSS, Molekulatdmeg standard.., purB-pET vektor tartalmi expresszios plazmid ireak
utén. 2., purB-pET vektor tartalmu expresszios plazmid irdakebtt. 3., purB-Histag-pET
vektor tartalmi expresszids plazmid indukcié utdn. purB-Histag-pET vektor tartalmu
expresszios plazmid indukcidsel Nyillal jel6ltiik a termeldott puroindolinB fehérje savjat.

Tovabbi azonositast végeztink monoklonalis antisesgfitségével a baktériumban, pET11d
expresszids vektorbdl expresszalt puroindolinA fEvel 3.4bra). Az R-Biopharm Rhone
cég altal forgalmazott Durotest-P kit-ben talalhatdnoklonalis antitest specifikus egy adott
biotopra, mely csak adott térszerkdzdtiabilin fehérjékben talalhaté. Az eddig, mas
laboratoriumokbark:.coli-ban termelt puroindolinA és -B fehérjék evvel atitasttel nagyon
gyenge reakciot adtak, amit a nem megéeléblding-nak tulajdonitanak. Az &altalunk
expresszalt puroindolinA fehérje jele Western Ipdatkcioban sokkal ésebbnek (kb. 50-szer)
mondhatd, de a Coomassie Brillant Blue festékkaltett SDS-PAGE gél puroindolin
savjanak intenzitdsa és a Western blot puroindsdivjanak intenzitasa alapjan az altalunk
termelt fehérje valGszitheg csak 25-30%-ban tartalmaz megi@lébldinggal rendelkez
molekulakat. Tovabbi expresszios optimalizalasekéteket veégeztink, de nem tudtuk 50%
folé novelni a megfelél foldinggal rendelkeZ fehérjék aranyat. Kiprobaltunk tovabbi
expresszios gazdasejteket és kulodhdmmersekleteket, valamint valtoztattuk indukciétel

baktérium koncentraciot is.
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<+— puroindolinB + Histag

<4—— puroindolinB

3. abraBaktériumban expresszalt puroindolinB fehérjék gidata Western blot modszerrel.

A baktériumban expresszalt Grain Softness ProtédD6-PA gélelektroforézissel tortént
elvélasztds utan gdibvisszanyertik és MALDI-TOF analizisre egyuititkddé partneriinkhéz
kaldtik @. abra). A GSP fehérje tomegspektrométeres analizisetipaaiedményt adott. A
megtalalt peptidek a teljes szekvencia 32,5%-akfedigy igazoltuk, hogy a baktériumban

termelt fehérje amindsav szekvenciaja azonos abdlizi&ztitott fehérje szekvenciajaval.

Voyager Spec #1=>MC[BP = 1295.6, 131313]
1007 120568451 —
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4. abra baktériumban termelt és tisztitott GSP fehérjedgspektrométeres vizsgalata.
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A baktériumban éallitott és SDS-PA gélen tisztitott fehérjek N-temélisanak amindsav
szekvencigjat szintén meghataroztuk, hogy étieaiik nem tortént-e valami véltozas a

baktériumban a fehérje termelése soran.

A kapott eredmények medmitették, hogy az expresszid soran nem tortént $dmina, mert
az el$ 10 aminésav mind a harom friabilin fehérje eset@yegyezett a DNS szekvenciabal

szarmaztatott szekvenciaval.

3., A friabilin fehérjék dlallitAsa nagy mennyiséqgben, ill. kkethértélé tisztitasa.

A friabilin fehérjék nagy mennyiségexpresszidjat 2 literes razatott Erlenmeyer
lombikokban végzett 500 ml-es folyadék kultUrabadgeztik. Expresszidos gazdasejtbe
frissen transzformalt, PCR reakcidban ellaitt, egyetlen koloniabol indultunk ki. Az 5 ml
folyadékban egy éjszakan at felnevelt baktériumrnmadkulaltunk 500 ml, megfelél
antibiotikummal kiegészitett LB taptalajt. Haromggéras razatas utan megmeértik az optikai
denzitdst. Mikor az elérte a 0,5-0,8 kozotti értelemM IPTG hozzdadaséval inditottuk a
fehérje termeltetést. Hat 6ra tovabbi folyamata@sitd@s utan centrifugalassal 6ssZgigytik a
sejteket és 20°C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig. Kis mennyiségintabol, SDS
szolubilizal6 oldattal kapott fehérje oldatban SPA&- gélelektroforézissel kimutattuk a

termebdott friabilin fehérjét.

Sikerdlt tobb szaz milligramm mennyiségbebadlitani mindharom friabilin fehérjét oldhato
forméban, ill. a puroindolinB fehérjét His-taggal. iEz a fehérje szennyezett bakteridlis

fehérjével, igy tovabbi tisztitasi lépések sziksege

Tovabbi spektroszkdpiai vizsgalatokhoz nagy meragiistisztitott fehérjére van
szukseég. Tisztitashoz FPLC kromatografias modsmesznaltunk MonoS ioncsedéiblteten
(5. abra).

Nagy problémat jelentett a baktériumban expressZahériék oldatba vitele nagy
koncentracidban, SDS hianyaban. Tobb oldoszerbkidtunk, igy a Tris/ecetsav rendszert
kulonbod pH értékek mellett (6,8; 7,3; 7,8), valamint a &tetat/ecetsav rendszert (pH 5,2;
6,0) de nagy attorést nem értiink el. Kisérleteldgextiink a fehérje renaturaciojara és
refoldingjara is DTT-s és/vagy ureas oldatban tértéedukciot és/vagy renaturaciot kovet
DTT, ill. urea mentes oldattal szemben végzettiziedel. Tovabbi vizsgalatokat végeztink

enyhén savas puffer (pH7,8) melletti hig so old#&8 mM, 100 mM NacCl), valamint Triton
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X-114 tartalma pufferrel is. (A 70%-0s etanol, vaag 50%-0s n-propanol oldat egyaltalan

nem adott értékelhéeredményt.)

Ezen kisérletek utdn sem tudtunk nagy koncentr@cinabilin oldatokat elallitani. Ez
bizonyara kapcsolatban van azzal, hogy a baktéammbballitott fehérje magasabb
szerkezeti formai a heteroldég rendszerben ternediérie esetében nem minden molekulara
egyezik meg a nativ fehérje magasabb szerkezatidioal, ill. hogy a fehérje csak részben

veszi fel a nativ fehérjére jellehzzerkezetet.

tisztitott

/ PuroindolinA

fehérje

He
i I‘-"'..""r g
f.."ﬂ' e W M

W \
L") | ]
L5 l.--L\-\A J.l",# |

[

5. Abra baktériumban expresszalt PuroindolinA fehérje tiid&ga mono S ioncsesél

oszlopon.

Az alacsony koncentracio ellenére is rendelkezuidhaid, baktériumban expresszalt,

friabilin fehérjékkel, melyek kromatografias Iépés) soran tisztithatok.
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4., A friabilin fehérjék felileti feszliltségre ggaidt hatasanak vizsgalata.

Ezt a kisérletet nemzetkdzi egyutikidés (Institute of Food Research, Norwich, Egyesl
Kirdlysag) keretében terveztik végrehajtani. Migdderendezéshez nem tudtunk hozzaférni,
ezért a feladat végrehajtasat elhalasztottuk. Rgendszerint a méréseket ez év folyaman el

tudjuk végezni.

5., A GSP-1 fehérjék endoxilandz aktivitdsanak sgré

Az Altalunk eballitott rekombinans GSP-1 fehérje arabinoxilan&tivaasat azurinnal
keresztkotott buza arabinoxilan (AZCL-arabixylan;edhzyme) szubsztraton teszteltiik.
Negativ kontrollkéntGSP-1 gént nem hordozd. coli extraktjat, pozitiv kontrollként
blzaliszt ecetsavas kivonatat hasznaltuk. A rekoéms fehérje korrekt térszerkezetét
keményibkotéssel elledriztiik. Eredményeink szerint a GSP-1 fehérjének csin

arabinoxilanéaz aktivitasa.

6., A friabilin fehérjék keményikots képességének vizsgélata.

Keményity szemcséket preparaltunk puha (Riband, Mv Matyéimény (Mercia) és durum
(Svevo, Martondur) buzafajtdk liszti@b A prepardtumokbdl kisméiet affinitas
kromatografiai oszlopokat hoztunk létre, ezekerezéigk a kisérleteket. Puhasze(®Riband)
blazabdl Triton X-114-el készilt kivonat felvitelés a keményét oszlopok mosasa utan az
oszlopokrdl friabilint, és néhany nagyobb molekimaedi (33-54 kDa) fehérjét lehetett
eludlni az SDS-PAGE tanuséaga szerint. A 15 kDaalalhat6 savrdél anti-friabilin ellenanyag
segitségével Western-blottal bizonyitottuk, hogghitint tartalmaz. A kivonatban talalhato
fehérjék nagy része nem Kdbtt az oszlophoz, tehat a kotés specifikus voltfriAbilin
kotodése mind a haromféle keméyitmegtortént (durum keméngie ezt még nem irtak le
korabban).

A kotési kisérleteket megismételtik FPLC-n tisztitimiabilinnal is. A tisztitott friabilin
szintén specifikusan kédott a keményét oszlophoz.

Az altalunk eballitott rekombinans puroindolinA, puroindolinB €SP-1 fehérjék szintén
specifikusan kdtdtek a keménydt oszlopokhoz, amit SDS-PAGE és Western-blot

kisérletekkel bizonyitottunk.

7., A buUza tartalékfehériék keménos képességének vizsgalata.
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Puhaszerin (Riband) buzabdl Triton X-114-el készilt kivonak@meényidoszlopra kétottik
és elualds utadn a fehérjéket SDS-PAGE-n elvaldektofz elvalasztott fehérjéket Western-
blotban tartalek fehérjék ellen készilt ellenangdggagaltatva azt tapasztaltuk, hogy szamos
blaza tartalékfehérje kédik a keménytt szemcsékhez. A kisérletet megismételtiik 50 % izo-
propanollal készilt kivonattal is, amely @&srban gliadin fehérjéket tartalmaz. SDS-PAGE-n
tortérd elvalasztas utan azt tapasztaltuk, hogy egy 30rkBxaeti fehérje nagy mennyiségben
kotodott a kemeényét szemcseékhez. Ezt a fehérjét a tartalék fehérjian édésziilt szérum
felismerte.
A koteési kisérleteket megismeételtik tisztitott kenyi& sos izopropanolos (50 % i-PrOH, 50
mM NaCl) kivonataval is. A kivonatban talalhato tédék fehérjék szintén specifikusan
kotodtek a kemeénydt oszlophoz, ami bizonyitja, hogy nem a lisztbentlegejelen &%
szennyeé anyagok okoztak a kédést.
A 90 %-os izopropanollal zsirtalanitott keméfyszemcsekkel végzett kisérletek eredménye
szerint a tartalék fehérjék keméryikotéséhez a lipidekre nincs szikség; a zsirtd@lanit
hatasara a kotott tartalék fehérjék mennyisége védtozott.
A keményitszemcsékhez kotott, a buza szemkeménységét befidydshérjék tovabbi
funkcionalis jellemzését kilféldi egyuttikodésben folytattuk. Ehhez a jellemzénd
fehérjéket két kulonbdez bazafajtabol nyertik ki: Riband puhaszemmizabdl (vad tipusu
puroindolinokat tartalmaz) és Ofanto durumbuzabpurdindolinokat egyaltalan nem
tartalmaz). Az eljaras sordn a kemébgiemcséket finomlisztlh illetve teljes kérlési
lisztbdl/buzadarabol vontuk ki. A feladat megvaldsitasaziden a vilagon ed&ként
hasonlitottunk 6ssze tobb kilonlédz laboratoriumi  kordlmények kozott hasznalatos,
vizmentes, illetve vizet is felhasznald keméhyiisztitasi eljarast a kapott termek
szemcsefelszini fehérjetartalma szempontjabol. Esszehasonlitds célja annak bizonyitasa
volt, hogy a vizsgalt gliadin tipusu fehérjék marbazaszemben is megtalalhatok a
keményibszemcsék felszinéhez kétve — nem csupan vizes nemsas tapadnak ki. A
kovetked kemeényib-kinyerési modszereket hasonlitottuk dssze:

* Vizes mosas vizzel gyurt tésztabdl

» Szemcsemeéret szerinti frakcionalas

» Malmi frakcidk
» Finomliszt frakcionalasa szitasorozattal 38 alatti frakcio elkllonitése
» Slirtiség szerinti frakcionalas

» Friss buzadara centrifugalasa kloroformban

Budapest, 2008. februar 28. 11



D 048401, Zardjelentés 1 Dr. Gardonyi Mark
A blzaszem textUrajat meghatarozé fehérjék tanulnzéspin vitro rendszerekben.

» Finomliszt centrifugalasa kulénb®z dsszetétél kloroform - diklér-metan
elegyekben
» Vakuumban szaritott liszt tovabbrlése golydés malomban, kloroform jelenlétében,

majd centrifugalds kloroformban, szikség szerinbrddbrm és szén-tetraklorid

megfeleb aranyu elegyében
A vizes mosas széles korben alkalmazott moédszenban tobb kutatocsoport is felhivta a
figyelmet arra, hogy az eljaras soran a bluza eretospm fehérjematrix egyes komponensei
képesek lehetnek kitapadni a kemétgiemcsék felszinére, ezért mindig szikséges
bizonyitani, hogy a vizsgalt fehérje/fehérjefrak¢gadenléte nem ritermék. Eredményeink
alapjan a vizes mosassal tisztitott keménfgény- és pasztazé elektronmikroszképos képe a
legtisztabb, szemcsefelszini fehérjetartalma aiseth a vizsgalt mintak k6zott.
A szemcseméret szerint elvalasztott malmi frakdi6kil a legalacsonyabb fehérjetartalmu
frakcié nagy mennyiségben tartalmaz ép és szabazizdébapadt fehérjematrix tormelékt
mentes) keményiszemcsét, ugyanakkor jeléat mennyiséfy a keményfiszemcsékhez
hasonlo mérdétfehérjematrix darabot is.
A finomliszt 38 um-nél kisebb szemcseméfiefrakcibja még nagyobb mennyiségben
tartalmaz fehérjematrix-tormeléket.
A siriiség szerint szétvalasztott friss buzadara illetmentfliszt keményttben gazdag (az
oldészernél nagyobb Gdisédi) frakcioja szintén keményiioz nem kotott fehérjével
szennyezett (matrix a kiléon nem valt szemcsék kpzot
Az Aaltalanos malmidérlés soran a kemeéngifehérjematrix szétvalas nem teljes. A
finomlisztben is taldlhatunk a kemérgzemcsékhez hasonlé mérefehérjetormeléket,
illetve olyan endospermium darabokat, melyek a asam rendezett keménygzemcsek
kozotti hézagokban matrixfehérjéket tartalmaznak okozza, hogy egysefrakcionalassal
nem lehet kell tisztasagu keményit eloallitani. A probléma kikiiszobolh&t ha olyan
alaposarvroljik az alapanyagot, hogy gyakorlatilag mindemkayittszemcse kulonvaljon
az 6ket 6sszekdt fehérjematrixtol. Ehhez finomlisztet vakuumbanr@sftunk, majd golyos
malomban, kloroform jelenlétében egy Ora hossz&igltink. Ezutan a keményit a
jelentsen kisebbigtisédi fehérjekél kloroformban vagy (szukség szerint) klorofornzes-
tetraklorid elegyben centrifugalassal elvalasztotidiz igy kapott minta fénymikroszképos
képe ugyanolyan tiszta volt, mint a vizes mosassaht keményit€, ugyanakkor a szemcsek
testében repedések mutatkoztak. A pasztazé elekikovszkOpos felvételek alapjan is a

minta tisztasaga lényegében megegyezett a vizegeiti keménytiével, jol lathatd volt
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viszont a szemcsék nagymeétiétepedezettsége, toredezése is, ezeket vaidsttiaben a

rendkivil intenzivbrlés okozta§-7. abra).

6. abra: A kloroformbanérolt, majd centrifugalt minta nem tartalmaz fehémjétrix
szennyezeést

A mikroszkopos vizsgalatok utdn az egyes mintakziei fehérjetartalmat SDS-PAGE-sel
hasonlitottuk 6ssze. Minden mas modorbabitott keményit tobb fehérjét hordott a
felszinén, mint a vizzel mosott minta, akar 10-26rgs mennyiséget is. A vizmentesen
kivont keményibk kozil a kloroformbanérélt minta szemcséin talaltuk a legkevesebb
fehérjét (3-5-sz6ros a vizes modszerhez képest). uteibbit kétdimenziés PAGE-sel
(izoelektromos-fokuszalas + SDS-PAGE) is hasonlitot vizzel mosott keménghoz. A
kapott eredmények alapjan minden olyan fehérje,ymelen van a vizzel kinyert
keményiészemcsék felszinén, megtaldlhatdé a legtisztabb ersen preparalt minta
szemcseéin is 89. abra). A tovabbiakban ezért kizardlag vizzel mosott kagitvel

dolgoztunk.
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Rothamsted SEI 3.0kY XO50 10um WD 6.0mm

7. abra: A kloroformbanérélt minta keménytiszemcséi igen repedezettek, téredezettek

A keményitszemcse-felszin fehérjéinek kinyerésére tobb maodszeeszteltiink. Az egyikof
fehérjefrakcié a friabilin. Irodalmi adatok tanusagszerint leghatékonyabban 50 %
izopropanol, 50 mM NaCl oldataval vonhato ki. A aglin tipusu fehérjék egyik
legaltalanosabb oldészere az 50 %-0s n-propanolnkiéhk sordn mindkét oldoszert
teszteltik, kulonbdz hémérsékleteken. A legjobb eredményt az 50 % izoprohd0 mM
NaCl oldattal kaptuk, 60 °C-on, 2-4 6ra razatagsala szemcséket ugyanezen olddszerben
szonikaljuk, 60 fok helyett elegefidszobalimérsékleten razatni a mintat — nagy
mennyiségeknél azonban a szonikalds optimadirthmat igen nehéz meghatérozni). Ezzel
a mobdszerrel a keméngitfelszinéhez ésen koddo fehérjék is kivonhatok, mig a tobbi
eljarassal csak olyan fehérjéket tudtunk oldatbaniyi melyek in vitro nem képesek
keményiéhtz kotdni. Az oldas befejezte és a kemébyiemcsék eltavolitasa utan kétszeres
térfogat acetont adtunk a mintdkhoz, majd éjsza#aR0 °C-on taroltukket. A kicsapodott
fehérjéket centrifugalassal Osszégpttiik, szobabmérsékleten egy napon at szaritottuk,

végil 10mM pH 4,0 NaAc pufferben oldottuk.
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8. abra: Vizzel kinyert keményéiszemcsék felszini fehérjetartalmanak 2D PAGE képe.
vizszintes dimenzié izoelektromos fékuszalas pHO3gl a gél jobb szélén molekulatémeg
marker lathato)
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9. &bra: Kloroformbanérélt minta keményfiszemcséi felszini fehérjetartalmanak 2D PAGE
képe. (A vizszintes dimenzi6 izoelektromos fokugzgdH 3-10-ig, a gél jobb szélén
molekulatémeg marker lathatd)

A kulénb6sd fehérjetipusok elvalasztasat nagynyomasu folyamékratografias rendszerrel
(HPLC) végeztik. Hszor reverz fazisu oszlopot alkalmaztunk, acetibgjtadiens mellett.
Hogy a fehérjék az elvalasztas utan is megtartesakciondlis tulajdonsagaikat, a mintakat
nem redukaltuk és nem alkilaltuk. Ezen koérUlményéizott, reverz fazison nem tudtuk
elvalasztani a komponenseket. KationcgeoSizlopon jelerdisen jobb eredményt kaptunk — a
tisztitott friabilin  frakci6 (mely a puroindolin Fetrjéket tartalmazza) 100%-ban
gliadinmentes, mig a tisztitott gliadin tipusu frek csupan elenyééz egyedil a Durotest
monoklonalis antitesttel kimutathatd mennyiséguroindolint tartalmazott. A durum
alapanyag (Ofanto buza) puroindolinokat egyaltat@m tartalmaz, igy a kgé tisztitott,

keményiéhtz asszocidlt, gliadin tipusu fehérjefrakcié i9%Bban puroindolin-mentes.
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A kemeényibkoto-képesség vizsgalatdhoz Riband és Ofanto buzakbeés ynosassal kinyert
keményiészemcsék felszini fehérjéit Proteindz K-s emésetédtivolitottuk. Az igy kapott,
illetve a Sigma-t6l vasarolt buza- és burgonyakerékbol készitett oszlopok tisztasagat,
fehérjiementességét vak kisérletben, SDS-PAGEHetV,@ Durotest antitesttel ellériztik. A
rendszer rikodését Riband buza lisztjének Triton X-114-es kataval teszteltiik (a hasznalt
kivonat nagy mennyiségpuroindolint tartalmaz, az €lsn vitro puroindolin - kemeényét
kotéshez igy nyerték ki a fehérjét). Miutan pozéredményeket kaptunk, a kromatografiasan
tisztitott mintakat vittik fel az oszlopokra. Azvélasztott gliadin, illetve friabilin frakciok
keményibé-affinitasaban kulonbséget nem kaptunk — mindk@udi az 0sszes hasznalt
keményibhtz kotdott (L0-11. abrg. Mivel a gyari keménydt készitése soran zsirtalanitjak,
a kapott eredmények alapjan feltételeztiik, hogyzemsséken talalhatd lipidréteg nem

szikséges a kédéshez (I. még: kétés izopropanollal kezelt kentéhgiz).

10. 4bra HPLC-vel tisztitott friabilin frakcié (Riband babol) kotése keményitoz. 1,
tisztitott friabilin; 2, ki nem kotott fehérje; &osas; 4, kotott fehérje

A keményith6z kotdo puroindolinokat Durotest antitesttel. abra), a szintén k&ido
gliadin frakciot buza gliadin frakcidjara specifikantitesttel azonositottuk. A gliadin frakcio
SDS-PAA gélen legprominensebb savban szefnbetkomponensének N-terminalisat
megszekvendltuk, az eredmény alapjan a fehénjiadin (Riband és Ofanto buzédban
egyarant). Aza-gliadinok az endospermium-fehérjék prolamin csgpba tartoznak, nagy

mennyiségben vannak jelen a buzaszem fehérje raiix
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11. &bra HPLC-vel tisztitott gliadin frakcio (Ofanto buzélp kotése keményihoz. 1,
tisztitott gliadin frakcio; 2, mosas; 3, kotott &fek

—-15kDa

12. abra Puroindolinok azonositasa Durotest antitestteRifhand keményébol; 2, R.
lisztbdl

A vizzel mosott keményiszemcsék felszinén lipidréteg talalhatd (az amaspi membran
maradvanya), melyet a Proteinaz K-s kezelés newlitael. Annak felderitésére, hogy ez a
lipidréteg szerepet jatszik-e a szemcse-fehérjeskdlhatasban, a Proteindz K-val kezelt

kemeényiét egy ora hosszan razattuk 9:1 izopropanolbartydle@izzel telitett n-butanolban.
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Irodalmi adatok alapjan a 9:1 izopropanol hatékangdtavolitia a keményit felszinén
talalhato polaris lipideket, mig a vizzel telitetbutanolt &ltalanosan hasznaljdk gabonalisztek
teljes zsirtalanitasara. Pufferes mosas utan megplizk, képesek-e a gliadin tipusu illetve a
friabilin fehérjék kobédni az igy eballitott oszlopokra. Bar a megKitott friabilin
(puroindolin) mennyisége a kontrollhoz képest kebbs a kapott eredmények alapjan a
kezelés nem akadalyozza meg a fehérjék kolcsordiat@s oszloppal 13. abra) Ez
dsszhangban van azzal, hogy a vizsgalt fehérjékdedpa gyari keméngitéz kotdni (lasd
fentebb).

ThlkDia -

1 T M e - 5

13. abra n-butanolos kezelés hatasa a puroindolin - kem@&kgitésre. 1, és 3, puroindolin
minta; 2, kontrolloszlopra kik6tott fehérje; 4, nthnollal kezelt oszlopra nem kotott fehérje;
5, mosas; 6, n-butanollal kezelt oszlopra kikdfétierje

8., Fehérje-fehérje kolcsbnhatés vizsgalata a kefbgfelszinén.

Friabilint és tartalék fehérjéket is tartalmazédaatokat keményit oszlopra kotottink és a
mosas utan elualhatdé fehérjéket SDS-PAGE-n elvildgk. A frabilint kilonbos
mennyiségben tartalmazé kivonatokkal kapott eregmlérosszevetésével megallapitottuk,
hogy a keménybhoz koéthed 30 kDa mérdt tartalék fehérje mennyiségeésen fligg a

jelenlés friabilin mennyiségétl; azzal forditottan aranyos.

9., Mutans purB fehérjék expresszidja és vizsgalata

A keményibhdz kotdo tartalékfehérjék vizsgalata szamos Uj eredmémgptiglasd 7. pont),

ugyanakkor a tervezettnél tobboétidvett igénybe, ezért a mutans puroindolin fehérjéek
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létrehozasara és vizsgalatara nem jutott el&nkid Mivel a természetben &brduld
puroindolinB mutansokat mér tobb kutatocsoport gédts, Ugy gondoltuk, hogy az altalunk
létrehozandd puroindolinA mutansok vizsgalata (1480l pont) tébb 0 tudomanyos
eredményt hozhat. Ezért a 9. pontban meghatardetdatiatok végrehajtasat Kdsbre
halasztottuk és a 10. pontban meghatarozott felkdbhajtottuk végre 2007-ben.

10., Helyspecifikus modositassals@dlitott mutans purA, purB és GSP-1 fehérjek

expresszidja és vizsgalata.

A puroindolinA génre megfelélprimereket terveztiink harom mutans létrehozasahoz:

1. C56S, C76S: a triptofan gazdag hurok nyakanalhatalcisztein hidat szlinteti meg.

2. C48S: az N-terminalist stabilizalé cisztein hidaiiisteti meg.

3. W66A, W68A, W69A, W71A, W72A: a triptofan gazdaggi@ban talalhato

triptofanokat cseréli le alaninra.

A mutans géneket PCR segitségével allitottdk aa altalunk kifejlesztett médszer szerint
(Nagy és mtsai, 2007), és pUC18 vektorba klbnoz&uURINS szekvenciak ellémzése utan
pPET15b vektorba szubklénoztuk, mdd coli Origami-B sejtekbe transzforméltuk. A mutans
fehérjéket az 1. pontban leirt eljaras szerint &tttk (4. abra. A termelt fehérjék

funkcionalis vizsgélata jelenleg folyik.
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MSS 1 2 3 4
14. abra Mutans puroindolinA fehérjék bakterialis termaésMSS, Molekulatdmeg

standard, 1., PuroA C56S-C76S, 2-3., PuroA C48RdroA W66A-WG68A-WE9A-W71A-
WT72A, 5., baza Triton X114 kivonat €, coli kontrol. A mutans fehérjék a 17 kDa méret

6

standarddal egy magassagban lathatéak arany saviként.
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Hasznositas:

A munka alapvéten elméleti jellel, az eredmények kozvetlen alkalmazaséra nincs
lehettiség. A szemkeménység biokémiai alapjainak megéregésbbiekben segitheti a

kenyérblza nemesitését.
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Osszefoglalas

A pélyazat keretében felszaporitottuk, és klénoZukiabilin fehérje génjét. A klonozott
géneket E. colitban kifejeztettik. Optimalizaltuk a heteroldg eegBzi6 korulményeit,
igazoltuk, hogy a termelt fehérjék szerkezete mggrfg a természetes friabilinekével és nagy
mennyiségben é&dllitottuk a friabilin fehérjéket. A puroindolinA éni®l létrehoztunk 3
muténs valtozatot, hogy a cisztein hidak és adfpt gazdag hurok szerepét tudjuk vizsgalni.
A mutans fehérjékek. coliban kifejeztuk.

A termelt fehérjékkel funkcionalis vizsgalatokatgegtiink. Megallapitottuk, hogy a GSP-1
fehérje nem rendelkezik arabinoxilanaz aktivitasBatonyitottuk, hogy mind a természetes
eredeli, mind a heteroldg rendszerbe&@litott friabilin fehérjék specifikusan kédnek a
tisztitott buzakeményih6z. Ebszor vizsgaltuk durum buzabdl szarmazo kemérfyidbilin
koto képességét, és igazoltuk, hogy az a kenyérbluzadalt keményibhdz hasonloan kéti a
friabilineket.

A fraibilinek keményié kotésének vizsgalata soran észleltiik, hogy egy3RbkDa mérdt
tartalékfehérje nagy mennyiségben &btk a kemeényithoz. Munkank soran megég6en
bizonyitottuk, hogy az éaltalunk megfigyelt gliadipusu fehérjefrakcié valdban jelen van az
érett keményltszemcsék felszinén, nem csupan a vizes tisztitada &6tdik ott meg. Ezek a
fehérjék képesek a kemérdfitz kotdni in vitro, puroindolinok jelenlétében és hianyaban
egyarant. Kemeényitiranti affinitasuk a keményttipusatal figgetlen, izopropanollal- illetve
n-butanollal zsirtalanitott keméndfitoz is képesek kétini.

Az o-gliadinok és a keményitkozotti ebs kotés magyarazhatja azt a tényt, hogy ha nincs
jelen mindkét vad tipusu puroindolin, a buzaszeméwmy. A szemcseszerkezet, a keményit
téredezettségének meértekével egyitt (mely utdbbint&z a szemkemeénysébt fiigg)
jelentbsen befolyasolja, hogy egy adott buzafajta milyermgk, termékek é&dllitasara
alkalmas. A modern gabonatudomany egyik legfontosédladata egy-egy végtermék
eloallitdsara kulondsképpen alkalmas célfajtak ne@ssitA szemkeménység molekuléris
hatterének alaposabb megértésérebénditi ezt a folyamatot. A puroindolinok és a
szemkemeényseéget befolyasold tartalékfehérjék viasgéal utt66 munkat végzink, mely

lehetvé teszi a kemeénység szélesebb latblszemlélését, megértését.
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