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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

Az elmult évtizedekben az éallati eredetti termék eldallitdshoz kapcsolddod
vizsgélatokban egyre inkabb eldtérbe keriiltek a molekuléris biologiai kutatasok, ezen
beliil is a genetikai informacidaramlas egyes 1épcsofokait jelentdé makromolekuldk

(DNS, RNS, fehérje) tanulmanyozasa.

Viszonylag rovid id6 alatt, nagy eldrelépést sikeriilt elérni a genetikai informacio
megismerésének terén. Az ismeretanyag novekedésével szamos 0j tudomanyag alakult
ki, melyek mar a posztgenomikai kutatisok korébe tartoznak. Osszefoglalé néven
gyakran ,omikak”-ként hivatkoznak rajuk, 1ide tartozik a metabolomika,
transzkriptomika, glikomika és a proteomika is. Az ,,omikak™ alapjaiban valtoztathatjak
meg az allattenyésztés gyakorlatat, hiszen figyelembe veszik a kivanatos fenotipus

hatterében all6 szabalyozasi halozatokat és utvonalakat is.

A proteom, egy adott sejt, szovet, szerv vagy szervezet teljes fehérjekészletét jelenti
egy adott idopontban. Miikodésének megértéséhez sziikséges a fehérjék azonositasa és
mas molekulakkal valé kolcsonhatdsanak megismerésére. A proteomika elsdsorban
azokkal a problémakkal foglalkozik, melyeket a DNS analizissel nem tudunk
megoldani. Alkalmazéasa ez id4ig a human gyogyaszatban és gyogyszerészetben terjedt

el szélesebb korben.

Az allattenyésztésben jelenleg fiziologiai, immunologiai, szaporodasbiologiai, hs-
¢és tejtermelés biologiai kisérletekben hasznaljdk a proteomikai moédszereket. Sejtek,
sejtorganellumok, szovetek és testfolyadékok fehérje expresszidjat tudjdk nyomon
kovetni a kiilonbozo kezelések soran, ezzel lehetdvé téve, a sejtekben lejatszodd tobb
szaz fehérje bonyolult kolcsonhatasanak eredményeként kibontakozd folyamatok
megértését. Nagy kihivast jelent a gazdasagi allatfajok kiillonbozd szdveteinek proteom
analizise, hiszen a fehérje Osszetételben mutatkozé nagymértékii variabilitas
megneheziti az optimalis mintatisztitasi, frakcionalasi és elvalasztdsi modszerek
kivalasztasat.

Az allat fenotipusédval, értékmérd tulajdonsagdval kapcsolatba hozhato fehérje
molekuldk azonositdsa és vizsgalata a tovabbiakban a hatékonyabb termék eldallitast

segitheti.



Munkéam soran harom proteomikai vizsgalat kivitelezését terveztem elvégezni. Az

egyes kisérletekben kitlizott céljaim az aldbbiak voltak:

1. vizsgalat: Hazitytk maj proteomjanak valtozéasa szelén indukcié hatasara

- optimalizalt kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis protokoll kidolgozasa a
hazitytk maj szovetére

- a szelén indukcid hatasara bekovetkezd valtozasok detektalasa a csirkemdj fehérje
Osszetételében

- Osszefliggések keresése a megvaltozott expresszios szintet mutatd fehérjék funk-

cidja és a szelén élettani hatasai kozott

2. vizsgalat: Kiilonb6z6 genotipusi novendék kosok hosszi hatizom szovetének
proteomikai elemzése

- optimalizalt kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis protokoll kidolgozéasa a
juh hosszl hatizom szovetére

- a két genotipus (cigaja ¢és merind) kozott fehérje szinten fellépd kiilonbségek
detektélasa

- az expresszios kiillonbséget mutatd fehérjék funkcidjanak megismerése ¢&s
lehetséges szerepiik feltardsa a fajtdk kozott mutatkozo kiilonbségek molekularis

hatterében

3. vizsgalat: Kiilonboz6 ¢élosulyban levagott charolais bikak vazizom szdévetének
proteomikai vizsgalata

- optimalizalt kétdimenziés differenciald gélelektroforézis protokoll kidolgozéasa a
szarvasmarha hosszl hatizom szovetére

- az 500 és 700 kg-os éldsulyban levagott charolais bikak vazizom proteomjanak
Osszehasonlitdsa, az expresszios kiilonbséget mutato fehérjék azonositasa

- Osszefliggések keresése az azonositott fehérjék funkcidja és a vizsgalt tulajdonsag

kozott.



2. Hazityuk maj proteomjanak valtozasa szelén indukcio hatasara

2. 1. A kutatas modszerei

A Kkisérletet Cobb 500 genotipusu broiler csirkékkel allitottuk be. A 12 kisérleti
allatbol két vizsgalati csoportot hoztunk létre, az egyik a kontroll (6 egyed), melynek
takarmanykeverékében 0,2 mg/kg Se volt. A masik a kisérleti csoport (6 egyed), ahol a
takarmany Se-koncentracidja 4,25 mg/kg volt. A mintagyQijtés 7 hét takarmanyozast
kovetden az allatok vagasakor tortént. Orvosi szikével 0,5 g maj mintat gyijtottiink,

melyet azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiink.

A fehérjek elvalasztasara kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézist (2D-PAGE)
alkalmaztunk. Az 1. tblazat foglalja Gssze az optimalizalas soran tesztelt beallitasokat:
a fehérje izolalds, az alkalmazott pH tartomany, a fehérjemennyiség, a rehidratalo
pufferek, az izoelektromos fokuszalas kondicioi, a poliakrilamid gél koncentracidja €s a

festés esetén.

Az optimalizaldst kovetden kivalasztottuk azokat a paramétereket, melyek
segitségével a legtobb egyedi fehérje foltot tudtuk elkiiloniteni a csirkemdj mintak
poliakrilamid gélképein. Elvégeztikk a két csoport (kontroll és szelénnel kezelt)
mintdinak kétdimenziés poliakrilamid gélelektroforézisét, egyedenként harom
ismétlésben.

A gélképek szoftveres elemzését a Delta2D (Decodon ™ GmbH, Germany)
program segitségével végeztik el. A gélelemzd szoftver altal detektalt, expresszids
kiilonbséget mutatd fehérje foltokat kivagtuk a gélekbdl, a fehérjék azonositasa

folyadék kromatograftal kapcsolt tomegspektrométerrel tortént.



1. tablazat: A 2D-PAGE soran elvégzett optimalizalasi 1épések osszefoglalasa

csirkemaj mintak esetén

Fehérjék izolalasa (lizis pufferek)

- 8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM
DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte

- 8,5 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM
DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte

- 8,5 M urea, 2 M thiourea 4% CHAPS, 60 mM
DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte + Cleanup
Kit

Alkalmazott pH tartomany

pH 5-8 és pH 3-10

Fehérje mennyiség

20, 50, 100, 150, 300 pg

Rehidratalé puffer osszetétele

- normal rehidratal6 oldat: 8 M urea, 2 M thiourea,
2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte
ampholyte, 0,002% brémfenolkék

- deStreak rehidratald oldat: 8 M urea, 2 M
thiourea, 2% CHAPS, 15 mg/ml DeStreak
reagens, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte, 0,002%

brémfenolkék

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

Egy 1épésben: 40000V 20000Vh
Tobb 1épésben:1. 1épés: 250V 15 perc
2. Iépés: 4000V 2,5 6ra
3. Iépés: 4000V 20000 Vh

SDS poliakrilamid gél koncentracidja

10 %, 13 %, 15%

Festés médja

Coomassie G-250 és eziist festés

2. 2. Az értekezés fobb megallapitasai

Vizsgalatunk soran tesztelt beallitdsok eredményei alapjan megallapitottuk, hogy az

altalunk hasznalt paraméterek koziil, melyek a legmegfeleldbbek csirkemaj mintak

kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézisének kivitelezéséhez (2. tablazat).




2. tablazat: Hazityuk maj proteomjanak kétdimenzios gélelektroforézise soran

alkalmazott idealis paraméterek osszefoglalasa

Fehérjék izolalasa (lizis pufferek)

8,5 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM
DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte

Alkalmazott pH tartomany pH 5-8

Fehérje mennyiség

150 ng

Rehidratal6 puffer osszetétele

DeStreak rehidratald oldat: 8 M urea, 2 M
thiourea, 2% CHAPS, 15 mg/ml DeStreak
reagens, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte, 0,002%

brémfenolkék

Izoelektromos fokuszalas kondicioi Tobb 1épésben

SDS poliakrilamid gél koncentraciéja 13%

Festés médja

Coomassie G-250

A kontroll és a kezelt csoport mintdinak poliakrilamid gélképein atlagosan 708

(szorés: 44) fehérjefoltot detektaltunk. A 708 fehérjefolt koziil, 18 folt intenzitdsaban

tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget (p<0,05), ezek koziil 14 fehérjét sikeriilt

tomegspektrométerrel azonositani (1. dbra). 8 spot intenzitasa a kezelt csoportban volt

nagyobb, mig 6 spot esetén a kontroll csoportban detektaltunk magasabb expresszios

szintet (3. tblazat).

molekulatémeg

1. abra: A hazityuk maj szovetének 2D PAGE gélképe, a tomegspektrometriaval

azonositott fehérjék jelolve a gélen



3. tablazat: LC-MS maddszerrel azonositott fehérjék, melyek a kontroll és a kezelt

csoport kozott expresszios kiilonbséget mutattak

Azonositott
, - peptidek Elméleti
Spot Azonositott fehérje Uniprot azonositd Homolorglfeher]e,: szama/% pI/Mw | Arany’
vagy fehérje csalad . 2
szekvencia (Da)
lefedettség'
Phosphoenolpyruvate
134 carboxykinase [GTP], P21642 (Gallus gallus) 13/26 6,6/67.311| 0,5
mitochondrial
Phosphoenolpyruvate
137 carboxykinase [GTP], P21642 (Gallus gallus) 22/49 6,6/67.311 0,6
mitochondrial
Alpha-aminoadipic
semialdehyde
160 | Uncharacterized protein | E1C4W4 (Gallus gallus) dehydrogenase 15/38 7,0/58.053 | 2,3
(Q2KIJC9, Bos
taurus)
Actin, cytoplasmic 1, N-
190 terminally processed FIN835 (Gallus gallus) 8/23 5,3/23.845| 24
(Fragment)
Glycerol-3-
phosphate
Uncharacterized protein dehydrogenase
231 p FINFY2 (Gallus gallus) [NAD+], 19/68 6,3/38.463 | 0,7
(Fragment) .
cytoplasmic
(ROLM66, Anas
platyrhynchos)
268 | Proteasome subunit FINFI8 (Gallus gallus) 1043 [6,129322] 14
alpha type
301 Peroxiredoxin-6 FINBVO (Gallus gallus) 14/66 6,0/25.076 1,2
342 RNA'bmgifg Protein 1 9cwz3 (Mus musculus) 1/7 5,8/19.888| 0,5
Eukaryotic translation
363 initiation factor SA-1 Q09121 (Gallus gallus) 5/22 5,3/15.889( 04
374 | ADFactin binding C7G537 (Gallus gallus) 6/51  |53/16.106| 48
protein
1776 | Malate dehydrogenase, | sy 15 (Gallus gallus) 14/55  |6,936.543| 1,3
cytoplasmic
4320 Alpha-enolase FINZ78 (Gallus gallus) 16/49 6,4/47.333 1,7
Uncharacterized protein acyl-CoA
6069 (Fragment) FINB8C3 (Gallus gallus) dehidrogendz csaléd 22/35 - 0,6
15301 3-mercaptopyruvate E1C8D8 (Gallus gallus) 9/47 5833221 1.3
sulfurtransferase

"Hany db peptidet azonositottak a fehérjébél, és ezek hany szazalékat fedik le a teljes szekvencidnak

* Swissprot adatbazisban szerepl6 izoelektromos pont/molekulasuly értékek

3 A kontroll csoporthoz viszonyitott ariny a V% értékek alapjan

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a szelén csokkentette a

glilkoneogenezis intenzitdsat, hiszen a kezelt csoportban majdnem felére csokkent a

foszfoenolpiruvat karboxikindz expresszioja, mely képes a gliikkoneogenezis sebességét

szabalyozni (YANG ¢s mtsai, 2009). A gliikkoneogenezis intenzitdsanak csokkenése

Osszefiiggésbe hozhat6 a kezelt csoportban tapasztalt alfa enoldz szint emelkedéssel. Az

alfa enoldz katalizdlja a foszfoenolpiruvat szintézist a glikolizisben, mely a




foszfoenolpiruvat karboxikindz enzim altal katalizalt reakcid6 végterméke is
(PESHAVARIA ¢és DAY, 1991). A szelén okozta foszfoenolpiruvat karboxikinaz
expresszid csokkenés a foszfoenolpiruvat mennyiségét is csokkentette, ennek

ellenstlyozasaként emelkedhetett az alfa enoldz expressziojanak mértéke.

Az alkalmazott kezelés a zsirsavak metabolizmusara is hatdssal lehetett. Ezt az
alapjan feltételezziik, hogy a glicerol-3-foszfat-dehidrogendz enzim expresszids szintje
lecsokkent a kezelt csoportban. A glicerol-3-foszfat-dehidrogenaz altal katalizalt
reakcid végterméke a glicerol-3-foszfat, melyhez a trigliceridek szintézisének egyik
utvonaldban az aktivalt zsirsav kapcsolédik (HARDING és mtsai, 1975). Az enzim
expresszidjanak csokkenése a végtermék mennyiségének csokkenését vonja maga utén,
mely a zsirsavak termelddésének intenzitasat is csokkentheti. A zsirsav szint csokkenés
hatassal lehetett a zsirsavak lebontasanak folyamatara is, ezt igazolni latszik, hogy a
kezelt csoportban lecsokkent acetil-koenzim A dehidrogenaz expressziot tapasztaltunk.
Ez az enzim a zsirsavak béta-oxidacidjanak kezdeti Iépését katalizalja, a béta-oxidéacio a

zsirsav lebontés egyik elsé 1épése (THORPE és KIM, 1995).

A két csoport kozotti legnagyobb expresszios kiilonbséget a citoszkeletalis aktin és
az ADF aktin koté fehérjék esetén detektaltunk, ezek 2,4 illetve 4,8-szor magasabb
expressziot mutattak az emelt szeléntartalmu takarmannyal etetett csoport egyedeiben.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy szelén hatasara nd a citoszkeletalis aktin mennyisége
és ezzel egylitt az aktin szabdlyozasat végzd fehérje expresszioja is. Az altalunk
alkalmazott magas szelén dozis miatt, a mdjsejtek nagyobb igénybevételnek lehettek
kitéve. Ezért valdszintileg sziikségessé valt, hogy a majsejtekben lejatszodo transzport-
és jelatviteli folyamatok intenzitdsa novekedjen, mivel a citoszkeletalis aktin a
transzport- ¢és jelatviteli folyamatok kivitelezésében is kulcsfontossagu (SMALL és

mtsai, 1999), igy ez lehetett az oka az aktin fehérje jelentds expresszids novekedésének.

A kezelt csoportban harom olyan enzim expresszidja is megnovekedett, melyek az
antioxidans folyamatokban jatszanak szerepet, bar ezek egyike sem a jol ismert szelén-
dependens enzimek ko6zé tartozik. Az ,alpha-aminoadipic  semialdehyde
dehydrogenase” a lipid peroxidaci6 soran keletkezett aldehideket metabolizalja (FONG
és mtsai, 2006). A peroxiredoxin-6 redukalja a hidrogén-peroxidot, a révid lanct

zsirsavakat ¢és a foszfolipid hidroxi-peroxidokat (CHAE ¢és mtsai, 1994). A ,3-



mercaptopyruvate sulfurtransferase” fehérje a karos cianidot alakitja at és képes a szelén
megkotésére és szallitdsara is (OGASAWARA ¢és mtsai, 2005). A szelén élettani hatasa
ambivalens, hidnyaban betegségek alakulnak ki, tuladagolasa viszont mérgezést
okozhat. Az altalunk vizsgalt kezelt csoport allatai esetén nem tapasztaltuk a mérgezés
tiineteit, de ettdl fliggetleniil az ilyen magas dozisban adagolt szelénnek (4,25 mg/kg
szelén volt a kezelt csoport takarmanykeverékben, az Eurdpai Unidban 0,5 mg/kg-ban
maximalizaltdk a takarmanykeverékekben alkalmazhaté mennyiséget) mar lehetnek
karos hatdsai. A tulzott szelén bevitel karosithatja az antioxidans rendszert, a glutation-
peroxidazok aktivitasa csokken, a lipid peroxidacids folyamatok intenzitdsa viszont no,
mely nekrotikus szovetkdrosodast is okozhat (sejtmembranok kérosodasa, enzim
miikodés gatlasa) (GAAL, 1998; MEZES és MATKOVICS, 1986). Valodsziniileg az
altalunk végzett vizsgalatban is errdl lehet szd, hiszen nem detektaltunk emelkedett
glutation-peroxidaz expressziot, de a lipid peroxidacio termékeinek lebontasat katalizalo
enzimek expresszidja megndtt. Ezzel a karos folyamattal lehet Osszefiiggésben a
proteaszoma alfa tipusu alegység fehérje expresszidjanak novekedése is a kezelt
csoportban. A proteaszoma komplex a degradalodott fehérjék lebontasat végzi
(MURATA ¢és mtsai, 2009), valoszinisitjiik, hogy az antioxidans rendszer

karosodasaval parhuzamosan szamos fehérje is degradalodik.

3. Kiilonbozo genotipusu novendék kosok hosszu hatizom szovetének

proteomikai elemzése

3. 1. A kutatas modszerei

Az 0sszehasonlitd vizsgalatba 10 névendék kost vontunk be, ebbdl 4 egyed szapora
merind és 6 egyed csokai cigaja volt. A kosok azonos koruak voltak, hizlalasuk ad
libitum takarmanyozassal tortént, egy istalloban, kiscsoportos, mélyalmos tartas
technoldgia mellett. Az allatokat atlagosan 4,5 honapos korban, 40 kg-os ¢€lésulynal
vagtuk le. A mintavétel a juhok vagohidi vagasakor tortént, kivéreztetés utan 20 percen

beliil, orvosi szikével a longissimus dorsi izom 12. és 13. borda k6zé esé teriiletérol.



A fehérjék elvalasztasara kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézist (2D-PAGE)
alkalmaztunk. Az 4. tablazat foglalja 6ssze az optimalizalas soran tesztelt beallitasokat:
a fehérje izoldlds, az alkalmazott pH tartomany, a rehidratalé pufferek és az

izoelektromos fokuszalas kondicioi esetén.

4. tablazat: A 2D-PAGE soran elvégzett optimalizalasi 1épések osszefoglalasa juh

hosszu hatizom mintak esetén

- 8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT,
0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte

Fehérjék izolalasa (lizis pufferek) - 8,5 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 65 mM DTT,
40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,8% 100X Bio-Lyte
ampholyte

Alkalmazott pH tartomany pH 5-8 és pH 3-10

- normal rehidratald oldat: 8 M urea, 2 M thiourea, 2%
CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte
ampholyte, 0,002% brémfenolkék

- DeStreak rehidratalo oldat: 8 M urea, 2 M thiourea,
2% CHAPS, 15 mg/ml DeStreak reagens, 0,2% 100X
Bio-Lyte ampholyte, 0,002% bromfenolkék

Rehidratalé puffer osszetétele

Egy 1épésben: 10000V 50000Vh

Tobb 1épésben: 1. 1épés: 250V 20 perc
2. 1épés: 10000V 2,5 ora
3. 1épés: 10000V 50000Vh

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

Kivalasztottuk azokat a beallitdsokat, melyek segitségével a legtobb egyedi fehérje
foltot tudtuk elkiiloniteni a juh hosszi hatizom mintdk poliakrilamid gélképein. Az
optimalis beallitasokkal elvégeztiik a két csoport (szapora merind €s csokai cigija)
mintdinak kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézisét, egyedenként harom
ismétlésben.

A gélképek szoftveres elemzését a Delta2D program segitségével végeztik. A
gélelemzd szoftver altal detektalt, expresszios kiillonbséget mutatd fehérje spotokat
kivagtuk a gélekbol, a fehérjék azonositasa folyadék kromatograffal kapcsolt

tomegspektrométerrel tortént.




3. 2. Az értekezés fobb megallapitasai

Munkank soran megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt paraméterek koziil,

melyek a legmegfelelobbek a juh hosszu hatizom mintdk kétdimenzids poliakrilamid

gélelektroforézisének kivitelezéséhez (5. tablézat).

5. tablazat: Juh vazizom proteomjanak kétdimenzios gélelektroforézise soran

alkalmazott idealis paraméterek osszefoglalasa

Fehérjék izolalasa (lizis pufferek)

8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM
DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte

Alkalmazott pH tartomany

pH 5-8

Rehidratal6 puffer osszetétele

normal rehidratald oldat: 8 M urea, 2 M

thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2%

100X  Bio-Lyte  ampholyte,  0,002%
brémfenolkék
Izoelektromos fokuszalas kondicioi Tobb Iépésben
pHS pHS

molekulatomeg

2. abra: Juh musculuslongissmusdorsi 2D PAGE gélképe, a

tomegspektrometriaval azonositott fehérjék jelolve a gélen

A szapora merind és a cigdja fajtak hossza hatizom szovetének Osszehasonlitd

proteomikai elemzése soran atlagosan 315 (szdras: 32) fehérje foltot detektaltunk egy-

egy gélen. A 315 fehérjefolt koziil, 27 folt expresszidjaban tapasztaltunk eltérést. A 27

10



spot koziil 14-et sikeriilt tomegspektrometriaval azonositanunk (2. bra). 9 fehérje spot

a szapora merindban, 5 pedig a cigdjaban mutatott magasabb expresszios szintet

(p<0.05) (6. tblazat). Az azonositott fehérjéket funkciojuk alapjan harom csoportba

soroltuk: struktirfehérjék, szénhidrat metabolizmushoz kothetd fehérjék és egyéb

feladatot ellato fehérjék.

6. tablazat: LC-MS mddszerrel azonositott fehérjék, melyek a cigaja és a szapora

merino fajtak kozott expresszios kiilonbséget mutattak

Azonositott peptidek

, . 2
Spot Azonositott fehérjék Uniprot azonositd szama/% szekvencia Elméleti pl/Mw Arany®
ol (Da)
lefedettség
250 Alpha-actinin-3 QOIII9 (Bos taurus) 28/41 5,3/103.150 2,0
264 | Aconitate hydratase, | 55004 o taurus) 724 7,2/82.401 2,6
mitochondrial
6-
293 phosphofructokinase, | QOIIGS (Bos taurus) 3/16 8,6/85.162 0,4
muscle type
405 Beta-enolase Q3ZC09 (Bos taurus) 7/52 7,7/46.964 0,4
s63 | ATP synthase subunit | 55006 ¢ aurus) 55/78 5,0/51.563 6,5
beta, mitochondrial
587 Stress-induced- Q3ZBZ8 (Bos taurus) 3/15 6,1/62.481 1,6
phosphoprotein
Glyceraldehyde-3-
766 phosphate Q28554 (Ovis aries) 8/67 7,8/34.731 0,5
dehydrogenase
Actin, alpha cardiac
767 Q3ZC07 (Bos taurus) 8/45 5,2/41.784 1,4
muscle
798 Fructose-1,6- P09199 (Ovis aries) 7/44 6,1/36.544 0,7
bisphosphatase
886 Actin, cytoplasmic P60713 (Ovis aries) 3/12 5,3/41.736 2,6
Myosin light chain
988 1/3, skeletal muscle AO0JNJS (Bos taurus) 3/49 5,0/20.800 2,3
isoform
Myosin light chain
1024 1/3, skeletal muscle AO0JNJ5 (Bos taurus) 8/66 5,0/20.800 1,3
isoform
Fast skeletal myosin L
1176 . . B9VGZS (Ovis aries) 3/27 4,9/19.102 2,3
light chain
1208 Myoglobin P02190 (Ovis aries) 5/45 6,9/16.923 0,5

"Hany db peptidet azonositottak a fehérjébdl, és ezek hany szazalékat fedik le a teljes szekvencianak

2 Swissprot adatbazisban szerepl izoelektromos pont és molekulastly értékek

3 Cigaja csoporthoz viszonyitott arany a V% értékek alapjan

A vizsgélatunkba bevont két fajta kozott fehérje szinten fellépd kiilonbségek

hatterében, a kiilonb6zé mértékli és iranyu szelekciés nyomds allhat. Ebbdl a

szempontbol a cigdja egy Osibb fajtanak tekinthetd, mely nem volt kitéve olyan intenziv

szelekcionak, mint a merind, melyet kezdetben a gyapju, majd a hustermelés iranyaba is

erésen szelektaltak. Az altalunk vizsgalt szapora merind pedig egy egészen Uj

valtozatnak tekinthetd a merind fajtdn beliil, hiszen 1982-ben hoztdk létre magyar
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merind anyak és booroola merind kosok keresztezésébdl. Mindezek mellett a csokai
cigija allomany egy iddszakban szelekcids nyomasnak volt kitéve a tejtermelési
mutatok javitasa érdekében, ez az ellentétes iranyu szelekcid is okozhat kiillonbséget a

fehérje expresszidban.

Eredményeinkbdl lathato, hogy az altalunk azonositott struktirfehérjék mindegyike
a szapora merind fajtdban mutatott magasabb expresszios szintet. Nem csak az izom
Osszehtizodéasban szerepet jatszo strukturfehérjék (miozin konnyil lanc 1/3 fehérje,
miozin kdnnyi lanc 2) expresszidja emelkedett meg ebben a fajtdban, hanem magéanak a
sejtvaznak a kialakitdsaban szerepet jatszo citoszkeletalis fehérjék (alfa-aktinin, béta-
aktin) szintje is nott. A struktirfehérjék emelkedett expresszidja az intenzivebb

fehérjebeépiiléssel lehet osszefiiggésben.

A struktarfehérjékkel ellentétben, a megemelkedett expresszids szintet mutato,
szénhidrat metabolizmusban résztvevd fehérjéket nem lehet ilyen egyértelmiien az
egyik, vagy a masik fajtdhoz kotni. A cigaja fajtdban a 6-foszfofruktokinaz, a béta-
enoldz, a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogendz és a fruktoz 1,6-biszfoszfatdz enzimek
expresszios szintje volt magasabb, mig a szapora merindban az akonitat hidrataz és az

ATP szintdz béta-alegység fehérjék expresszioja emelkedett meg.

A cigéja fajtaban magasabb expresszids szintet mutatd fehérjék koziil harom a
glikolizis egy-egy 1épését katalizdlja, mig a negyedik a glilkoneogenezisben jatszik
szerepet és a fehérjék mindegyike a citoplazmdban lokalizalodik. A glikolizishez
kapcsolodd enzimek kiilonboz6 mértékii expresszidja az izmokban ill. husokban régota
vitatott téma. Ez nagyrészt annak is koszonhetd, hogy az izmokban természetes
koriilmények kozott nagy mennyiségben fordulnak eld. Leggyakrabban hismindségi
tulajdonsagokkal hozzdk 0sszefliggésbe a glikolitikus enzimek expresszios valtozasait

(SCHEFFLER és mtsai, 2007; LAVILLE ¢és mtsai, 2007).
A merin6 fajtdban overexpresszalddott, szénhidrat metabolizmushoz kothetd két

fehérje a mitokondriumban lokalizdlédik. Ezek a proteinek mar nem a glikolizisben

vesznek részt, hanem a citromsav-ciklusban, illetve a terminalis oxidacidban.
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A szakirodalomban kozolt fehérje markerek €s az altalunk azonositott expresszios
kiilonbséget mutatd fehérjék Osszevetését kdvetden, megallapithatnank, hogy a cigdja
fajta elonyosebb husmindségi tulajdonsdgokkal rendelkezik, hiszen a glikolitikus
enzimek és a mioglobin overexpresszioja, valamint a stresszhez kapcsol6do fehérje
alacsonyabb expresszidja alapjan erre kovetkeztethetnénk. Azonban a husmindségi
tulajdonsagok miiszeres vizsgalata nélkiil nem vonhatunk le ilyen kdvetkeztetést, hiszen
az irodalomban kozolt fehérje marker adatok més fajokra vonatkoznak. A jovében
érdemes lenne a szapora merind és a cigdja fajtdk miiszeres husmindségi vizsgalatat
elvégezni €s amennyiben azok az eredmények megfelelnek a kisérletiinkben azonositott
fehérjék alapjan levont kovetkeztetéseknek, ugy ezek a proteinek a gyakorlatban is

hasznalhato markerei lehetnének a hlismindségnek juhok esetén.

4. Kiilonb6zo élosulyban levagott charolais bikak vazizom szovetének

proteomikai vizsgalata

4. 1. A kutatas modszerei

A vézizom szdvet proteomikai vizsgalatanak elvégzéséhez 10 charolais bikat
vontunk be a kisérletiinkbe. Ezek koziil 5 allatot atlagosan 500 kg-os éldsulyban, 440
napos korban, mig 5 allatot atlagosan 700 kg-os €ldstlyban, 540 napos korban vagtak
le. A mintavétel az allatok vagasakor tortént, orvosi szike segitségével 2 g-nyi mintat
vagtunk ki a 12. és 13. borda kozotti teriiletrol.

A fehérjék elvalasztasara kétdimenzids differenciald gélelektroforézist (2D-DIGE)
alkalmaztunk. Az 7. tblazat foglalja 6ssze az optimalizalas soran tesztelt beallitasokat
a fehérje izolalds, az alkalmazott pH tartomdny, és az izoelektromos fokuszélas

kondicioi esetén.
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7. tablazat: A 2D-DIGE soran elvégzett optimalizalasi lépések osszefoglalasa

szarvasmarha izomszovet esetén

- 7 M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM
Tris

Fehérjék izolalasa (lizis pufferek) - 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM
Tris, 10mM DTT

- 8 M urea, 4% CHAPS, 30 mM Tris

Alkalmazott pH tartomany pH 5-8 és pH 3-10

Egy Iépésben: 10000 V 50000 Vh
Tobb 1épésben: 1. 1épés: 250 V 20 perc
2. 1épés: 10000 V 2,5 ora
3. 1épés: 10000 V 50000 Vh

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

Kivalasztottuk azokat a paramétereket, melyek segitségével a legtobb egyedi fehérje
foltot tudtuk elkiiloniteni a szarvasmarha vézizom mintak poliakrilamid gélképein. Az
optimalis bedllitasokkal elvégeztik a két csoport (500 ¢és 700 kg) mintainak
kétdimenzids differenciald gélelektroforézisét, egyedenként harom ismétlésben.

A gélképek szoftveres elemzését a Delta2D program segitségével végeztik. A
gélelemzd szoftver altal detektalt, expresszios kiilonbséget mutatd fehérje spotokat
kivagtuk a gélekbdl, a fehérjék azonositasa folyadék kromatograffal kapcsolt

tomegspektrométerrel tortént.

4. 2. Az értekezés fobb megallapitasai

Munkank soran megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt paraméterek koziil,
melyek a legmegfelelobbek a juh hosszi hatizom mintak kétdimenzids poliakrilamid

gélelektroforézisének kivitelezéséhez (8. tablazat).

8. tablazat: Szarvasmarha vazizom proteomjanak kétdimenzios differencialé

gélelektroforézise soran alkalmazott idealis paraméterek osszefoglalas

7 M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM
Fehérjék izolalasa (lizis pufferek) ]

Tris
Alkalmazott pH tartomany pH 5-8
I1zoelektromos fokuszalas kondicioi Tobb 1épésben
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Az 500 ¢és a 700 kg-os ¢€losulyban levagott charolais bikak vazizom fehérjéinek

elektroforézisét kovetden, atlagosan 362 fehérje spotot (szords: 33) detektaltunk a

géleken, pH 5-8-as tartomanyban. Tiz fehérje spot expresszidjaban taldltunk

szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott (p<0,05) (3. abra). Ezek kozil kilenc

fehérje folt a 700 kg-os csoportban mutatott magasabb expresszids szintet, mig egy

fehérje intenzitasa az 500 kg-os csoportban volt nagyobb (9. tablazat).

molekulatomeg

pHS

L

826 734 54 1016

st 4 8 s

017 —* ey

3. abra: Szarvasmarha musculus longissimus dorsi 2D PAGE gélképe, az 500 és 700

kg-os csoport kozott expresszios kiillonbséget mutaté fehérjék jelolve
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9. tablazat: LC-MS moddszerrel azonositott fehérjék, melyek az 500 és 700 kg-os

csoport kozott expresszios kiilonbséget mutattak

Azonositott peptidek
szama/% szekvencia Elméleti pI/Mw
Spot Azonositott fehérjék Uniprot azonositd lefedettség' (Da)? Aréﬂy3
21 Alpha-enolase Q9XSJ4 (Bos taurus) 24/64 6,4/47.326 1,4
24 Beta-enolase Q3ZC09 (Bos taurus) 5/20 7,6/47.096 1,9
33 | Actin, alpha skeletal muscle e P68138 (Bos taurus) 15/57 5,2/42.051 1,6
57 Triosephosphate isomerase QS5E956 (Bos taurus) 9/49 6,3/26.690 1,7
59 Triosephosphate isomerase QSE956 (Bos taurus) 16/80 6,3/26.690 1,8
734 Beta-enolase Q3ZC09 (Bos taurus) 10/23 7,6/47.096 2,2
826 Beta-enolas Q3ZC09 (Bos taurus) 10/31 7,6/47.096 2,3
917 Beta-enolase Q3ZC09 (Bos taurus) 15/51 7,6/47.096 2,2
1016 Beta-enolase Q3ZC09 (Bos taurus) 3/13 7,6/47.096 1,8
6910 Heat shock protein beta-1 Q3T149 (Bos taurus) 9/70 6,0/22.393 0,4

"Hany db peptidet azonositottak a fehérjébél, és ezek hany szazalékat fedik le a teljes szekvencianak
* Swissprot adatbazisban szerepl6 értékek

3 Az 500 kg-os csoporthoz viszonyitott arany a V% értékek alapjan

A 24-es, 734-es, 826-0s, 917-es és 1016-0s spotok mindegyikében béta-enolaz
fehérjét azonositottunk, annak ellenére, hogy ezek a spotok 6t kiillonb6zé pl pozicioban
helyezkedtek el a poliakrilamid géleken. Ez a heterogenitas valosziniileg egy poszt-
transzlaciés modositas kovetkezménye, mely hatassal lehetett a fehérjék toltésére. A
fehérje adatbazisokban szarvasmarha faj esetén a béta-enoldz fehérje modositasait még
nem kozoltek, igy nem tudjuk pontosan megmondani, hogy melyik tipusi modositasrol
van sz0. Az enoldz enzimek a glikolizis utolsd eldtti 1épésében lejatszodo 2-
foszfoglicerat - foszfoenolpiruvat konverziot katalizaljadk (PESHAVARIA és DAY,
1991). A béta-enolaz expresszios szintje jelentésen megnd az izmok postnatalis
fejlodése, novekedése soran, ennek az az oka, hogy az energia metabolizmusban vesz
részt, konkrétan a piruvat termelésben (PICARD ¢és mtsai, 2010). A 700 kg-os csoport
egyedeinél 1,8-2,2-szer nagyobb expressziot detektaltunk, mint az 500 kg-os allatoknal.
Az irodalmi adatok alapjan, mas fajokban is ez a tendencia figyelhetd meg. A béta-
enoldz tehat bizonyitottan az idésebb allatokban expresszalddik magasabb szinten, ezzel

jelezve a nagyobb glikolitikus aktivitast.

Az enolazok kozil a béta-enolazon kiviil a 21-es spotban azonositott alfa-enoldz is

megnovekedett expresszids szintet mutatott a 700 kg-os csoport egyedeiben. Az alfa-
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enolaz fOleg az embrionalis fejlédés korai stadiumaban expresszalodik nagyobb
mennyiségben, de a legtobb kifejlett kori szdvetben is jelen van (ZOMZELY és
NEURATH, 1983).

Egy tovabbi fehérjét sikeriilt azonositani, mely szintén a metabolikus fehérjék
csoportjaba tartozik. Ez a protein a tridzfoszfat izomerdz, melyet két kiillonb6zd pl
pozicidban is azonositottunk a géleken (57-es és 59-es spot). A fehérje adatbazisokban
ezidaig kétféle poszt-transzlaciés modositast tettek kozzé a tribzfoszfat izomeraz esetén,
ezek a foszforilacio és az acetilacio. Mindkét modositds hatdssal van a fehérje
izoelektromos pontjara, mégpedig csokkenti azt. Azonban ebben a tanulmanyban nem
volt célunk, hogy megallapitsuk, melyik modositas felelds a kiilonbozd pl értékekért.
Az 57-es spot esetén 70%-0s, mig az 59-es spot esetén 80%-os expresszids novekedést
detektaltunk a 700kg-os csoportban az 500kg-os csoporthoz képest. Az enzim fontos
szerepet jatszik az energiatermelésben, katalizdlja a dihidroxi-aceton-foszfat és a D-
gliceraldehid 3-foszfat reverzibilis 4talakulasat a glikolizis soran (ALBERY ¢és
KNOWLES, 1976). Szamos tanulmany szdmol be pozitiv korrelaciorol kiilonbozo
fajokban a tridzfoszfat izomeraz szint és az életkor kozott (HOLLUNG és mtsai, 2009;
KIM ¢és mtsai, 2009; TELTATHUM ¢és MEKCHAY, 2009). Ezek alapjan
megallapithatd, hogy a tridzfoszfat izomerdz fehérje expresszids valtozdsa valosziniileg

kapcsolatba hozhat6 az izomnovekedéssel.

A 33-as spotban azonositott protein a struktirfehérjék csoportjdba tartozik. Az alfa-
aktin az egyik f6 alkotdja a kontraktilis rendszernek a vazizmokban. A charolais
bikdkban az alfa-aktin expresszidja 1,6-szor volt nagyobb a 700 kg-os csoportban, mint
az 500 kg-os csoportban. Szarvasmarhaknal 14 és 18 honapos kor kozott egy
szignifikans novekedési periddust figyeltek meg a rostok méretét tekintve (TE PAS és
mtsai, 2004). Az altalunk vizsgalt két csoport €letkora (440 és 540 naposak) koriilbeliil
ennek a vizsgalati tartomanynak a két sz¢élsé értékét képviseli, igy belathatd, hogy az
izomrostok novekedése a kontraktilis aktin fehérjék expresszidjanak novekedésével is

Osszefiiggésben all.

A Hsp27 (heat shock protein beta-1) hésokk fehérje (6910-es spot) az 500 kg-os
csoportban mutatott expresszids szint novekedést. A Hsp27 a kis hésokk fehérjék

csaladjaba tartozik, a sejtekben betoltott legfontosabb funkcidi koézé a chaperon
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aktivitas, az aktin sejtvaz szabalyozasa és az apoptozis ellendrzése tartozik (GUSEV és
mtsai, 2002). A hdsokk fehérjék expresszios valtozasat tobb kutatds is Osszefiiggésbe
hozta a husok porhanyodssagaval. A Hsp27-nek szamos izoformadja 1étezik, az izoformak
dontd tobbsége negativ korrelacioban all a porhanyossaggal, azonban néhanyuk a
porhanydsabb husban expresszalodik nagyobb intenzitdssal, tehat pozitiv korrelaciot
mutat (BERNARD ¢s mtsai, 2007; KIM és mtsai, 2008; MORZEL ¢s mtsai, 2008). Az
altalunk vizsgalt két csoport hismindségi paramétereinek miiszeres vizsgalata nélkiil

nem tudunk korrel4ciot vonni a Hsp27 ezen izoformaja és a porhanydssag kozott.

Osszességében megallapithatd, hogy a 700 kg-os csoport egyedeinél a nagyobb
glikolitikus aktivitdshoz és izomndvekedéshez kapcsolddd fehérjék expresszidja volt
kifejezettebb. A jovOben érdemes lenne elvégezni a hizobikdk vazizomzatanak
proteomikai vizsgalatdit egy szélesebb stuly és életkor tartomanyban, mert a
vizsgalatunkban szerepld két csoport csak a gyakorlatban leginkabb el6forduld

novendék bika vagosuly tartomanyt fedte le.

Az altalunk elvégzett harom vizsgalat eredményei alapjan levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a proteomikai moddszerek alkalmasak komplex tulajdonsdgok
vizsgalatara. Ugyan az allattenyésztésben még korlatozott a felhaszndlasuk, de az
ismeretanyag ndvekedésével és a miiszerek technikak fejlddésével parhuzamosan, egyre
nagyobb igény mutatkozik a termelési, fizioldgiai és patofiziologiai jelenségek mélyebb

megertésére.
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5. Uj tudomanyos eredmények

A dolgozatomban szerepld vizsgéalatok eredményei alapjdn az alabbi 0j tudomanyos

eredmények fogalmazhatéak meg:

1.

3.

A kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis soran az altalunk tesztelt lizis és
rehidratalo pufferek koziil hazityak maj szovetre a 8,5 M urea, 2 M thiourea, 4%
CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte &sszetételii lizis puffer és
a 8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 15 mg/ml DeStreak reagens, 0,2% 100X
Bio-Lyte ampholyte, 0,002% bromfenolkék Osszetételi rehidratdlo puffer
bizonyult a leghatékonyabbnak. Mig juh m. longissimus dorsi esetén a 8 M urea, 2
M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte
Osszetételli lizis puffer és ezzel megegyezO Osszetételli rehidratdld puffer
segitségével detektaltuk a legtobb fehérje spotot a géleken. A szarvasmarha m.
longissimus dorsi kétdimenzios differencialo gélelektroforézise soran az altalunk
tesztelt lizis pufferek koziil a 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris
Osszetételli puffer alkalmazasaval detektaltuk a legtobb egyedi fehérje foltot a
géleken.

Mindharom minta tipus esetén a pH 5-8-as tartomanyt alkalmaztuk az
izoelektromos fokuszalas soran, mivel a fehérjék dontd tobbsége ebben a régidban
helyezkedik el és a sziikebb pH tartomany hasznalata noveli a poliakrilamid gélek

felbontasat. Az izoelektromos fokuszalas soran alkalmazott fesziiltség beallitasok koziil,

mindharom minta tipus estén, a harom 1épésbal allo fokuszalas volt hatékonyabb.

Az optimalizalt paraméterek alkalmazasaval pH 5-8-as tartomanyban hazityuk
maj szovet esetén gélenként atlagosan 708 (szoras: 44), juh hossza hatizom szdvet
esetén gélenként atlagosan 315 (szoras: 32), szarvasmarha hossza hatizom szovet
esetén gélenként atlagosan 362 (szérds: 33) fehérje foltot lehet elemzésre

felhasznalni.

cre

»alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase”, a citoplazmatikus aktin, a
proteaszoma alfa tipusu alegység fehérje, az ADF aktin kotd fehérje, a

peroxiredoxin 6, a citoplazmatikus malat dehidrogenaz, az alfa-enoldz és a 3-
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merkaptopiruvat szulfurtranszferaz fehérjék expresszioja emelkedett meg. Mig a
foszfoenolpiruvat karboxikindz, a glicerol-3-foszfat-dehidrogenaz, az RNS-kotd
fehérje 8A, az eukariodta transzlacids iniciacids faktor SA-1 és az acetil-koenzim A
dehidrogendz  fehérjék  expresszidja lecsokkent a  kezelés hatasara.
Ezek alapjan feltételezziik, hogy az alkalmazott szelén dozis csokkentette a
gliikoneogenezis ¢€s a zsirsav metabolizmus intenzitdsat, megndvelte a
citoszkeletalis aktin mennyiségét €s ezzel egyiitt az aktin szabélyozasat végzd

fehérje expresszigjat, valamint az antioxiddns rendszerre is hatdssal volt.

A szapora merind ¢és a csoOkai cigdja juhfajtdk hosszii hatizom szdvetének
proteomikai elemzése sordn megallapitottuk, hogy a miozin kénnyd lanc 1/3, a
miozin kénnyii lanc 2, az alfa-aktinin, a béta-aktin, az akonitat hidratdz, a stressz-
indukalta foszfoprotein és az ATP szintdz béta-alegység fehérjék expresszidja a
szapora merin0 fajtdban volt magasabb. Mig a 6-foszfofruktokinaz, a béta-enoléaz,
a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenéz, a frukt6z 1,6-biszfoszfataz és a mioglobin
fehérjék expresszidja a cigdja fajtaban volt kifejezettebb.

A struktarfehérjék mindegyike a merin6 fajtdban mutatott magasabb expressziot,
ez a jelenség az intenziv fehérjebeépiiléssel lehet Osszefliggésben. A cigdja
fajtaban a glikolitikus enzimek és a mioglobin overexpresszidja, valamint a
stresszhez  kapcsolodd  fehérje  expresszidos  valtozdsa a  hlasmindségi

tulajdonsagokkal hozhat6 6sszefliggésbe.

Az 500 és 700 kg-os €losulyban levagott charolais hizobikak vazizom szdvetének
proteomikai vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy az alfa-enolaz, a béta-enolaz,
a kontraktilis aktin €és a tridzfoszfat izomeraz fehérjék a 700 kg-os csoportban
mutattak magasabb expresszios szintet, e fehérjék overexpresszidja magas
glikolitikus aktivitdsra és erdteljesebb izomndvekedésre utal. Az 500 kg-os
csoportban a Hsp27 hdsokk fehérje esetén detektaltunk magasabb expresszids

szintet.
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6. Az eredmények gyakorlati hasznosithatéosaga

Az optimalizalt fehérje izoladlasi eljards ¢és a kétdimenzios poliakrilamid
gélelektroforézis, illetve kétdimenzios differencidldo gélelektroforézis metodikak
kidolgozéasa hozzdjarul ahhoz, hogy a jovében a hazityuk maj szovet, ill. a juh és
szarvasmarha hosszi hatizom szovet proteomikai elemzése egyszeriibbé, gyorsabba
valjon. A kifejlesztett moédszerek varhatoan hozzdjarulnak az emlitett fajokkal végzett

biomarker azonositasi projektek eredményességéhez.

A hazityuk majanak proteomjaban szelén indukcid hatdsara bekovetkezd fehérje-
expresszios valtozdsok vizsgalatanak eredményei ramutatnak arra, hogy a szelénre
reagald fehérjék, mely biokémiai utvonalak részét képezik, illetve eldsegitik a majban

lejatszodo folyamatok teljesebb megértését.

A juh fajta-Gsszehasonlitdé és a kiilonbozd éldsulyban levagott szarvasmarhak
proteomikai vizsgdlata sordn azonositott fehérjék koziil tobb is husmindségi
tulajdonsdgokkal hozhaté 0Osszefiiggésbe. Ezek a fehérjék alkalmasak lehetnek
biomarker molekuldknak, melyeket a gyakorlatban fel lehet hasznalni arra, hogy
expresszios valtozasaik alapjan kovetkeztethessiink az adott husmindségi tulajdonsag

megjelenésére.
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