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ROVIDITESEK JEGYZEKE

DBPCFC | Double-Blind Placebo-Controlled Food Challenge (kettds-vak placebo-
kontrollalt provokécios teszt)

ELISA Enzyme - Linked Immunosorbent Assay; enzim-kapcsolt immunszorbens
vizsgalat

EMA Endomysial antibodies; endomizium elleni antitest

IgE Immunoglobulin E

LMW Low Molecular Weight; kis molekulatomegii

PCR Polymerase Chain Reaction; polimeraz lancreakcio

PR Pathogenesis-related; patogenezissel kapcsolatos

RAST Radio-allergosorbent test; radio-allergoszorbens teszt

tTG anti-tissue transglutaminase; anti-szoveti transzglutaminaz

WDEIA Wheat Dependent Excercise Induced Anaphylaxis; mozgas altal kivaltott
buzafliggd anafilaxia




1. BEVEZETES

A buza az emberiség egyik legfontosabb energiaforrasa; emellett vitamin-, asvanyi anyag-
¢s rosttartalma is jelentds. A kukoricét és a rizst kovetden a harmadik legnagyobb teriileten
termesztett gabonaféle a vilagon (http://faostat.fao.org). A legfrissebb adatok alapjan a vilag
Osszfogyasztasa 702 millié tonna (International Grains Council 2014; http://www.igc.int)
(1. abra).
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1. abra: A vilag bliza termesztése és fogyasztasa 2014-ben (International Grains
Council, 2014; http://www.igc.int)

Magyarorszag 0sszes betakaritott termése 4 millié tonna, melybdl 1,2 millié tonna kertil
humén élelmezésre, 1,4 millid6 tonna exportra, 1,1 tonna takarmany felhasznalasra
(http://www.ksh.hu).

A buza (Triticum) a valodi fufélék (Poaceae) csaladjaba tartozé ndvénynemzetség,
valtozatos éghajlati igényii €s jo alkalmazkodoképességii fajtainak koszonhetden széles korben
elterjedt. A mediterran régiobol szadrmazod Osi leletek alapjan a Kozel-Kelet elso
kultarndvényeként tartjdk szdmon, termesztése koriilbelil 10-12 ezer éve kezdddott. Alap
genomosszetétele 7 kromoszomabol all (n=7). Genomosszetételét tekintve diploid (2n=14),
tetraploid (4n=28) és hexaploid (6n=42) formai kiilonbdztethetdek meg. Mai hexaploid
kenyérbuizank harom homolog, de egymassal nem rekombinédl6d (azaz homoeolog) genommal

rendelkezik: A, B és D genom, mely a tetraploid emmer btiza (Triticum diccocoides, AABB)



¢s a diploid kecskebuza (Aegilops tauschii, DD) hibridizacidjaval keletkezett koriilbeliil
nyolcezer évvel ezeldtt. A 3 6si genom koziil az A és a D genom valdszintileg a T. urartu és
Ae. tauschii diploid fajokbol eredeztetheték, mig a B genom eredete nehezebben azonosithato,
de feltehetéen az Aegilops fajok S genomjabol szarmazik (Brenchley és mtsai 2012).

A buza a rizs és kukorica mellett az emberiség egyik legfontosabb energiabeviteli forrasa.
Szamos kedvezd ¢élettani hatdsa mellett azonban az egyik leggyakoribb allergénforras mind a
gabonaallergias, mind a colidkias betegek korében. Jelenlegi tudasunk szerint az
¢lelmiszerallergidk és egyéb tipust rendellenességek egyetlen hatékony kezelése olyan
¢lethosszig tartd diéta betartdsa, mely nem tartalmaz tiineteket kivaltd komponenseket. A
gabonafogyasztas kivaltotta tlinetek sokfélesége és sulyossaga az emberi genetikai tényezokon
feliil jelentés mértékben fiigg az elfogyasztott allergén tulajdonsagaitol is. Eppen ezért valt
indokoltta a gabonafélék széles korben valdo komplex kutatasa, immunologiai-, orvosi-, és
molekularis alapt vizsgalata.

A gabonafélék okozta megbetegedések szdmanak az elmult évtizedekben tapasztalt
emelkedésével mind nagyobb igény mutatkozik olyan btza genotipusok eldallitasara,
melyekbdl a betegek szadmara is fogyaszthatd élelmiszerek készithetdek. A buza rokon
termesztett €s vadfajok szamos agronomiailag kedvezd tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek
nemesitési felhasznalasdval a kenyérbuza kornyezeti stresszekhez vald alkalmazkodo
képessége, vagy példaul mindségi tulajdonsagai jelentdsen novelhetdk, specidlis igényekhez
alakithatok. Igy tobbek kozott nemesitési alapanyagul szolgalhatnak alacsony allergén tartalma
illetve nem toxikus gabonaforrasok eldallitasahoz is. Ezeknek a fajoknak az allergén
tulajdonsagairdl azonban jelenleg kevés ismerettel rendelkeziink.

Dolgozatom célja tobb allergidt okozd fehérje vizsgalatara kiterjedd kisérletsorozat
részleteinek bemutatisa a martonvasari Gabona Génbankban fellelhet6 kiilonboz6 Aegilops és

Triticum fajok genotipusainak nem prolamin jellegii allergén fehérjéinek vizsgalatan keresztil.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Elelmiszerallergia

Az élelmiszerek okozta megbetegedések szdma az elmult évtizedekben jelentds
mértékben nétt, a Jarvanykezelési- és Megeldzési Kozpont (Centers for Disease Control and
Prevention) felmérése szerint a huméan populacié kb. 2-6%-at érinti, azonban ez az arany
gyermekek korében joval magasabb, 5-8% (Sicherer ¢és mtsai 2006, 2010). Az
¢lelmiszerallergias reakciok 50-90%-at minddssze nyolc élelmiszerféleség valtja ki — ezek a tej,
tojas, foldimogyord, did, szdja, buza, hal és a tenger gylimolcsei (2. dbra) (Taylor és mtsai
2001).

Nyolc 6
ctel-

allergén

2. 4bra: A nyolc ¢élelmiszerallergén (www.foodallergygal.com)

Az ¢lelmiszerek altal kivaltott karos reakciok az adott étel elfogyasztasa utani
abnormalis valaszként definialhatok, melyek két csoportba oszthatdak: toxikus és nem-toxikus
valaszok (3. abra). A reakcidkat toxikus komponensek valtjak ki, melyek lehetnek az
alapanyagban természetesen megtalalhaté Osszetevok, vagy olyan mértékben jelenlévd
szennyezO anyagok, melyek nem kivanatos valaszokat fejtenek ki egyes emberekben. A nem-
toxikus reakciok egyéni fogékonysagtol fiiggéek, és IgE- vagy nem-IgE-kapcsolt
immunmechanizmuson alapulnak (allergia, hiperszenzitivitas), esetleg nem immunkapcsoltak

(intolerancia). Az immunkapcsolt reakcidknak koszonhetdéen az ugynevezett egyes tipust



ételallergia (IgE kozvetitd szerepe) szélesebb kdrben tanulmanyozott teriiletté valt. E csoportba
tartozik az élelmiszerallergiak nagy hanyada. Jellegzetességiik, hogy a taplalék egésze vagy
bizonyos alkotéelemei immunolédgiai folyamatot, IgE termelést inditanak be (Ortolani and
Pastorello 2006). A nem IgE-medialt reakciok esetében nem mutathato ki IgE tipust antitest, a
reakcio kivaltasdban kiilonb6z6 izotipusu antitestek (IgG, IgM, IgA) vagy egyéb sejtek (pl.:
limfocita) jatszanak foszerepet. Ebbe a csoportba tartozik tobbek kozott a colidkia (celiac
disease) és az ekcéma (atopic dermatitis) (Johansson és mtsai 2001). Azonban az étel altal
kivaltott nemkivanatos reakciok koziil mégis az intolerancia fordul el6 a leggyakrabban, amely
nem immunvalaszon alapul, hanem a paciens anyagcsere-folyamataival (pl.: tej-intolerancia
elsédleges vagy masodlagos laktaz-hiany kovetkezménye) vagy az elfogyasztott taplalék

Osszetételével, esetleg a nem-specifikus hiszton-felszabadito jellegével (pl.: magas

Taplalék
okozta karos
reakciok

1
I 1
l Toxikus \ l Nem toxikus \

Nem
immunmedialt
(Intolerancia)

| IgE | Nem -IgE | Enzimatikus |Farmako!ég:a; | Nem definialt

3. abra: Taplalék okozta karos reakciok (Ortolani és Pastorello 2006)

Immunmedialt
(Allergia)

2.2. Elelmiszer-allergének altalanos jellemzése
Az élelmiszer-allergének olyan molekuldk, melyek képesek az IgE ellenanyag
termelddését kivaltani, tovabba a beteg szervezetének adott fehérjével szembeni

érzékenyitésében is nagy szerepet jatszanak. Az IgE-medialt élelmiszer-allergia esetében az



allergének 4ltaldban az élelmiszerekben természetszeriileg eléforduld fehérjék, illetve
glikoproteinek. Egy garnélakrakban talalhato transzfer RNS az egyetlen ismert kivétel, mely
allergén hatassal rendelkezik. Commins ¢és munkatarsai 2009-ben irtak le egy allergén
glikoproteint, melynek szénhidrat egysége (galakt6z-a-1,3-galaktdz) valtotta ki a tiineteket
(Sicherer és mtsai 2010). Az élelmiszerekben el6forduld fehérjék igen kis hanyada képes a
tulérzékenységi reakcid kivaltasara. Ezek a molekuldk az esetek tobbségében ellenallnak a
feldolgozasi folyamatoknak (pl. hokezelés) illetve az emésztésnek.

Egy fehérje immunogenicitasa alapvetéen aminosav-szekvenciajaval ¢és 3D
szerkezetével all 0sszefliggésben. Tobb feltétel teljestilése sziikséges ahhoz, hogy egy allergén
fehérje specifikus IgE ellenanyaghoz tudjon kotédni. Az egyik legfontosabb kritérium a fehérje
megfeleld mérete két IgE molekula kozotti hid képzéséhez, a masik pedig az egynél tobb IgE-
kotéhely megléte. Utdbbiaknak megfeleld tavolsagra kell lennilik egymastol, hogy a két
ellenanyag kozotti hidat kialakithassak.

Egy molekula allergén aktivitdsdért nagy részben felelés a mérete, a fehérje
immunogenicitdsa, a bélrendszer ateresztOképessége €s a mar emlitett hidképzési képesség.
Ennek értelmében az allergén molekuldk mérettartomanya 10 és 70 kDa koz¢é tehetd, ugyanis a
10 kDa-nal kisebb molekulak nagyon alacsony immunogén hatassal rendelkeznek, mig a 70
kDa-nal nagyobbak nagy valdszinliséggel nem jutnak at ,,épségben” a bélnyalkahartyan (Taylor
1992, Sampson 1999, 2004, Sicherer és mtsai 2010).

Az ellenanyag antigénkotd helye altal felismert fehérjeszakaszt epitopnak nevezziik.
Megkiilonboztetiink linedris (v. szekvencialis) illetve konformacios epitopokat (4. ébra). A
linearis epitépok kialakitasdban csak a fehérje elsddleges szerkezete jatszik szerepet, a
fehérjelanc Osszefiiggd részét képezik, igy nagyrészt hostabilak. A konformacids epitopok a
fehérje harmadlagos szerkezetének kialakulasaval jonnek létre: az aminosav-szekvenciaban
akdr egymastol tavol esd szakaszok a térszerkezet kialakuldsa kovetkeztében egymas mellé
keriilve alakitjadk ki Oket. Ennek kovetkeztében a molekula szerkezetében bekovetkezd

valtozasok az antigenicitas elvesztésével jarhatnak (Jackson 2003, Mills és mtsai 2003).



Konformacios epitép

3 . 4%
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Konformacids epitép Linearis epitép
4. dbra: Linearis és konformacids epitopok kialakulasa (Sampson 2004)

Azokndl az egyéneknél, akiknél az IgE-medidlt reakcidt linedris epitopok valtjak ki, az
¢lelmiszer minden formdjanak (nyers, feldolgozott) elfogyasztasa tiinetek megjelenésével jar.
Ezzel szemben, akiknél a konformacios epitopok kovetkeztében alakul ki a reakcio, jol
toleraljak a hokezelt vagy részlegesen hidrolizalt élelmiszereket, ugyanis a fehérje
térszerkezetének valtozdsa kovetkeztében ezek az epitopok megsemmisiilnek. Az epitopok
vizsgalata, pontos meghatarozasa eldsegiti az allergias reakcid sulyossaganak megallapitasat,
ugyanis klinikai vizsgalatok szdmolnak be arrdl, hogy azok a betegek, akiknek IgE ellenanyagai

tobb epitdppal is reagalnak, komolyabb tiineteket produkalnak (Sampson 2004).

2.3. Buza altal kivaltott tulérzékenységi reakciok
Az élelmiszerallergidban szenveddk 10-20%-a szenved bliza okozta megbetegedésben,
ami jelentOs egészségligyi problémat jelent a fejlett orszagokban (Hischenhuber és mtsai 2006).
A buza fehérjéi tobb kiilonbozé tipusu talérzékenységi reakciot okozhatnak, melyek koziil
a legjelent6sebbek a kovetkezok (Chapman és mtsai 2006, Sapone és mtsai 2012):

e immunmedialt, azonnali valaszt kivalto (klasszikus allergia, WDEIA, pékasztma),

e immunmedialt nem azonnal valaszt kivalto (colidkia, irritabilis bél szindréma) €s

e nem immunmedialt (hiperszenzitivitas) reakciok.



Patogenezis szempontjabdl az alabbi bliza altal kivaltott rendellenességek a leggyakoribbak:
e autoimmun betegségek (colidkia, gluten ataxia, dermatitis herpetiformis)
e allergias reakciok (ételallergiaallergia, WDEIA, pékasztma, csalankiiités)

e nem allergids, nem autoimmun betegségek (nem-colidkias gluténérzékenység)

A coliakia (gluténszenzitiv enteropatia) a vékonybél nyalkahartydjanak elvaltozasaval
jaré autoimmun, krénikus, gyulladasos rendellenesség, mely felszivodasi problémakhoz vezet.
A Dbetegség el6fordulasi gyakorisaga kb. 1-4%. A colidkia kornyezeti, genetikai ¢és
immunologiai faktorok komplex kolcsonhatdsa soran alakul ki. A betegséget egy gliadin-
specifikus T-sejt-valasz indukalja, amit a szOveti transzglutaminaz enzim altal deaminalt
gliadin valt ki. A tiinetek stlyossagatol fiiggetleniil a betegség kezelési modja az élethosszig
tartd, szigoru gluténmentes diéta, mely kizarja a buza, a rozs és az arpa fogyasztasat is (Taylor
¢és mtsai 2001, Sapone és mtsai, 2012).

A biizaallergiat a buza fehérjék altal kivaltott kedvezdtlen immunvalaszként tartjak
szamon. Az allergének tulajdonsagai és az alapveté immunmechanizmus alapjan a klasszikus
ételallergia csoportba, mig az allergéneknek valo kitettség és az immunologiai mechanizmusok
alapjan a kovetkezé csoportokba sorolhatok: klasszikus allergia, mozgas altal kivaltott
buzafiiggd anafilaxia, pékasztma (a kivaltdé komponensek belégzése valtja ki) és érintkezéses
csalankiiités. Az IgE antitestek kdzponti szerepet jatszanak e betegség patogenézisében. A
betegség kezelési modja a betegségeket kivaltd fehérjéket elhagyd diéta. (Sapone és mtsai
2012).

A harmadik csoportba a nem-coliakias gluténérzékenység sorolhaté. E betegség
tiinetei nagymeértékben hasonloak a colidkidhoz, azonban a betegek negativ allergia és colidkia

tesztekkel (anti-tTG és anti-EMA) rendelkeznek (Sapone és mtsai 2012)

2.3.1. Buzaallergia

A buzaallergias tiinetek megjelenése, eléfordulasa igen eltérd lehet mind életkor, mind
étkezési szokasok tekintetében. Mig az ekcéma inkabb gyermekek korében, a WDEIA ¢és a
csalankiiités felndtt korban jellemzo allergias tiinet. A pékasztma az egyik legelterjedtebb léguti
allergia a liszttel dolgozok korében. Elelmiszer-érzékeny gyermekek nagy hanyada életiik els6
3-5 évében kinovi az adott étel iranti érzékenységet, mig felndttkorban kialakulo intolerancia

hosszantart6 betegséget von maga utan (Sampson 1999).
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A talérzékenységi reakciok kivaltd oka lehet az élelmiszerrel vald kozvetlen érintkezés,
vagy az ¢lelmiszer elfogyasztasa. A tiinetek valtozatosak, enyhétdl az életveszélyesig
terjedhetnek. Csoportositasuk legegyszeriibben az érintett szerv, szervrendszer alapjan
lehetséges:

e BOron jelentkezo tiinetek: csalankiiités, ekcéma, herpeszszerii bérgyulladas
o [égzdszervi tiinetek: orrnyalkahartya-gyulladés, asztma
e Emésztorendszeri tlinetek: hanyas, hasmenés, hasi gorcsok, bélgyulladas,
gyomor- ¢s bélhurut
e Tobb szervrendszert egylittesen érintd tlinetek: anafilaxia (extrém stlyossagu,
hirtelen fellépd, tobb szervrendszert érintd allergiés reakcid, a 1égzérendszer és
a keringési rendszer 6sszeomldsa estén haldlhoz vezethet)
A buizaallergének esetében az emésztdrendszeri panaszok a leggyakoribbak, foként a nem-IgE-
medialt allergének tekintetében. A bort €s légzdszerveket érintd tiinetek az IgE-medialt
reakciok estén jellemzdek (Taylor és mtsai 2001, Sampson 1999, 2004).

A gabonafélék okozta tulérzékenységi reakciok pontos diagndzisdhoz négy vizsgalat
elvégzése sziikséges: kortorténet tanulmanyozasa, bortesztek (karcolasos — SPT proba, szérum
tesztek (RAST), és provokacios tesztek (nyilt, egyszeres vak, kettds-vak placebo-kontrollalt -
DBPCFC) alkalmazéasa. Ezeken kiviil hasznos lehet a diagnozis felallitdsahoz kiilonb6z6
allergén-eliminacios diétak alkalmazésa is (Chapman és mtsai 2006, Sampson 2004). A RAST
tesztet egy specifikus allergén altal okozott allergia kimutatasara alkalmazzak. A vizsgalat
soran az IgE antitest mennyiségét hatarozzdk meg vérbdl. Napjaink standard kimutatasi
modszere az InmunoCAP® test (Pharmacia Diagnostics), a korabbi tesztek tovabbfejlesztett
valtozata, mely szintén huméan vérszérumbdl torténd allergén specifikus IgE mennyiségi
kimutatasasara alkalmas in vitro mddszer. ImmunoCAP technologia alapja egy, allergén
fehérjéket megkotd, celluloz membran. A teszt kiértékelése fluoreszcens jel detektaldsa alapjan
torténik (Johansson 2004).

Az élelmiszer okozta allergids tiinetek kezelhetdek bizonyos gydgyszerekkel, mint
példaul antihisztaminok, kortikoszteroidok, epinefrin. A gyogyszeres kezelés modernebb,
koltségesebb valtozata az immunterapia. Ez esetben az immundominans epitépot aminosav-
szubsztitlicioval modositjak, aminek kdvetkeztében jelentds mértékben csokken az IgE-kotd
képessége (Sampson 2004, Sicherer és mtsai 2006). Egy masik immunterapids stratégia a
kiméreafehérjék alkalmazéasa, melyek az allergén-specifikus IgE molekuldkkal komplexet

képezve akadalyozzak meg a tiinetek kialakulasat (Sampson 2004).
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Jelenleg a betegség kialakulasanak megel6zésére nincs hatékony modszer, az egyetlen
javaslat olyan diéta betartdsa, mely nem tartalmaz tiineteket kivalté molekulakat, fehérjéket. A
diéta felallitdsanal azonban fokozott figyelmet kell forditani arra, hogy a megvaltozott étrend
ne vezessen hianyos taplalkozashoz, taplalkozasi zavarokhoz (Sicherer és mtsai 2010).
Allergias betegek szinte kivétel nélkiil tudnak spelta (Triticum spelta) buzat fogyasztani, mig
buzat, arpat, rozst nem a tlinetek megjelenése nélkiill. A spelta buza gyakorlatilag a
kenyérbuzaval azonos prolamin alléleket tartalmaz, tehat buzaallergia esetében a prolaminok
szerepe mellett hangstalyosabb a nem prolamin jellegii allergének szerepe (Armentia és mtsai
2012).

2.4. Buza magfehérjék jellemzéi

A buza genetikai Osszetétele meghatarozo a lisztbdl késziilt élelmiszerek mindségi
tulajdonsagainak kialakitasaban, de a gének expresszidjanak, tovabba az expressziot
befolyasold kiilonbozo kornyezeti faktoroknak is fontos szerepe van.

A bluizamagot tomeg alapjan harom f6 részre kiilonithetjiik el: endospermium (~83%,
korpa ~ 14%, és embrid (csira) ~3% (5. abra). Az endospermium nagy részét (65-75%)
keményit6 alkotja, kisebb hanyadat pedig fehérjék (10-15%), lipidek (1-2%) és viz (7-8%)
épitik fel (Igrejas és mtsai 2001).

Az endospermiumban talalhatd felhalmozodott fehérjék kortilbeliil 80%-t teszik ki a N
mennyiségi Osszetétele jelentds mértékben jarul hozzd a gabona magvakbol Ordlt liszt
mindségehez, beltartalmi tulajdonsagaihoz, illetve az egészségre karos allergén vagy toxikus
fehérjék mennyiségéhez. A buza és rokonfajok fehérjéi kémiai, fizikai és molekularis
tulajdonsagaik alapjdn négy nagyobb csoportra oszthatéoak (Osborne 1907) (5. édbra). A bliza
viz- illetve sooldhat6 fehérjéi az albuminok és globulinok, az vizes alkoholban oldhat6 fehérjék
a monomer gliadinok, mig a hig savban vagy lugban oldhato fehérjék a polimer képzésre
hajlamos gluteninek (Osborne 1907). A molekularis genetikai vizsgalatok elterjedésének
koszonhetden egyre tobb informacio deriilt ki az ezeket a fehérjeket kodold gének
szerkezetérdl, tulajdonsagairdl. Ezek az 0j ismeretek vezettek a Shewry €s mtsai. (1999) altal
kidolgozott nevezéktanhoz, ahol az egyes gének hasonldsdganak mértéke alapjan mind a
korabban monomer prolaminnak nevezett gliadinokat, mind pedig a polimerképzésre hajlamos
gluteninet egységesen prolaminnak nevezik. A késObbi vizsgalatok soran bizonyitottdk, hogy a
buiza a nagy és kis molsalya (HMW- és LMW-) glutenin alegységei prolamin tulajdonsagokkal
rendelkeznek, azaz alkoholban oldhaté polipeptidek.
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A buzaliszt fehérjetartalmanak nagy részét (65-70%) alkotd gliadinok ¢€s gluteninek
kiemelked6 szerepet jatszanak a lisztbdl késziilt tésztafélék és siitdipari termékek mindségének
kialakitasaban: mig HMW- és LMW- gluteninek a tészta elasztikus tulajdonsagainak
kialakulasaban jatszanak szerepet, addig a monomer alfa-, gamma- és omega-gliadinok a tészta
nytjthatosagaért felelések. Emellett azonban specialis aminosav Osszetételiiknek, nagy prolin
¢s glutamin tartalmuknak koszonhetéen kulcsszerepet jatszanak az arra érzékenyeknél az

allergias illetve a coliakias tiinetek kialakitasaban (Mills és mtsai 2012).

Buzamag

Endopsemni

Kotpa
14 %

Buzaliszt

(endospermium)

+ viz 4 Kemeényito

Fehéne

Glutén Globulin Albumin

Gliadin

- Glutenin
(prolamin)

Nagy molekulasulyt
glutenin - HMW

Kis molekulasulyt

Epitopok glutenin - LMW

- a-gliadin
- B-gliadin
- y-gliadin
- w-gliadin

5. abra: A buzamag felépitése, és fehérjedsszetétele (http://www.cerealsandhealth.com)
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2.5. Allergén fehérjecsaladok

A legtobb élelmiszerallergén fehérje, koztiik a gabonaallergének is minddssze néhany
fehérjecsaladba sorolhatoak, jelezve, hogy a konzervalodott struktardk €s a bioldgiai aktivitas
fontos szerepet jatszik az allergizalod tulajdonsagok meglétében. A Pfam fehérje adatbazis
(Bateman ¢s mtsai 2004) a ndvényi fehérjeszekvencidkat homologia alapjan rendezi
csoportokba, mely a konzervaldédott haromdimenzios szerkezettel és a funkcioval fiigg Gssze.
Ezek alapjan a legtobb allergén raktarozd vagy védelmi funkcidt betolté fehérje. A
legelterjedtebb gabonaallergén fehérjéket tartalmazé szupercsaladok: a prolaminok, kupinok,
¢és a védelmi funkciot betdltd fehérjék (Breiteneder és Radauer 2004).

A prolamin szupercsalad tobb nagyobb allergéncsoportot foglal magaba, ezek a valodi
prolaminok (gliadinok, HMW és LMW-gluteninek), a 2S albuminok, nem-specifikus lipid
transzfer proteinek (nsLTP) és alfa-amilaz/tripszin inhibitor fehérjék (Breiteneder és Radauer
2004; Mills és mtsai 2004) (6. abra).

a-amilaz / tripszin

inhibitor
Prolamin
raktarozo
fehérje
Prolamin ;
s 2S albumin
ns LTP

6. abra: Evolucios kapcsolat a prolamin szupercsaldd tagjai kozt (Mills €s mtsai 2004)

A szupercsalad valamennyi tagjara jellemzé a nyolc ciszteinb6l allo konzervativ gerinc (C—Xn—
C-Xn—C-C—Xp—C-X-C—Xn—C-Xn—C); négy, diszulfid-kotésekkel stabilizalt jobbcsavaros -
hélix, ¢és Osszehajtott levél szerkezet (Mills és mtsai 2004). A prolaminok kulcsszerepet
jatszanak szamos buza okozta rendellenességben. A kén-gazdag prolaminok, mint az alfa-
gliadinok és a LMW-gluteninek a buiza allergia kivaltasaért feleldsek, az alfa-amilaz inhibitorok
¢s a nem-specifikus lipidtranszfer proteinek pékasztmat okozd epitopokat tartalmaznak, az

omega-gliadin a buzafiiggé mozgas altal kivaltott anafilaxia (WDEIA) az alfa- és gamma
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gliadinok pedig a colidkiahoz kapcsolt toxikus peptideket tartalmazhatnak (Juhdsz és mtsai
2012).

A kupin szupercsaldd valtozatos fehérjék csoportja, melyek kozos jellemzoje a
kétszeresen felcsavarodott béta-hélix szerkezet. Két f6 csoportja a 7S (vicillinek) és a 11S
(leguminok) globulinok, melyek hiivelyesek és magvak tartalékfehérjéiként fordulnak eld. A
7S globulinok 50 kDa tomegii monomerekbdl felépiild trimerek, mig a 11S globulinok 60 kDa
tomegili monomerek hexamerjei. A kismértékii szekvencia hasonlésag ellenére a harmadlagos
szerkezetlikben szamos konzervalt régi6 talalhatd. A 7S globulinok cisztein mentesek, ennek
kovetkeztében nem tartalmaznak diszulfid-hidakat (Mills et al, 2004; Sommergruber and Mills
2009).

A védelmi funkciot betolté fehérjék csoportja PR (pathogenesis-related) fehérjéket,
proteazokat és proteaz-inhibitorokat foglalja magaba. A PR fehérjéket biotikus és abiotikus
stresszel szemben termelik a novények, ennek kovetkeztében az adott faj kiilonb6z6 egyedeiben
eltér6 mennyiségben lehetnek jelen. Gabona okozta rendellenességek szempontjabol a
thaumatin-szerii fehérjék (TLP) fontosak, melyek a pékasztma okozoéi lehetnek, illetve a proteaz
inhibitorok csoportja, mely fehérjék szintén a blizaallergia betegségkor kivaltoi kozé tartoznak
(Mills és mtsai 2004; Sampson 2004). Tovabbi védelmi funkciot betoltd ismert fehérje a cys-
peroxiredoxin, a glutation-S-transzferaz és a dehydrin. A cys-peroxiredoxin és a glutation
transzfeaz a thioredoxin-szerli fehérjék csoportjaba tartozik, alapvetd funkcidjuk a
stressztolerancia  kialakitasa  herbicid-detoxifikacid  katalizalasa  révén, tovabba
transzportfehérje, illetve antioxidans tulajdonsagokkal is rendelkeznek. A peroxidazok oxidativ
stressz kivaltasa céljabol hidrogén- és alkilperoxidok katalizdlasaért feleldsek. Csaknem
minden ¢€l6 szervezetben el6fordulnak, ndvények esetében jelentds szerepet jatszanak a
fotoszintézisben (Hofmann és mtsai 2002). Szamos kutatdsi eredmény bizonyitja, hogy e két
csoport (GST, peroxidadzok) egy kozos 6stdl szdrmaznak. Erre utal a hasonlo struktarajuk,
konzervalt aminosavszekvenicajuk (Copley ¢és mtsai 2004). A dehydrinek erételjesen hidroféb
fehérjék. Expresszidjuk a névények normal fejlddésmenete esetén a késdi embridgenezis idején
megkezdddik, azonban kdrnyezeti stressz (szdrazsag, alacsony hdmérséklet, magas sdtartalom)
hatasara taltermelddésiik figyelhetd meg (Rorat 2006; Pahr és mtsai 2012). A profilineket
sejtvaz alkotdként tartjak szamon, szamos konzervalt aminosav-régidt tartalmaznak, emiatt
jelentds keresztallergének. Az expanzinok multigén csaladot alkotnak, melyek a buzan kiviil a
legtobb gabonafélében is megtalalhatdak. F6 funkcidjuk a sejtfal- matrix modositasaban, ezaltal

a sejtnovekedésben is rejlik, tovabba a patogénrezisztenciaban is szerepet jatszanak (Breen és
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mtsai 2010). Novényekben két csoportjuk talalhato meg, az alfa-expanszinok és a béta-
expanzsinok. F¢ allergénként a béta-expanzsinokat tekintik (Cosgrove és mtsai 1997).

A glutation-S-transzferaz a novényi védekezG-rendszer részét képezi biotikus és
abiotikus stresszformakkal szemben, mint példaul szérazsdg hatasara bekovetkezd oxidativ
stressz, patogénekkel szembeni védelem, xenobiotikumok detoxifikalasa (Marrs 1996). A
glutation-S-transzferazok egy igen heterogén enzimcsalad, struktira alapjan 13 osztalyba
sorolhatoak: alpha, beta, delta, epsilon, zeta, theta, mu, nu, pi, sigma, tau, phi, and omega. A

tau és a phi osztalyok csak a novényvilagra jellemzéek (7. abra).

7. abra: Glutation-S-transzferaz osztalyai (Thom és mtsai 2002)
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A glutation-S-transzferaz régdta ismert allergén, mely léghti és emésztérendszeri
tiineteket valt ki. Phar és mtsai (2012) kiilonb6zo tipust allergidban szenvedd betegeket
vizsgaltak. Arra az eredményre jutottak, hogy a glutation-S-transzferaz legnagyobb szerepe a
légzési allergidk, illetve a pékasztma kivaltasdban van. De nem zéarhato ki teljesen, hogy
taplalékallergénként is funkciondl, mert jelentés mértékii keresztallergiat mutat egyéb buza
eredetli taplalékallergénekkel is (Aalberse 2007). Az altalunk vizsgalt glutation-S-transzferaz
fehérje génjei buza EST adatbazis informaciok alapjan legnagyobb mennyiségben a levélben,
a hajtascsucsban, a viragzatban, €s a magban is expresszalnak (8. adbra), ezaltal elfogyasztva és
belélegezve is allergiat okoznak (taplalékallergia, pékasztma). A glutation-S-transzferaz az
ismert buza transzkriptom adatbazisok adatait felhasznalva a névény szamos szovetében, igy

jelentdés mennyiségben a magban is termelddik.

EST Profile

Ta.3679 - gstu2: Glutathione transferase

Breakdown by Body Sites

T3.3679

callus 91 - 1/10876
cell culture 0 0/10416
crown 216 B 3/13886
flower 14 1/67783
inflorescence 40 <& 51124432
leaf 256 -« 16/62433
root 29 - 51171181
seed 5 11168285
sheath 0 0/1112
stem 0 0/95178

8. abra: Glutation transzferaz (Ta.3679) expresszios profilja kiilonbozd buza szdvetekben
(fentrdl lefelé: kallusz, sejtkultara, hajtascstcs, virag, virdgzat, levél, gyokér, mag, levélhiively,
Szar)

A tau tipusu glutation-S-transzferaz kristalyszerkezetét egy Aegilops tauschii

genotipusbol hataroztak meg (PDB adatbazis azonositd6 1GWC). Ennek koszonhetéen volt
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viszonyitasi alap mintaink vizsgélatdhoz. A PDB adatbazisban talalhat6 230 aminosav hosszl

fehérje masodlagos szerkezete, szubsztratkoté-helyei, doménjei lathatok a 9. dbran.

t Molecular Description

Classification: Transferase.

Structure Weight: 76045.35 @

Molecule: GLUTATHIOME S-TRAMSFERASE TSI-1

Polymer: 1 Type: protein Length: 230

Chains: &, B, C

EC#: 2.5.1.18° @

Organism Aegilops tauschii >

Gene Mame F775_30333

UniProtkB: i Protein Feature Yiew © | Search PDB 2 | 004941 &
004941 —————————————
Motif 8] "]
UP Sites 1 T
SCOP domains Thioredoxin-lil JGST C-terminal domain-lil J
PDE Sites L] T u T Py
Secstruc - I 0 - LR SO A G R
LEWC.C o, =
1GWE.A =4 i—
LCWC.B = =

B

9. abra: Glutation-S-transzferaz kristalyszerkezetéb6l adodo informaciok
(http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=1GWC)

2.6. Buzafajok, genomdonorok és vadfajok allergén tulajdonsagai

A buza rokon termesztett és vadfajok allergén tulajdonsagairol jelenleg kevés ismerettel

rendelkeziink. A prolamin szupercsalad monofiletikus eredete kdvetkeztében az dsi fiiféléktol
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kezdve minden buzafajban, genomdonorban és vadfajban megtalalhatdak az allergén fehérjék
(Mills és mtsai 2004, Gell és mtsai 2014). Simonato és munkatarsai (2002) altal végzett in vitro
és in vivo vizsgalatok a T. turgidum ssp. turanicum, ismertebb nevén kamut, Osi buzafajjal
kapcsolatban azt eredményezték, hogy nem mutathato ki szignifikans kiilonbség allergenitast
tekintve a kamut és a kenyérbluza kozott. Ez a megallapitds nem meglepd, hisz az 6si
gabonafélék kozeli rokonsagban allnak ma termesztett buzafajtainkkal. Ennek kovetkeztében
gabonaallergiaban szenvedd egyéneknek nem ajanlott a kamut lisztjébdl késziilt termékek
fogyasztasa sem.

Egy masik vizsgalat szignifikans kiilonbségeket bizonyit kiilonb6z6 gabonafajok
antigenitasaban. A vilag kiilonb6z6 pontjairdl szarmazo 324 buzafajta (Triticum aestivum,
Triticum compactum, Triticum durum, Triticum dicoccum, Triticum monococcum, Triticum
polonicum, Triticum spelta, Triticum turgidum kiilonb6z6 fajtai) elemzése néhany
genotipusban alacsonyabb allergenitast eredményezett. Ezek a fajtak - 'CM32859' (Mexiko)
'Hinkorn' (ismeretlen szarmazas), 'WnJaza' (Ecuador), 'Hsin Mai 2' (Kina) - ELISA alapjan a
fo allergénekre (gliadin, glutenin és alfa-amildz inhibitor) jelentds mértékben alacsonyabb

valaszt adtak (Nakamura és mtsai 2005).

2.7. Gabonaallergének azonositasi modszerei

A tlérzékenységi reakciokat kivaltd fehérjekomponensek és fobb tulajdonsagaik a
klinikai szempontok mellett a kimutatasukra és mennyiségi meghatarozasukra szolgald
analitikai modszerek fejlesztésében €s a modszerek teljesitményjellemzdinek alakitasaban is
fontos szerepet jatszanak (Krska és mtsai 2004). Az allergén fehérjék meghatarozasara alkalmas
modszereknek tobb kovetelménynek kell megfelelniiik: specifikusnak és érzékenynek; az
allergén fehérjék alacsony koncentracioban torténd meghatarozasara alkalmasaknak kell
lenniiik; az allergén fehérjéket feldolgozott allapotban, 6sszetett matrixban is képesek legyenek
Kimutatni; gyors, konnyen hasznalhato eszkozoket igénylék legyenek; illetve a megbizhatosag
¢s koltséghatékonysag is fontos elvaras hasznalatuk soran. (Besler 2001, Goodwin 2004, Krska
¢s mtsai 2004).

Jelenleg tobb, alapelveikben kiilonbozd, a tulérzékenységi reakciokat kivaltd fehérjek
meghatarozasara alkalmas modszercsoport all rendelkezésre. A modszerek vagy kozvetleniil a
problémat okozo fehérje kimutatasat célozzak, vagy egy olyan markerét (pl. specifikus fehérje
vagy DNS fragmentum), mely jelzi a tiineteket kivaltd fehérjét tartalmazé élelmiszer jelenlétét.

A fehérje alapu modszerek altalaban fehérje gélelektroforézises elvalasztast kovetd
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immunoblottot, ELISA-t (Enzyme - Linked Immunosorbent Assay), illetve bioinformatikai
elemzéseket foglaljak magukba. Rutinmodszerként leginkabb az ELISA moédszer terjedt el
specifikussaga, érzékenysége, viszonylagos pontossaga, egyszerii kivitelezhetosége ¢és a
standardizalas lehet6sége miatt. A nukleinsav marker alapti modszerek koziil a génspecifikus
PCR (polimeréaz lancreakcid), illetve az allergének mennyiségi meghatdrozasara is alkalmas
real time PCR hasznalatos. Azonban a nukleinsav alapu modszerek nem kozvetleniil a
potencialis allergén hatast mérik, hiszen a valodi allergén komponens fehérje, melynek
szerkezetét, allergenicitasat a feldolgozasi folyamatok is befolyasoljak. Ugyanakkor a PCR
alapu modszerek alkalmasak lehetnek az allergén fehérjék génjeinek gyors azonositasara, azaz
annak megallapitasara, hogy az adott allergén megléte az adott genotipusra jellemzo-e
(Goodwin 2004, Krska és mtsai 2004, Poms és mtsai 2004).

Az allergénanalitika teriiletén is egyre nagyobb teret hoditdé modern modszertan a
proteomika, amely a fehérjék tobb 1épésben torténd elvalasztasabol, majd tomegspektrometriai
meghatarozasabol, végiil az adatok bioinformatikai eszkdzokkel torténd értékelésébol épiil fel
(Sancho ¢és mtsai 2010). A proteomika modszertanan beliill az allergén fehérjék
meghatarozasanak legujabb modszere az Un. allergenomikai megkdzelités. Az allergenomika
tobb egymast kovetd modszer otvozése, melynek célja egy élelmiszer Gsszes allergén
er6s nemionos detergensek és karbamid segitségével, majd a fehérjéket 2D gélelektroforézissel
elvalasztjak. Ezt kovetden az IgE- aktivitassal rendelkez6 fehérjék detektalasa torténik betegek
vérszérumaban jelen levé IgE- antitesteket felhasznald immunblott segitségével. Végiil az
allergén fehérjék azonositdsa a fehérjék fragmentalasat kovetd tomegspektrometriai
meghatarozassal torténik (Akagawa és mtsai 2007).

Allergének azonositasi modszereinek nem elhanyagolhatd eszkoze a bioinformatika,
mely nemcsak szamos hasznos alkalmazast nyajt az allergének vizsgalatahoz, hanem a
tradicionalis laboratoriumi kisérletek in silico megerdsitésére is hasznalhato. Altalanos
szekvencia elemzések, mint példaul nukleotid szekvencia illesztések, transzlaciok, a
fehérjékben peptidmotivumok keresése, fehérjeszekvencidk ismeretlen szakaszainak
feltérképezése, az allergénnek vélt gének és fehérjék nukleotid-, illetve fehérje szinti
jellemzésére, kategorizalasdra, laboratoriumi kisérletek megerdsitésére alkalmasak.
Specidlisabb bioinformatikai eszk6zok madasodlagos-, harmadlagos fehérjeszerkezetek,
allergenitas, keresztreakciok, B- és T-sejtes epitopok, IgE-kotd helyek becslésére, joslasara

hasznalatosak. Tovabba a bioinformatikai alkalmazdsok nagy pontossaganak kdszonhetden
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kisérletek megtervezését, potencidlis allergénekkel kapcsolatos eredmények gyors &s
koltséghatékony kiértékelését teszik lehetévé (Brusic és mtsai 2003).

Napjainkban szamos, eltérd szemponttal és részletességgel rendelkezé adatbazis
foglalkozik allergén fehérjékkel, azonban csak a Food Allergy Research and Resource Program
(FARRP) allergén adatbazisa (AllergenOnline; www.allergenonline.org) és az Immune Epitope

Database (www.iedb org.) rendelkezik nemzetkdzileg elfogadott, ellendrzott tartalommal. A

szekvencia alapu adatbazisok a vizsgalt allergén fehérjének csak az aminosav-, illetve
nukleinsav szekvenciajat tartalmazzak (GeneBank - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, SWISS
PROT - http://www.expasy.org/, Protein Data Bank (PDB) -
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), mig a molekularis adatbazisok a szekvencian kiviil a
fehérje szerkezetérdl, és az allergén epitop elhelyezkedésérdl is informaciot adnak (Structural
Database ~ of  Allergenic Proteins; http://fermi.utmb.edu/SDAP/; Allergome:
http://www.allergome.org.) (Gendel 2009).
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3. CELKITUZESEK

Az ¢lelmiszerekkel szemben jelentkezd talérzékenységi reakciok komoly
kozegészségiigyi és ¢lelmiszerbiztonsagi problémat jelentenek. A taplalékallergiaban szenvedd
betegek szama vilagszerte, igy hazankban is folyamatosan emelkedik. A gabonafélék okozta
rendellenességek a legtobb esetben csak élethosszig tartd diétaval orvosolhatéak. Ennek
kovetkeztében kiemelten fontos lenne olyan gabonafajtak azonositdsa, melyek magfehérje-
Osszetétele kedvezd a betegek szamara is. Diplomamunkam az MTA Agrartudomanyi
Kutatokozpont MezOgazdasagi Intézet Alkalmazott Genomikai Osztaly toxikus és allergén
gabona magfehérjék vizsgalataval foglalkozo kutatasi témajanak részét képezi, melynek célja
a buza rokon fajok nem-prolamin tipusi IgE-medidlt allergén fehérjéinek feltérképezése

alternativ élelmiszer alapanyagok eldallitasa céljabol.

e Az Alkalmazott Genomikai Osztaly nem prolamin tipust allergének vizsgalataval
kapcsolatos kisérletsorozata soran publikalt eredményeket felhasznalva kivalasztottunk
8 allergén fehérjét, majd altalunk tervezett PCR primerek segitségével elvégeztiik
kodold szakaszainak izolalasat és jellemzését kiilonbozo Triticum és Aegilops fajokbol.
A kivalasztott allergének koziil a dolgozat az egyik legjelentdsebb taplalék- és léguti
allergén, a glutation-S-transzferaz filogenetikai vizsgalataval ¢és részletes
bioinformatikai elemzésével foglalkozik.

e A dolgozathoz kapcsolodd kisérleteken beliil vizsgalni kivantuk a glutation-S-
transzferaz génjeinek Aegilops és Triticum fajok kozotti illetve fajon beliili genetikai
variabilitasat,

e Jellemezni kivantuk a vizsgalt allergének aminosav sorrendje ismeretében a prediktalt
fehérjek szerkezeti tulajdonsagait,

e Az aminosav sorrendek alapjan vizsgalataink célja a fehérjék kiilonbségeinek

kimutatasa, potencialis allergén tulajdonsagaik jellemzése.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Vizsgalt novényanyag

Kisérleteink sordn a Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokdzpont
Mezogazdasagi Intézetének génbankjabol szarmazd négy Aegilops és harom Triticum faj
kiilonb6z6 genotipusaival dolgoztunk (1. tdblazat). A magok csiraztatasa a MTA ATK MGI
Alkalmazott Genomikai Osztalyan tortént. A 3 napig nedves szlirGpapiron tartott, kicsirazott

magvakat Jiffy iiltetokockakba helyeztiik. A leveleket 2-3 lombleves allapotban arattuk.

1. tablazat: Vizsgalt novényfajok

Faj Genotipus
Aegilops umbellulata (UU) AE740/03, AE714/83, 201001,633, MvGB-637
Aegilops comosa (MM) TA2760 L, TA2760 Sz, 211001
_ - MvGB-382, MVGB-642, AE844/84, TA2661,
Aegilops biuncialis (UPUPMPMP)
AE754/90

Aegilops geniculata (USUMMY) | AEB39/91, AE22/78, AE34/78, AE831/86, AE588/86
Triticum aestivum (AABBDD) Mv9krl, Chinese Spring

Triticum spelta (AABBDD) Spelt 1, Spelt 2

Triticum urartu (A"AY) MvGB-589

4.2. Genomi DNS-izolalas

Munkénkat genomi DNS-izolalassal kezdtiik, melyhez a GeneJET Plant Genomic DNA
Purification Mini Kit — et hasznaltuk. A kithez mellékelt protokollt (1. melléklet) az alabbi
valtoztatassal alkalmaztuk: a genomi DNS visszaoldasahoz 30 pl elual6 puffert hasznaltunk. A
tokéletesebb visszaoldddas érdekében 6t percig szobahdmérsékleten inkubaltuk a csoveket,
melyet egy perces, 8000 rpm-es centrifugalas kovetett. Ujabb 20 pl eluald puffert mértiink az
oszlopokra, és két 1épcsdben centrifugaltuk: elészor egy percig 8000 rpm-en, majd egy percig
14000 rpm-en.

4.3. Primerek tervezése allergén fehérjét kédolo régiora
Pahr és munkatarsai altal 2012-ben ko6zolt cikk alapjan tobb allergiat okozd gént
valasztottunk vizsgalatunk célpontjava, azonban a dolgozatban csak a glutation-S-transzferaz

génnel kapcsolatos munka részletes bemutatasara keriil sor. Publikus nukleinsav alapt
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adatbazisban (NCBI Genbank) taldlhatd szekvencidk illesztését, majd fehérjére torténd
forditasat kdvetden azonositottuk a konzervalt szakaszokat, majd a homolog, kodold régidkra

manualisan terveztiink primereket, melynek részletes informacidi a 2. tablazatban lathatoak.

crer

Primer | Szekvencia Tm Primer- | GC % | Fragmentum
hossz -hossz
(nt)
5'-ATGGCGGGCGAGAAGGG-3' 61°C 17 70.6
674 b
R: 5-CGGCTACTCGATGCCGTACTTCT-3' | 60°C 23 56.5 P

4.4. DNS amplifikacié PCR modszerrel

A polimerdz lancreakciét Thermo Scientific Phire Hot Start Direct PCR Kit
alkalmazasaval végeztiik Veriti® 96-Well Thermal Cycler késziilékben. A PCR Master mix az
alabbi Osszetevokkel késziilt (3. tablazat):

3. tablazat: PCR Master mix

DNS (20 ng) 2 ul
Primer — F (10 uM) 0,5ul
Primer — R 0,5 ul
Puffer (5x) 4 ul
Enzim
. 0,4 ul
(Phire Hot Start 11 Polymerase + Pfu 40:1)
10 mM dNTP 1,4 ul
MQ 12,2 pl
Osszesen 20 pl
1. 1x 2. 35X 3. 1x
PCR . =
Inicializacio | Denaturacio | Annealing | Elongacid Veg:%o' , Térolas
elongécio
T 5 5" 5" 25" 1 0
t (°C) 98 98 62 72 72 4
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4.5. Agarodz gélelektroforézis

A DNS fragmentumok elvalasztasara 1.5%-os agar6z gélt készitettiink 1.05 g SeaKem®
LE Agarose (Lonza) felhasznalasaval. Az agarozt 70 ml 1x TAE pufferben oldottuk fel, mely
50x TAE puffer (2. melléklet) higitasaval késziil. 10 pl PCR-termék és 1.6 pl 6x Loading Dye
elegyét vittik fel a gélzsebekbe. A PCR-termékek méretének meghatarozasahoz 10 pl Gene
Ruler 100 bp Plus markert hasznaltunk. Horizontalis futtatokadban 200 V fesziiltségen 20
percig futtattuk a mintdkat. 10 perc etidium-bromidos festést kovetden fotot készitettiink

Alphalmager™ Gel Imaging System hasznalataval.

4.6. DNS-izolalas agaroz gélbdl

A kivant hosszisagu fragmentumok tisztitasa agardz gélelektroforézist kovetden
kereskedelmi forgalomban kaphato kittel tortént (Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction
Kit)(3. melléklet). A DNS elualasahoz, a kit itmutatdjatol eltéréen, 30 pl MQ-t hasznaltunk. A
tokéletesebb visszaoldodas érdekében két percig szobahdmérsékleten inkubéltuk a csdveket,
majd két percig 8000 rpm fordulaton, és fél percig 14000 rpm fordulaton centrifugaltuk. E 1épés

kivételével a tisztitasi folyamat a kit protokollja szerint tortént.

4.7. A-tailing

A PCR soran alkalmazott enzim blunt end véggel latta el a mintakat, emiatt talnyalo A-
véget kellett kapcsolnunk a termékekhez a sikeres TA-klonozas érdekében. Ennek elvégzéséhez
17 ul gélbdl izolalt terméket, 2 ul 10x Taq puffert, 0.5 ul 100 uM dATP-t és 0.5 ul Tag
polimeraz enzimet 72 °C-on 20 percig inkubaltunk.

(https://wiki.duke.edu/display/rausherlab/A-tailing+of+PCR+products).

4.8. Kl6nozas
Ligalashoz pGEM-T Easy Vector System (Promega) kitet hasznaltunk. A 4. tdblazat

tartalmazza a ligalashoz sziikséges Osszetevoket és mennyiségiiket:

4. tablazat: Ligalasi reakcio 0sszetevoi
DNS (inszert) X
pGEM-T Easy Vector 0,5 ul
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T4 DNS Ligéz enzim 1l
2x T4 DNS Ligaz Puffer | 5 ul

MQ X - 10 pul végtérfogatig

Osszesen 10 ul

Az inszert megfelel6 mennyiségének meghatarozasahoz a kovetkezd képletet vettiik alapul:

ng vektor x kb inszert x3 = ng inszert
kb vektor

Az elkésziilt reakcioelegyet egy ¢&jszakdn keresztil szobahdmérsékleten inkubaltuk.
A klénozéasok soran E.coli IM109 hékompetens (Zymo Research) torzset hasznaltunk. Az
Escherichia coli transzformaciokhoz LB (Lauria-Bertani)(4. melléklet) és SOC (5. melléklet)
taptalajokat alkalmaztunk.

A kék-fehér szelekcioval (Langley és mtsai, 1975) kivalogatott, inszertet tartalmazo
baktériumtelepekrdl folyékony kulturat inditottunk négy ismétlésben, 4 ml folyékony 100
°C-on, 200 rpm razatassal inkubaltunk.

A baktériumokbol a plazmid DNS izolalasa kereskedelmi forgalomban kaphat6 kittel
tortént (Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit)(6. melléklet), a mellekelt
protokolltdl annyi eltéréssel, hogy a DNS-t 30 ul MQ-ban elualtuk.

A pGEM-T Easy vektorbol a specifikus klonozohelyének kdszonhetden az inszert
kivagasa egy enzimmel megvalosithatd, ezt felhasznalva Notl enzimmel végeztik el a

restrikcids emésztést, melynek OsszetevOi az 5. tdblazatban lathatdak.

5. tablazat: Restrikcios emésztés

10 x Orange puffer | 1 ul
Not | enzim 0,25 ul
MQ 7,75 ul
DNS 1ul
Osszesen 10 pl

Az emésztés végbemeneteléhez 1 6ra 37°C-os inkubacid sziikséges. A kapott fragmentek

ellendrzésére agaroz gélelektroforézist hasznaltunk.
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4.9. Szekvenalas

A kapott DNS-mintak nukleotidsorrendjének meghatarozasahoz kiilsé szolgaltatast
vettiink igénybe. A szekvenalds genotipusonként 3-3 ismétlésben tortént forward és reverse
iranyban egyarant, M13 szekvenald primer (M13 for: 5'-GTAAAACGACGGCCAG-3"; M13
rev: 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3") segitségével.

4.10. Bioinformatikai elemzések

4.10.1. Nukleinsav-szekvencidk elemzése

A szekvendlds eredményeként kapott kromatogramokat ellendriztiik, az esetleges
szekvenalasi hibakat korrigaltuk. CLC Genomics Workbench 3.6.5 program alkalmazasaval
szekvenciaillesztéseket végeztiink, majd a genotipusonként elvégzett ismétlésekbdl konszenzus
szekvenciat hataroztunk meg az egyes fajok, genotipusok kozti kiilonbségek feltarasa céljabol
DNS alapu filogenetikai elemzéseket hajtottunk végre UPGMA algoritmus Bootstrap = 100

Replicates beallitasok mellett.

4.10.2. Fehérjeszekvenciak elemzése

A szekvencidkat mind a hat leolvasési kerettel forditottuk, majd az ismert Uniprot
adatbazisbol  letoltott  glutation-S-transzferaz ~ fehérjeszekvenciakkal — Osszehasonlitva
kivélasztottuk a helyes leolvasési keretet. A transzlalt szekvenciak illesztését kovetden
masodlagos szerkezeti vizsgalatokat végeztiink az aminosav-Osszetételben 1évo esetleges

eltérések hatasara bekovetkez6 szerkezeti valtozasok feltarasa céljabol.

4.10.3. Epitop elemzések

A fehérje szerkezeti elemzések kovetkezd 1épéseként linearis epitop-vizsgalatokat
végeztink az Immune Epitope Database (IEDB; www.iedb.org) alkalmazasaval. Az
adatbazisban talalhat6 algoritmusok alkalmazasaval kapott eredmények Gsszevetését kovetden
atovabbi vizsgalatokban a Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity algoritmust vettiik alapul, mert
a tobbi algoritmussal ellentétben ez a polipeptid lanc felszinét, polaritdsat, és antigenitasat
komplexen vizsgalo algoritmus. Az igy prediktalt epitopokat az emésztérendszerben jelenlévo
enzimeknek (pepszin, tripszin, kimotripszin) megfeleld in silico emésztésnek vetettik ala
(PeptideCutter-ExPASy). A szerkezeti epitopok azonositasahoz az IEDB DiscoTope 2.0

(Kringelum és mtsai 2012) alkalmazasat hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1. Szekvenalashoz sziikséges DNS kivondsa

A PCR-reakcio6 soran felszaporitott DNS-mintakat agar6z gélbdl (10. abra) izolaltuk a

tovabbi munkafolyamatokhoz.

10. abra: 1% agardz gél, 100 ul minta: 1. Aegilops geniculata AE839/91, 2. Aegilops
umbellulata AE740/03, 3. Aegilops biuncialis MvGB-382, 5. Aegilops comosa TA2760 L, 6.
Triticum aestivum ’Chinese Spring’, 7. Triticum aestivum *Mv9kr1’, 8. Triticum urartu

MvGB589, 9. Triticum spelta * Spelt 1°, 10. Triticum spelta *Spelt 2

A transzformalt baktériumokat négy ismétlésben oltottuk at folyékony taptalajra, majd

a restrikcios emésztés eredménye (11. dbra) alapjan valasztottuk ki a szekvenalasra érdemes

mintakat.

11. abra: A vizsgalatainkba bevont genotipusok restrikcios emésztése Notl enzimmel
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5.2. Nukleinsav-szekvenciak elemzése

A genotipusonként elvégzett ismétlésekbdl konszenzus szekvenciakat hataroztunk meg,
melyeket a CLC Genomic Workbench Clustal alignment eszkozével illesztettiink egymashoz.
Az dsszes genotipust magaba foglald nukleinsavillesztés soran mind a vizsgalt Aegilops, mind
a Triticum fajok esetében tobbféle szekvencia variaciot azonositottunk. A Triticum genotipusok
szekvenciai egyértelmiien elkiilonithetéek voltak az Aegilops genotipusok szekvenciairdl. A
leglényegesebb kiilonbségként két deléciés mutanst azonositottunk az Aegilops comosa
TA2760, Aegilops umbellulata MvGB637 genotipusokban. A 69 nukleotid hosszu nukleinsav-
kiesés mindkét szekvencidban a 21-89. nukleotid pozicidban talalhat6 (12. abra). A delécios
mutansokon feliil tovabbi varidnsokat taldltunk. Az ismétlé szekvenaldsok sordn
valosziniisithetd, hogy e genotipusok két allélvaltozata (normal és delécids) van jelen e

genomokban.

29



20 40 60 80 100

Ae.comosa_TA2760_L
Ae.umbellulata_MvGB637 BT
Ae biuncialis_MvGB382
Ae.comosa_211001 BGH
Ae.biuncialis_ AE844/84 HTGGH - - - GGGEBGHG
Ae.comosa_TA2760_L BTGGH - - - GGGEGH
Ae.geniculata_AE839/91
Ae.comosa_TA2760_Sz
Ae.geniculata_AE831/86
Ae.geniculata_AE588/86 B
Ae.geniculata_AE34/78 BT
Ae.umbellulata_MvGB637
Ae biuncialis_MvGB642 B
Ae.geniculata_AE22/78 BT GGHE - - - GGGEGHG
Ae.biuncialis AE754/90 BTGGH - - - GGGEGHG
Ae.biuncialis_TA2661 BT B
Ae.umbellulata_AE714/83
Ae.umbellulata_201001
Ae.umbellulata_633
Ae.umbellulata_AE740/03
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T.spelta_Spelt2
T.aestivum_MvOkr1
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AJ414698.1_TAU
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sewercecze TGO G6OCOAGAAGGGSCTOo6CTGETeGACTeTaBaTOABCCLRTTCRBeABCOcbTaCataTeoeol TaGeecABARBEGCETCe TAUGAGTACGES
12. abra: A vizsgalt genotipusok nukleinsav alapu szekvencia illesztése. 69 bazispar hosszu deléci6 talalhato az Ae. comosa TA2760 és az Ae.
umbellulata MvGB637 tipusokban
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Tovabbi DNS-alapt elemzéshez filogenetikai fat készitettiink, mely alapjan
egyértelmiien elkiilonithetdek a glutation-S-transzferaz phi €s tau formai. Az altalunk vizsgalt
Aegilops és Triticum fajok mind a tau tipushoz tartoznak, és nagymértékii hasonldsagot
mutatnak a referenciaszekvenciaval (EU584497.1 T. aestivum cv. Michael); néhany,
adatbazisbazisbol szarmaz6 szekvencia sorolhaté a phi csoportba, melyek nukleinsav szintii
eltérései az illesztések soran is egyértelmiien kimutathatéak. A két delécios genotipus a
genomszerkezetliiknek megfelelden kiilon agon lathatoak (13. abra).

A rokonsag megallapitasara, a kiilonb6zo tipusok elkiilonitésére a torzsfan kiviil
genetikai tavolsag matrix készitése is alkalmas. Ennek az eredményét mutatja a 14. dbra, mely
egy tovabbi bizonyitékul szolgal a delécidés mutansok, illetve a phi és tau tipusok elkiilonitésére.
A 24-25-6s szamu szekvencia a két deléciés mutanst jeloli, mig a 28-30-as szamuak a phi

tipusokat képviselik.
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8 AJ440796.1_PHI

100 AJ440795.1_PHI
AJ440793.1 PHI
100] AJ414/00.1_TAU

L JX051004.1_YUMAI
64} Ae.umbellulata_MvGB637
43% Ae.geniculata_AE34/78
T.urartu
10d? Ae.biuncialis_AE844/84
Ae.biuncialis_MvGB382
4g¢ EU584497.1_MICHAEL
Ae.geniculata_AE831/86
Ae.geniculata_AE839/91
Ae.comoasa_TA2760_Sz
Ae.comosa_TA2760_L
T.spelta_Spelt2
Ae.geniculata_AE588/86
T.aestivum_Mv9kr1
6% T.spelta_Spelt1
67 Ae.umbellulata_AE714/83
30308 Ae.biuncialis_TA2661
3¢ Ae.umbellulata_201001
Ae.biuncialis_AE754/90
Ae.umbellulata_633
Ae.biuncialis_MvGB642
Ae.geniculata_AE22/78
Ae.umbellulata_AE740/03
AJ414698.1_TAU

1gg| : *E.ul"be"ulata_l" ‘eBes,
Ae.comosa_TA2760_labor

100,

0,350

13. 4bra: A vizsgalt genotipusok nukleinsav alapu filogenetikai elemzése UPGMA algoritmus alkalmazasaval. A torzsfa alapjan a glutation-S-
transzferaz gén harom csoportra kiilontil el, a piros keret a phi tipusokat, a kék keret a tau tipusokat, mig a zold keret a delécidés mutansokat jel6li.
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Ae biuncialis_MvGB382 |
Ae.biuncialis_AE844/84
Ae.geniculata_AE839/91
Ae.geniculata_AE831/86 |
Ae.comosa_TA2760_L
Ae.comoasa_TA2760_Sz
EU584497.1_MICHAEL
Ae.geniculata_AE34/78
Ae.umbellulata_MvGB637
Ae.geniculata_AE588/86
Turartu |
Ae.biundialis_TA2661
Ae.umbellulata_AE714/83 |
Ae.umbellulata_201001
Ae.biuncialis_AE754/90
Ae.umbellulata_633
T.spelta_Spelt2
Aebiuncialis_MvGB642
Ae.geniculata_AE22/78
Ae.umbellulata_AE740/03 |
AJ414698.1_TAU
T.spelta_Speltt
T.aestivum_Mvokr1
Ae.comosa_TA2760_labor |
Ae.umbellulata_MvGB637
JX051004.1_YUMAI
AJ414700.1_TAU
AJ440795.1_PHI
AJ440793.1_PHI
AJ440796.1_PHI

14. abra: A vizsgalt gének genetikai tavolsag matrixa. A matrix jobb felso régidja a genetikai tavolsagot jeloli, az als6 régidja pedig a gének
kozotti szazalékos egyezést. (Az evolucios analizis maximum likelihood modell alapjan késziilt)
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5.3. Fehérje alapu elemzések

A transzlalt szekvencidk illesztése soran a mintaink egy részének 50. aminosavanal
szerin — alanin, a 66. pozicidoban prolin — alanin, a 133-as és 151-es pozicidban aszparaginsav
— glutaminsav, a 152-es pozicioban treonin — lizin, a 210-es pozicioban pedig aszparaginsav —
glicin valtozast észleltlink.

Jelentésebb kiilonbség a delécios mutansokbol hianyzo szerin (18) Kkatalitikus hely,
mely a glutation megkotésében jatszik szerepet. Hiaba képes ugyanis az enzim a szubsztrat
megkotésére, atalakitani mar nem tudja, ennek kovetkeztében nagy valdszinliséggel
milkodésképtelen lesz (15. abra). A szerin (17)-szerin (18)-cisztein (19) triad a glutation-S-
transzferaz enzim konzervalt katalitikus helye. Dixon és Edwards (2010) Arabidopsis névényen
mutagenezis kisérleteket végeztek, melynek eredményeként kideriilt, hogy ha a katalitikus
domén cisztein (19)-es pozicidja hianyzik, vagy mas aminosavra cserélik a Kkatalizis
végbemegy. A 17-18-as pozicidban 1év6 szerin cseréje vagy hidnya azonban az enzim
mikddésképtelenné valasahoz vezet (Dixon és Edwards 2010).

A fehérjék masodlagos szerkezetében nem tapasztalhatdo valtozas az aminosav-
Osszetételben 1€vo eltérések hatasara. Ellenben a két deléciés mutans masodlagos szerkezete
eltérd a tobbi genotipusétol, mert a 8-30. szekvenciaszakasz
(VLLDFWVSPPFGQRVRIALAEKGL) hidnyzik, ennek kovetkeztében tilnyomorészt csak

alfa-hélix masodlagos szerkezeti egységek talalhatoak benniik (16. abra).
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15. abra: A glutation-S-transzferaz enzim miikodésében kulcsfontossagu szerepet jatszo
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poziciokban bekovetkezd aminosav valtozasok a vizsgalt genotipusokban
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16. abra: A vizsgalt glutation-S-transzferaz enzimek masodlagos szerkezet predikcidja. A
fehérje aminoterminalis részén bekodvetkezett delécio kovetkeztében hidnyzik a tobbi
enzimben meglévo jellegzetes béta-redd szerkezet. A prediktalt masodlagos szerkezet alapjan
1s j6l elkiilonitheté az enzim harom kiilonb6zd csoportja. (piros keret: phi tipusok, kék keret:
tau tipusok, zold keret: delécios genotipusok)
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5.4. Epitop elemzések

B-sejtes fehérjeszekvencia alapu linearis epitop joslashoz az IEDB B-cell epitope
analysis tool Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity alkalmazas
(http://tools.immuneepitope.org/beell/) eredményeként kapott epitoplistabol kivalogattuk az
antigenitasi hajlam hatarértéke feletti (Threshold = 1) epitopokat (6. tablazat). A kapott
potenicalis epitopokat a CLC Motif search algoritmusa segitségével illesztettilk a sajat
izolatumainkbol forditott, illetve a publikus fehérje szekvencidkra. A kapott eredmények
alapjan (17/A abra) az egyes fajok kozt nem talaltunk szamottevo kiilonbséget epitoptartalmat
illetéen. Az Ae. umbellulata fajnal talaltunk a legnagyobb valtozatossagot, a legtobb azonositott
epitop 11 (Ae. umbellulata MvGB637, AE714/83, 201001), a legkevesebb 6 db (Ae.
umbellulata MvGB637 deléciés mutans) volt. A vizsgalt fajok Osszességére jellemzé a
LKGEPQAQAR prediktalt allergén peptid jelenléte. Meglepd modon a phi tipusok e modszer

alapjan nem tartalmaznak prediktalt allergén peptideket.

6. tablazat: Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity alkalmazas eredményeként kapott,
antigenitasi hajlam hatarértéke feletti (Threshold = 1) epitopok

Peptid szekvencia

LKGEPQAQAR

KGLVLLDFWVSPFGQRVRIALAEKG

RANPVHKKIPVLLHDG

NESLIILQYLEDA

PDAPALLPSDPYARAQ

WADYVDKKVYDCGSRLW

LDILKTLDGA

FGFVDAAFAPFTAWFH

LPEVAPKIAAWAK

VAKSLYSPDKVYDFIGLLKKK

GLPYEYAEE

DAFPDAPALLPSDPYARA
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17. abra/A: A vizsgalt glutation-S-transzferaz enzimek Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity
alkalmazas referenciagenom alapjan késziilt epitoplistaja.

B: A vizsgalt glutation-S-transzferaz enzimek Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity
alkalmazas in silico emésztést kovetd epitdplista (pepszin, tripszin, kimotripszin) Az abran jol
lathato, hogy a prolamin tipust allergén fehérjékhez képest a nem-prolamin tipust fehérjék
emészthetdsége sokkal jobb, azonban még igy is tartalmaznak immunreaktiv
peptidszakaszokat.

A taplalékallergia az emésztOrendszerben lebontatlanul maradt komponensek
kovetkeztében jelentkezik. Ennek vizsgalatara a prediktalt epitdpokat az emésztérendszerben
jelenlévo enzimeknek (pepszin, tripszin, kimotripszin) megfeleléen az Expasy Peptide cutter
algoritmust hasznalva in silico emésztésnek vetettiik ala, majd kivalogattuk a hat aminosavnal
hosszabb epitdpokat (17/B abra). Az igy kapott 6t epitop a 7. tdblazatban lathaté szekvencidkkal
rendelkezett.

7. tablazat: A referenciaszekvencia glutation-S-transzferaz enzim in silico emésztését kovetd,
legtobb taldlatot mutatd prediktalt epitopok szekvencidja

Peptid szekvencia
GEPQAQAR
LKGEPQAQAR
PEVAPKI
LPEVAPK
LPEVAPKIAAWAK

A lineéris epitopok mellett meghatdrozhatdéak egy fehérje szerkezeti epitopjai is,
amennyiben ismert a harmadlagos szerkezete. Az Aegilops tauschii glutation-S-transzferaz
fehérje kristalyszerkezetét (LGWC) felhasznalva lehetéségiink van ezeknek az epitopoknak a
vizsgalatara is. A 8. tablazat,. és a 18. dbra a PDB adatbazis ElliPro alkalmazés felhasznalasaval

késziilt.
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8. tdblazat: Szerkezeti epitopokat alkotdé aminosavak ElliPro alkalmazas, EU584497.1
T.aestivum cv. Michael referenciaszekvencia alapjan

Sorszam Epitépot alkotéo aminosavak Am'”PSaVak
szima

M1, A2, :G3, :E4, K5, :G6, :E37, :D38, :L39,
‘M40, :A41, :G42, K43, :S44, :D45, :R46, :L47,

_:L48, :R49, :A50, :N51, :P52, :V53, :H54, :K55, 32
K56, :L61, :H62, :D63, :G64, :R65, :P66
K28, :G29, :L30, P31, :Y32, :D79, :A80, :P82, 10
_:D83, :A84,

3 _:L.88, _:P89, :S90, :D91, P92, :Y93, :A9%4, :R95, 11
_A96, :Q97, :R99
K118, :L119, :K120, :G121, :E122, :P123, :Q124, 14

_Al125, :Q126, :R128, :A129, :E130, :L132, :D133

:K136, :T137, D139, :G140, :Al4l, :L142, G143,
:D144, :K145, :P146, :F147, :F148, :G149, :G150,
5 :D151, K152, :G174, :E175, :F176, :S177, :L178, 32
_:P179, :E180, :V181, :Al182, :P183, :K184, :A186,
:A187, :K190, :R191, :E194

:R172, Y173, :Y209, :D210, :F211, :L214, :L215,
K216

o

:Y203, :S204, :D206, :K207
8 Y219, :G220, 1221, [E222 4
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18. abra: Prediktalt szerkezeti epitopok. A szinkddok a 8. tablazatban feltiintetett epitopokat jeldlik. A delécid kovetkeztében az MAGEKG

kezdetli és KGLPY kezdetii epitopok egymassal atfedd epitopot képeznek. Mint ahogy a fehérje alapu illesztésnél is lathato volt, a pontmutaciok

okozta 1-1 aminosavcsere bizonyos genotipusokban a szerkezeti epitopokban is valtozast okozott.
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A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a két mutans genotipusban jelen 1évé delécio,
illetve az 50., 66., 133., 151., 152., 210. pozicidkban bekovetkez6 aminosavcserék nemcsak a
linearis epitopok, hanem a szerkezeti epitopokban is valtozasokat okoznak. Az IEDB adatbazis
ElliPro alkalmazésa segitségével prediktalt nyolc szerkezeti epitop koziil kettd (7., 8. sorszamu)
az Osszes vizsgalt genotipusban jelen van. Az egyes genotipusok koziil az Ae.umbellulata
MvGB637 delécios valtozata tartalmazza a legkevesebb szerkezeti epitopot, tovabba jelentdsen

kevesebb a T.spelta Speltl genotipus epitoptartalma.

5.5. Eredmények dsszesitése

A vizsgalt Aegilops as Triticum genotipusok izolalt és forditott glutation-S-transzferaz
szekvenciaiban az aldbbi Iényeges kiilonbségeket talaltunk: az altalunk vizsgalt 7 fajban tau
tipust, mig adatbazisbdl szdrmazé néhany fajban phi tipusi glutation-S-transzferazt
azonositottunk. Ae. comosa és Ae. umbellulata genotipusok egy-egy glutation-S-transzferaz
variansaban a 8-30. aminosavak kozott delécio talalhato.

Az elvégzett lindris és szerkezeti epitop predikcidos moddszerek alapjan arra a
megallapitasra jutottunk, hogy a kiemelt pozicidkban (50., 66., 133., 151., 152., 210.)
bekovetkezd aminosaveserék egyike sem okoz kiilonbséget a masodlagos és harmadlagos
elhelyezkedd linearis epitdpok megsziinését okozzak.

Az Ae. comosa és Ae. umbellulata fajokban azonositott delécios szekvenciak (ahol a 8.
¢s a 30. aminosavak kozotti régid hianyzik) - a tobbi fehérje esetén itt talalhatd B-redd
masodlagos szerkezeti egységek hianyanak kovetkeztében — harmadlagos fehérje szerkezete
feltételezhetden valtozik, igy a potencialis szerkezeti epitdpok szaméban is valtozas figyelhetd
meg.

Ezen kiviil az Ae. comosa és Ae. umbellulata genotipusaiban azonositott két deléciods
mutansbol hianyzik a szerin (18) aminosav, mely a valin (17)-szerin (18)-prolin (19) konzervalt
katalitikus hely kulcsfontossdgu tagja. Az enzim szubsztratk6td katalitikus helye a delécio
kovetkeztében elveszik, ezaltal az enzim miitkddésképtelenné valik.

Kutatdsaink tovabbi eredményét képezi, hogy a 7 fajbdl izolalt egyik delécios
mutansban, illetve a phi tipusokban joval kevesebb, vagy egyaltalan nem talalhato

emészthetetlen epitopot tartalmazo allergén peptid.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

o Kutatdsaink sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgalt hét faj kdzott szamottevo

kiilonbség nem tapasztalhato.

e Minddssze két fajt kell kiemelniink szerkezetiikben rejlo eltéréseik miatt: Aegilops comosa
TA2760, Aegilops umbellulata MvGB63. E genotipusok a 21-89. nukleotid pozicioban,
mely aminosavszinten 6-28. pozicionak fel meg, deléciot tartalmaznak. Ez a mutacio
feltételezhetéen hatassal van az enzim mikodoképességére, tovabba a fehérje allergén

aktivitasara is.

e B-sejtes fehérjeszekvencia alapu linearis epitop joslashoz hasznalt Kolaskar & Tongaonkar
Antigenicity alkalmazassal szamos potencidlis allergén peptidet talaltunk. Tovabbi
sziirések, in silico enzimes emésztés utan a kovetkez6 6t epitopot kaptuk: GEPQAQAR,
LKGEPQAQAR, PEVAPKI, LPEVAPK, LPEVAPKIAAWAK.

cre

epitopokban  helyezkednek el, ennek kovetkeztében az epitopok valtozésat,

funkcidvesztését okozzak.

e Az azonositott glutation-S-transzferaz allergén epitopok tovabbi vizsgalatahoz fehérje
alapu laboratoriumi kisérletek elvégzésére van sziikség. Terveink kozott szerepel tobbek
kozott 2D gélelektroforézis segitségével torténd fehérjeelvalasztas. Ezt kovetden az IgE-
aktivitassal rendelkez6 fehérjék detektalasa buzaallergias betegek vérszérumat felhasznalo
immunblott segitségével, majd az allergén fehérjék azonositasa a fehérjék fragmentalasat
kovetd tomegspektrometriai meghatdrozassal.  Szdndékunkban 4ll tovabba ELISA

elvégzése is.

e A glutation-S-transzferaz jovébeli vizsgalatain kiviil tovabbi nem-prolamin allergének
(cys-peroxiredoxin, dehydrin, expansin, stb.) illetve prolamin (raktarozé magfehérjék, nem-
specifikus lipidtranszfer protein, alfa-amilaz/tripszin inhibitor, stb.) tipust fehérjék és

kodold génjeinek részletes vizsgalataval is szeretnénk foglalkozni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A buza rokon termesztett €s vad fajok nemesitési alapanyagul szolgalhatnak alacsony
allergén tartalmu genotipusok eldallitasdhoz. E fajok allergén tulajdonsagairol azonban jelenleg
kevés ismerettel rendelkeziink.

Diplomamunkam az MTA ATK MGI Alkalmazott Genomikai Osztaly buzaallergiat
kivalto gének azonositasaval foglalkozo kutatasi témajanak részét képezi, melynek célja a buza
rokon fajok nem-prolamin jellegii, IgE-medialt allergén fehérjéinek feltérképezése alternativ
¢lelmiszer alapanyagok eldallitasa céljabol.

Munkank soran a glutation-S-transzferaz allergén részletes vizsgalataval foglalkoztunk.
Ez a fehérje a thioredoxin-szerli fehérjék csoportjdba tartozik, a fehérjecsalad struktira alapjan
13 osztalyba rendszerezhetd, melyek koziil a tau és a phi kategéria csak ndvényekben fordul
el6. A glutation-S-transzferaz szerepet jatszik a gabona altal kivaltott élelmiszerallergia, és a
kiilonboz6 1éguti allergiaformak (asztma, pékasztma) kivaltasdban egyarant.

Kisérleteink soran a fehérjét kodold gént izolaltuk a vizsgalt fajokbol, majd nukleotid-,
valamint fehérjeszekvencia alapu bioinformatikai vizsgalatokat végeztiink. Filogenetikai
elemzések soran a genotipusok kozotti valtozatossdgot térképeztiik fel. Mdasodlagos és
harmadlagos fehérjeszerkezetet, linearis €s szerkezeti epitopokat vizsgaltunk az allergenitas
mértékének becslésére. A kapott epitopok emészthetdségét in silico emésztéssel vizsgaltuk,
pepszin, tripszin és kimotripszin enzimkombinacidt alkalmazva.

A vizsgalt genotipusok alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy a 7 fajbol izolalt
egyik delécios mutansban, illetve a phi tipusokban kevesebb emészthetetlen epitdpot tartalmazo
allergén peptid talalhat6. Ezen genotipusok allergenitasanak vizsgalatat kiilonbozé in vitro
modszerekkel, igy tobbek kozott buza allergidban szenvedd betegek vérszérumaval végzett
immunblott elemzéssel szeretnénk tovabb vizsgalni.

Kutatasaink tovabbi tervei kozott szerepel egyéb nem-prolamin allergének (cys-
peroxiredoxin, dehydrin, expansin, stb.) illetve prolamin (raktarozé magfehérjék, nem-
specifikus lipidtranszfer protein, alfa-amilaz/tripszin inhibitor, stb.) fehérjék és kodolod

génjeinek részletes bioinformatikai vizsgalata.
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10. MELLEKL ETEK

1. melléklet: GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit

100 mg levelet folyékony nitrogénnel homogenizalunk.

Hozzaadunk 350 ul Lysis Buffer A-t, majd 1.5 ml-es eppendorf csébe toltjiik és
alaposan vortexeljiik.

Az elegyhez adunk 50 ul Lysis Buffer B-t, és 20 ul RNase A-t, majd egy percig
vortexeljiik.

A mintakat 10 percig 65°C-on thermomixerben inkubaljuk.

130 ul Precipitation Solution-t pipettazunk a mintakhoz, és Gt percig jégen
inkubaljuk, 2-3-szor megforgatva az eppendorf-csoveket.

5 percig 14000 rpm fordulaton centrifugaljuk.

A feliiluszot tiszta eppendorf-csObe tessziik, hozzdadunk 400 ul Plant gDNA
Binding Solution-t, illetve 400 ul 96%-os etanolt, ¢s alaposan dsszekeverjiik.
Az igy keletkezezett mix felét (600-700 ul) a kithez mellékelt oszlopokra toltjiik,
¢és egy percig 8000 rpm fordulaton centrifugaljuk.

Az atfolyt oldatot kiontjiik, és a maradék mintaval megismételjiik az el6z6
1épést.

Az oszlopra mériink 500 ul Wash Buffer I — t, majd egy percig 10000 rpm
fordulaton centrifugaljuk, az oszlopon atfolyt oldatot ismét kiontjiik.

500 ul Wash Buffer Il-t pipettazunk az oszlopra, és harom percig 14000 rpm
fordulaton centrifugaljuk, a gylijtdcsObe kertilt oldatot kiontjiik.

Az iires oszlopot egy percig 14000 rpm fordulaton centrifugéljuk, hogy a
maradék moso puffert is eltavolitsuk, majd egy tiszta 1.5 ml-es eppendorf-csébe
helyezziik at.

A genomi DNS elualdsahoz 30 ul Elution Buffer-t pipettdzunk az oszlop
kozepére, fokozottan ligyelve a membran sériilésmentességére. A tokéletesebb
visszaoldddas érdekében 6t percig szobahdmérsékleten inkubaljuk a csdveket,
melyet egy perces, 8000 rpm-es centrifugalas kovet.

Ujabb 20 ul Elution Buffer-t mériink az oszlopokra, és kétlépcsSben
centrifugaljuk: el6szor egy percig 8000 rpm-en, majd egy percig 14000 rpm-en.
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2. melléklet

3. melléklet

crer

Spectrophotometer késziilékkel megmérjiik, és tovabbi felhasznalasig -20 °C-on

taroljuk.

: 50x TAE puffer

242 g Tris,

57.1 ml 99-100% ecetsav,
18.6 g EDTA

1 liter MQ-viz

: Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit

Etidium-bromiddal festett agardz gélbdl UV-asztalon kivagjuk az izolalni kivant
DNS-t tartalmazo szeletet, és 1.5 ml-es eppendorf cs6be helyezziik.

A gélszelethez 1:1 aranyban adunk Binding Buffer-t (pl. 100 mg gélhez 100 ul
Binding Buffer).

A mintékat 10 percig 60°C-on thermomixerben inkubaljuk.

A feloldédott gélszeletet tartalmazdé oldatbol 800 ul-t a kithez mellékelt
oszlopokra toltiink, és egy percig 12000 rpm fordulaton centrifugéaljuk, majd a
gyljtécsobe atfolyt oldatot kiontjiik.

Az oszlopra mériink 700 ul Wash Buffer-t, majd egy percig 12000 rpm
fordulaton centrifugaljuk, az oszlopon atfolyt oldatot ismét kiontjiik.

Az ires oszlopot egy percig 12000 rpm fordulaton centrifugaljuk, hogy a
maradék moso puffert is eltavolitsuk, majd egy tiszta 1.5 ml-es eppendorf-csébe
helyezziik at.

A DNS elualasahoz, a kit utmutatdjatol eltéréen, 30 ul MQ-t pipettazunk az
oszlop kozepére, fokozottan iigyelve a membran sériilésmentességére. A
tokéletesebb  visszaoldodas érdekében két percig szobahdmérsékleten
inkubaljuk a csoveket, majd két percig 8000 rpm fordulaton, €s fél percig 14000
rpm fordulaton centrifugéljuk.

Spectrophotometer késziilékkel megmérjiik, €s tovabbi felhasznalasig -20 °C-on

taroljuk.
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4. melléklet

5. melléklet

: LB taptalaj

Bacto-tryptone: 10 g
Bacto-yeast extract: 5 g
NaCl: 10 g

pH 7,2

: SOC taptalaj

Bacto-tryptone: 20 g
Bacto-yeast extract: 5 g
1M NaCl: 10 ml

1M KCI: 2,5 ml

1M MgClI2: 10 ml

1M MgSO4: 10 ml

2M gliik6z: 10 ml

pH 7

6. melléklet: Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit

A folyékony taptalajban tenyésztett 4 ml baktériumkultarat 2 percig 14000 rpm
fordulatszamon, szobahdmérsékleten centrifugaljuk.

Az igy keletkezett pelletet 250 ul Resuspension Solution-ban oldjuk vissza.
Hozzéadunk 250 ul Lysis Solution-t, és az eppendorf-csévek forgatasdval
alaposan Osszekeverjiik, amig viszkdzus, kissé atlatszo szuszpenziot kapunk.
350 ul Neutralization Solution-t adunk az elegyhez, és azonnal osszekeverjiik,
igy fehér szinti, zavaros oldatot kapunk, melyet

5 percig 12000 rpm fordulatszdmon centrifugalunk.

A feliilaszot a kithez mellékelt oszlopokra toltjiik, €s egy percig 12000 rpm
fordulaton centrifugéaljuk, majd a gyiijtdcsébe atfolyt oldatot kiontjiik.

Az oszlopra mériink 500 ul Wash Buffer-t, majd egy percig 12000 rpm
fordulaton centrifugéljuk, az oszlopon atfolyt oldatot ismét kiontjiik.
Megismételjiik az el6z6 1€pést.

Az iires oszlopot egy percig 12000 rpm fordulaton centrifugaljuk, hogy a
maradék moso puffert is eltavolitsuk, majd egy tiszta 1.5 ml-es eppendorf-csébe

helyezziik at.
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A plazmid DNS ecludlasdhoz, a kit utmutatojatol eltéréen, 30 ul MQ-t
pipettdzunk az oszlop kozepére, fokozottan Tligyelve a membran
sériilésmentességére. A tokéletesebb visszaoldodas érdekében két percig
szobahOmérsékleten inkubdljuk a csoveket, majd két percig 8000 rpm
fordulaton, és fél percig 14000 rpm fordulaton centrifugaljuk.

crer

Spectrophotometer késziilékkel megmérjiik.
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