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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2D-PAGE | kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis

ADP adenozin-difoszfat
ATP adenozin-trifoszfat
BSA marha szérum albumin
CBB comassie brilliant kék
CE kapillaris elektroforézis

CHAPS 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammoénium]-1-propanszulfonat

DIGE differencialo gélelektroforézis

DNS dezoxiribonukleinsav

DTT dithiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

GTP guanozin-trifoszfat

HPLC nagy teljesitményi folyadékkromatografia
HSP hésokk fehérje

IPG immobilizalt pH gradiens

LC folyadékkromatografia

MALDI matrix segitett lézer deszorpcios ionizacio

MLC miozin kdnnyi lanc

MS tomegspektrométer

MW molekulastly

NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid

pl izoelektromos pont

RNS ribonukleinsav

SDS natrium dodecil szulfat

SNP egypontos nukleotid polimorfizmus
TEMED N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamine
TOF repiilési id6

V% intenzitas %
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1. BEVEZETES

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.

A modern genetika kialakuldsa az 1980-as évekre tehetd, ebben az iddszakban
terjedt el a marker alapi szelekci6 hasznalata is az éallattenyésztésben. Ennek a
szelekcios eljarasnak a lényege az, hogy egy gént vagy markert kapcsolatba hoznak
valamilyen gazdaséagilag fontos tulajdonsaggal, majd kivalogatjak azokat az egyedeket,
melyek a kedvezd polimorfizmust hordozzdk, és azokat vonjak be a tovabbi
tenyésztésbe (DEKKERS, 2004). A genetika torténetében a kdvetkezé mérfoldkdnek az
1990-es évek kozepén elinditott teljes genom szekvenalasok tekinthetdk. Ett6l kezdve
egyre tobb éldlénynek, koztik gazdasagi allatnak is, elkésziilt a géntérképe. Ezek a
kutatasok mar a genomika targykorébe tartoznak, hiszen igy mar nemcsak izolalt gének
vizsgalata valik lehetdvé, hanem arrdl is informaciét kaphatunk, hogy ezek a gének
hogyan befolydsoljak egymds miikddését, ezaltal szabalyozva az ¢ldlényekben
lejatsz6dd komplex bioldgiai folyamatokat. A genomika sikertdrténete itt még nem ért
véget, hiszen napjainkban példaul mar altalanos az olyan DNS chipek hasznalata,
melyek akar 50.000 SNP detektaldsara is alkalmasak (AHMED ¢s KHOSA, 2010)

Lathato, hogy viszonylag rovid id6 alatt, milyen nagy elérelépést sikeriilt elérni a
genetikai informacio megismerésének terén. Az ismeretanyag novekedésével szamos 1j
tudomanyag alakult ki, melyek mar a posztgenomikai kutatdsok korébe tartoznak.
Osszefoglalo néven gyakran ,,omikak”-ként hivatkoznak rajuk, ide tartozik a
metabolomika, transzkriptomika, glikomika ¢és a proteomika is (KADARMIDEEN ¢és
mtsai, 2006). Az ,omikdk” alapjaiban valtoztathatjdk meg az allattenyésztés
gyakorlatat, hiszen figyelembe veszik a kivanatos fenotipus hatterében allo szabalyozasi
halézatokat és utvonalakat is.

Sok kutaté gondolja ugy, hogy a XXI. szazad mar a proteomikai kutatdsok kora
lesz. Ez alatt persze nem azt értik, hogy abba kellene hagyni a kiilonb6z6 genomok
szekvenalasat, vagy a kapott szekvencidk értékelését. Minddssze arrol van szo, hogy a
genomi informacié megszerzésének utjdban alloé technikai akadalyokat lényegében

sikertilt elharitani. A kovetkezd nagy kihivas a proteomok - az adott idOpillanatban a



sejtben talalhato fehérjék Osszességének - megértése lesz (CAMPBELL ¢és HEYER,
2003).

A proteomika alkalmazasa ezidaig a human gyogyaszatban és gyogyszerészetben
terjedt el szélesebb korben. Az allattenyésztésben a proteomikai modszerek
felhasznaldsa még korlatozott. Nagy kihivast jelent a gazdasagi allatfajok kiilonb6zo
szoveteinek proteom analizise, hiszen a fehérje Osszetételben mutatkozd nagymértékii
variabilitds megneheziti az optimalis mintatisztitdsi, frakciondldsi és elvalasztasi
modszerek kivalasztasat.

Az allat fenotipusaval, értékmérd tulajdonsagaval kapcsolatba hozhato fehérje
molekuldk azonositasa €és vizsgalata a tovabbiakban a hatékonyabb termék eldallitast

segitheti.



2. CELKITUZESEK

Munkam sordn hiarom proteomikai vizsgalat kivitelezését terveztem elvégezni. Az

egyes kisérletekben kitlizott céljaim az alabbiak voltak:

1. vizsgélat: Hazitylk m4j proteomjanak valtozésa szelén indukcio hatdsara

- optimalizalt kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis protokoll kidolgozéasa a
hazitytk maj szovetére

- a szelén indukci6 hatasara bekovetkezd valtozasok detektalasa a csirkemdj fehérje
Osszetételében

- Osszefiiggések keresése a megvaltozott expresszidos szintet mutatdo fehérjék

funkcidja €s a szelén élettani hatasai kozott

2. vizsgélat: Kiilonbozé genotipusi novendék kosok hossz(i hatizom szdvetének
proteomikai elemzése

- optimalizalt kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis protokoll kidolgozasa a
juh hossza hatizom szdvetére

- a két genotipus (cigdja és merind) kozott fehérje szinten fellépd kiilonbségek
detektalasa

- az expresszios kiilonbséget mutatd fehérjék funkciojanak megismerése ¢&s
lehetséges szerepiik feltarasa a fajtdk kozott mutatkozo kiilonbségek molekularis

hatterében

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

- optimalizalt kétdimenzios differencidld gélelektroforézis protokoll kidolgozasa a
szarvasmarha hosszu hatizom szévetére

- az 500 ¢és 700 kg-os ¢losulyban levagott charolais bikdk véazizom proteomjanak
Osszehasonlitasa, az expresszios kiilonbséget mutatd fehérjék azonositasa

- Osszefiiggések keresése az azonositott fehérjék funkcidja és a vizsgalt tulajdonsag

kozott.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3. 1. Proteom, proteomika

Sem a genomialis DNS, sem az expresszalodott mRNS nem ad olyan pontos képet a
sejtek allapotarol, mint a fehérjék. Ennek oka, hogy a gének jelen lehetnek ugyan, de
nem biztos, hogy atirédnak, és az mRNS kopidk szdma nem mindig tlikrézi a
funkcionalis fehérjék szdmat (CELIS és mtsai, 2000).

A proteom, egy adott sejt, szovet, szerv vagy szervezet teljes fehérjekészletét jelenti
egy adott idépontban. Ez a fogalom eldszér 1994-ben Marc Wilkins altal keriilt leirdsra
Olaszorszagban. A proteom miikodésének megértéséhez sziikséges az azt alkotd
fehérjék azonositdsa €s mas molekuldkkal valo interakcidjanak megismerésére. A
proteomika elsdsorban azokkal a problémakkal foglalkozik, melyeket a DNS analizissel
nem tudunk megoldani (STAGSTED ¢és mtsai, 2004).

A proteomika igen Osszetett tudomanyteriilet, mely tobbek kozott vizsgalja a
fehérjék szerkezetét, bioldgiai funkcidjat és ezek térbeli és idobeli valtozasat. Nemcsak
ugy tekinti a fehérjét, mint izolalt molekulat, hanem figyelembe veszi a fehérje és
kornyezete kozotti kolesonhatasokat is (HUDECZ, 2003).

Miés modszerekkel ellentétben, melyek egy idében minddssze néhany fehérje
meghatarozasat végzik, a proteomikai vizsgéalatokkal lehetdség nyilik egy mérésen beliil
tobb ezer fehérje meghatarozasara, igy nyomon kdvethetjiik a sejtek dinamikus valaszait
a kornyezetiik megvaltozasara. A proteomika célja, hogy kisérleti kezelések soran
azonositsa az 1j, illetve nem vart valtozasokat a fehérjék expresszidjdban, meghatarozza
a kolcsonhatasokat és modosulasokat, valamint teljes képet mutasson a sejtben

lejatsz6do folyamatokrol (LIPPOLIS és mtsai, 2008).

A proteomikai vizsgalatok gyakorlati célokra torténd felhasznaldsa egyre inkabb
terjedében van. Elsdsorban a humén gyogyaszatban hasznéljdk az egyes betegségek
melyek segitségével a betegségek mar korai szakaszban felismerhetové valnak. Az
allattenyésztésben, a novénytermesztésben €és az ¢lelmiszeriparban egyarant névekvo

igény mutatkozik az ilyen jellegli vizsgélatokra.



3. 2. Proteomika az allattenyésztésben

A kétdimenzios gélelektroforézis kifejlesztése, és a tomegspekrometria fehérje
azonositasban torténd felhasznalasa ota, hatalmas eredményeket értek el a proteomikai
technoldgidkban, mindezek ellenére alkalmazasuk az allattenyésztésben még mindig
korlatozott. Ez tulajdonképpen meglepd, hiszen az allattenyésztés f0 célja, hogy
els6dleges fehérje forrast biztositson taplalkozasunkban, ezért is lenne sziikségszerd,
hogy ezeket a fehérje vizsgalati modszerekeket az allattenyésztési tudomanyok valamint
az ¢€lelmiszeripari fejlesztések €s kutatasok teriiletén is hasznaljuk (ECKERSALL és
mtsai, 2012). A technika fejlédésével és a tuddsanyag ndvekedésével a proteomikai
modszerek gyakorlati felhasznalasa kezd teret hoditani, hiszen egyre nagyobb igény
mutatkozik a fenotipusos, fiziologiai, patofizioldgiai és termelési mutatok mélyebb

megértésére (BENDIXEN ¢és mtsai, 2010a).

Az allattenyésztésben jelenleg fizioldgiai, immunologiai, szaporodasbioldgiai, hus-
¢és tejtermelés biologiai kisérletekben hasznalnak proteomikai vizsgalatokat. Sejtek,
sejtorganellumok, szdévetek ¢és testfolyadékok fehérje expresszidjat tudjadk nyomon
kovetni a kiilonb6z6 kezelések soran, ezzel lehetdvé téve a sejtekben lejatszodo tobb
szaz fehérje bonyolult kolcsonhatdsanak eredményeként kibontakozo folyamatok

megértését (LIPPOLIS és mtsai, 2008).

A hus- ¢és tejtermékek tekinthetdk az elsddleges fehérjeforrdsnak a human
taplalkozdsban. A hus- és tejiparban a végtermékek mindsége elsdsorban a
nyersanyagtol fligg, igy a termék mindsége kozvetlen kapcsolatban all a nyersanyagot
alkotd fehérjék szerkezetével ¢és funkciojaval (CANDEK-POTOKAR ¢s mtsai, 2002).
Egyre tobb proteomikai tanulmany lat napvilagot, melyek azt vizsgaljdk, hogy milyen
hatassal van az élelmiszer a fogyasztok egészségére és életfolyamataira, illetve hogy a
feldolgozasi folyamatok sordn hogyan valtozik az élelmiszerek fehérje Osszetétele.
Nagy a kereslet a proteom-alapu markerek irdnt mindkét iparagban (hus ¢€s tej), hiszen
ezek segitségével a termékek mindségének pontozasa €s a rangsorolasa lehetové valik.
Az ¢lelmiszer eldallitas kapcsan Un. technoldgiai markerek is hasznalhatok, melyek az
ipari folyamatok monitorozasaban nyujtanak segitséget, ezaltal elésegitve a maximalis

teljesitmény elérését (HAN és WANG, 2008).



A hus taplalkozas-¢élettani szempontbol kedvezd aminosav-Gsszetételi, magas
biologiai értékii fehérjéket és emellett hasznos 4asvanyi anyag komponenseket,
mikroelemeket és vitaminokat is tartalmaz (HAJOS, 2000). A sziikebb értelemben vett
izomszovet 15-25%-a fehérje, mely a vagoallatok faja, fajtaja, takarméanyozasa, €életkora
¢s neme fiiggvényében valtozik. Minden bioldgiai tulajdonsag és mechanizmus szigora
ellen6rzés alatt 4all, mely kapcsolatban van a gének ¢és fehérjék komplex
szabalyozasaval. A hiis mindsége szoros Osszefliggésben van az €16 allat mas biologiai
tulajdonségaival, ezért is foglalkoztatta a kutatdkat, hogy meghatarozzak a hiismindség
sokféleségének hatterében allo jelenségeket, mint példaul a hus porhanydssaga vagy
viztartd képessége. Egyre inkdbb vilagossa valt, hogy a hiis mindsége Osszetett, szamos
gén altal befolydsolt folyamatok eredménye (BENDIXEN, 2005). Ezért valt
sziikségszertivé, olyan kisérleti szemléletmdodok és technologidk alkalmazéasa, mellyel
lehetéség nyilik arra, hogy egyidejlileg tobb gént, ill. fehérjét tudjanak meghatarozni,
igy egyre gyakrabban folyamodnak proteomikai ¢és funkcionalis genomikai
eszk6zokhoz.

Legnagyobb kihivas a hismindség javitdsanak szempontjabdl a his porhanyossag
sokféleségének megértése. Habar mar szamos biokémiai faktort €s QTL-t (Quantitative
Trait Locus) ismeriink (MALTIN ¢és mtsai, 2003), melyek meghatarozzak a hus
porhanydssagat, de a komplex postmortem folyamatokat, beleértve a proteolizist és a
szolubilis izomfehérjék kolcsonhatasait, a nagyon korai postmortem fazis pH valtozasat
¢€s ion transzportjat, valamint mindezek hatasat a hus szerkezetére, még nem sikeriilt
teljesen megfejteni. Hasonld a helyzet a hus viztartdé képességének molekuléris
mechanizmuséval és az izom ndvekedésének és fejlodésének hatasaval a hismindségre

(HOLLUNG ¢és mtsai, 2007).

Ahogy a hus, ugy a tej és tejtermékek proteom analizise is elkezdddott az elmult
években. A legfontosabb tejfehérj¢k kozé az asl-kazein, az as2-kazein, a B-kazein, a k-
kazein, a (-laktalbumin, a B-laktoglobulin és az immunoglobulinok tartoznak, melyek
vizsgélata soran megallapitottdk, hogy a sokféle poszttranszlacios modositas teszi a
tejproteomot kiilondsen 0Osszetett¢ (O’DONELLA ¢és mtsai, 2004). Proteomikai
modszerekkel elsdsorban a tejfehérjék foszforilacidjanak, glikozilacidjanak és
proteolizisének tanulmanyozasa folyik. Elsddlegesen, de nem kizarélagosan a kazeinek
vizsgalata soran tanulmanyoztdk részletesebben a poszttranszlaciés modositasokat

(MANSO ¢és mtsai, 2005).



A tej- és tejtermékek proteomikai vizsgalata esetén mindig komoly kihivast jelent a
nagy gyakorisdgu fehérjék csokkentése (kazeinek), ill. a kis szdmban el6forduld
fehérjék feldusitasa. Erre alkalmas megoldas a kombinatorikus peptid ligand kdnyvtarak
hasznalat, melyeket nagyszamu, kismolekuldju vegyiiletekbdl allitanak el6 (ZHANG és
CARPENTER, 2013).

A tej alapu proteomikai vizsgalatokban gyakran a tejzsircseppek membranjanak
fehérje Osszetételét vizsgaljak. Ez tulajdonképpen a tégy epithelsejt membranjat jelenti,
melyhez a sejt citoplazmdjabol is kapcsoldodnak fehérjék. Ezen membranok
vizsgalataval invaziv beavatkozas nélkiil kaphatunk informaciét a togy patofizioldgias

allapotardl a laktacio ideje alatt (REINHARDT és LIPPOLIS, 2006).

A betegségek tanulméanyozasa sordn, a szovetek és testfolyadékok monitorozasaval
lehetéség nyilik a patofizioldgias reakciok megismerésére. Akarcsak az embereknél,
ugy az allatoknal is nagyon fontos a betegségek korai felismerése. Az adott betegséghez
kapcsolhatdé biomarker molekuldk segitségével mar szubklinikia allapotban is
azonosithatova valhat a vizsgalt betegség. Szarvasmarhdk esetén a masztitisz
(SMOLENSKI ¢és mtsai, 2007; DANIELSEN ¢és mtsai, 2010), sertéseknél a
bélrendszerhez kapcsolodd betegségek azok (DANIELSEN ¢és mtsai, 2006;
DANIELSEN ¢és mtsai, 2007), melyeket proteomikai modszerekkel eddig
tanulmanyoztak.

Humén betegségek modellezésére gyakran hasznalnak sertéseket (PHILIPS és
mtsai, 1982; LARSEN ¢és mtsai, 2004), a fehérjék analizisével elsésorban emésztési
betegségek, neurodegenerativ rendellenességek, az elhizds és metabolikus zavarok
taulmanyozasat végzik ebben a fajban (PANG et. al., 2007; AIGNER et. al., 2010;
BENDIXEN et. al., 2010b).

A gazdasagi allatfajok esetén is régota kutatott teriiletnek szamit a stresszvalasz
fiziologiaja és molekularis hattere. Természetesen a proteomika latdszdgébe is bekertilt
a stresszvalasz tanulméanyozéasa. Gyakran vizsgalt jelenség a velesziiletett immunités
stressz altali gatlasa, els6sorban szarvasmarha fajok esetén. A gliikokortikoidok
indukalta immunszupressziorol (BURTON és KEHRLI, 1995) példaul, megallapitottak,
hogy borjakndl noveli a 1égzdrendszeri betegségek kialakuldsanak esélyét, illetve
azonositottak olyan fehérjéket is, melyek a betegség kialakuldsdnak kockazatat

csokkentik (LIPPOLIS ¢és mtsai, 2006; MITCHELL és mtsai, 2007).



3. 3. Gél-alapu proteomikai vizsgalatok

A proteomikai vizsgalatok soran szamos bonyolult modszert kombinalhatunk a
fehérjék azonositdsara €és mennyiségi meghatarozasara (DUTT ¢és mtsai, 2000).
Lehetdségiink van nem gél-alapu és gél-alapti modszerek hasznélatira egyarant.

A nem gél-alapu vizsgalatok sordn a fehérje elegybdl enzimek segitségével egy
peptid keveréket allitunk eld, a peptidek elvalasztasara folyadék kromatografiat (LC)
vagy kapillaris elektroforézist (CE) hasznalhatunk, majd tomegspektrometriaval
azonositjuk a kivant peptideket.

A gél alapt vizsgalatok sordn az egy- vagy kétdimenzidés poliakrilamid
gélelektroforézist (1D- vagy 2D-PAGE), illetve ezek alternativait hasznalhatjuk a
fehérjék elvalasztasara, majd a szamunkra érdekes proteineket enzimes hidrolizist
kovetden tomegspektrometriaval azonosithatjuk.

A gél alapt proteomikai vizsgalatok alapjat képezd kétdimenzids gélelektroforézis
metodika alkalmazasa az 1970-es évekre nyulik vissza, ebben az idészakban kezdték
létrehozni a fehérje adatbéazisokat. O’Farell alkalmazta elsOként ezt a modszert az
Escherichia coli radioaktivan jelolt fehérjéinek vizsgalatara, ezzel a metodikéval akar
tobb ezer fehérje is kimutathaté (O’FARELL, 1975). Az 1990-es években fejlesztették
ki a biologiai tomegspektrometriat, mint hatékony analitikai modszert a fehérjék
azonositasara, mely véglegesen ledonttte a korladtokat a fehérjék analizisében

(BURLEY és mtsai, 1999).

A kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis legfontosabb 1épései:

- fehérjék izolalasa, oldatba vitele (mintaelOkészités)

- prefrakciondlas: sejtben vald lokalizacid, molekulatomeg, izoelektromos pont,
oldhatosag vagy a fehérjék gyakorisdga alapjan (opcionalis 1épés)

- els6 dimenzids elvalasztas az izoelektromos pont alapjan

- ekvilibralas

- masodik dimenzids elvalasztds a molekulatomeg alapjan

- gélek festése
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3. 3. 1. Mintaelokészités

A kétdimenzios gél alapu vizsgalatok sikerességét nagymértékben befolyasolja a
minta eldkészitése (MOLLOY, 2000). A hatékony mintaelékészités megakadalyozza a
fehérjék aggregaciojat, az enzimatikus ¢és kémiai moddositasokat a fehérjék
szerkezetében, eltavolitja a nukleinsavakat és mas interferalo molekuldkat. Mivel a
mintael6készités nemcsak fajonként, hanem szovetenként is eltérd, ezért mindig nagy
gondot kell forditanunk arra, hogy megtalaljuk az optimalis beéllitdsokat, melyek
segitségével a késObbiekben a legtobb egyedi fehérjét tudjuk azonositani a

poliakrilamid géleken.

A mintdk el6készitésnél hasznalt detergensek, amfolitok, redukald agensek ¢és
kétdimenzids mintazatban (JEFFERIES, 2005). A mintatisztitds soran hasznalt

legfontosabb vegyszerek:

Detergensek: szétszakitjak a hidrofob kotéseket €s novelik a fehérjék szolubilitasat.
A detergensek nem ionos vagy ikerionos vegyiiletek, igy a fehérjék szabadon
migralhatnak a sajat toltésiikknek megfeleléen. Nem ionos példaul az octylglukozid,
ikerionos  példaul a  3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammonium]-1-propanszulfonat

(CHAPS) (RABILLOUD, 1999).

Kaotropikus sok: az urea €s a thiourea a leggyakrabban haszndlt kaotropikus s6 a
mintaelkészitésnél. Megbontjdk a makromolekuldk haromdimenzidos szerkezetét,
ezenkiviil a thiourea segit oldatba vinni az egyébként nehezen oldhatod fehérjéket. Az
urea ¢s a thiourea is a hidrogénkotéseket bontja, akkor hasznaljak oOket, amikor a
hidrogénkotések nem kivant aggregacidt vagy formacidt okozndnak a masoddimenzios

struktraban, ezzel befolyasolva a fehérjék mobilitasat (RABILLOUD, 1999).
Amfolitok: segitik kiegyenstulyozni az elégtelen s6 koncentraciét a mintdkban. Az
amfolitok amfoter molekuldk, savas ¢és bazikus csoportokat is tartalmaznak.

Stabilizaljak a pH gradienst a fokuszalasnal (RAHIMPOUR és mtsai, 2007).

Redukal6 agensek: leggyakrabban hasznalt redukald agens a dithiothreitol (DTT),
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erdsen redukalja a diszulfidkotéseket, a thiol csoportokat pedig redukalt allapotban
tartja. Kozismert redukdld 4gens még a tributilfoszfin (TBP), melyet nehéz

kezelhetdsége miatt ritkdbban hasznalnak a laboratoriumi gyakorlatban (INTERNET 1).

DeStreak reagens: csokkenti a nem specifikus oxidacids reakcidkat a fehérjék
gyakran eldforduld  vizszintes csikozottsdgot, igy jelentdsen ndvelve a

reprodukalhatésagot. Altaldban DTT helyett hasznaljak.

A proteomikai vizsgalatokndl mindig komoly problémat jelent a mintak
komplexitdsa, hiszen egy-egy szovettipus akar tobb ezer kiilonb6zd fehérjét is
tartalmazhat. Ezért is okoz nehézséget, hogy megtalaljuk azokat a fehérjéket, melyek
ténylegesen reagalnak az altalunk elvégzett kezelésre. A mintak elokészitése soran ezt
az Osszetettséget prefrakcionacidoval csokkenthetjiik, ezaltal ndvekedhet a detektalhatd
fehérjék szama. Szamos frakcionalasi modszer koziil valaszthatunk, melyek alapjaul a
fehérje molekuldk kiilonb6zd fizikai és kémiai tulajdonsagai szolgélnak, mint példaul a
fehérjék oldhatdsaga, sejten beliili lokalizacidja, mérete, toltése, izoelektromos pontja

(MATT és mtsai, 2008).

3. 3. 2. Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE)

A gél alapti proteomikai vizsgalatok soran leggyakrabban hasznalt moddszer a
kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis. Habar a proteomika kifejezés csak 1995-
tol terjedt el, a kétdimenzids gélelektroforézist mar 1975 6ta haszndljak a fehérjék
expresszios szintjének monitorozasara (O’FARRELL, 1975). Az elektroforézis
sz¢leskori alkalmazhatosaga és nagy felbontoképessége miatt az egyik leggyakrabban

hasznalt technika a fehérjék elvalasztasara (HAJOS és IDEIL 2001).

A fehérjék els6 dimenzioban torténd elvalasztasa az izoelektromos pontjuk alapjan
torténik, az izoelektromos fokuszald berendezés segitségével. Az izoelektromos pont
(pD) az a pH érték, amelynél a pozitiv és a negativ toltések kiegyenlitik egymast, azaz az
aminosav neutralis viselkedést mutat elektromos térben. A legtobb fehérje
izoelektromos pontja pH 3-12 tartomanyba esik. Amikor a fehérjéket olyan kozegbe

helyezziik, ahol eldz6leg mar kialakitottunk egy pH gradienst, akkor elektromos aram
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hatdsara a fehérjék vandorolni kezdenek ebben a gradiensben és ekdzben vagy
protonokat vesznek fel vagy protonokat adnak le. Végiil elérnek egy olyan pontot a pH
gradiensben, mely megegyezik az izoelektromos pontjukkal (/. dbra).

A laboratoriumi gyakorlatban mara mar széleskorben elterjedt az in. immobilizalt
pH gradiensek (IPG) hasznalata, melyek felvaltottak a korabban hasznalt Gin. cs6 géleket
(amfolit alapu gradiensek). Ezekben a vékony poliakrilamid gél csikokban (stripek) egy
mar eldre kialakitott pH gradins talalhaté kovalensen beépitve az akrilamid maétrixaba.
Az IPG stripek kiilonbdz0 méretben és pH tartomanyban beszerzhetdk, illetve a pH
gradines linearitdsaban is (linearis, nem linedris) eltérhetnek egymastol. Hasznalatuk
soran, els6 Iépésben rehidratdlnunk kell a gélcsikokat, hogy elérjék eredeti
vastagsagukat. Ez torténhet aktiv (alacsony fesziiltség hasznalataval) vagy passziv (csak
a fehérjék abszorpciojat kihasznalva) moédon valamilyen rehidratald oldattal, mely mar
tartalmazhatja magat a fehérje mintat is. Az IPG stripek hasznalatdnak szdmos elonyét
lehet megemliteni, ilyenek a jo ismételhetdség, konnyli kezelhetdség, valamint, hogy

nagy mennyiségii fehérje elvalasztasara alkalmasak (HERBERT, 2005).

-G 8.8
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1. abra: A fehérjék izoelektromos pont szerinti elvalasztasa

(Forrds: INTERNET 1)

A fokuszalt fehérjék szolubilizalasdhoz és a natrium-dodecil szulfat (SDS) burok
kialakitasahoz elengedhetelen, hogy a molekulatomeg szerinti elvalasztast megeldzden
SDS-tartalmu pufferekben ekvilibraljuk a fehérjéket. Az SDS egy anionikus detergens,
mely elmaszkirozza az egyes fehérjék valddi toltését és egységes negativ toltést ad
nekik, igy azok csak a molekulasulyuk alapjan kiilonbéznek egymastol. Az ekvilibralas

1épésben torténik meg a cisztein oldallancok redukaldsa és alkildldsa is. A cisztein
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oldallancok szulfhidril csoportjanak redukaldsa egy DTT tartalmt pufferben jatszodik
le, majd a méar redukalt csoportok alkilalasat végezziik el egy iodoacetamidot tartalmazo
puffer segitségével (INTERNET 1).

Az igy elokészitett fehérjék mar alkalmasak arra, hogy molekulatomeg szerint
segitségével helyezziik el a masodik dimenzids elvéalasztast biztositd poliakrilamid
gélek tetején. Az agardz gél biztositja, hogy a fehérjék akadalytalanul tudjanak
vadorolni a stripbdl az SDS-tartalmu poliakrilamid gélbe.

A masodik dimenzidban az elvélasztds egy SDS tartalmi poliakrilamid gélben
torténik. A mar elézdleg a pl alapjan elkiilonitett fehérjéket tovabb szeparaljuk a
molekulastlyuk (MW) alapjan. Az SDS-sel burkolt fehérjék negativ toltéstiek, igy a
poliakrilamid gél porusainak sziir@ hatdsara méret szerint elkiilonithetéek egymastol (2.
abra). A poliakrilamid gélek porus méretét a gélben taldlhatd akrilamid és biszakrilamid
(N,N'-metilén-biszakrilamid) koncentracidja (%T) hatdrozza meg. Az akrilamid vizes
kozegben képes a polimerizaciora, amely soran kiilonféle méretii lineéris poliakrilamid-
szalak keletkeznek. A biszakrilamid szolgédl keresztkoté reagensként, mely képes
Osszekapcsolni a poliakrilamid-szalakat. Az akrilamid polimerizacidjanak ¢és a
keresztkotések kialakuldsdnak sebességét a szabadgyokok jelenléte megndveli, ezért
alkalmaznak a gélek készitése soran szabadgyok képz6 ammonium-perszulfaltot (APS)

¢és a szabadgyokoket stabilizalo tetrametilén-diamint (TEMED) (POSCH, 2008).
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2. abra: A fehérjék molekulasuly szerinti elvalasztasa

(Forras: INTERNET 1)
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3. 3. 3. Fehérjék detektalasa

A fehérj¢k detektalasanak hagyoméanyos moddja valamilyen festési eljards. A
leggyakrabban az un. Coomassie (érzékenység: 10 ng/fehérjefolt) festést alkalmazzak,
ennek az az oka, hogy egyszeri, olcsd, ugyanakkor tomegspektrometriaval kompatibilis
festek.

A Comassie festésnek két alaptipusa ismert, de ezeket gyakran modositjadk a
szenzitivitds novelésének érdekében. Az R-250 formdjat un. regressziv festési modszerrel
alkalmazzak. Els6 1épésében magat a poliakrilamid gélt telitik a festékkel, majd mosasi
Iépésekkel halvanyitjak a hatteret, erre azért van lehet6ség, mert a festék erdsebben kotodik
a fehérjékhez, mint a gél matrixhoz. A G-250 forma esetében un. progressziv festési eljarast
alkalmaznak. Az altaldban tomény savat (foszforsav), ammoénium-szulfatot ¢és
metanolt/etanolt tartalmazé kolloid festékoldatban a kolloid, illetve a diszperz formaban
jelen 1évo festékrészecskék egyensulyban vannak. A festés sordn a diszperz részecskék
atjutnak a matrixon és a fehérjékhez kotddnek, a kolloid részecskék azonban nem
képesek a gélbe jutni, ennek eredményeként a hattér nem festddik (PATTON, 2002).

Ennél érzékenyebb az eziist-nitrattal vagy fluoreszcens festékkel torténd festés
(érzékenység: 1 ng/fehérjefolt). A poliakrilamid gélt eldszor eziisttel telitik, majd
eltavolitjak a gélmatrixhoz kotott fémionokat és redukaljak a fehérjéhez kotott eziistot
(SHEVCHENKO ¢és mtsai, 1996). A fluoreszcens festékek koziil leggyakrabban a
SyproRuby festéket hasznaljak, ez is tomegspektrométerrel kompatibilis festék.

Immunolégiai modszerrel is detektalhatdak a fehérjék, ez az eljaras a Western-blot
(CREIGHTON, 1997). A fehérjéket gélrdl membranra viszik at (blottolas), majd a
membranra atvitt fehérjét a ra specifikus jeldlt antitesttel detektaljak. A fehérjék a
membranra  torténd  transzferalast  kovetden  részben  visszanyerik  nativ
konformécidjukat, igy alkalmasak fehérje-fehérje és fehérje-ligand kolcsonhatasok

kimutatasara is (ERDODI, 2003).

Az egyik legmodernebb gél-alapu eljaras a fehérjék jelolésére és elvalasztasara a
kétdimenzids differencialo gélelektroforézis (Two Dimensional - Difference In Gel
Electrophoresis, 2D-DIGE)

Ennél a médszernél a mintaban 1évé fehérjéket mar a kétdimenzids elvalasztas elott
megjeloljik fluoreszcens festékekkel (Cyanine2, Cyanine3, Cyanine5). Kiilon jelolést

kap a kontroll és a kezelt csoport, valamint a belsé standard, melyet a kisérletben
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szereplé Osszes minta elegyébdl hozunk létre. Igy valik lehetségessé, hogy egy gélben
fut a kontroll és a kezelt csoport mintdja, valamint a belsé standard is. Ezek a
fluoreszcens festékek mas-mas hullamhosszon gerjeszthetdk, melyek nem fednek at
egymassal, a jelolés kémiai hatterében az all, hogy a fehérjék lizin g-aminocsoportjaval
N-hydroxysuccinimide észtert képez a festétk (MAROUGA ¢és mtsai, 2005).

Ezzel a modszerrel csokkenthetdek az eltérd futtatdsokbol eredd kiilonbségek a

gélképeken, valamint a belsé standard hasznalataval a gélelemzés pontosabbé tehetd.

3. 3. 4. Gélelemzo szoftverek

Ugyanaz a spot (fehérjefolt a gélen) ugyanolyan futtatasi paraméterek mellett sem
mindig ugyanott helyezkedik el a gélen. Ennek tobb oka is lehetséges: inhomogén
poliakrilamid, kiillonbségek a homérsékletben, kiilonbségek az aramerdsségben. Ezaltal
nehézkessé valik a gélképek 0Osszehasonlitisa és az expresszios kiilonbségek
detektaldsa. A gélelemzd szoftverek segitségével csokkenthetd a festésbol adodo
hattérzaj, elvégezhetd a spotok parositisa (matching), a gélek egymadsra illesztése
(warping), fuziés gélek létrehozasa, a spotok detektalasa és kvantifikalasa, valamint
statisztikai probak alkalmazasa (MILLIONI és mtsai, 2010). A legismertebb szoftverek:
Delta2D (Decodon, Germany) PDQuest, ProteomWeaver (Bio-Rad, USA), SameSpots,
Progenesis (Nonlinear Dynamics, UK), Decyder 2D (GE Helthcare).

3. 3. 4. Fehérjék azonositasa tomegspektrometriaval

A proteomikai vizsgalatokban az elvalasztott fehérjék azonositdsara nagy
érzékenységli tomegspektrométereket alkalmazhatunk, melyek gazfazisi ionok
analizisére alkalmasak. A tomegspektrométerek felépitésében harom f0 egység vesz
részt, ezek az ionforrés, a tomeg analizator ¢és a detektor (CHAPMAN, 2000).

A tomegspektrométerekben gaz, folyadék vagy szilard halmazéllapotu mintat
egyarant vizsgalhatunk, de a minta tipusatdl fiiggetleniill minden esetben a mintat
gazfazisba kell hozni. Az ionforrasok teszik lehetdvé, hogy a mintdkat géazfazisu
ionokka alakitsuk. Tobbféle ionizacios technika létezik, a fehérjék azonositasara
azonban leggyakrabban az elektrospray ionizaciot (Electrospray lonization - ESI) és a
matrix segitett lézer deszorpcids ionizaciot (Matrix Assisted Laser Desorption

Ionization - MALDI) hasznaljak.

16



Az elektrospray ionizacidé soran a kapillarisbol kidramld folyadék (a minta) a
nagyfesziiltség miatt toltott cseppek formdjdban hagyja el a kapillarist. A mintaval
szemben aramlo szaritdogdz a benne 1év0 olddszer gyors parolgasat eredményezi, igy a
cseppek zsugorodnak, de toltésiik nem valtozik. Egy bizonyos térfogat alatt a toltott
részecskék Coulomb-féle robbanast okoznak, ezaltal a cseppek kisebb cseppekre esnek
szét. A folyamat tobbszor ismétlddik, igy mire a mintacseppek a tomegspektrométer
bemeneti nyilasdhoz érnek, mar nagy valoszinliséggel nem tartalmaznak olddszert
(ANDERSEN ¢és mtsai, 1996).

A matrix altal segitett 1ézer deszorpcids ionizacid esetén a fehérje mintat egy un.
matrixszal egyiitt kristalyositjak egy mintatarté lemez feliiletén. A matrix egy szerves,
UV-abszorbedld vegyiilet. A minta-matrix keverékkel 1ézer segitségével energiat
kozolnek, ennek eredményeként a szildrd anyag gz halmazallapotuva valik, és a matrix
ionizalodik. A tovabbiakban a minta ionizaciojat a matrixionok segitik eld
(FITZGERALD ¢és mtsai, 1993).

Az ionizéciot kovetden a tomeg analizatorok az ionokat tomeg/toltés ardny szerint
elvalasztjdk egymastol. A tomeg analizdtoroknak tobbféle tipusuk ismeret, attol
fiiggden, hogy milyen elven alapul az ionok elvalasztdsa. Gyakran hasznalt analizatorok
a repiilési id6 analizator (time of flight - TOF), a kvadrupol vagy az ioncsapda.

A detektorba keriilt ionok a detektor tipusatdl filiggéen dramot vagy toltést
generalnak, melyeket az adatfeldolgozo rendszer spektrum formajaban jelenit meg. A
tomegspektrométerekben alkalmazott detektoroknak is tobb tipusuk van, ilyenek
példaul az elektron-sokszorozé vagy az ion-foton detektor.

Az egyszerli tdmegspektrométerek egy ionforrast, egy tomeg analizatort és egy
detektort  tartalmaznak  (pl. MALDI-TOF). Ezzel szemben a tandem
tomegspektrométerek két vagy tobb analizatort tartalmaznak (pl. MALDI-TOF-TOF).

A tandem tomegspektrométerek sokkal megbizhatobban alkalmazhatok a fehérjék
szekvencia alapjan torténd azonositdsdhoz. Ehhez a fehérjéket elészor tripszinnel
emésztik, a keletkezett peptideket ionizaljak és pontos tomegiiket meghatarozzak, majd
bizonyos ionokat kivalasztanak és fragmentaljak Oket. Az igy keletkezett egyszeres
toltésti ionok alapjan MS/MS spektrumot vesznek fel. Az MS/MS spektrumban levé
ionsorozatok alapjan meghatdrozzdk a szekvenciat és azonositjak a peptidet, majd a
peptidek segitségével a fehérjéket (DE HOFFMAN ¢s STROOBANT, 2003).

A 3. abran Osszefoglalva lathatjuk egy gél-alapi proteomikai vizsgalat fontosabb

1épéseit.
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3. abra: Sematikus abra egy proteomikai vizsgalat 1épéseirol, 2D-PAGE és
tomegspektrometria alkalmazasaval (Forras: HOLLUNG ¢és mtsai, 2007)
(1) biologiai minta (2) fehérjék izolalasa (3) izoelektromos pont szerinti fokuszalas (4) molekulastly
szerinti elvalasztas (5) ismétlések készitése (biologiai, technikai) (6) gélképek elemzése (7) expresszios
kiilonbséget mutato fehérjék detektalasa (8) ezek kivagasa a gélbol (9) a fehérje spotok azonositasa (10)

az eredmények értékelése
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3. 4. Hazityuk maj proteomjanak valtozasa szelén indukcio hatasara

3. 4. 1. A szelén élettani hatasai

A szelén esszencialis szerepet jatszik a biologiai folyamatokban. Elsddleges
feladata a szabadgyokok semlegesitése, tehat az antioxidans funkcio, emellett részt vesz
a szervezet védekezOképességének novelésében ¢és a sejthartya stabilizalasaban
(NAVARRO-ALARCON ¢és CABRERA-VIQUE, 2008). A szabadgyokok olyan
molekuldk, melyek egy vagy tobb parositatlan elektronnal rendelkeznek, emiatt igen
fokozott a reakciokészségiik, mivel elektronszerzés céljabol gyorsan reakcidba 1épnek
mas vegyiiletekkel (CADENAS, 1989). Az aerob ¢l6lényekben folyamatosan
keletkeznek reaktiv oxigéngyokok, mint példaul szuperoxid gyok, hidroxil gyok vagy a
hidrogén-peroxid (FRIDOVICH, 1978). Az antioxidansok oxidacidt gatld anyagok,
melyek képesek a szabadgyokok semlegesitésére. Az antioxidans enzimek koziil tobb is
szelén-dependens, ezek koziil az egyik legfontosabb a glutation peroxidaz (tobbféle
izoforméaja létezik), mely védi a sejteket és a membranokat az oxidativ stressztél, a lipid

hidro-peroxid redukélasaval (WATANABE ¢és mtsai, 1997).

Korabban ugy gondoltak, hogy a szerves szelénformak (szeleno-metionin, szeleno-
cisztein) a leginkabb alkalmas vegyliletek a takarmanyok szelénszintjének emelésére
(THOMSON ¢s STEWART, 1973). Ismert volt az is, hogy szelénformdk koziil az elemi
szelén a legkevésbé mérgezd. Kimutattak, hogy bizonyos baktériumok ugy védekeztek
a szamukra mar mérgez0 mennyiségli szelénsd hatdsa ellen, hogy elemi szelént
allitottak eld és nano méretii gdombdcske formajaban taroltak. Az eldallitott gombok
mérete a baktériumfajtol fiiggden a 100-500 nanométer kozott valtozott (ESZENYI és
mtsai, 2011). A nano méretli szelénrél megallapitottdk, hogy a legkevésbé toxikus,

ugyanakkor a legjobban hasznosul6 szelénforma (ZHANG és mtsai, 2004).

A szelén, mint mikrotapanyag, elegendhetetlen a gazdasagi allatok szamara is.
Hozzajarul a megfeleld sulygyarapodashoz és szaporasighoz (himivarsejtek érési
folyamatat segiti), valamint az immunfolyamatok kialakitdsdban (T-sejtek interleukin-2
receptorainak szamat noveli) és a hasnyalmirigy megfeleldé miikodésében is
elengedhetetlen a jelenléte (HOFFMANN ¢és mtsai, 2010). A baromfitenyésztésben a

szelén hatdsa kapcsdn még kiilon meg kell emliteni a tojasok eltarthatosadgara és a
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tollképzddésre gyakorolt pozitiv hatasat is (CHOCT ¢és mtsai, 2004). A szarnyasok
esetén Dbizonyos szelenoproteinek fontos szerepet jatszanak egyes betegségek
megeldzésében. A szelén hidnyanak klasszikus tiinete madarakban az ,.exudativ
diathesis”, ¢ betegség soran a sejtmembranok és a kapillarisok ateresztOképessége
megvaltozik, ezért belsé 6démak alakulnak ki az allatban (CANTOR ¢és mtsai, 1975).
Egy masik a betegség, az Un. hasvizkor (aszcitesz), szintén magas elhullast eredményez
brojler allomanyokban (WALTON és mtsai, 1999). Kiilondsen a stresszes koriilmények
kozott nevelt, gyorsan fejlodo allatokat érinti ez a kor. Vizsgalatok kimutattdk, hogy a
szelénnel etetett csoport esetében jelentds mértékben csokkent a hasvizkorbol eredd
elhullasok szama a kontroll allomanyhoz képest, ez a hatas a szelén antioxidans
funkcidjaval magyarazhaté (TAGHIZADEH ¢és mtsai, 2012). A szelénhiany
encephalomalacia kialakulasat is okozhatja, mely egy kisagyi karosodas (COMBS ¢és
HADY, 1991).

Tobb kutatdcsoport is vizsgélta a szelén hatdsdt a baromfihiis mindségére.
Megallapitottak, hogy 0,3 mg/kg Se (élsztébdl) kiegészités csokkenti a csepegési
veszteséget, javitja a nyers hus oxidativ stabilitdsat (QUANT és mtsai, 2011). Nano
elemi szelén takarmanykiegészités esetén is sulygyarapodasbeli és husmindségbeli
javulast tapasztaltak, valamint megnodvekedett a tapanyag hasznositds mértéke is
(ZHOU és WANG, 2011). STEF és munkatérsai (2011) szintén arra a megallapitasra
jutottak, hogy a szelén hatasara csokkent a csepegési veszteség ¢és a tarolas soran fellépd

mindségi valtozasok mértéke is kisebb volt.

A szelén élettani hatdsa ambivalens, ugyanis hianyaban betegségek alakulnak ki,
tuladagolasa azonban mérgezéshez vezet (GERGELY, 2006). A Magyar
Takarmanykodex (INTERNET 2) alapjan, a szervetlen szelénsokra (natrium-szelenit és
natrium-szelenat) vonatkoz6 maximalisan adagolhatdé mennyiség 0,5 mgkg a
takarmanykeverékben. Tobb kutatdcsoport meghatdrozta mar a szelén hazityukra
vonatkozo LDS50 értéket is, de itt nagyon nagy kiillonbségeket figyelhetiink meg az
egyes eredmények kozott. SALYT és munkatarsai (1993) 9,7 mg/ttkg-ban, mig példaul
TISHKOV ¢és VOITOV (1989) 24,6 mg/ttkg-ban hatdrozta meg azt a szelén
mennyiséget, ami az allatok 50%-nak elhullasahoz vezet, ezek az adatok a szervetlen
szelénformdkra vonatkoznak, mint példaul a natrium-szelenit.

Embereknél 40 pg/nap a minimum érték, 55 pg/nap az ajanlott és a 400 pg/nap a

még toleralhatd maximum érték. Napi 300 pg szelén bevitel mellett érik el a szelén-
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dependens enzimek a maximum expresszids szintjiiket és ez az a mennyiség, mely
csokkenti a rak kialakuldsanak kockazatat (THOMSON, 2004). Egy szelénben gazdag
étrend 30-50 %-kal csokkentheti a daganatos megbetegedések eldfordulasat (CLARK és
mtsai, 1996).

Kisérleti koriilmények kozott megéllapitottak, milyen tiinetek jelentkeznek szelén
mérgezés kovetkeztében a madaraknal: az 4llatok takarmanyfelvétele csokken, ezaltal
testtomegiik is csokken, a mdj és a vese szelén koncentracidja nd, az elhulldsok szama
n6, valamint embrionalis korban fejlddési zavarok 1épnek fel (HEINZ és mtsai, 1996;
GREEN ¢és ALBERS, 1997). A ttlzott szelén bevitel az antioxidans rendszerre is karos
lehet. Ennek az az oka, hogy bizonyos koncentraci6 felett a glutation-peroxidazok
aktivitisa mar nem fokozhatd, sét csokken (GAAL, 1998), ezenkiviil a sejtekben
talalhato redukalt glutation mennyisége is csokken, a lipid peroxidéacios folyamatok
intenzitdsa viszont né, mely végsé soron nekrotikus szovetkarosodast okoz (MEZES és

MATKOVICS, 1986).

3. 4. 2. A maj funkcidi és fehérje dsszetétele

A mjj ¢lettani funkcidja sokrétli, részt vesz a fehérjék, szénhidratok és lipidek
anyagcseréjében, kiillonb6z6é anyagok raktarozasdban (pl. zsir, glikogén, vitaminok,
vas), szabalyozza a szervezet so- és vizhaztartasat, és mindezek mellett nagyon fontos
szerepet tolt be a méregtelenitésben is. A maj képes mind az endogén, mind az exogén
vegyliletek eliminacidjara. A detoxifikdlds nagyon komplex biokémiai folyamat, a
benne részt vevd enzimek a zsirban oldodo toxinokat vizben old6dé toxinokka alakitjak,
melyek igy mar kivalasztddhatnak a szervezetbdl. A majban lejatszodd méregtelenités
ket {6 szakaszra oszthatd. Az els6 fazisban a citokrém P-450 enzim rendszer vesz részt
(oxidécios, redukcids, hidrolizacids folyamatok jatszoédnak le), mely mitkddése soran
szabadgyokok képzddnek, ezek karosithatjdk a sejteket, ezért van sziikség az
antioxidansokra. A masodik fazis a konjugaciés szakasz, itt a toxinokhoz olyan
molekuldk kapcsolddnak (pl.: cisztein, glicin, kén), melyek hatdsara kevésbé lesznek
veszélyesek, valamint vizben oldhatdva vélnak. Ezen a fazison beliil tobbféle utvonalon
torténhet meg a karos anyagok semlegesitése: szulfatalasi, gliikuronidacios, glutation
konjugacios, acetilacios, aminosav konjugéacids és metilacios utvonalakon (ROLAND

¢és mtsai, 1994; MCKINNON ¢és mtsai, 1996).
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Fehérje 0sszetételét tekintve a maj nagy valtozatossagot mutat. Funkciojuk szerint
csoportositva a mdj fehérjéit az alabbi f6 kategoridkat lehet megemliteni: aminosav
metabolizmusban, lipid metabolizmusban, szénhidrat metabolizmusban, nukleotid
metabolizmusban részt vevo fehérjék, a stressz valasz fehérjéi, fehérje foldingért felelds
fehérjék, kis molekulak transzportjaért felelds fehérjék, a sejt szerkezet kialakitdsaban
szerepet jatszo fehérjék, sejt novekedésért felelds fehérjék, energiatermelésben részt
vevl fehérjék, citromsav ciklus fehérjéi, valamint egyéb, olyan fehérjék, melyeket a

fentebbi csoportokba nem lehet besorolni (TALAMO és mtsai, 2003).

A maj szeléntartalma a szoveti felhasznalassal ardnyosan gyorsan valtozik, és tgy
tlinik, hogy a kiillonbozo testszovetek szelén igényét a szervezet elsésorban a majbol
elégiti ki (MARIN-GUZMAN ¢s mtsai, 1997). Mivel a szelén a szdvetekben
fehérjékkel 1ép kapcsolatba (BURK és HILL, 1993), ezért a proteomikai vizsgalatok
megfeleldek arra, hogy nyomon kovethessiik a szelén hatésara bekdvetkezd expresszios

valtozasokat.
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3. 5. Kiilonboz6 genotipusu novendék kosok hosszu hatizom szovetének

proteomikai elemzése

3. 5. 1. Fajtaosszehasonlito vizsgalatok

A proteomika vizsgélati modszerei lehetOséget biztositanak arra, hogy a fehérjék
szintjén vizsgaljuk a fajtdk kozott fenotipusosan mutatkozo  kiillonbségeket.
Feltérképezhetjiik a hustermeldképességbeli és a husmindségbeli eltéréseket, valamint
az erdteljes szelekcio miatt fellépd metabolikus kiilonbségeket. A mai napig nagyon
kevés olyan kozlemény latott napvildgot, mely gél-alapi proteomikai moddszerekkel
vizsgédlja a fajtak kozott kiilonbségeket gazdasagi allatok esetén, illetve ezek a

tanulmanyok is csak szarvasmarha ¢€s sertés fajokra korlatozédnak.

TIMPERIO ¢és munkatarsai 2009-ben a holstein friz ¢és a chianina fajtak
Osszehasonlitd proteomikai vizsgalatat végezték el. A két fajta jol szemlélteti az
extrémen tej ill. hus iranyba szelektalt fajtdk kozotti kiilonbségeket. A kutatas célja az
volt, hogy megéllapitsak, az erds szelekcionak volt-e proteom szinten mérhetd hatésa a
m4j metabolizmusara. Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézist hasznaltak arra,
hogy detektaljak a két fajta kozott mutatkozo expresszios kiilonbséget. 39 olyan fehérjét
talaltak, melyek eltérd expresszids szintet mutattak a két fajta kozott. 12 fehérje a
chianina fajtdban, mig 13 a holstein frizben mutatott magasabb expresszids szintet, 7
olyan fehérjét azonositottak, mely csak a chianina-ban, és masik 7 olyat, melyek csak a
holstein frizben expresszalodtak. A holstein friz egyedekben a 13 fehérje kozott tobb
hésokk és chaperon fehérjét is azonositottak, mig a chianina-ban a metabolikus enzimek

expresszioja nott meg, kiilondsen, amelyek a zsirsav metabolizmusban vesznek részt.

Sertések esetén XU és munkatarsai (2009) végeztek egy vizsgalatot, mely soran
meishan (6shonos kinai) és nagy fehér sertés fajtdk kozotti eltéréseket probaltak
detektalni a fehérjék szintjén. A két fajta kozott szdmos kiillonbség van az izom
novekedése és a hismindség terén, de ezek molekularis hattere még nem tisztazott.
Ebben a tanulmanyban a hossza hatizom szovet dsszehasonlitd proteomikai vizsgalatat
végezték el 2D-PAGE moddszerrel. 25 eltér6 modon expresszalodott fehérjét

azonositottak a két fajta kozott, melybdl 14-et  sikeriilt azonositani
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tomegspektrometriaval. Ez a 14 fehérje négy csoportba sorolhatd funkciojukat tekintve:
energia metabolizmus fehérjéi, védekezésben és stressz valaszban részt vevd fehérjék,

miofibrillaris filamentumok ¢és egyéb proteinek.

Egy masik sertéseken végzett kisérlet sordn szintén két fajtat hasonlitottak Ossze
(KIM ¢és mtsai, 2010). Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgéltdk a
hosszi hatizom mitokondridlis fehérjéi kozott mutatkozo kiilonbségeket egy koreai
Oshonos sertés és a landrace esetén. Fajta specifikus bélyegeket taldltak a stressz

érzékenység, a novekedési tulajdonsagok és a husmindség kapcsan.

HOLLUNG ¢és munkatarsai (2008) norvég sertés fajtdkat (landrace és duroc)
hasonlitottak 0ssze az adductor izom fehérje Osszetétele alapjan. 50 fehérje
expresszidjaban talaltak kiilonbséget a két fajta kozott. Ez a vizsgalat demonstralta a
metabolizmusban és hus 6sszetételben 1évo kiilonbségeket a két fajta kozott. A landrace
fajtdban a magasabb glikolitikus aktivitdshoz kdothetd fehérjék, mig a durocban a
struktarfehérjék, a sejtes védekezésben ¢és stresszvalaszban résztvevd fehérjék

expresszidja nott meg.

A fenti vizsgalatok eredményeit 6sszehasonlitva lathatd, hogy izomszdvetek esetén
a fajtak kozotti kiillonbségek, proteom szinten leginkabb a meatbolikus enzimek, a

stresszfehérjék és a strukturfehérjék expresszidjahoz kotheto.

3.5.2. A cigaja

A cigja fajta Kis-Azsiabol szarmazik, Magyarorszagra a 1700-as években keriilt
Romanian ¢és a Balkdnon keresztiill és kitlinden alkalmazkodott a magyarorszagi
foldrajzi és klimatikus viszonyokhoz (GASPARDY, 2000). Elterjedését segitette, hogy
a legtobb juhfajtaval ellentétben nem kettds, hanem harmas hasznositast fajta; gyapja és
husa mellett a teje is értékesitheté (KOMJATHY, 1996). Hazankban ma a cigaja két
valtozatban talalhat6o meg (KUSZA ¢s mtsai, 2010). Mindkettd jellemzden suta, ritkan a
kosoknak csavarulatos szarva fejlodhet ki. A fej kozepes méretii, az anyaké kevésbé, a
kosoké jobban dombort oldalnézetet mutat. Kézépmagas termet, illetve hosszi, lelogo
fiil jellemzi Oket. A nyak kozepes méretii, a vallak a marral egyiitt kdzepesen szélesek

¢s izmoltak. A jo felépitésu allatok torzse hosszu, mély €s dongéas. A has a kosoknal
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hengeres, az anyaknal terjedelmes. A far enyhén lejt és kozepesen izmolt, a végtagok
viszonylag hossziak és mérsékelten izmoltak. A tégy jol fejlett. Gyapja alapvetden
fehér, néha sotét szalakkal tarkitott, feje és labai feketék vagy sotétbarnak lehetnek.
Ellenall6 és élelmes, igénytelen fajta (KUKOVICS és JAVOR, 2002).

A réghonosult cigaja teje €s htsa is fogyaszthat6, gyapjuja textilipari nyersanyag (/.
kép). A nemesitett vagy tejelé cigdja kimondottan tejtermelésre szelektalt fajta,
tejtermeld képessége jo, valasztds utdn 5-6 honapig fejhetd, ezalatt 110-120 liter tejet
ad. A jobb képességli egyedek termelése ezen mennyiség duplaja is lehet (KUKOVICS
és mtsai, 2003). Magyarorszdgon a fajta nem szadmit veszélyeztetettnek, kis

allomanyban allandéan jelen van a gazdasagokban (TOZSER és BEDO, 2003).

1. kép: A cigaja fajta
(Forras: Olah Janos)

3.5. 3. A szapora merind

Magyarorszagon a meriné juhok tenyésztése az 1770-es években kezdddott, mikor
Maria Terézia 30 juhot hozatott Spanyolorszagbol. A XIX. szdzad kdzepére allomanyuk
1étszama mar 10000 egyed koriil volt. Hazdnkban a juhallomany tobb mint 90%-a és a
torzskonyvezett allatok szaméanak koriilbeliil 60%-a merind. A merind vegyes (kettds
vagy hdrmas) hasznositasi fajta. A fajta tenyésztése, torzskonyvezése két tipusban
(féstismerind illetve husmerind) zajlott. Jelenleg €s valdsziniileg a jovoben is a 6

hasznositasi formanak a hustermelést kell tekinteni.
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A booroola merindban azonositottdk egy olyan gént (FecB), melynek mutacidja
homozigota €és heterozigota forméban is nagyobb sziiletett bardnyszammal parosul. A
booroola merin6t a vilagon tobb orszagban is felhasznaltak keresztezési programokban
a szaporasag novelésének érdekében. 1982-ben a magyar merind anyaallomany és az
Uj-Zélandrél szarmazé booroola merind kosok keresztezésébdl egy 0j fajta, a szapora
merind (2. kép) kialakitasa kezdddott meg, ezek az allatok tomegesebbek a booroola
merindnal, de 1ényegesen kisebb a szaporasaguk (VERESS, 2000). A szapora merino
fajta esetében a génmegdrzd és nemesité munka célja olyan szapora merind anyajuh és
kos allomany fenntartasa, melyek homozigéotak a FecB génre nézve (NOVOTNINE és
ARNYASI, 2005) .

A fajta jellemzése soran elmondhatd, hogy a fej arci része és a labvégek bendttsége
nem jellemzd, az arci rész megnyultabb, miként a csontozata is finomabb. Az anyak
sutak, de gyakori a csokevényes és sarlos szarvalakulds is. A kosok csigas szarviak,
ritkdbban csokevényes szarviiak, a sutasag igen ritka. A mellkas mély, a hat gyakran
rovid, eldremélyedt. Az arci részen és a ldbvégeken gyakoriak a pigmentfoltok, a
kormokon is eléfordulhat a pigmentaltsag. A tégy fejlett, mirigyes tapintdsu, a
togybimbok kozepes méretliek, szabalyos illesztésiieck. A bunda zart, hosszu fiirtd,

finom, kiegyenlitett (TOZSER, 2003).

2. kép: A szapora merino fajta

(Forras: Olah Janos)

26



3. 5. 4. A vazizom fehérje osszetétele

A husok 0Osszetételét tekintve 56-72%-uk viz, 15-22%-uk fehérje, 5-34%-uk
intramuszkularis zsir, 3,5%-uk szénhidratok, sok, asvanyi anyagok és vitaminok. Az
OsszetevOk aranyat tobb tényezO befolyasolja, a faj, fajta, nem, életkor és az allatok
tartasi kortilményei is.

Az izomban talalhaté fehérjék hdrom nagyobb csoportba sorolhatok: miofibrillaris
fehérjék, szarkoplazma fehérjék és kotészoveti fehérjék. A miofibrillaris fehérjék a
fehérjetartalom 15-30%-a), a miozin (a teljes fehérjetartalom 50-60%-a), a tropomiozin,
a troponin, a titin és az alfa-, béta-aktinin, melyeknek elsésorban az izommozgésban
van szerepiik. Ezek a fehérjék alkotjak a vékony (aktin) és vastag (miozin)
filamentumokat, melyek ismétlodo egységei a szarkomerek. A szarkoplazma fehérjék
vizben és gyengébb sooldatokban oldhatok, ide tartoznak az albuminok, mioglobin,
globuléris fehérjék, miogén, mitokondridlis fehérjék, a lizoszomak, a liposzomak és a
szarkoplazmas retikulum halézat fehérjéi. A kotdszoveti fehérjék vizben és
sooldatokban oldhatatlan frakciot képeznek, ilyenek a kollagén (a fehérjetartalom 20-
25%-a), az elasztin €s a retikulin (BOULEY és mtsai, 2004; OHLENDIECK, 2011).
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3. 6. Kiilonbo6zo élésulyban levagott charolais bikak vazizom szovetének

proteomikai vizsgalata

3. 6. 1. A charolais fajta

A charolais fajtdt nagy fejlodési erély, j6 gyarapodasi készség és nagytomegii
izomzat jellemzi, mindezek miatt valhatott az egyik vezetd hlismarha fajtava (3. kép). A
fajta Franciorszagban alakult ki a 18. szdzadban. Eredetileg harmas hasznositasu volt,
de a 20. szazad elejétdl kezdve fokozatosan hiishasznu marhava valt. Magyarorszagon a
charolais fajtatisztan ¢és kiilonb6z6 keresztezési konstrukciokban keriil tenyésztésre.

Az éllatok kiiltakargja altalaban teljesen fehér vagy krémszinii, nagyon ritkan alig
észrevehetd foltokkal. A fej viszonylag kicsi, rovid és széles, szarvai fehérek, kerekek,
eldre iveltek, de szarvatlan valtozata is ismert. A mellkas mély, a vall és lapocka kerek,
a hat nagyon izmolt, a vesetdjék széles €és vastag. A csipok és a far egyarant nagyon
sz¢les, a combok kerekek, a labak viszonylag rovidek, szabalyosak. A kifejlett tehenek
atlagos stlya 650-750 kg kozott valtozik, mig a bikdké 1000-1200 kg kozotti. A tobbi
fajtdhoz képest elényként lehet megemliteni, hogy akar 750 kg-os végsulyig is
gazdasadgosan hizlalhato. Huskitermelési szazaléka és értékes husrészeinek aranya

kedvezé, j01 marvanyozott a hiisa (FELIUS, 1985; BODO és mtsai, 2003).

3. kép: A charolais fajta

(Forréas: Magyar charolais tenyésztok egyesiilete)
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3. 6. 2. A vagaskori €élosuly és a hus mindségi és mennyiségi tulajdonsagainak

kapcsolata

Az idedlis vagaskori életkor és suly régdta vitatott téma a hizédallatok vizsgalata
soran (ALBERTI és mtsai, 2008). Mas-mas igényekkel 1ép fel a tenyésztd, a
feldolgozoipar és a fogyasztd is. A vagaskori éldsuly nagymértékben fiigg a fajtatol és a
vasarlok igényétdl, befolydsolja a vagott test mindségét, valamint a husmindséget is
(SANUDO ¢s mtsai, 2003). A szarvasmarhak ndvekedési rataja pozitiv korreldcidban
all a kifejlett kori testsullyal. Az erdteljesebb sulygyarapodéasu allatok tobb rostot
termelnek az izmaikban, mely nagyobb glikolitikus aktivitassal parosul. A glikolitikus
aktivitds mértéke 0sszefliggésbe hozhato a porhanyossaggal is, mely a vasarlok szamara
az egyik legfontosabb husmindségi tulajdonsag (JURIE és mtsai, 1995). Husmarhak
esetén az életkor elérehaladtdval a nehezen oldddd kollagén keresztktések szama
megnd, ami végsd soron ahhoz vezet, hogy az idésebb allatok husa kevésbé lesz
porhanyés (TUMA ¢és mtsai, 1962; SHORTHOSE és HARRIS, 1990; WESTON és
mtsai, 2002), valamint az intramuszkuléris zsirtartalom is megnd a kor elérehaladtaval

(MALTIN és mtsai, 1998; BRUNS ¢s mtsai, 2004).

Mindeddig kevés olyan tanulmany latott napvilagot, mely gazdasagi allatok esetén
vizsgélja az életkor elérehaladtdval bekovetkezd valtozasokat fehérje expresszios
szinten. Tobb patkény, egér és human kisérlet foglalkozik a szdveteken lejatszodo
1doskori valtozasokkal, melyekkel bizonyos betegségeket is Osszefiiggésbe tudnak
hozni. Gazdasagi allatok esetén azonban nem az iddskori fehérje expresszids szint
valtozasokkal kell szdmolni, melyek az oregedés folyaman kialakulnak, hanem azokkal

a valtozasokkal, melyek a hizlalasi id6szak alatt detektalhatok.

Koreai kutatok sertések esetén vizsgaltak a karaj fehérje dsszetételét 30, 70, 130,
170 és 300 napos allatoknal. Az alkalmazott kétdimenzios gélelektroforézis modszer
segitségével megallapitottak, hogy 6t fehérje expressziojaban szignifikdns valtozas volt
megfigyelhetd. Az 6t fehérjébdl négyet sikeriilt azonositani tomegspektrometria
segitségével. Két izomrost fehérje (myosin light chain 1 slow-twitch egyik izoforméja
¢s a troponin T) mutatott szignifikdnsan magasabb expressziés szintet a korai
postnatalis fejlédési fazisban, majd jelentdsen lecsokkent a mennyiségiik a ndvekedési

1doszak folyaman. Ezek a fehérjék az izomdsszehuzodasban jatszanak szerepet. A
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masik két azonositott fehérje a triosephosphate isomerase (TPI) és a DJ-1 fehérje volt, a
TPI a glikolizis egyik katalizalo fehérjéje, mig a DJ-1 egy antioxidans. Ezek

expresszidja linedrisan novekedett a vizsgalt idintervallumban (KIM és mtsai, 2007).

Szintén sertéseknél hasonlitottdk 6ssze a 6, 9 €s 12 honapos korban levagott allatok
adductor izmabol vett mintdk fehérje 0sszetételét. 21 olyan fehérjét talaltak, melyeket
Osszefliggésbe tudtak hozni az életkorral. Ezeket a fehérjéket harom f6 csoportba tudtak
besorolni: struktarfehérjék, metabolikus fehérjék és a sejtes védekezésben szerepet
jatszd ill. stressz fehérjék. A struktarfehérjék mindegyike a fiatalabb allatokban mutatott
magasabb expresszios szintet, mig a metabolikus fehérjék és a stresszhez kapcsolodod

fehérjék nagy tobbsége az iddsebb allatokban (HOLLUNG és mtsai, 2009).

Egy masik kutatocsoport (DOHERTY és mtsai, 2004) broiler csirkék mellizom
szovetének proteomikai vizsgalatat végezte el, mely sordn a kikelést kovetd 1. naptdl a
27. napig monitoroztdk az izomfehérjék dinamikus valtozasat. Az egyes gélképeken
szemmel is lathatd volt az a nagy mértéki valtozés, mely a broiler csirkék vazizom
szovetében végbemegy a gyors novekedés soran. Ennél a vizsgalatnal is megallapithato,
hogy a metabolikus enzim fehérjék a fiatalabb allatok mintadiban alacsonyabb

mennyiségben vannak jelen, és majd csak a 9. naptdl kezdve nétt meg az expresszidjuk.

Szintén csirkéknél (thai dshonos csirkék, lassu novekedési rataval jellemezhetdk),
szintén a mellizom proteomikai vizsgalatat végezték el TELTATHUM és MEKCHAY
(2009), de ebben az esetben 0, 3, 6 ¢és 18 hetes allatok mintait hasonlitottak Gssze.
Megallapitottdk, hogy az dallatok ¢életkoranak eldrehaladtaval egyre csokken a
kétdimenzios gélképeken lathatd fehérje spotok szama. Ot olyan fehérjét sikeriilt
azonositaniuk, melyek valtozdsa szignifikansan kapcsolodik az allatok életkorahoz.
Ezek a kovetkezdk voltak: foszfoglicerdt mutaz 1, apolipoprotein Al, tridzfoszfat
izomerdz 1, 25 kDa-os hdsokk fehérje és a zsirsav kotd fehérje 3. Ezek koziil a
foszfoglicerat mutaz 1 és a tridzfoszfat izomeraz 1 fehérjék pozitiv korrelaciot mutattak
az ¢letkorral, mig az apolipoprotein Al és a zsirsav kotd fehérje 3 fehérjék negativ
korrelaciot. A HSP25 kis hésokk fehérje fluktuaciot mutatott a ndvekedés soran. Ezek
az eredmények is bizonyitjdk, hogy az energia metabolizmus fehérjéi milyen fontos

szerepet jatszanak az izom fejlodés soran.
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A proteomika a hustermeléssel, az izomszovettel kapcsolatos kutatasokban még
egészen Uj teriilet. Habar az elmult években szdmos kozlemény latott napvilagot,
melyek probalnak fényt deriteni a husmindség kiilonb6z6 aspektusaira, az oregedési
folyamatokon keresztiil a kdrnyezet valtozasaira adott valaszokon at. Azok a kutatasok
melyek a klasszikus modell organizmusok (pl. egér) vagy akar az ember izom
novekedésével ¢és fejlodésével foglalkoznak, értékes informacidval szolgalhatnak a
haszonallatok huskutatdsanak szempontjabol (HOLLUNG és mtsai, 2007). Az allati
modellek, melyek jol jellemzett novekedési fenotipusokkal és egyedi hiismindségi
tulajdonsdgokkal rendelkeznek, sokban hozzajarulnak, hogy megértsik az izom
novekedés ¢és a husmindség kapcsolatat, azaltal hogy betekintést nyerhetiink a
folyamatok molekuldris mechanizmusaba. Ez mind a huslizemek mind a vasarlok

szdmara hasznos lenne a hlismindség szempontjabol (BENDIXEN, 2005).
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4. ANYAG ES MODSZER

4. 1. Hazityuk maj proteomjanak valtozasa szelén indukcio hatasara

4. 1. 1. Allatok és kezelés

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-koncentracioja 4,25 mg/kg volt. A takarmanyozéas 7 héten at, a teljes
takarmanyozéasi iddszakban, tartott. A szelén kiegészités LactoMicroSel adalék
hozzaadasaval tortént, mely baktériumokban termeltetett elemi szelént tartalmaz. A
kisérleti csoport takarmanykeverékében 1évé szelén mennyisége, tObbszordse az
Eurdpai Unioban megengedett maximum értéknek (0,5 mg/kg, ZOIDIS ¢€s mtsai, 2010),
erre azért volt sziikség, hogy a szelén hatisara a fehérjék expressziojaban esetlegesen
bekovetkezd valtozasok kimutathatosdganak valdszinliségét noveljiik. A proteomikai
majaban atlagosan 185 pg/kg, mig a kisérleti csoportban 890 pg/kg volt a szelén

koncentracioja. A kezelt csoport egyedein nem tapasztaltuk a szelén mérgezés tiineteit.

4. 1. 2. Mintavétel

A mintagylijtés 7 hét takarmanyozast kovetéen az dallatok vagasakor tortént.
Kozvetlentil az allat kivéreztetése utan orvosi szikével 0,5 g m4aj mintat gyiijtottiink
egyedenként 3 ismétlésben (a 3 ismétlésbdl az izolalast megeldézden egy kozds mintat
képeztiink, ezzel csokkentve a mintavételbdl adodo esetleges eltéréseket a fehérje
Osszetételben), kriocsovekbe tettiik a méj darabkakat, a kriocséveket pedig azonnal
folyékony nitrogénbe helyeztiik, a tovabbi tarolas -80 °C-on tortént. A folyékony
nitrogén (-196 °C) megakaddlyoz minden enzimatikus folyamatot, melyek normal
koriilmények kozott végbemennének a szovetben a vagast kdvetéen. A proteomikai
vizsgalatok soran, kiillonosen nagy gondot kell forditanunk arra, hogy a mintank a lehet6
legrovidebb idon beliil folyékony nitrogénbe keriiljon, ezzel megakadalyozva a fehérje

bont6 enzimek (protedzok) aktivitasat.
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A tovabbiakban, mind a fehérjék izoldldsa, mind a kétdimenzids poliakrilamid

gélelektroforézis esetén, az egyes bedllitdsok tesztelésé¢hez készitettiink egy ,,pool”-t,

mely egyenld mennyiségben tartalmazta mindkét csoport minden egyedének mintdjat,

majd folyékony nitrogénnel ddérzsmozsarban homogenizaltuk ezt a keveréket. A

tesztelésekhez sziikséges futtatasokat két ismétlésben végeztiik el.

4. 1. 3. Fehérjék izolalasa

A -80 °C-on tarolt mintabol 500 mg-ot kimértiink, dorzsmozsarban folyékony

nitrogénnel porra tortiik. A fehérjék oldatba vitelére két modszert teszteltiink:

1)

2)

A homogenizalt mintdkbol 100 mg-ot kimértiink, hozzdadtunk 80 pl-t a 25X-6s
proteaz inhibitorbol, majd 1 ml lizis puffert, melybdl két kiilonbozd Gsszetételt is
teszteltiink:

8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte
3/10 ampholyte, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 ¢és 6/8-as ampholytot hasznaltunk 1:2
aranyban

8,5 M urea, 2 M thiourea, 4 m/V% CHAPS, 60mM DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte
3/10 ampholyte, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznéltunk 1:2
aranyban

Egy orat szobahdémérsékleten inkubaltuk a mintdkat, ezt kovetéen 10000 g-n 45
percig centrifugéltuk.

A homogenizalt mintdb6l 100 mg-ot kimértiink, hozzdadtunk 80 pl-t a 25X-0s
protease inhibitor cocktail-bol, majd 1ml lizis puffert (8,5 M urea, 2 M thiourea, 4
m/V% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, a pH 5-8-
as stripeknél 4/6 ¢és 6/8-as ampholytot hasznaltunk 1:2 ardnyban). Egy Oorat
szobahdmérsékleten inkubdltuk a lizis pufferrel kezelt mintakat, ezt kovetéen 10000
g-n 45 percig centrifugaltuk. A feliiluszot 2-D Cleanup Kit segitségével tisztitottuk
tovabb. A kit megtisztitja a mintat a detergensektdl, soktol, nukleinsavaktol és

lipidekt6l, valamint koncentralja a fehérjéket.

crer

meg, marha szérum albumint (BSA) hasznalva standardként.
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4. 1. 4. Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE)

Az els6 dimenzidban a fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan valasztottuk el
Protean IEF Cell (Bio-Rad) izoelektromos fokuszald berendezés segitségével. A
mintakbol 20, 50, 100, 150 ill. 300 pg-ot vittiink fel a 7 cm-es pH 3-10-es és pH 5-8-as
IPG stripekre (Bio-Rad). Az izoelektromos fokuszalast megeléz6en a stripeket
passzivan rehidrataltuk a mintdkat is tartalmaz6 rehidratalé oldatban. Két kiilonb6zd
rehidratal6 puffert teszteltiink:

e normal rehidratald oldat: 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 50 mM
DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, 0,002 m/V% bromfenolkék, a
pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznéltunk 1:2 aranyban

e DeStreak rehidratalo oldat: 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 15 mg/ml
DeStreak reagens, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, 0,002 m/V%
bromfenolkék, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznaltunk 1:2

aranyban

A izoelektromos fokuszalas soran kétféle fokuszalasi kondicidt teszteltiink (4.4bra):
e Egy Iépésben: 4000 V- 20000 Vh (gyors fesziiltség emelkedés) (gyartoi ajanlas)
e Tobb lépésben: 1. 1épés -250 V 15 perc (lineéris fesziiltség emelkedés)
2. 1épés -4000 V 2,5 6ra (linearis fesziiltség emelkedés)
3. 1épés -4000 V 20000 Vh (gyors fesziiltség emelkedés )

MaxV |k - - - - - o - = = = =
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4. abra: Az izoelektromos fokuszalas soran alkalmazott fesziiltség novelés tipusai

(Forras: INTERNET 1)
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A fokuszalt stripeket a masodik dimenzios elvalasztas elétt ekvilibraltuk. Az IPG
stripeket 10 percig inkubaltuk az ekvilibralo 1. oldatban (6 M urea, 2 m/V% SDS, 0,05
M Tris/HCI pH 8,8, 20 V/V% glycerol, 2 m/V% DTT), majd 10 percig az ekvilibralo II.
oldatban (6 M urea, 2 m/V% SDS, 0,05 M Tris/HCI pH 8,8, 20 V/V% glycerol, 2,5
V/V% iodoacetamide).

Az ekvilibralast kovetden a fehérjék masodik dimenzidban torténd elvalasztisa
OmniPAGE Mini (Cleaver Scientific) vertikalis elektroforézis rendszerben SDS
tartalmt poliakrilamid gélben (10X10 cm) tortént. Az IPG stripek poliakrilamid gélhez
torténd illesztését 0,5 m/V% agaroz géllel végeztiik, melyet bromfenolkékkel festettiink.
Kiilonb6z0 striiségli géleket teszteltiink (10%, 13%, 15%) (%T). A futtatdshoz 1X-es
Tris — Glycin — SDS puffert hasznaltunk. Az elsé 10 percben 70 V-on futtatuk a géleket,
majd ezt kovetden 180 V-ra emeltiik a fesziiltséget, mindaddig végezve az

elektroforézist, mig a bromfenolkék jelzo festék el nem érte a gél aljat.

Az SDS poliakrilamid gél 6sszetétele (10%, 13%, 15%):

dH,O 4/3,4/3 ml
40 m/V% akrilamid/ biszakrilamid (37,5:1) 2/2,6/3 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,00 ml
10 m/V% SDS 80 ul

10 m/V% ammo&nium perszulfat 75 ul
TEMED 7,5 ul

A masodik dimenziot kovetden a fehérje spotok lathatova tételére kétféle festési
eljarast teszteltiink. Az egyik egy Colloidal Coomassie G-250 alapu festési eljaras
(DYBALLA ¢és METZGER, 2009), mely érzékenysége megkozeliti az eziist festését, a

masik pedig egy ultraérzékenységi eziistfestés (Pierce Silver Stain Kit).

A Coomassie alapu festést megeldzoen a géleket haromszor mostuk Milli-Q vizzel,
majd athelyeztiik a Coomassie festékoldatba, melynek dsszetétele: 0,02 m/V% CBB G-
250, 5 m/V% aluminium szulfat-(14-18)-hidrat, 10 V/V% etanol (96%), 2 V/V%
ortofoszforsav (85%). Egy éjszakan at inkubaltuk ebben az oldatban, majd ismét vizes
mosas kovetkezett. Végilil az un. ,destaining” oldat segitségével eltavolitottuk a

felesleges festéket. A destaining oldat osszetétele: 10 V/V% etanol (96%) és 2 V/V%
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ortofoszforsav (85%). A gélek tovabbi tarolasa Milli-Q vizben +4 °C-on tortént. Az
eziistfestést a gyarto instrukcidi alapjan végeztiik (Thermo Scientific, Pierce Silver Stain

Kit, INTERNET 3).

Az I. tablazat 6sszefoglalja az optimalizalds soran tesztelt beallitasokat: a fehérje
izolalas, az alkalmazott pH tartomany, a fehérjemennyiség, a rehidratald pufferek, az
izoelektromos fokuszalas kondicidi, a poliakrilamid gél koncentracidja és a festés

esetén.

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

csirkemaj mintak esetén

- 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
Fehérjék izolalasa (lizis pufferek) 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
Fehérjemennyiség 20, 50, 100, 150, 300 pg

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

- deStreak rehidratal6 oldat: 8 M urea, 2 M
thiourea, 2% CHAPS, 15 mg/ml DeStreak

Rehidratal6 puffer osszetétele

reagens, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte,
0,002% bromfenolkék

Egy 1épésben: 40000 V- 20000 Vh

Tobb 1épésben: 1. 1épés -250 V 15 perc
2. 1épés -4000 V 2,5 ora
3. 1épés -4000 V 20000Vh

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

SDS poliakrilamid gél koncentraciéja 10%, 13%, 15%

Festés médja Coomassie G-250 és eziist festés

36




Kivalasztottuk azokat a beallitasokat, mind a mintatisztitas, mind a kétdimenzios
gélelektroforézis esetén, melyek segitségével a legtobb egyedi fehérje foltot tudtuk
elkiiloniteni a csirkemdj mintdk poliakrilamid gélképein. Ezekkel az optimalis
beallitasokkal elvégeztik a két csoport (kontroll és szelénnel kezelt) mintdinak

kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézisét, egyedenként harom ismétlésben.

4. 1. 5. Gélképek analizise

A gélképek szoftveres elemzését a Delta2D (Decodon™ GmbH, Germany) program
segitségével végeztiik. Ehhez el6szor a két csoport gélképeit feltoltottiik a programba,
majd kivalasztottuk, hogy milyen stratégia szerint illessze egymasra azokat. Ebben az
esetben azt a stratégidt valasztottuk, mely sordn egy csoporton beliil az els6é gélképhez

hasonlitja a tobbit, majd a csoportok elsé gélképeit egymashoz (5. dbra).

2 Warping Strategy

Select warping strategy

‘s Group Warping Strategy

Group Warping Strategy

Within groups, warp to the
first gel image. Between
groups, warp to the first
image of the first group.

L]
O]

Warp Mode Within Groups
Automabc -

Warp Mode Between Groups
Automatic -

Canced

S. abra: A csirkemaj mintak gélelemzése soran hasznalt illesztési stratégia

(Forras: Delta2D)

Ezutan a program egymashoz illesztette a gélképeket, erre azért volt sziikség, hogy
a kiilonbozo futtatdsokbol adodo esetleges elcsuszasok az elemzést ne befolyasoljak (az
illesztés maundlisan pontosithato). A kovetkezd 1épésben egy fuzids gélt hozott létre a

szoftver, amelyen az Osszes fehérjefolt megtalalhatdo. A program minden olyan
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intenzitasvaltozast megjelol, melyet fehérjeként értelmez, ezeket utdlag manualisan
pontosithatjuk. A szoftver a fehérjefoltok intenzitdsat szazalékos (V%) adatként
hatdrozza meg. A V% egy fehérjefoltra vonatkoztatva azt adja meg, hogy a detektalt
intenzitas hany %-a az 6sszes detektalt fehérjefolt intenzitdsanak. A szoftver figyelembe
veszi a pixelek szamat és azok sziirke (fehér — fekete) skalan kifejezhetd intenzitasat Az
abszolut értékkel szemben, a fehérjefolt intenzitds 9% esetében a felvitt
fehérjemennyiségek kozotti eltérésekbdl ad6dd hiba nem torzitja az eredményt. A
detektalt foltokat ezutan transzferaltuk az osszes gélképre, ezaltal lehetségessé valt az
eredmények Osszehasonlitdsa. Az eredmények statisztikai analiziséhez a kétmintas T-

probat valasztottuk, a szignifikancia szintet p<0,05 értékre allitottuk be.

4. 1. 6. Fehérjék azonositasa

A gélelemzd szoftver altal detektalt, expresszidos kiilonbséget mutatd fehérje
spotokat kivagtuk a gélekbdl. A fehérjék emésztésére SZABO és munkatarsai (2012)
altal leirt protokollt hasznaltuk. A kivagott spotokat egy szike segitségével apro
darbokra vagtuk, a festék kivonasara 25 mM ammoénium-bikarbonat oldatot
hasznaltunk, mely 50 V/V% acetonitrilt is tartalmazott, a dehidratalast szintén
acetonitrillel végeztiik, majd kiszaritottuk a gél darabokat. Ezt kovetéen 12,5 ng/ul
tripszinnel, melyet 25 mM ammo&nium-bikarbonat oldatban vettiink fel, rehidrataltuk a
darabkékat és 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk azokat. A peptidek kivonasa 5
V/V%-0s hangyasav oldattal tortént, majd kétszeri moséas kovetkezett 60 V/V%-os
acetonitrillel, mely 1 V/V% hangyasavat is tartalmazott. Az LC/MS analizis el6tt a
mintakat vakuum centrifuga segitségével koncentraltuk.

Az emésztett fehérje mintdk analizisét Waters NanoAcquity UPLC rendszerrel
végeztiik, melyhez egy Micromass Q-TOF Premier tomegspektrométert kapcsoltunk. A
kapott adatok feldolgozasara a WATERS Proteinlynx GlobalServer 2.4 szoftvert
hasznaltuk, az alapértelmezett beallitdsokkal. A Swissprot adatbazisban (Swissprot
2012 05 database (2012.05.10 release, 535,698 entries) torténd kereséshez Mascot 2.2-t
(Matrix Science, London, UK) hasznaltunk. Scaffold szoftver (version Scaffold 3.62,
Proteome Software Inc., Portland, OR) alkalmazésaval végeztiik el az MS/MS alapt
peptid és fehérje analizis validalasat. Azokat a fehérjéket fogadtuk el pozitiv talalatként,
amelyeket legalabb két, min. 95% konfidencidval azonositott peptid szekvencidval

tudtunk alatamasztani.
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4. 2. Kiilonb6z6 genotipusu novendék kosok hosszu hatizom szovetének

proteomikai elemzése

4. 2. 1. Allatok és kezelés

Az dsszehasonlitd vizsgalatot csokai cigaja és szapora meriné fajtakkal végeztiik. A
kisérletbe 10 novendék kost vontunk be, ebbdl 4 egyed merind és 6 egyed cigaja volt, a
ciggja allomany egy iddszakban szelekcidos nyomasnak volt kitéve a tejtermelési
mutatok javitdsa érdekében. A proteomikai elemzéshez a musculus longissimus dorsi-t
valasztottuk.

A kosok azonos kortiak voltak, a kismacsi Allattenyésztési Kisérleti Teleprél
szarmaztak, hizlalasuk ad libitum takarmanyozassal tortént. Az allatok hizlalasat egy
istalloban, kiscsoportos, mélyalmos tartdstechnologidban végeztik. Az allatokat

atlagosan 4,5 honapos korban, 40 kg-os ¢16stlynal vagtak le.

4. 2. 2. Mintavétel

A mintavétel a juhok vagohidi vagasakor tortént, kivéreztetés utan 20 percen beliil,
orvosi szikével a longissimus dorsi izom 12. és 13. borda k6z¢é esé teriiletérdl. A minta
az izom felszine alatt 1 cm-es mélységbdl szdrmazott. Kriocsovekbe 2 g izomszovetet
gyljtottiink egyedenként 3 ismétlésben (a 3 ismétlésbdl az izolalast megelézden egy
kozos mintat képeztiink, igy csokkentve a mintavételbol adodo esetleges eltéréseket a
fehérje Osszetételben), melyeket azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiink, a tovabbi

tarolas -80 °C-on tortént.

A tovabbiakban, mind a fehérjék izoldldsa, mind a kétdimenzids poliakrilamid
gélelektroforézis esetén, az egyes beallitasok teszteléséhez készitettiink egy ,,pool”-t,
mely egyenld mennyiségben tartalmazta mindkét csoport minden egyedének mintdjat,
majd folyékony nitrogénnel ddérzsmozsarban homogenizaltuk ezt a keveréket. A

tesztelésekhez sziikséges futtatasokat két ismétlésben végeztiik el.
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4. 2. 3. Fehérjék izolalasa

A -80 °C-on tarolt mintabol 500 mg-ot kimértiink, dorzsmozsarban folyékony
nitrogénnel porra tortiik. A fehérjék oldatba vitelére két kiilonbozo lizis puffert

teszteltiink:

e 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte
3/10 ampholyte, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznéltunk 1:2
aranyban (lizis puffer 1)

e 8,5 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 65 mM DTT, 40 mM Tris, | mM
EDTA, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-
as ampholytot hasznaltunk 1:2 ardnyban (lizis puffer 2)

A homogenizadlt mintdbol kétszer 50 mg-ot kimértiink, majd mindkettéhoz
hozzaadtunk 56 pl 25X-6s protedz inhibitort. Ezutan 700 pl lizis puffer 1- et adtunk az
egyik, illetve ugyanannyi lizis puffer 2-t adtunk a mésik homogenizatumhoz. A csovek
tartalmat 10 percig Cell Distruptor késziilékkel lizaltuk. A lizalast kovetden a mintékat
40 percig jégen inkubdltuk, utdna 10000 g-n centrifugdltuk 45 percig. A feliiliszo
kozvetleniil hasznalhat6 a tovabbi vizsgalatokhoz.
meg, marha szérum albumint (BSA) hasznalva standardként. A  fehérje

koncentratumokat tovabbi felhasznélasig -80 “C-on taroltuk.

4. 2. 4. Kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE)

A mintakbol 200 pg-ot vittiink fel a 17 cm-es pH 3-10-es és pH 5-8-as linearis IPG
stripekre (Bio-Rad). A stripeket fokuszalas el6tt a mintat is tartalmazo rehidratalod

oldatban rehidrataltuk, szobah6mérsékleten 16 6ran at.

Két kiilonbozo rehidratalo puffert teszteltiink:

e normal rehidratalé oldat: 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 50 mM
DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és
6/8-as ampholytot hasznéltunk 1:2 aranyban, 0,002 m/V% bromfenolkék
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e DeStreak rehidratalo oldat: 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 15 mg/ml
DeStreak reagens, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte a pH 5-8-as
stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot haszndltunk 1:2 ardnyban, 0,002 m/V%

bromfenolkék

Az izoelektromos fokuszalas (Protean IEF Cell, Bio-Rad) kondicioi:
Egy Iépésben: 10000 V, 50000 Vh (gyors fesziiltség emelkedés) (gyartoi ajanlas)
Tobb 1épésben: 1. 1épés -250 V 20 perc (lassu fesziiltség emelkedés)
2. 1épés -10000 V 2,5 6ra (lasst fesziiltség emelkedés)
3. 1épés -10000 V 50000 Vh (gyors fesziiltség emelkedés)

A fokuszalas 20 °C-on tortént, az dramerdsséget 50 pA/gél értékre allitottuk.

A fokuszalt stripeket az SDS-PAGE el6tt ekvilibraltuk. 10 percig inkubaltuk az
ekvilibralo 1. oldatban (6 M urea, 2 m/V% SDS, 0,05 M Tris/HCI pH 8,8, 20 V/V%
glycerol, 2 m/V% DTT), majd 10 percig az ekvilibral6 II. oldatban (6 M urea, 2 m/V%
SDS, 0,05 M Tris/HCI pH 8,8, 20 V/V% glycerol, 2,5 m/V% iodoacetamide).

Az ekvilibralast kovetden a fehérjék masodik dimenzidban torténd elvalasztasa
Protean II XL vertikdlis elektroforézis rendszerben (Bio-Rad) tortént. Ennek soran
16X20 cm-es, 13%-o0s (%T) poliakrilamid tartalmu géleken végeztiik a molekulatomeg
szerinti elvélasztast. Az elsé 30 percben alacsony aramerdsség (16 mA/gél) mellett
futtatuk a géleket, majd ezt kovetden 24 mA/gélre emeltiik az aramerdsséget, mindaddig
végezve az elektroforézist, mig a bromfenolkék jelzo festék el nem érte a gél aljat. Egy
hiitd rendszer segitségével konstans 20 “C-os hdmérsékletet biztositottunk a futtatas

idejére. A futtatashoz 1X-es Tris — Glycin — SDS puffert hasznaltunk.

Az SDS poliakrilamid gél 6sszetétele (13%):

dH,O 24,90 ml
40% akrilamid/biszakrilamid (37,5:1) 19,50 ml
1,5 M Tris pH 8,8 15,00 ml
10 m/V% SDS 600 pl
10 m/V% ammo&nium perszulfat 450 pl
TEMED 30 ul
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A masodik dimenziot kovetéen a fehérje

spotok lathatova tételére

tomegspektrometridval kompatibilis eziistfestést alkalmaztunk (SHEVCHENKO és

mtsai, 1996), mely a 2. tablazatban megadott 1épésekbdl allt.

2. tablazat: A juh hosszu hatizom proteomikai vizsgalata soran alkalmazott

eziistfestés 1épései

Lépések Vegyszerek Inkubalasi idé
50 V/V% metanol, 2 ora
1. fixalas
50 V/V% ecetsav
50 V/V% metanol 20 perc
2. mosas
dH,O 2X15 perc
3. érzékenyités 1,27 mM natrium-tioszulfat 3 perc
4. mosas dH,O 2X1 perc
5. festés 0,15 m/V% eziist nitrat 30 perc
6. mosas dH,O 2X2 perc
0,04 V/V% formaldehid a fehérje spotok

7. elohivas

2 m/V% natrium karbonat

megjelenéséig

8. leallitas

5 V/V% ecetsav

5 perc

Az 3. tablazat 6sszefoglalja az optimalizalds soran tesztelt beallitasokat: a fehérje

izolalas, az alkalmazott pH tartomény, a rehidratalé pufferek és az izoelektromos

fokuszalas kondicidi esetén.

Kivalasztottuk azokat a beallitasokat, mind a mintatisztitas, mind a kétdimenzios
gélelektroforézis esetén, melyek segitségével a legtobb egyedi fehérje foltot tudtuk
elkiiloniteni a hosszu hatizom mintak poliakrilamid gélképein. Ezekkel az optimalis
beallitasokkal elvégeztiik a két csoport (merind €s cigaja) mintainak kétdimenzios

poliakrilamid gélelektroforézisét, mintanként harom ismétlésben.
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3. tablazat: A 2D-PAGE soran elvégzett optimalizalasi 1épések dsszefoglalasa 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 rehidrataldo oldat: 8 M urea, 2 M
thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2%
100X Bio-Lyte ampholyte, 0,002%
Rehidratalé puffer osszetétele bromfenolkek
- DeStreak rehidratald oldat: 8 M urea, 2 M
thiourea, 2% CHAPS, 15 mg/ml DeStreak
reagens, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte,
0,002% bromfenolkék

Egy 1épésben: 10000 V — 50000 Vh

Tobb 1épésben: 1. 1épés — 250 V 20 perc
2. 1épés -10000 V 2,5 6ra
3. 1épés -10000 V 50000Vh

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

4. 2. 5. Gélképek analizise

A gélképek analizise a 4.1.5. fejezetben leirtakkal megegyezden tortént.

4. 2. 6. Fehérjék azonositasa

Az expresszios kiillonbséget mutatd fehérje spotokat kivagtuk a gélekbdl, majd apro

darabokra apritottuk. Az eziistfestést el kellett tavolitanunk a géldarabkakbol. Ehhez

cre

crer

1:1 ardnyban kevertiik, majd a gél darabokra 20-50 ul oldatot pipettaztunk, hogy azokat
ellepje és 30 percig razva kevertettiik. Ezt kovetden leszivtuk a zold szinii oldatot, majd
friss szintelenitd oldattal addig folytattuk a razva kevertetést, amig a gél darabok

teljesen elszintelenedtek, végiil 15 percig MilliQ vizzel rdazva kevertiik. A mosast
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nyolcszor ismételtiik. A festéktdl ily modon megtisztitott gél darabokat liofilizaloban
teljesen beszaritottuk. A jégen tartott liofilizalt gél darabokhoz 20 pl tripszin oldatot
adtunk (1 pl tripszin stock (0,5 pg/ul) + 99 pl 50 mM ammoénium bikarbonat oldat). A
tripszin oldat maradékat mintaként kezeltiikk. A mintakat ezutan jégen rehidraltuk 1545
percig, majd annyi 50 mM ammonium bikarbonat oldatot mértiink mindegyikre, hogy a
gél darabokat ellepje és szobahOmérsékleten 16 6ran at inkubaltuk. Az emésztés
leallitasahoz 1 pl cc. hangyasav oldatot hasznaltunk. A peptidek extrahalasat 5 V/V%
acetonitril/0,1 V/V% trifluorecetsav oldattal végeztiik, majd az extraktumot liofilizaltuk.
A liofilizalt mintat jégen tartva 10 pl 1 V/V% hangyasav oldatban vettiik fel, alaposan
vortexeltiik, majd mérésig -20 °C-on taroltuk.

A fehérjék azonositdsara Easy nLC (Bruker) nanoHPLC-vel kapcsolt 4000 QTRAP
(ABSciex)  tomegspektrométert  hasznaltunk.  Informacio-fiiggd  adatgyiijtést
alkalmaztunk, amelynek soran 440-1400 amu tOmegtartomanyban egy felderito
pasztazast kovetden a két legintenzivebb csucs toltottségi fokat meghataroztuk, majd a
toltottségi  fokok alapjan szamolt energidval a csucsokhoz tartozd peptidek
fragmentéldsa ¢és a termékek analizise, az MS/MS spektrumok felvétele tortént. A
peptideket egy 300 nl/perc aramlési sebesség mellett 90 perces viz-acetonitril gradiens
segitségével valasztottuk el Zorbax 300SB-C18 oszlopon, miutdn RP-C18 toményitd
oszlopon dusitottuk és a kisérd puffer komponensektdl megszabadultunk.

A fehérjék azonositasa a peptidszekvencidk (MS/MS spektrumok) alapjan a teljes
SwissProt adatbazisbdl ProteinPilot 4.0 kereséprogram alkalmazasaval, a szoftver altal
tartalmazott bioldgia modositasok lista felhasznalasaval tortént. Azokat a fehérjéket
fogadtuk el pozitiv talalatként, amelyeket legalabb két, min. 95% konfidencidval

azonositott peptid szekvencidval tudtunk aldtdmasztani.
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4. 3. Kiilonbozo élosulyban levagott charolais bikak vazizom szovetének

proteomikai vizsgalata

4. 3. 1. Allatok és kezelés

A vézizom szdvet proteomikai vizsgalatanak elvégzéséhez 10 charolais bikat
vontunk be a kisérletbe. Ezek koziil 5 allatot atlagosan 500 kg-os €¢l6sulyban (atlag: 519
kg, szorés: 16,49 kg), 440 napos (atlag: 445 nap, szérds: 15,38 nap) korban, mig 5
allatot atlagosan 700 kg-os ¢éldsulyban (4tlag: 710 kg, szoérés: 31,58), 540 napos korban
(atlag: 538 nap, szoras: 43,61 nap) vagtak le. A bikdkat kotetlen tartdsmodban,
félintenziv takarmanyozassal hizlaltdk. Semi ad libitum takarmanyozasuk soran
silokukorica szilazst és gyepszénat étvagy szerint fogyasztottak, mig arpaszenazsbol a
hizlalas kezdetén 2 kg, a hizlalds végén 4 kg volt a napi adag. Az abraktakarmany a
hizlalas kezdetén napi 4 kg, a végén napi 6 kg hizomarha takarmanykeverék volt. A
vizsgalatba bevont bikdk atlagosan 247 naposan keriiltek hizlaladsba, sulyuk ekkor
atlagosan 284 kg volt. A 4. tdlazatban lathat6, hogy a hizlalas alatti napi
sulygyarapodasban a két csoport kdzott nem volt eltérés, ezzel szemben a 700 kg-os
csoportba tartozo bikaknal szignifikansan nagyobb volt a rostélyos keresztmetszet, a
meleg féltestek sulya, a vagasi kihozatal, a szinhtis arany, a hus/csont arany és a szinhts

termelés (g/nap).

4. 3. 2. Mintavétel

A mintavétel az allatok vagéasakor tortént, orvosi szike segitségével 2 g-nyi mintat
vagtunk ki a 12. és 13. borda kozotti tertiletrdl, egyedenként 3 ismétlésben (ezekbdl az
izolalast megeldzden egy ko6zos mintat képeztiink, ezzel csokkentve a mintavételbdl
adodo esetleges eltéréseket a fehérje Osszetételben). A szovetmintdkat a vagast kovetd
30 percen beliil kriocsdvekbe helyeztiik, majd a csdveket azonnal folyékony nitrogénbe
tettiik. A szovetmintdkat a laboratoriumba érkezést kovetéen -80 °C-on taroltuk a

tovabbi felhasznélasig.

A tovabbiakban, mind a fehérjék izolalasa, mind a kétdimenzids differenciald

gélelektroforézis esetén, az egyes beallitasok teszteléséhez készitettiink egy ,,pool”-t,
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mely egyenld mennyiségben tartalmazta mindkét csoport minden egyedének mintdjat,

majd folyékony nitrogénnel dorzsmozsdrban homogenizaltuk ezt a keveréket. A

tesztelésekhez sziikséges futtatasokat két ismétlésben végeztiik el.

4. tablazat: Az 500 és 700 kg-os csoport néhany termelési tulajdonsaganak atlaga

és szorasa (SD)

500 kg 700 kg

atlag SD atlag SD P
Sziiletési suly, kg 39,0 2,0 40,2 1,1 0,273
Napi sulygyarapodas a hizlalas
alatt, kg/nap 1,40 0,20 1,43 0,08 0,763
Rostélyos keresztmetszet, cm’ 99,5 7,05 126,4 11,55 0,003
Meleg féltestek sulya, kg 2934 13,9 426,7 23,0 0,000
EUROP izmoltsagi pontszam (P- =
1 point; E+ = 15 point) 11 1,22 10,4 0,55 0,359
EUROP faggyuzottsagi pontszam
(1- =1 point; 5+ = 15 point) 5.8 2,2 4,2 0,45 0,176
Vagasi kihozatal, % 57,72 1,03 60,55 1,75 0,014
Csont arany, % 19,64 0,77 18,12 0,91 0,021
Szinhis arany, % 70,71 1,18 72,95 1,28 0,021
Hus/csont arany 3,60 0,19 4,02 0,17 0,006
Hus/faggyu arany 10,32 1,12 10,96 1,70 0,501
Szinhis termelés, g/map 469,44 28,31 558,86 38,42 0,003

(Forras: HARANGI, 2013)

4. 3. 3. Fehérjék izolalasa és jelolésiik CyDye fluoreszcens festékekkel

A -80 °C-on tarolt vazizom mintakbol elvégeztiik a fehérjék kivonasat. A fagyott

szovetdarabokat egy kerdmia mozsarban porra dorzsoltik, koézben folyamatosan

folyékony nitrogént adagoltunk hozza, ezzel megakadalyozva a minta kiolvadasat.

Ebbdl a porbol 50 mg-ot streil eppendorf csovekbe vittlink at, majd 1 ml DIGE

kompatibilis lizis puffert mértiink a csdvekbe. Harom kiilonb6zd Osszetételli puffert

teszteltiink:

e 7 M urea, 2 M thiourea, 4 m/V% CHAPS, 30 mM Tris (pH 8,5)

e 7 M urea, 2 M thiourea, 4 m/V% CHAPS, 30 mM Tris, 10 mM DTT (pHS,5)
e 8 M urea, 4 m/V% CHAPS, 30 mM Tris (pH 8.5)
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Az eclegyeket jégen inkubaltuk 60 percig, kozben 10 percenként vortexeléssel
homogenizaltuk. Ezt kovetden a mintdkat 45 percig centrifugaltuk 10000 g-n, ennek
kovetkeztében két fazis alakult ki a csében. Az alsé fazis tartalmazta a sejttormeléket,
mig a felsé fazis (feliiluszo) az oldatba vitt fehérjéket. A feliiliszot leszivtuk mindegyik
minta esetén, €és tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A fehérje oldatok
koncentraciojat RC/DC Protein Assay Kit segitségével hataroztuk meg, marha szérum

albumint (BSA) hasznélva standardként.

A mintak jelolésére CyDye DIGE Fluor Kit—et hasznaltunk. Cy3 festékkel az 500
kg-os csoportba tartozo allatok mintait jeldltiik, mig a Cy5 festékkel a 700 kg-os
csoportba tartoz6 egyedek mintait. A két csoport Osszes egyedének mintaibol
létrehoztunk egy mixet, melyet a Cy2 festékkel jeloltiink és a késObbiekben a gélek
szoftveres elemzése soran ezeket a mintdkat hasznaltuk belsé standard-ként (a tesztelés
soran, az erre a célra képzett poolt hasznaltuk mindharom festék esetén). A fehérjék
jelolését a gyartd utasitisainak megfeleléen végeztiik, 50 pg fehérjéhez 400 pmol
CyDye festéket adtunk. A jeldlt fehérje oldatot vortexelést kovetden sotétben, jégen 30
percig inkubaltuk. A jelolési folyamat ledllitdséhoz 1 pl 10 mM lizin oldatot
hasznaltunk, igy megkotve a fel nem hasznalt festéket, majd ismételt vortexelést
kovetden 10 percig sotétben, jégen inkubaltuk a csoveket. Az igy el6készitett mintakat
egy 8 M urea, 130 mM DTT, 4 m/V% CHAPS, 2 V/V% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte
(a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznaltunk 1:2 ardnyban) tartalmi
pufferben vettiik fel.

4. 3. 4. Kétdimenzios differencialo gélelektroforézis (2D-DIGE)

Az els6 dimenzidban a fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan valasztottuk el az
izoelektromos fokuszald berendezés (Protean IEF Cell, Bio-Rad) segitségével. A
vizsgalat soran 17 cm-es lineéris IPG stripeket (Bio-Rad) hasznaltunk pH 5-8-as és pH
3-10-es tartomanyban. Mintanként 50 pg fehérjét vittiink fel az egyes stripekre, igy egy
IPG stripben 6sszesen 150 pg fehérjét tudtunk elvalasztani, hiszen ezzel a mddszerrel
lehetdségilink van a két csoport mintdinak és a belsd standard mintanak egy gélben
torténd futtatasara.

Az izoelektromos fokuszalast megelézden a stripeket passzivan rehidrataltuk a

mintakat is tartalmazé rehidratalo oldatban (2 M thiourea, 7 M urea, 4 m/V% CHAPS,
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13 mM DTT, 1 V/V% Bio-Lyte 4/6 és 6/8 ampholyte 1:2 ardnyban, 0.002 m/V%
bromfenolkék) 15 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten.
Az izoelektromos fokuszalds soran teszteltik az egy ill. tobb Iépésben torténd

elvalasztast. Az izoelektromos fokuszalas (Protean IEF Cell, Bio-Rad) kondicidi:
Egy Iépésben: 10000 V - 50000 Vh (gyors fesziiltség emelkedés) (gyartoi ajanlas)
Tobb 1épésben: 1. 1épés -250 V 20 perc (lassu fesziiltség emelkedés)

2. 1épés -10000 V 2,5 o6ra (lasst fesziiltség emelkedés)

3. 1épés -10000 V 50000 Vh (gyors fesziiltség emelkedés)

Az aramerdsséget 50 mA/strip-ben limitaltuk és a fokuszalast 20 °C-on végeztiik.

A fokuszalt stripeket az SDS-PAGE el6tt ekvilibraltuk. 10 percig inkubaltuk az
ekvilibralé 1. oldatban (6 M urea, 2 m/V% SDS, 0,05 M Tris/HCI pH 8,8, 20 V/V%
glycerol, 2 m/V% DTT), majd 10 percig az ekvilibral6 II. oldatban (6 M urea, 2 m/V%
SDS, 0,05 M Tris/HCI pH 8,8, 20 V/V% glycerol, 2,5 m/V% iodoacetamide).

Az ekvilibralast kovetden a fehérjék masodik dimenzidban torténd elvalasztasa
Protean II XL vertikalis elektroforézis rendszerben (Bio-Rad) tortént. Ennek soran
16X20 cm-es, 13%-0s (%T) poliakrilamid tartalmu géleken végeztiik a molekulatomeg
szerinti elvélasztast. Az elsé 30 percben alacsony aramerdsség (16 mA/gél) mellett
futtatuk a géleket, majd ezt kovetden 24 mA/gélre emeltiik az dramerdsséget, mindaddig
végezve az elektroforézist, mig a bromfenol kék jelzo festék el nem érte a gél aljat. Egy
hiité rendszer segitségével konstans 20 “C-os homérsékletet biztositottunk a futtatas

idejére. A futtatashoz 1X-es Tris — Glycin — SDS puffert hasznaltunk.

Az SDS poliakrilamid gél osszetétele (13%)

dH,O 24,90 ml
40% akrilamid/ biszakrilamid (37,5:1) 19,50 ml
1,5 M Tris pH 8,8 15,00 ml
10 m/V% SDS 600 pl
10 m/V% ammonium perszulfat 450 pl
TEMED 30 ul

A masodik dimenziés elvalasztast kovetéen a Cy2 (belsé standard), Cy3 és Cy5

festékekkel jelolt fehérjék lathatova tételére Molecular Imager PharosFX Plus System

48



(Bio-Rad) késziiléket hasznaltunk. Ez a gélszkenneld berendezés lehetdveé teszi, hogy az
egyes festékeket a sajat gerjesztési hullamhosszukon emittalé lézerrel szkennelve
lathatova valjon a fehérje mintazat, igy gélenként 3 gélképet kapunk. A fluoreszcens
jelolés detektalasat kovetden, a géleket Coomassie Bio-Safe festékkel is megfestettiik,
erre azért volt sziikség, hogy a spotok szabad szemmel is lathatova valjanak. Ennek
soran a géleket eldszor 5 percig mostuk vizzel, ezt kdovetden keriiltek a festékoldatba,
melyben 12-14 6réan keresztiil inkubalodtak. Végiil a géleket legalabb kétszer 30 percig

nagy tisztasagu vizzel mostuk.

Az 5. tablazat 6sszefoglalja az optimalizalds soran tesztelt beallitasokat: a fehérje

izolalas, az alkalmazott pH tartomdny ¢€s az izoelektromos fokuszalas kondicidi esetén.

5. tablazat: A 2D-DIGE soran elvégzett optimalizalasi 1épések dsszefoglalasa

szarvasmarha izomszovet esetén

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

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

Fehérjék izolalasa (lizis pufferek)

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

-Egy 1épésben: 10000 V- 50000 Vh

Izoelektromos fokuszalas kondicioi -T6bb lépésben: 1. 1épés -250 V 20 perc
2. 1épés -10000 V 2,5 6ra

3. 1épés -10000 V 50000 Vh

Kivalasztottuk azokat a beallitasokat, mind a mintatisztitds, mind a differencialo
gélelektroforézis esetén, melyek segitségével a legtobb egyedi fehérje foltot tudtuk
elkiiloniteni a hosszu hatizom mintak poliakrilamid gélképein. Ezekkel az optimalis
beallitasokkal elvégeztiik a két csoport (500 és 700 kg) mintainak kétdimenzios

differencialo gélelektroforézisét, mintanként harom ismétlésben.

4. 3. 5. Gélképek analizise

A gélképek szoftveres elemzését a Delta2D (Decodon™ GmbH, Germany) program
segitségével végeztiik. Ehhez eldszor a gélképeket csoportonként (500 kg-os csoport,
700 kg-os csoport és a belsd standardek csoportja) feltoltottiik a programba, majd

kivalasztottuk, hogy milyen stratégia szerint illessze egymasra azokat. A DIGE modszer
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hasznalata esetén mindig azt az opcidt kell valasztanunk, mely lehetdvé teszi a belso
standardok hasznalatat. Ebben az esetben, az ugyanabban a gélben futtatott egyedek
gélképeit illeszti a veliik egyiitt futtatott belsé standard gélképére, majd a standardokat
az altalunk kivalasztott els¢ standard gélhez illeszti (az illesztés manualisan
pontosithatd) (6. dbra). Erre az illesztésre azért van sziikség, hogy a gélképek kozott
fellépd, a kétdimenzios futtatasbol adodo esetleges kiilonbségeket csokkentsiik, bar a
DIGE modszer hasznalataval lényegesen kevesebb ilyen kiillonbség meriil fel. Az
illesztést kovetden egy fuzios gélt hoz 1étre a program, mely a gélképeken detektalhato
Osszes spotot tartalmazza. Ezek a spotok még manualisan szerkezthetdk, hiszen sokszor
olyan intenzitasvaltozast is fehérje foltként értelmez a program, ami egyébként
valamilyen szennyezddés a gélen. A detektalt foltokat ezutan transzferalhatjuk az 6sszes
gélképre, ezaltal lehetségessé valik az eredmények Osszehasonlitasa. A szoftver a
fehérjefoltok intenzitasat szazalékos (V%) adatként hatarozza meg. A belsé standard
hasznélata esetén, a standard gélen 1évd adott fehérje foltot veszi 100%-nak és ehhez
viszonyitja ugyanazon fehérje folt intenzitdsat a két vizsgélati csoportban. A szoftver
figyelembe veszi a pixelek szamat és azok sziirke (fehér- fekete) skalan kifejezhetd
intenzitasat Az eredmények statisztikai analizisé¢hez a kétmintas T-probat valasztottuk, a

szignifikancia szintet p<0,05 értékre allitottuk be.

Select warping strategy

| fﬁfl In-Gel Standard Warping Strategy -

In-Gel Standard Warping
' Strategy

Warp each standard image
to the first standard image.
Other images are warped

to the standard image from

Warp Mode Within Gels
Identical -

Warp Mode Between In-Gel Standards
Automafic -

If spots are shifted across the images from the same gel (e.g. caused
by mass differences between the dyes), choose "automatic” for

warpings within the same gel.
[ox  J[ o= IJJ

6. abra: A szarvasmarha hosszi hatizom mintak gélelemzése soran hasznalt

illesztési stratégia

(Forras: Delta2D)
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4. 3. 6. Fehérjék azonositasa

A fehérjék azonositdsa a 4.1.6. fejezetben leirtakkal megegyezé mddon tortént.
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5. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

5. 1. A hazityuk maj proteomjanak valtozasa szelén indukcié hatasara

5. 1. 1. A hazitydk maj kétdimenziés poliakrilamid gélelektroforézisének

optimalizalasi eredményei

Vizsgéalatunk soran szamos bedllitast teszteltiink a fehérjék izolaldsa, a pH
tartomany, a gélre felvitt fehérjemennyiség, a rehidratdlo pufferek Osszetétele, az
1zoelektromos fokuszalas kondicioi, az SDS poliakrilamid gél koncentracidja és a festés
modja esetén. Ezen bedllitdsok eredményei alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk
hasznalt paraméterek koziil melyek a legmegfelelobbek csirkemaj mintak kétdimenzios

poliakrilamid gélelektroforézisének kivitelezéséhez.

A fehérjék izoldlasara az altalunk hasznalt lizis pufferek koziil az ureat, DTT-t és
CHAPS-ot magasabb koncentracidban tartalmazé oldatot valasztottuk, melynek
Osszetétele: 8,5 M urea, 2 M thiourea, 4 m/V% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2 V/V% 100X
Bio-Lyte ampholyte. Ez a lizis puffer a DeStreak reagenst tartalmazd rehidratalo
pufferrel egylitt miikodott a legmegfelelobben. A Destreak reagens a varakozasoknak
megfelelden csokkentette a bazikus régid vizszintes csikozottsagat, a lizis pufferben
alkalmazott megemelt kaotropikus agens, redukaloszer és detergens koncentracié pedig
novelte a detektalhatd fehérjefoltok szamat a gélképeken. A kisebb hatékonysagu lizis
puffer (8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-
Lyte 3/10 ampholyte) és a DeStreak reagenst tartalmaz6 rehidratalod puffer alkalmazasa
esetén a Delta2D gélelemzd szoftver segitségével atlagosan 598 (szoras: 48) fehérje
foltot detektaltunk a géleken, mig a nagyobb hatékonysagu lizis puffer (8,5 M urea, 2 M
thiourea, 4 m/V% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte ampholyte) és a
DeStreak reagenst tartalmazo rehidratald puffer alkalmazasaval atlag 704 (szoéras: 36)
fehérje foltot (7. dbra).

A tisztitdsnal a Cleanup Kit hasznélata nem javitott az elvalasztas hatékonysagan,
sOt nagymértékli fehérjeveszteséget okozott. Bizonyos mintatipusok esetén a Cleanup
Kit nélkiilozhetetlen, vérplazma mintaknal példaul csokkenti a magas sokoncentraciot,
ami egyébként negativan hat az izoelektromos fokuszalasra. A mintatisztitds soran

mindig torekedniink kell arra, hogy minél kevesebb tisztitdsi 1épést hasznaljunk,
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csokkentve a protedzok karositd hatdsanak lehetdségét. Tehat egy ilyen tisztitod kit
hasznélata, csak abban az esetben indokolt, ha szignifikdns javulds érhetd el a
segitségével. A Cleanup Kit hasznalatdval atlag 488 (szérds: 72) fehérjefolt volt

detektalhat6 a géleken.

pHS pHS

molekulatomeg
. X
molekulatémeg

’ (]

7. abra: Csirkemaj minta 2D-PAGE képe a két kiilonbo6z6 lizis puffer

alkalmazasaval
Bal oldali gélkép: 8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte 3/10
ampholyte (lizis pufter), DeStreak-es rehidratalo puffer, 150 pg fehérje, tobblépéses fokuszalas, 13%-os
g¢l, Coomassie G-250
Jobb oldali gélkép: 8,5 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte
ampholyte (lizis puffer), DeStreak-es rehidratalé puffer, 150 ng fehérje, tobblépéses fokuszalas, 13%-os
g¢l, Coomassie G-250

A fehérjék elvalasztasat pH 3-10 és pH 5-8-as tartomanyban is elvégeztiik. A §.
abran lathato, hogy a pH 3-4,5 tartomanyban elhanyagolhat6 a spotok szdma, a pH 8-
10-es savban ugyan lathatunk fehérjéket, de mégis érdemesebb ezt a régiot elhagyni
annak érdekében, hogy a fehérjék dontd tobbségét tartalmazo pH 5-8-as tartomany
felbontasast noveljiik, ezaltal a markerfehérjék megtaldlasanak esélye is nd. Ezek
alapjan a szelén indukcié hatasainak detektdldsdhoz a késObbiekben a pH 5-8-as

tartomanyu IPG stripeket hasznaltuk.

A stripekre felvitt optimalis fehérjemennyiség kivalasztasat kizardlag a festési
eljarassal parhuzamosan lehet tesztelni, hiszen a kiillonbozd festékek kiilonbozd
érzékenységlick. A csirkemaj mintdk esetén egy eziistfestéssel kozel azonos

érzé¢kenységli Colloidal Coomassie G-250-es festést, illetve egy ultraérzékenységii
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eziistfestést alkalmaztunk. Az eziistfestés esetén mar 20 pg-nyi fehérje elegendd volt a
kétdimenzids elvalasztdshoz, a detektalt fehérje foltok szama atlag 710 (szoras: 40) volt.
Ezzel szemben a Coomassie festésnél 150 pg volt az a fehérje mennyiség, ahol a spotok
még nem folytak 6ssze, de szamuk az eziistfestés soran azonositott folt szammal kozel
azonos volt (atlag: 698, szoras: 33). A 9. dbrdn egy olyan gélképet mutatunk be,
melynél a felvitt fehérje mennyisége 300 pg volt. Lathato, hogy a pH 5-8-as, 70-240
kDa-os tartomanyban, ahol a legtobb fehérjét varnank, nem tudunk megkiilonboztetni
egyedi pontokat, mert a nagy anyagmennyiség miatt azok Osszemosodnak. Annak
ellenére, hogy mindkét festék megfeleléen miikodott, mi mégis a Colloidal Coomassie
G-250-es festést valasztottuk. Ennek az az oka, hogy a tomegspektrometrias analizis
sordn a coomassie-val festett spotokat sokkal konnyebb kezelni, ugyanis a festék
kivonasa lényegesen egyszerlibb, mint az eziisttel festett spotok esetében. Illetve azt is
figyelembe vettiik, hogy a nagyon kis mennyiségli fehérje minta felvitele esetén (20 pg
az eziistfestésnél) megndhet a mintafelvitel pontatlansagbol eredd eltérések szdma a
gélképeken.
pH3  pHS pHE pH10

h

molekulatémeg

8. abra: Csirkemaj minta 2D-PAGE gélképe pH 3-10-es tartomanyban

8,5 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte (lizis puffer),
DeStreak-es rehidratalé puffer, 150 pg fehérje, tobblépéses fokuszalas, 13%-os gél, Coomassie G-250

Az izoelektromos fokuszalas sordn kétféle beallitast teszteltliink (egy- €s tobblépéses
fokuszalas). Az egylépéses fokuszalassal nem értiik el a kivant eredményt, az /0. dbran
lathatd, hogy szamos vizszintes csik megjelent a gélképen. Ennek a jelenségeknek a
hatterében a nem megfeleld izoelektromos fokuszalas all (2D-DOCTOR, BIO-RAD).
Mivel mindkét tipusu fokuszalas esetén 6sszesen 20000 Vh volt a teljes fesziiltség X id6

szorzat, ezért nem az okozta a problémat, hogy ez az érték til alacsony volt. A
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tobblépéses fokuszalas soran az els6é 1épésben egy alacsony fesziltség értéket
hasznaltunk (250 V) és csak ezutan kezdtiik linearisan ndvelni, majd csak a harmadik
Iépésben keriilt sor gyors fesziiltség emelésre. Valosziniileg ez a kezdeti alacsony
fesziiltség segit a fehérjéknek, hogy megkezdjék migracidjukat a gélben a sajat
izoelektromos pontjuk felé. Ezzel ellentétben az egylépéses fokuszalds gyorsan
emelkedd fesziiltsége nem kedvez a nagy molekulatomegili fehérjéknek. Ezek alapjan a

valasztottuk a tobblépéses fokuszalast a tovabbi futtatasokhoz.
pH3 pH 10

molekulatémeg

9. abra: Csirkemaj minta 2D-PAGE gélképe 300 pg fehérje esetén
8,5 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte (lizis puffer),
DeStreak-es rehidratalé puffer, tobblépéses fokuszalas, 13%-os gél, Coomassie G-250

molekulatomeg

| . .
' . . -
W 2

10. abra: Csirkemaj minta 2D-PAGE képe egylépéses izoelektromos fokuszalas

alkalmazasaval
8,5 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte (lizis puffer),
DeStreak-es rehidratalé puffer, 20 pg fehérje, 13%-os gél, eziistfestés
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A masodik dimenzidban térténd molekulatdmeg szerinti

elvalasztas soran

kiilonbozd akrilamid koncentracidju (%T) géleket teszteltiink. A 10%-os koncentracio

tul alacsonynak bizonyult, ugyanis a nagy molekulatomegii fehérjék nem valtak el

egymastol a futtatas ideje alatt. Ha pedig noveltiik volna a futtatasi id6t, akkor a kis

molekulatomegli fehérjék kifutottak volna a gélbdl. A 15%-os poliakrilamid gél esetén

nagymértékben megnétt a futtatdsi id6, viszont az elvdlasztds hatékonysdga nem

novekedett. A 13%-o0s gélek mind a futtatdsi 1d6 szempontjabol, mind az elvalasztas

hatékonysaganak szempontjabol idealisnak bizonyultak, ezért a tovabbiakban ezt a

koncentraciét alkalmaztuk.

Az optimalizalas soran kivalasztott idedlis paraméterek Osszefoglalasa a 6.

tablazatban lathato.

6. 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

Fehérjemennyiség

150 pg

Rehidratalé puffer osszetétele

- 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

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

Tobb 1épésben: 1. 1épés -250 V 15 perc
2. 1épés -4000 V 2,5 ora
3. 1épés -4000 V 20000Vh

SDS poliakrilamid gél koncentracidja

13%

Festés modja

Coomassie G-250
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5. 1. 2. A kontroll és a kezelt csoport maj proteomjanak odsszehasonlitasa soran

kapott eredmények

Munkank soran elvégeztik a kontroll és a kezelt csoport mdj szovetének
Osszehasonlitd proteomikai elemzését. Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézist
hasznaltunk a fehérjék elvalasztasdhoz és Colloidal Coomassie G-250 festéssel tettiik
lathatova a spotokat. Atlagosan 708 (szoras: 44) fehérjefoltot detektiltunk egy-egy
gélen. A 708 fehérjefolt koziil, 18 folt intenzitdsdban tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget (p<0,05), ezek koziil 14 fehérjét sikeriilt tdmegspektrométerrel azonositani
(11. abra). 8 spot intenzitasa a kezelt csoportban volt magasabb, mig 6 spot esetén a
kontroll csoportban detektaltunk nagyobb expresszids szintet (7. tdbldzat). Az utdbbi
esetben valojaban azt latjuk, hogy a kezelés (emelt szelén bevitel) hatdsira ezen
fehérjék kevésbé expresszalodnak. Az azonositott fehérjék neve és Uniprot

adatbazisbeli azonositdja a 8. tabldazatban szerepel.

molekulatémeg

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

azonositott fehérjék jelolve a gélen
8,5 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte (lizis
puffer), DeStreak-es rehidratalé puffer, 150 pg fehérje, tobblépéses fokuszalas, 13%-os gél, Coomassie
G-250
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7. tablazat: A kontroll és a szelénnel kezelt csoport kozott expresszios kiilonbséget

mutaté spotok atlag V% (intenzitas) és szoras értékei

Spot Csoport Atlag Szords Szig:iinﬁtkﬁjr;cia
Ell e e T
157 Yezal XY 0,029 0.009
i e e T
190 Tezal e 120 0.003
TEE B T
TRl e e R T
301 ksen;;?tll g?gg ggé; 003
T e e T
363 kEEn;;TtII ggg? ggg; 0 00a
o Tazat 0088 003 0,000
1776 ksen;;?tll gggg gggg 0008
4320 ‘ezal 272 037 0.015
6069 kl?en;;t” gﬂ; ggi? 0007
T e 2 S T

A kezelt csoportban megemelkedett expresszids szintet mutatd fehérjék:

A 160-as fehérje foltban azonositott peptidek az altalunk hasznalt fehérje
adatbazisban (teljes Uniprot adatbazis, mely a Swiss-prot és a TTEMBL adatbazisokat
tartalmazza) hazityuk esetén egy ,,Uncharacterized protein”-nél mutattdk a legnagyobb
szekvencia lefedettséget. Az Uniprot adatbazisban ,,Uncharacterized protein”-ként
szerepld fehérjéket még nem irtdk le abban az adott fajban, ezért a nukleotid
szekvenciajuk alapjan hatarozzak meg a fehérje szekvenciat. Ezek a fehérjék a
szekvencia hasonlosagok alapjan besorolhatok fehérje csaladokba, illetve a funkciojukra
is lehet kovetkeztetni. Az altalunk azonositott fehérje az aldehid dehidrogenazok
csoportjaba tartozik, ¢és szekvencidja alapjan a szarvasmarha ,alpha-aminoadipic
semialdehyde dehydrogenase” fehérjével homolog. Ez a fehérje egy multifunkcionalis

enzim, mely kozvetitoként vesz részt a sejtek védd mechanizmusaiban. Egyik feladata,
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hogy a betain aldehidbdl betaint allit eld, ami egy fontos ozmolit és metil donor,

valamint antioxidans funkciot is betolt. Mésik fontos szerepe, hogy védi a sejteket az

oxidativ stressztdl azaltal, hogy metabolizdlja a lipid peroxidacié soran keletkezett

aldehideket. Mindezeken kiviil még a lizin katabolizmusban is részt vesz (FONG és

mtsai, 2006, BROCKER ¢s mtsai, 2010). A kontroll csoporthoz képest a kezelt

csoportban 2,3-szor magasabb volt ennek az enzimnek az expresszidja.

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

csoport kozott expresszids kiilonbséget mutattak

Azonositott
, - peptidek Elméleti
Spot Azonositott fehérje Uniprot azonositd Homolo,g‘feherje': szama/% pl/Mw Arziny3
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 23
(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 | FProteasome subunit FINFIS (Gallus gallus) 1043 |6,129322| 14
alpha type
301 Peroxiredoxin-6 FINBVO (Gallus gallus) 14/66 6,0/25.076 | 1,2
342 RNA'bmgjfg Protein 1 ocwz3 (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 | 0,4
374 ADF actin binding C7G537 (Gallus gallus) 6/51 5,3/16.106 | 4.8
protein
1776 | Malate dehydrogenase, | o7y > (Gallus gallus) 14/55  |6,936.543| 13
cytoplasmic
4320 Alpha-enolase FINZ78 (Gallus gallus) 16/49 6,4/47.333 1,7
Uncharacterized protein acyl-CoA
6069 (Fragment) FIN8C3 (Gallus gallus) dehidrogensz csaléd 22/35 - 0,6
15301 | 3-mereaptopyruvate |y ceng Gallus gallus) 047  |5.833.221 13
sulfurtransferase

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

2 Swissprot adatbazisban szerepl§ izoelektromos pont/molekulasily értékek

3 A kontroll csoporthoz viszonyitott arany a V% értékek alapjan
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A 190-es spotban azonositott fehérje 2,4-szer magasabb expresszios szintet mutatott
a kezelt csoportban. Citoplazmatikus aktinként azonositottuk ezt a fehérjét, mely a
majsejtek fehérjéinek 2%-at teszik ki. Ezek a proteinek szerepet jatszanak a sejtek belsd
vazanak, a citoszkeletonnak a létrehozasaban, ezaltal a sejtek alakjanak kialakitasaban,
valamint a belsé transzportfolyamatok kivitelezésében, jelatviteli folyamatokban és a

sejtosztodasban is kulcsfontossagiiak (SMALL és mtsai, 1999).

A proteaszoma alfa tipusu alegység fehérjéjét azonositottuk a 268-as spotban,
melynek intenzitasa 1,4-szer nagyobb volt a kezelt csoportban a kontrollhoz képest.
A proteaszéma egy proteinaz komplex, mely a sziikségtelenné valt, vagy degradalodott
fehérjék lebontasat végzi a citoplazmdban. Bizonyos peptidkdtéseknél képes hasitani a
fehérjéket, igy hét-nyolc aminosav hossziisagu peptidlancok keletkeznek. A
proteaszomalis degradacios utvonal nagyon fontos a sejtek életfolyamataiban, részt vesz
a sejt ciklus kialakitasaban, a génexpresszid szabalyozasaban €s az oxidativ stresszre
adott valaszban (MURATA és mtsai, 2009). A proteaszoma maga egy henger alaki
szerkezet, melynek belsejében talalhatd a proteolitikusan aktiv rész, négy, gytirii alaka
kozponti egységként. A belsoé két gylir(it a béta-alegységek épitik fel, melyek az aktiv
proteaz helyeket tartalmazzak, mig a két kiilsé gylrii az alfa alegységeket foglalja
magéaba, melyek tulajdonképpen kapuként funkciondlnak, eldontve mely proteinek
léphetnek be a proteaszoma komplexbe (KOHLER és mtsai, 2001; JUNG és mtsai,
2009).

Egy antioxidédns enzimet azonositottunk a 301-es spotban, ez a peroxiredoxin 6,
melynek expresszidja 1,2-szer volt nagyobb a kezelt csoportban. A peroxiredoxinok
csaladjaba tartoz6 enzimek, a citokinek altal indukalt peroxid szintet szabalyozzak és
jelatviteli folyamatokban kozvetitoként miikkédnek kozre (RHEE és mtsai, 2005). A
tobbi peroxiredoxinnal ellentétben ez a tipus nem szelénfiiggd (KANG és mtsai, 1998).
Az enzim kettds funkcioval rendelkezik, részt vesz a sejtek redox szabalyozéasaban,
redukalja a hidrogén-peroxidot, a rovid lancu zsirsavakat és a foszfolipid hidroxi-
peroxidokat. Mindezek mellett foszfolipaz aktivitdsa is van, igy a foszfolipid
metabolizmusban is szerepet jatszik (CHAE és mtsai, 1994; FISHER, 2011). Oxidativ

stressz hatdsara n6 az expresszidja (KIM és mtsai, 2003).
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A 374-es foltban azonositott ,,ADF actin binding protein” esetén a kezelt
csoportban 4,8-szoros expresszids kiillonbséget detektaltunk a kontrollhoz képest. Az
aktin depolimerizal6 faktorok (ADF), a mikrofilamentumok kozé tartoznak. Az altalunk
azonositott aktin koté fehérje a citoszkeletalis aktin szabalyozasaban vesz részt, azaltal,
hogy kalciumtdl fiiggetleniil képes az F-aktinhoz (fibrilldis aktin) kotddni, de nincs
kozvetlen szerepe az aktin depolimerizacidban (CARLIER ¢és mtsai, 1997). Az 5-
lipoxigenaz chaperonjaként is funkciondl, ez az enzim az immunsejtek leukotrién

bioszintézisében vesz részt (RAKONJAC ¢és mtsai, 2006).

1776-0s foltban a malat dehidrogenaz enzim citoplazméban eléforduld izoformajat
azonositottuk, melynek expresszidja 1,3-szor volt nagyobb a kezelt csoportban. Szamos
izoforméja létezik ennek az enzimnek, de a citoplazmatikus és a mitokondridlis a
legfontosabbak. A mitokondrialis valtozat a citromsav-ciklus egyik kulcsenzime, mely a
malét oxidaciojat katalizdlja (MUSRATI és mtsai, 1998). Az altalunk is azonositott
citoplazmatikus forma a malat-aszpartadt inga része. Ez egy specidlis mechanizmus
(redox inga), mely lehet6vé teszi, hogy a citoszolban, példaul a gliikkdz lebontasakor
keletkezett redukalt koenzimekrél a hidrogének bejussanak a terminalis oxidacioba. Igy
a citoszolban keletkezd NADH reduktiv kapacitasa a mitokondriumban talalhatéo NAD"
NADH-va redukéldsaként jelenik meg a membrdn mindkét oldalan megtalalhatod
enzimek kozremiikodésével. A citoplazmatikus malat dehidrogenaz reverzibilisen
katalizdlja a malat oxidaciot oxalecetsavvd a NAD™ redukaldsaval NADH-va

(MINARIK és mtsai, 2002).

Az enolazok csaladjéba tartozo alfa-enoldz egy glikolitikus enzim, melyet a 4320-as
spotban azonositottunk. Az enoldz enzimek a glikolizis utols6 el6tti Iépésében
lejatszodo 2-foszfoglicerat - foszfoenolpiruvat konverziot katalizaljak (PESHAVARIA
¢s DAY, 1991). Az enoldzoknak harom izoformdja ismert, az alfa, a béta és a gamma.
Az alfa-enolaz sokféle szovetben expresszalddhat, a gamma-enoldz csak az
idegrendszeri sejtekben jelenik meg, a béta-enolaz pedig egy izom-specifikus fehérje,
mely a harantcsikolt izmokban fejezddik ki (CHEN ¢és mtsai, 1976). A 4320-as spot
intenzitasa 70%-kal volt nagyobb az emelt szelén tartalmt takarmannyal etetett csoport

egyedeiben.
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A 15301-es foltban egy ,,3-mercaptopyruvate sulfurtransferase” nevii fehérjét
azonositottunk, mely a sejtek mitokondriumédban lokalizdloédik. Az enzim a 3-
mercaptopiruvat + cianid-bol torténd piruvat + tiociandt termelddést katalizalja
(VACHEK ¢és WOOD, 1972). Antioxidans enzimnek tekinthetd, hiszen a szervezet
szamara karos cianidbdl, egy kevésbé toxikus tiocianatot allit el6. Emellett ez az enzim
képes a szelén megkdtésére ¢és hatékony szallitdsdra is, valamint a cisztein-
metabolizmusban is részt vesz (OGASAWARA ¢és mtsai, 2005). E fehérje esetén 1,3-
szor nagyobb expresszios szintet detektiltunk a szelénes csoportban a kontrollhoz

viszonyitva.

A kezelt csoportban lecsokkent expresszids szintet mutato fehérjék:

134-es ¢s 137-es spotban is a foszfoenolpiruvat karboxikindz fehérjét
azonositottunk. Valoszinilileg egy poszt-transzlaciés modositas kovetkezménye, hogy
két kiilonbozo pl pozicidban ugyanaz a fehérje volt jelen. A 134-es és a 137-es folt
esetében is a kezelt csoportban ennek az enzimnek kozel felére csokkent az
expresszidja. A foszfoenolpiruvat karboxikindz fehérje egy enzim, mely GTP
felhasznaldsaval katalizalja az oxalecetsavbol torténd foszfoenolpiruvat szintézist a
glilkoneogenezisben (DELBAERE ¢és mtsai, 2004). A glilkoneogenzis az a folyamat,
mely soran a laktatbol és egyéb citromsav ciklus intermedierbdl gliikkoz képzodik, a
gliilkdz homeosztazisaban esszencidlis ez az utvonal. A foszfoenolpiruvat szintézise
részben a mitokondriumban részben a citoplazmaban jatszodik le. Ez a 1épés képes a
gliikoneogenezis sebességét szabalyozni. A gliikoneogenezis sordn, egy-két kivételtol
eltekintve, a glikolizis enzimei miikodnek forditott irdnyban, de a piruvat kindz, mely a
foszfoenolpiruvat-piruvat atalakulést katalizalja, irreverzibilis, ezért a foszfoenolpiruvat
karboxikinadz egy alternativ utat biztosit a piruvat kinazzal ellentétes iranyu reakciod
kialakitasara (YANG ¢és mtsai, 2009). A vér glikdzszintje befolyasolja a
foszfoenolpiruvat karboxikindz expresszigjat, illetve a glukagon és kortizol hormonok

tiriilésének mértéke is hatassal van az enzim mennyiségére (HANSON, 1997).

A 231-es spotban 1évd fehérjét ,,Uncharacterized protein”-ként azonositottuk az
Uniprot adatbazis alapjan. A t6kés réce fajban mar leirasra keriilt ez a fehérje, glicerol-
3-foszfat-dehidrogendz néven. Ez egy NAD+ fliggd enzim, mely a dihidroxi-aceton-

foszfat reverzibilis redox atalakulasat katalizalja glicerol 3-foszfattd. A dihidroxi-
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aceton-foszfat a majban ¢€s a zsirszovetben a gliikozbol a glikolizis soran keletkezik, és
redukcioval a glicerol-3-foszfat-dehidrogendz hatasara alakul ki a glicerol-3-foszfat
(OU és mtsai, 2006). Ez az enzim mind a szénhidrat metabolizmusban, mind a zsirsav
metabolizmusban részt vesz. A szervezetben a zsirsavak trigliceridek formajaban
raktarozodnak. A trigliceridek a majban és a zsirszovetben keletkeznek. A trigliceridek
szintézisének egyik fontos utvonalaban az aktivalt zsirsav a glicerol-3-foszfathoz
kapcsolodik (HARDING ¢és mtsai, 1975). Az enzim expresszidja 40%-os csokkenést

mutatott a kezelt csoportban.

A 342-es spotban egy génexpresszidt is befolyasol6 RNS kotd fehérjét
azonositottunk, ez az ,,RNA-binding protein 8A”. Az exonok kapcsolddasat jelzd
multiprotein komplex részét képezi ez a fehérje. A komplex feladata az exon-exon
hatarok pozicidjanak jelzése az érett mRNS molekulan (DREYFUSS et. al., 2002). Az
altalunk azonositott fehérje a komplex kdzponti részét képezi, mely az mRNS-hez valo
kotédést biztositja a teljes mRNS metabolizmuson keresztiil. Igy részt vesz példaul a
magi mRNS transzportjaban, az mRNS-ek sejten beliili lokalizacidjdban és transzlacio
hatékonysaganak szabalyozasdban (HIR és mtsai, 2001). A kezelt csoportban kozel

felére csOkkent az RNS koto fehérje expresszioja.

A 363-as foltban egy masik RNS-kotd fehérjét azonositottunk, ez az ,,eukaryotic
translation initiation factor SA-1”, expresszidja harmadara csokkent a kezelt csoportban.
Ez a fehérje mar a transzlacié kezdd 1épésében kapcsolodik az mRNS-hez és az
elongacid sordn is jelen van, a riboszoéma kis és nagy alegységének 0sszekapcsolodéasat
segiti, emellett GTP-4z aktivitas aktivizalasara is képes (HIR és mtsai, 2006). Funkcioja
sokrétl, részt vesz az apoptdzis szabalyozasaban, a sejtciklus kialakitdsdban, az aktin
fehérje dinamikajanak szabalyozasdban ¢s az mRNS szint szabalyozasdban is

(TAYLOR és mtsai, 2007).

A 6069-es foltban azonositott fehérje szintén ,,Uncharacterized protein”-ként van
feltiintetve az Uniprot adatbazisban. Ezen fehérje esetén nem tudtunk konkrét fehérje
homolégot megadni, mivel az adatbazisban még nem szerepel ilyen, viszont a fehérje
adatbazisbol kidertil, hogy az acetil-koenzim A dehidrogenazok csaladjaba tartozik ez
az ismeretlen fehérje. Ezek az enzimek a zsirsavak béta-oxidaciojanak kezdeti 1€pését

katalizaljak a sejtek mitokondriumaban, FAD kofaktor sziikséges ahhoz, hogy a
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szubsztrathoz tudjanak kapcsolodni (THORPE és KIM, 1995). A béta-oxidacid a
zsirsav lebontés elsdé 1épése, a folyamat sordan a hosszil szénlancu zsirsavakbol acetil
koenzim A molekuldk keletkeznek, melyek késobb a citromsav ciklusba lépnek be és
folytatjak tovabb metabolikus utjukat (SCHULZ, 2008). A kezelt csoportban kozel

felére csOkkent ennek a fehérjének az expresszioja.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a szelén csokkentette a
glilkoneogenezis intenzitasat, hiszen a kezelt csoportban majdnem felére csokkent a
foszfoenolpiruvat karboxikindz expresszioja, mely képes a gliikoneogenezis sebességét
szabalyozni. Hasonlé eredményre jutottak IIZUKA ¢és munkatarsai (1993) is patkanyok
esetén, megallapitottdk, hogy szelén hatdsdra szignifikdnsan csokkent a
glilkoneogenezis sebességét befolydsold enzimek mennyisége, viszont a glikolizisben
résztvevé néhany enzim mennyisége szignifikdnsan megnovekedett. BECKER és
munkatarsai  (1996) is megallapitottdk, hogy szelén hatdsara csokkent a
glilkoneogenezis enzimeinek (koztiik a foszfoenolpiruvat karboxikinaznak is) aktivitasa,
valamint az ezen enzimeket kodold génekrdl 4atirodd mRNS mennyisége is. A
glilkoneogenezis intenzitasanak csokkenése Osszefiiggésbe hozhat6 a kezelt csoportban
tapasztalt alfa enolaz szint emelkedéssel. Az alfa enoldz katalizalja a foszfoenolpiruvat
szintézist a glikolizisben, mely a foszfoenolpiruvat karboxikindz enzim 4ltal katalizalt
reakcid végterméke is. A szelén okozta foszfoenolpiruvat karboxikindz expresszid
csokkenés a foszfoenolpiruvat mennyiségét is csokkentette, ennek ellensulyozasaként
emelkedhetett az alfa enolaz expresszidjanak mértéke (/2. abra).

Az alkalmazott kezelés a zsirsavak metabolizmusara is hatdssal lehetett. Ezt az
alapjan feltételezziik, hogy a glicerol-3-foszfat-dehidrogendz enzim expresszios szintje
lecsokkent a kezelt csoportban. A glicerol-3-foszfat-dehidrogendz altal katalizalt
reakcio végterméke a glicerol-3-foszfat, melyhez a trigliceridek szintézisének egyik
utvonaldban az aktivalt zsirsav kapcsolodik. Az enzim expresszidjanak csokkenése a
végtermék mennyiségének csokkenését vonja maga utdn, mely a zsirsavak
termelddésének intenzitdsat is csokkentheti. A zsirsav szint csokkenés hatassal lehetett a
zsirsavak lebontasanak folyamatéra is, ezt igazolni latszik, hogy a kezelt csoportban
lecsokkent acetil-koenzim A dehidrogendz expressziot tapasztaltunk. Ezek az enzimek a
zsirsavak béta-oxidacidjanak kezdeti 1épését katalizaljak, a béta-oxidacié a zsirsav
lebontas egyik els6é 1épése (/2. dbra). CZAUDERNA ¢és munkatarsai (2011)
patkdnyokon végzett vizsgélataik soran megallapitottdk, hogy mar 0,5 mg/kg

64



mennyiségben alkalmazott szelén csokkentette a telitett zsirsavak mennyiséget. Hasonlo
eredményre jutottak nutridk vizsgalata esetén is (GLOGOWSKI és mtsai, 2013), a
takarmanykeverékben 0,36 mg/kg szelént alkalmaztak és megallapitottdk, hogy a

zsirsavak mennyisége szignifikdnsan lecsokkent a majban.

A két csoport kozotti legnagyobb expresszids 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 szabalyozasat végzo fehérjék expresszidja is. Az irodalomban
nem talaltunk arra vonatkozdan konkrét adatokat, hogy a szelén befolyéasolja-e az aktin
¢s a hozzé kapcsolodo fehérjék expresszigjat. MIYAGUCHI (2004) egy tanulméanyban
arrol szamolt be, hogy a szelén kotd fehérje az aktin monomerek Gsszeépiilését segiti, ez
kozvetet bizonyiték lehet a szelén €és az aktin fehérje kozotti kapcsolatra. Az altalunk
alkalmazott magas szelén dozis miatt, a mdjsejtek nagyobb igénybevételnek lehettek
kitéve. Ezért valdszintileg sziikségessé valt, hogy a majsejtekben lejatszodo transzport-
¢s jelatviteli folyamatok intenzitasa ndvekedjen, a citoszkeletalis aktin ezen folyamatok
kivitelezésében is kulcsfontossagu, igy ez lehetett az oka az aktin fehérje jelentds
expresszios 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 kozé tartozik. Az ,alpha-aminoadipic = semialdehyde
dehydrogenase” a lipid peroxidacié sordn keletkezett aldehideket metabolizalja. A
peroxiredoxin-6 redukdlja a hidrogén-peroxidot, a rovid lanct zsirsavakat és a
foszfolipid hidroxi-peroxidokat. A ,,3-mercaptopyruvate sulfurtransferase” fehérje a
karos cianidot alakitja at és képes a szelén megkotésére €s szallitdsara is. A szelén
¢lettani hatasa ambivalens, hidnyaban betegségek alakulnak ki, tiladagoldsa viszont
mérgezést okozhat. Az altalunk vizsgalt kezelt csoport allatai esetén nem tapasztaltuk a
mérgezeEs tiineteit, de ettdl fliggetleniil az ilyen magas dézisban adagolt szelénnek (4,25
mg/kg szelén volt a kezelt csoport takarméanykeverékben, az Eurdpai Unidban 0,5
mg/kg-ban maximalizaltdk a takarmanykeverékekben alkalmazhatdé mennyiséget) mar
lehetnek karos hatdsai. A talzott szelén bevitel kéarosithatja az antioxidans rendszert, a
glutation-peroxiddzok aktivitasa csokken (GAAL, 1998), a lipid peroxidacios

folyamatok intenzitdsa viszont nd, mely nekrotikus szovetkarosodast is okozhat,
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sejtmembranok  karosodhatnak, enzimmiikodés gatlas ald keril (FEE ¢és
TEITELBAUM, 1972; MEZES és MATKOVICS, 1986). Valodszinlileg az altalunk
végzett vizsgalatban is errdl lehet szo, hiszen nem detektaltunk emelkedett glutation-
peroxidaz expressziot, de a lipid peroxidacio termékeinek lebontasat katalizalé enzimek
expresszioja megnott. Ezzel a kéaros folyamattal lehet 0sszefiiggésben a proteaszéma
alfa tipust alegység fehérje expresszidjanak novekedése is a kezelt csoportban, ez a
komplex a degradalodott fehérjék lebontasat végzi, valosziniisitjiik, hogy az antioxiddns

rendszer kdrosodasaval parhuzamosan szamos fehérje is degradalodik.
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12. abra: A szénhidrat metabolizmus fontosabb lépései és a zsirsav
metabolizmushoz valé kapcsolodasi pontjai
z61d jelolés: szelén hatdsdra megemelkedett expresszid, piros jelolés: szelén hatasara
lecsokkent expresszid

(ZAPARTY és mtsai, 2009; ZHU és mtsai, 2012 nyoman)
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5. 2. Kiilonb6z6 genotipusu novendék kosok hosszu hatizom szovetének

proteomikai elemzése

5. 2. 1. Juh hosszu hatizom kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézisének

optimalizalasi eredményei

A juh hosszu hatizom 2D-PAGE metodika optimalizaldsa soran szamos beallitast
teszteltiink a lizis pufferek, a pH tartomany, a rehidratalo pufferek és az izoelektromos
fokuszalas esetén.

Tudomasunk szerint ezidaig két olyan kozlemény latott napvilagot, mely juh
izomszovet proteomikai vizsgalataval foglalkozik (HAMELIN ¢és mtsai, 2007; DE
ALMEIDA ¢és mtsai, 2013). A két tanulmanyban teljesen méas protokoll szerepel a
fehérjék izolalasara vonatkozdan (mindkét esetben kb. 300 spot detektalhato a géleken).
Ez nem meglepd a proteomikdban, hiszen egy adott szovettipusra nézve szdmos
kiilonb6z6 protokollal talalkozhatunk a szakirodalomban. Azonban egyik sem mondhat6
altalanos érvénylinek, mely minden laboratériumban, minden kisérleti beallitas mellett

miikddik.

Vizsgalatunkban a fehérjék izolalasara kétféle lizis puffert teszteltiink:

- 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte
ampholyte (1-es lizis puffer). Ez egy altalanos 6sszetételii lizis puffer, mely tartalmazza
azokat a vegyszereket (jellemzden ezen koncentraciokban), melyeket izomszdvet esetén
gyakran hasznalnak allatfajtol fliggetlendil.

- 8,5 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 65 mM DTT, 40 mM Tris pHS, 1| mM
EDTA, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte ampholyte (2-es lizis puffer). A masodik lizis
hogy a nehezen oldatba vihetd fehérjék mennyiségét noveljik a mintankban. A kis
koncentracioban hozzdadott EDTA a fémionok megkotésére szolgdl, melyek a
késdbbiekben a zavart okozhatnak az izoelektromos fokuszalas soran. A lizis pufferhez
adott Tris a pH-t stabilizalja.

A megfeleld lizis puffer kivalasztasat a megfeleld rehidratalo puffer kivéalasztasaval

parhuzamosan végeztiik. A rehidratalo puffer esetén is két kombindciot teszteltiink:
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- normal rehidratalo oldat: 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 50 mM DTT,
0,2 V/V% 100X Bio-Lyte ampholyte, 0,002 m/V% bromfenolkék

- DeStreak rehidratal6 oldat: 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/V% CHAPS, 15 mg/ml
DeStreak reagens, 0,2 V/V% 100X Bio-Lyte ampholyte, 0,002 m/V% bromfenolkék

A rehidratalo pufferek a redukal6d agens tipusaban kiilonboztek. Néhany szovettipus
eléforduld vizszintes csikozottsagot.

A két lizis puffer és a két rehidratalo puffer tesztelése négy kombinacidban tortént.
Legjobb eredményt az 1-es lizis puffer és a DTT tartalmi rehidrataldo puffer
kombinaciojaval értiik el. Megallapitottuk, hogy a DeStreak reagens hasznalata egyik
lizis puffer esetén sem csokkentette a bazikus régid csikozottsagat, ezért hasznalata nem
indokolt (/3. abra). Az 1-es és 2-es lizispuffer hasznalata soran szignifikans kiilonbség
mutatkozott a fehérje foltok szamat illetden. A Delta2D gélelemzé szoftver
hasznalataval megallapitottuk, hogy az 1-es lizis puffer alkalmazasaval atlagosan 310
(sz6ras: 33) fehérjefolt detektalhatd a géleken, mig a 2-es puffer esetén atlagosan 200
(széras: 29) fehérjefolt. Ebbdl egyértelmiien kideriil, hogy az irodalomba altalanosan

kozolt pufferdsszetétel a juh izomszovet esetén nagyobb hatékonysaggal miikodik.

pH3 pHIC,

molekulatémeg

13. abra: Juh vazizom 2D-PAGE képe a 2-es lizis puffer és a DeStreak-es

rehidratalé puffer alkalmazasaval

8,5 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 65 mM DTT, 40 mM Tris pH8, 1 mM EDTA, 0,2% 100X Bio-
Lyte ampholyte (lizis puffer), tobblépéses fokuszalas

A fehérjék elvalasztasat pH 3-10 és pH 5-8-as tartomdnyban végeztiik el. Az /4.
abran lathatd, hogy a pH 3-5 tartomanyban elhanyagolhat6 a spotok szdma, a pH 8-10-
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es savban ugyan lathatunk fehérjéket, de ez a régié a mar fentebb emitett bazikus
csikozottsag miatt az elemzés sordn mindig nehezen értelmezhetd, ezért érdemesebb ezt
a régiot is elhagyni és inkabb a kdzépsé (pH 5-8) tartomany felbontdsat novelni. Ezek
alapjan a két fajta kozotti kiilonbségek azonositdsdhoz a késdbbiekben a pH 5-8-as

tartomanyu IPG stripeket hasznaltuk.
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14. abra: Juh vazizom 2D-PAGE képe pH 3-10-es tartomanyban
8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte (lizis puffer),

tobblépéses fokuszalas, normal rehidratalo oldat

Az izoelektromos fokuszalas soran kétféle beallitast teszteltliink (egy- és tobblépéses
fokuszalas). Az egylépéses fokuszalassal nem értiik el a kivant eredményt. A 15. dbran
lathato, hogy szamos vizszintes csik megjelent a gélképen, ennek az az oka, hogy az
adott foltban talalhato fehérjék egy része a fokuszalds ideje alatt nem tudott a sajat
izoelektromos pontjara vandorolni. Ennek a jelenségeknek a hatterében a nem
megfeleld izoelektromos fokuszalas all (INTERNET 4). Mivel mindkét tipusu
fokuszalas esetén 6sszesen 50000 Vh volt a teljes fesziiltség X 1d6 érték, ezért nem az
okozta a problémat, hogy ez az érték tul alacsony volt. A tobblépéses fokuszalas soran
az els6 1épésben egy alacsony fesziiltség értéket hasznaltunk (250 V) és csak ezutan
kezdtiik linearisan novelni, majd csak a harmadik 1épésben keriilt sor gyors fesziiltség
emelésre. Valdsziniileg ez a kezdeti alacsony fesziiltség segit a fehérjéknek, hogy
megkezdjék migracidjukat a gélben a sajat izoelektromos pontjuk felé. Ezzel ellentétben

az egylépéses fokuszalds gyorsan emelkedd fesziiltsége nem kedvez a nagy
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molekulatomegli fehérjéknek. Ezek alapjan a valasztottuk a tobblépéses fokuszalast a

tovabbi frakcionalashoz.

pH 10

molekulatémeg

15. abra: Juh vazizom 2D-PAGE képe egylépéses izoelektromos fokuszalas

alkalmazasaval

8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte (lizis puffer), normal

rehidratalo oldat

Az optimalizalas soran kivalasztott idealis paraméterek O0sszefoglalasa a 9. tablazatban

lathato.

9. 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

Rehidratalé puffer osszetétele

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

bromfenolkék

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

Tobb épésben: 1. 1épés - 250 V 20 perc
2. 1épés - 10000 V 2,5 ora
3. 1épés - 10000 V 50000Vh
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5. 2. 2. A cigidja és szapora meriné fajtak kozott fehérjeszinten mutatkozo

kiilonbségek

Munkank soran elvégeztilk a szapora merin6d és a cigaja fajtak hosszii hatizom
szovetének Osszehasonlitdé proteomikai elemzését. Kétdimenzidos poliakrilamid
gélelektroforézist hasznaltunk a fehérjék elvalasztasdhoz ¢és eziistfestéssel tettiik
lathatova a spotokat. Atlagosan 315 (szoras: 32) fehérje foltot detektaltunk egy-egy
gélen. A 315 fehérjefolt koziil, 27 folt expresszidjaban tapasztaltunk eltérést. A 27 spot
koziil 14-et sikeriilt tdmegspektrometriaval azonositanunk (76. dbra). 9 fehérje spot a
szapora merinoban, 5 pedig a cigajadban mutatott magasabb expresszios szintet. 4 spot
p<0.01, 8 spot p<0.05 és 2 spot p=0.05 (/0. és 11. tabldzat) szinten volt szignifikans.
Az azonositott fehérjéket funkcidjuk alapjan harom csoportba soroltuk: struktarfehérjék,

szénhidrat metabolizmushoz kothetd fehérjék és egyéb feladatot ellatd fehérjék.

pHS pHS

>

molekulatomeg

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

tomegspektrometriaval azonositott fehérjék jelolve a gélen
8 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte (lizis puffer), normal
rehidratalo oldat, tobblépéses fokuszalas
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10. tablazat: A cigaja és a szapora merino kozott expresszios kiilonbséget mutato,

tomegspektrométerrel azonositott spotok atlag V% (intenzitas) és szoras értékei

Szignifikancia

Spot Fajta Atlag Szoras szint (P)
250 mos 0 168 3 005 0,006
264 mot v 037 0,040
293 mos vt 0753 0,042
s mot vori 3005 0,038
563 mos 175 30453 0,000
o7 mot a0 3066 0,033
766 mos 2% a7 0,028
767 mot 250 058> 0,050
798 mos 0308 o072 0,005
085 mot y03¢ 30503 0.3
988 mos Xl 3049 0,025
1024 mot T.080 ORET 0,039
176 mos 221 y et 0.007
1206 mos 5t o077 0.05
Strukturfehérjék

A strukturfehérjék a sejtekben nagy gyakorisaggal fordulnak eld. Szerepet jatszanak
a sejtek belsd vazanak, a citoszkeletonnak a létrehozaséban, ezaltal a sejtek alakjanak
kialakitasaban, a belsé transzportfolyamatok kivitelezésében, jelatviteli folyamatokban
¢s a sejtosztodasban is kulcsfontossaguak (SMALL és mtsai, 1999). A struktarfehérjék
masik nagy csoportja az izommozgas kivitelezésében vesz részt. Ezek a miofibrillaris
fehérjék, melyek kozé az aktin, miozin, tropomiozin, troponin, titin és az alfa-, béta-
aktinin sorolhat6 (COOPER, 2000). Harmadik csoportjuk a kotészovetekben
expresszalodo struktarfehérjék, melyek a szovetek f6 tomegét alkotjak, ide tartozik a
kollagén, elasztin és a retikulin (GALLOP és mtsai, 1972). Az altalunk azonositott
fehérjék koziil, tobb is a struktirfehérjék csaladjaba tartozik.
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11. tablazat: LC-MS modszerrel azonositott fehérjék, melyek a cigaja és a szapora

meriné fajtak kozott expresszios kiilonbséget mutattak

Azonositott peptidek i 2
Spot Azonositott fehérjék Uniprot azonositod szama/% szekvencia Elmele(:]t;;))I/Mw Aréany®
lefedettség'
250 Alpha-actinin-3 QOIII9 (Bos taurus) 28/41 5,3/103.150 2,0
264 | Aconitate hydratase, | ) 0604 o aurus) 7/24 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
563 | ATP synthase subunit | pq4079 o taurus) 55/78 5,0/51.563 6,5
beta, mitochondrial
Stress-induced-
587 . 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 Q3ZCO07 (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 AO0JNJ5 (Bos taurus) 3/49 5,0/20.800 2,3
isoform
Myosin light chain
1024 1/3, skeletal muscle AO0JNJS (Bos taurus) 8/66 5,0/20.800 1,3
isoform
Fast skeletal myosin L
1176 X . B9VGZ8 (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 fehérjébél, és ezek hany szazalékat fedik le a teljes szekvencianak
* Swissprot adatbazisban szerepl6 izoelektromos pont és molekulasuly értékek

3 Cigaja csoporthoz viszonyitott arany a V% értékek alapjan

Az alfa aktinin-3 (250-es spot) egy aktin-kotd fehérje, mely a nagymértékben
konzervalt spektrin szupercsaladba tartozik (BLANCHARD ¢és mtsai, 1989). Fontos
szerkezeti és szabalyozo szerepet jatszik mind a citoszkeleton kialakitdsaban, mind az
izomOsszehuizodasban. A citoszkeletonban az aktin szalakat egymashoz, illetve a
membranhoz kapcsolddo struktirakhoz (pl.:vinkulin, tenzin) kapcsolja. A harantcsikolt
izomsejtekben a szarkomérak Z-vonalaban helyezkedik el, ¢és specifikus
aktinkotohelyekkel rendelkezik, igy a szarkomérdk integritdsdnak fenntartdsdban is
kulcsfontossagli (AGARKOVA ¢és mtsai, 2003). Tulajdonképpen mindkét esetben, a
citoszkeletonban és a harantcsikolt izmokban is, aktin-keresztkotoként muiikodik (/7.
abra) (SJOBLOM és mtsai, 2008; VINCENT és mtsai, 2010). Emberi szoveteken és

egér modelleken végzett kisérletek soran megallapitottak, hogy alfa-actinin-3 hianyaban

73



csokken az izomtomeg, az izomerd ¢s a gyors izomrostok keresztmetszetének teriilete
(VINCENT ¢és mtsai, 2007; MACARTHUR ¢s mtsai, 2008; CHAN ¢és mtsai, 2008).
Vizsgalatunkban a 250-es spotban azonositott alfa aktinin-3 kétszer nagyobb

expresszios szintet mutatott a szapora meriné fajtaban a cigdjahoz viszonyitva.

17. abra: Az alfa-aktinin
A: Citoszkeleton B: Szarkomer (Forras: SJOBLOM és mtsai, 2008)

A 767-es foltban talalhato fehérjét szarvasmarha alfa-aktinként azonositottuk, mely
a szivizomban expresszalédik. Ez a szarvasmarha alfa-aktin 99%-0s szekvencia
homolégiat mutat a juh béta-aktin fehérjével, mely a citoplazméban expresszalodik. A
886-0s spotban azonositott fehérje szintén a citoplazmaban jelen 1évo béta-aktin. Az
aktin fehérjének harom f6 izoformdja Iétezik: alfa, béta és gamma aktin. Az alfa aktin az
izomsejtekben talalhato és az izomdsszehuzodasban vesz részt, ezzel szemben a béta és
a gamma izoforma a citoszkeleton alkotéeleme. A béta-aktin a legtobb sejttipusnal a
sejten beliili mozgasokban jatszik kozvetité szerepet (NAKAJIMA-IIJIMA és mtsai,
1985). Mindkét spotban a szapora merind esetén azonositottunk magasabb expresszios

szintet, ez a 767-es folt esetén 1,4-szeres, mig a 886-os folt esetén 2,6-szoros volt.

Az izommikodés molekularis mechanizmusaban az aktin mellett a masik
meghatarozo6 fehérje a miozin. Egy miozin molekula 2 nehéz és 4 konnyti lancbol all, 2-
2 konnyti lanc kapcsolodik 1-1 nehéz lanchoz a nyaki régioban. A konnyl lancok a
kalmodulin szupercsalaladba tatoznak, két csoportba sorolhatok: az egyik a nem-
foszforilalt vagy esszencialis konnyili lancok (alkilélt), a masik pedig a foszforilalt vagy

mas néven szabalyozo6 konnytl lancok csoportja.
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A 988-as ¢és az 1024-es spotban is a miozin konnyt lanc 1/3 fehérje (MLC1/MLC3),
vazizom izoform4jat azonositottuk. Egyetlen genetikai 16kusz koédolja az MLC1 és az
MLC3 fehérjét a vazizomban. Ezek a fehérjék a nem-foszforilalt konnyti lancok kozé
tartoznak, nem kotnek kalciumot (PERIASAMY és mtsai, 1984). A miozin motor
doménjének szabalyozasat végzik, az aktin kotés és az ATP hidrolizis folyamataban
(TRYBUS, 1994). Mindkét spotban a szapora merindban detektdltunk magasabb
expresszios szintet, a 988-as esetén 2,3-szoros, az 1024-es esetén 1,3-szoros volt a

kiilonbség.

Egy tovéabbi spotban (1176) a miozin konnyli lancok masik csoportjdba tartozo
miozin kdnnyti lanc 2 fehérjét azonositottunk. Ezt a fehérjét az izomdsszehtizodas soran
a Ca2+/kalmodulin fiiggd miozin kdnnyi lanc kinaz foszforilalja (SWEENEY, 1993). A
foszforilacié fokozoddasaval az izomosszehuzodas is fokozodik, mivel né a miozin ATP-
az aktivitasa. Patkanyokon és egereken végzett kisérletek sordn megallapitottak, hogy
ez a fehérje csak a vazizomban expresszalodik, mind az 0jsziil6tt, mind a kifejlett
allatok esetén (EINAT és mtsai, 1987). Fajta 0sszehasonlité vizsgalatunk soran 2,3-szor

nagyobb expresszidt detektaltunk a szapora merinoban a cigajahoz képest.

Szénhidrat metabolizmushoz kothetd fehérjek

A két csoport kozott expresszids kiillonbséget mutatd fehérjék koziil, hat olyat
azonositottunk, melyek a szénhidrdt metabolizmusban jatszanak szerepet. A
szénhidratokat energia raktarként, illetve kozvetlen energia forrdsként is hasznélja a
szervezet. A lebontasuk soran keletkezett kozti termékek mas anyagok szintézisében
jatszanak fontos szerepet. A glilkdéz a szénhidrait metabolizmus kozponti eleme,
lebontasa a glikolizis folyamata sordn megy végbe a citoplazmaban, majd a
mitokondriumban folytatodik a citromsavciklusban €s a termindlis oxidacioban. A teljes
lebontd folyamatban szamos enzim részt vesz, melyek az egyes koztitermékek
egymasba alakulasat katalizaljadk. A szénhidratok lebontasanak folyamata azért is
kulcsfontossagu, mert a tobbi szerves anyag lebontdsa is ebbe az Utvonalba torkollik

bele (BOITEUX ¢és HESS, 1981; HERS 1983; MUIRHEAD és WATSON, 1992).

A 264-es foltban azonositott akonitat hidratdz (akonitdz) egy mitokondriumban

lokalizal6do enzim, mely a citromsavciklusban a citrat-izocitrat atalakulést katalizalja, a
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cisz-akonitat koztiterméken keresztil (KOEN és GOODMAN, 1969). Az enzim
tartalmaz egy vas-kén kozpontot, igy részt vesz a vas metabolizmusban is, mivel
szabalyozza a Fe*" raktarozasat (MATASOVA és POPOVA, 2008). Ez a fehérje 2,6-

szor nagyobb mennyiségben expresszalodott a merind csoportban.

Az izomspecifikus 6-foszfofruktokindz enzimet azonositottuk a 293-as spotban,
mely a glikolizis harmadik Iépésében a fruktéz 6-foszfat - fruktéz 1,6-biszfoszfat
atalakulast katalizalja, ATP felhasznéldsaval. Ez az enzim a legfontosabb szabalyozasi
pont a glikolizisben, hiszen aktivitasa fiigg a sejtben 1évd ATP/AMP aranytol. Ennek
megfelelden az izomsejtek képesek szabalyozni a glikolizis mértékét a sejtek
energiasziikségleteinek megfeleléen (WEGENER ¢és KRAUSE, 2002). Ennél a
fehérjénél 2,7-szeres expresszios kiilonbség volt megfigyelhetd a cigdja csoportban a

merin6hoz képest.

A 405-6s foltban a béta-enoldz izom-specifikus fehérjét azonositottuk, mely csak a
harantcsikolt izmokban expresszalodik (CHEN ¢és mtsai, 1976). Az enolaz enzimek a
glikolizis utolsd elotti  1épésében lejatszodd  2-foszfoglicerat-foszfoenolpiruvat
konverziot katalizaljdk (PESHAVARIA ¢és DAY, 1991). A béta-enoldz expresszios
szintje jelentdsen megnd az izmok posztnatalis fejlddése, ndvekedése soran, ennek az az
oka, hogy az energia metabolizmusban vesz részt, konkrétan a piruvat termelésben
(PICARD ¢és mtsai, 2010). A béta-enolaz 2,7-szer nagyobb expresszidt mutatott a cigaja

egyedekben a szapora merindhoz képest.

A mitokondrium membréanjaban talalhato ATP-szintaz miikdodése soran az ADP-bdl
ATP-t szintetizal, ez a szintézis a membran két oldala kozott fenalld protonkiilonbség
kiegyenlitddése soran megy végbe. A protonkiilonbség a termindlis oxidacid
elektrontranszportja sordn alakul ki. A terminalis oxidéci6 tulajdonképpen a szénhidrat
lebontés utols6 1épcsdfokanak tekinthetd, ebben a szakaszban a legjelentdsebb az ATP
termelés. A mitokondriumban talalhatdé F-tipust ATP-4zok két részbdl épiilnek fel, az
F; domén a bels6 membran kiilsé oldalan helyezkedik el (mitokondrium belseje felé
néz) és a katalitikus kdzpontot tartarmazza, az Fy pedig a protoncsatorna szerepét tolti
be a membranban. Az 563-as spotban azonositott ATP-szintdz béta alegysége az F,
doménban talalhat6é és a katalitikus kdzpont kialakitdsaban vesz részt (WALKER és

mtsai, 1982; AMZEL és mtsai, 2003). Az ATP-szintdz béta-alegység fehérje 6,5-szoros
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expresszios szint emelkedést mutatott a szapora merind egyedek hosszu hatizom

szovetében.

A 766-0s spotban expresszalodott gliceraldehid 3-foszfat dehidrogendz egy
esszencialis ,,haztartasi” enzim, mely a glikolizis masodik szakaszaban a glicerinaldehid
3-fosztat — glicerinsav-1,3-biszfoszfatta torténd alakuldsat katalizalja. Ebben a masodik
fazisban keletkeznek a nagy energiatartalmi molekuldk (ATP, NADPH). Az enzim, a
glikolizisben betoltott szerepén kiviil, egyéb funkcioval is rendelkezik (MICHAEL,
1998). Szerepet jatszik a membran flzidoban, a mikrotubulusok kialakitasaban,
foszfotranszferaz aktivitasa is ismert, a magi RNS exportban, a DNS replikacioban és a
DNS javitasi mechanizmusokban is részt vesz (SIROVER, 1999). A gliceraldehid 3-
foszfat dehidrogenaz enzim expresszidja a cigajaban kétszer nagyobb volt a szapora

merin6hoz képest.

A 798-as spotban azonositott fruktéz 1,6-biszfoszfataz a fruktoz-1,6-biszfoszfat -
fruktoz-6-foszfat atalakulast katalizalja a glilkoneogenezis soran. A glikolizisben a
foszfofruktokindz katalizalja ezt a reakciot, mely mindkét iranyban lejatszodik, de a
gliikoneogenezisben csak egyiranyu folyamat (MARCUS ¢és mtsai, 1986). A fruktoz-
2,6-biszfoszfat képes szabalyozni az enzim miikodését, mivel alloszterikusan gatolja a
fruktoz 1,6-biszfoszfatazt, a foszfofruktokinazt pedig aktivalja (WU és mtsai, 2006). A
798-as spotban azonositott enzim expresszidja 40%-kal volt magasabb a cigdja fajtaban

a szapora merindéhoz képest.

Egyéb fehérjék

Az 587-es spotban azonositott stressz-indukalta foszfoprotein feladata a molekularis
chaperonok, a Hsp70 és Hsp90, kapcsolodasanak szervezése. Igy tulajdonképpen co-
chaperonként funkciondl, reverzibilisen kapcsolja egymashoz a Hsp70 és Hsp90 hésokk
fehérjéket és képes ezek aktivitasat is modositani (JOHNSON és mtsai, 1998). Ezek a
hésokk fehérjék, a fehérjék feltekeredésében ¢€s a stressz elleni védekezésben jatszanak
szerepet (TAVARIA ¢és mtsai, 1996). A szapora merind fajta kétdimenzids
poliakrilamid gélképein 60%-kal nagyobb expressziot detektaltunk a cigdjdhoz képest.
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Az 1208-as foltban azonositott fehérje a mioglobin volt, mely cigaja kosoknal
kétszeres expresszidt mutatott a szapora merindbhoz viszonyitva. A fehérje bioldgiai
funkcidja az oxigén ideiglenes taroldsa az izmokban. A mioglobin a globin fehérjék
csaladjaba tartozo globularis fehérje, mely egy porfirin gytrit tartalmaz, aminek a
kozepén egy vas atom helyezkedik el. A Fe*"-hoz kapcsolédik a hem csoport, egy
hisztidin oldallanc és az oxigén vagy szén-monoxid molekula (ORDWAY és GARRY,
2004). A mioglobin oxidaltsagi allapota befolyédsolja a hlisok szinét. A friss hisban a
mioglobin vas atomjahoz O, kotddik, igy a frissen vagott hus metszéslapjan
cseresznyepiros szint lathatunk, a tarolds sordn azonban az oximioglobin (Fe*")
metmioglobinna (Fe®") alakul, mely barna szinii hust eredményez (MANCINI és

HUNT, 2005).

A vizsgalatunkba bevont két fajta kozott a fehérjeszinten fellépd kiillonbségek
hatterében, a kiilonb6zé mértekli és irdnyu szelekciés nyomas dallhat. Ebbdl a
szempontbol a cigdja egy Osibb fajtanak tekinthetd, mely nem volt kitéve olyan intenziv
szelekcidonak, mint a merind, melyet kezdetben a gyapji, majd a hustermelés iranyaba is
erdsen szelektaltak. Az altalunk vizsgalt szapora merind pedig egy egészen Uj
valtozatnak tekinthetd a merin6 fajtan beliil, hiszen 1982-ben hoztak létre magyar
merind anyak és booroola merind kosok keresztez€sébdl. Mindezek mellett a csokai
cigdja allomany egy iddszakban szelekciés nyomdasnak volt kitéve a tejtermelési
mutatok javitasa érdekében, ez az ellentétes iranyu szelekcid is okozhat kiilonbséget a
fehérje expresszioban.

Eredményeinkbdl lathato, hogy az altalunk azonositott struktirfehérjék mindegyike
a szapora merind fajtaban mutatott magasabb expresszios szintet. Nem csak az izom
0sszehuzodéasban szerepet jatszd strukturfehérjék (miozin konnyl lanc 1/3 fehérje,
miozin kdnnyti ldnc 2) expresszidja emelkedett meg ebben a fajtdban, hanem magénak a
sejtvaznak a kialakitasdban szerepet jatszo citoszkeletdlis fehérjék (alfa-aktinin, béta-
aktin) szintje is nott. A struktirfehérjék emelkedett expresszidja az intenzivebb
fehérjebeépiiléssel lehet Gsszefiiggésben.

Mivel ismereteink szerint juhoknal nem végeztek még proteomikai
fajtadsszehasonlitdé vizsgalatokat, igy eredményeinket csak mas fajokkal végzett
kisérletek eredményeivel hasonlithatjuk 6ssze. D’ALESSANDRO ¢és munkatarsai
(2011) két sertésfajtat hasonlitottak Gssze, ezek a casertana €s nagy fehér fajtak voltak.

A két fajta kozotti kiilonbséget, az altalunk végzett vizsgalathoz hasonldan, a kiilonb6z6
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intenzitdsu szelekcid jelentette. A casertana fajta nem volt kitéve nagy szelekcios
nyomasnak, ellentétben a nagy fehérrel, melyet erdteljesen a hustermelés irdnyaba
nemesitettek. Szdmos struktarfehérjét azonositottak, melyek a nagy fehér fajtaban
mutattak magasabb expresszids szintet, koztiik az altalunk is detektalt miozin kdnnyti
lancokat és alfa aktin citoszkeletalis fehérjéket is. KIM ¢és munkatérsai (2010) szintén
két sertésfajta izom proteomjat hasonlitotta 6ssze, Ok is egy dshonos, kevéssé nemesitett
koreai fajtat hasonlitottak a jo hustermeld, nagy szelekcidos nyomasnak kitett landrace
fajtdhoz. Szamos fehérje esetén talaltak expresszios kiilonbséget, de a struktarfehérjék

esetén nem tapasztaltak eltérést.

A struktirfehérjékkel ellentétben, a megemelkedett expresszids szintet mutato,
szénhidrat metabolizmusban résztvevd fehérjéket nem lehet ilyen egyértelmiien az
egyik, vagy a masik fajtahoz kotni. A cigaja fajtdban a 6-foszfofruktokindz, a béta-
enolaz, a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogendz ¢és a fruktoz 1,6-biszfoszfataz enzimek
expresszios szintje volt magasabb, mig a szapora merindban az akonitat hidratdz ¢és az
ATP szintdz béta-alegység fehérjék expresszidja emelkedett meg.

A cigéja fajtaban magasabb expresszids szintet mutatd fehérjék koziil harom a
glikolizis egy-egy lépését katalizalja, mig a negyedik a gliikoneogenzisben jatszik
szerepet ¢és a fehérjék mindegyike a citoplazmdban lokalizadlodik. A mar kordbban
emlitett casertana és nagy fehér sertés fajtak 0sszehasonlitasa soran (D’ ALESSANDRO
és mtsai, 2011) is hasonlé eredményre jutottak, ugyanis a kevésbé nemesitett fajta
esetén a glikolizis enzimeinek expresszios szintje megndvekedett, koztiik az altalunk is
azonositott béta-enoldz ¢és a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogendz enzimeké is. A
glikolizishez kapcsolddd enzimek kiilonb6zé mértékii expresszidja az izmokban ill.
husokban régota vitatott téma (OHLENDIECK, 2010). Ez nagyrészt annak is
koszonhetd, hogy az izmokban természetes koriilmények kozott nagy mennyiségben
fordulnak eld, a citoszol tiz legnagyobb gyakorisigban eléfordulé enzimei kozé
tartoznak (MAUGHAN ¢és mtsai, 2005). Leggyakrabban hismindségi tulajdonsadgokkal
hozzak Osszefiiggésbe a glikolitikus enzimek expresszios valtozasait. SCHEFFLER és
munkatarsai (2007) példaul megfigyelték, hogy a megnovekedett glikolitikus-aktivitas
nem jelent gyorsabb pH csokkenést az allatok vagasat kovetden, mely folyamat a
sz¢lsOséges PSE husmindség kialakitdsaban kozrejatszik. LAVILLE és kollégai (2007)
sertéseken végzett vizsgdlataik soran megallapitottak, hogy a glikolitikus enzimek

overexpresszioja a porhanyossaggal pozitiv korrelaciot mutat. Konkrétan, az altalunk is
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azonositott  gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz megnovekedett expresszidja
Osszefliggésbe hozhat6d az intenzivebb apopotozissal, mely a husok porhanyossdganak
kilakaitasaban is részt vesz (CHUANG ¢és mtsai, 2005). A husmindséggel kapcsolatban
még megemlithetjilk, hogy a mioglobin fehérje is a cigdjaban mutatott magasabb
expressziot, igaz ez nem a szénhidrat metabolizmusban vesz részt, de ennek ellenére a
hts szinének kialakitasdban fontos tényezd, és a vasarlok szamdéra a szin az egyik
meghataroz6 organoleptikus tulajdonsdg. A megndvekedett mioglobin expressziod
hatasara intenzivebb voros husszint tapasztalhatunk (SEIDEMAN ¢és mtsai, 1984).

A szakirodalomban eddig megjelent proteomikai fajtadsszehasonlité vizsgalatok
tobbségében a stresszfehérjék expresszidjaban is talaltak eltrérést. XU ¢és kollégai
(2009) valamint KIM és munkatarsai (2010) is a nemesitett fajtdkban detektaltak
magasabb stresszfehérje expressziot. A husmindséggel kapcsolatos kutatdsok sordn
megallapitottak, hogy a stresszfehérjék alacsony expresszidja a porhanyosabb hussal és
a magasabb intramuszkularis zsirtartalommal vannak Osszefiiggésben (BERNARD ¢és
mtsai, 2007; KIM ¢és mtsai, 2008).

A merind fajtdban overexpresszalodott, szénhidrat metabolizmushoz kdthetd két
fehérje a mitokondriumban lokalizalodik. Ezek a proteinek méar nem a glikolizisben

vesznek részt, hanem a citromsav-ciklusban, illetve a terminalis oxidacioban.

A szakirodalomban koz6lt fehérje markerek és az altalunk azonositott expresszios
kiilonbséget mutatd fehérjék dsszevetését kdvetden, megallapithatnank, hogy a cigdja
fajta eldnyOsebb husmindségi tulajdonsagokkal rendelkezik, hiszen a glikolitikus
enzimek és a mioglobin overexpresszioja, valamint egy stresszhez kapcsolodo fehérje
alacsonyabb expresszidja alapjan erre kovetkeztethetnénk. Azonban a hismindségi
tulajdonsagok miiszeres vizsgalata nélkiil nem vonhatunk le ilyen kdvetkeztetést, hiszen
az irodalomban kozolt fehérje marker adatok mas fajokra vonatkoznak. A jovOben
érdemes lenne a szapora merind ¢€s a cigaja fajtdk miiszeres hismindségi vizsgélatat
elvégezni és amennyiben azok az eredmények megfelelnek a kisérletiinkben azonositott
fehérjék alapjan levont kovetkeztetéseknek, ugy ezek a proteinek a gyakorlatban is

hasznalhato markerei lehetnének az adott husmindségi paramétereknek.
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5. 3. Kiilonbozé ¢élosulyban levagott charolais bikak vazizom szovetének

proteomikai vizsgalata

5. 3. 1. Szarvasmarha vazizom kétdimenzios differencialo gélelektroforézisének

optimalizalasi eredményei

Vizsgalataink sordn igyekeztiink megtaldlni az optimalis paramétereket a
szarvasmarha vazizom kétdimenziés differencialo gélelektroforézise esetén, ehhez
kiilonboz6 bedllitasokat teszteltiink a lizis puffer, az alkalmazott pH tartomany és az

izoelektromos fokuszalas kondicioi terén.

A kétdimenzios differencialo gélelektroforézisnél figyelembe kellett venniink, hogy
a fehérjék izoldldsa soran alkalmazott vegyszerek kompatibilisek legyenek a
fluoreszcens festékekkel (Cy2, Cy3, Cy5). A CyDye DIGE Fluor Kit hasznalati
utasitdsaban szerepel néhany ajanlas a lizis puffer Osszetételére vonatkozdan, de
izomszovetre optimalizalt nincs koztiik. A szakirodalomban gazdaséagi allatok esetén
csak néhany kozleményben taldlkozunk a 2D-DIGE moédszer hasznélataval, specidlisan
izomszovetre vonatkozdan pedig még kevesebb a témdban megjelent publikaciok
szdma. HOLLUNG és munkatarsai (2009) sertések vizsgalata soran hasznalta ezt a
modszert, de az altaluk alkalmazott lizis puffer dsszetétele (10 mM Tris, | mM EDTA,
0,25 mM szachar6oz) teljesen kiilonbozik a CyDye DIGE Fluor Kit hasznalati
utasitdsaban szerepld puffer Osszetételtdl. OE ¢és munkatarsai (2011) szarvasmarha
fajnal hasznaltdk a 2D-DIGE moédszert a musculus masseter €s semitendinosus szovetek
esetén, az altaluk hasznalt lizis puffer dsszetétele: 8M urea, 30mM Tris, 4% CHAPS
volt.

Kivalasztottunk egy altalanos lizis puffert a gyarté ajanlésai koziil (7 M urea, 2 M
thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris), illetve ezt a puffert kiegiszitettilk alacsony
koncentracioban alkalmazott DTT-vel (7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM
Tris, 10 mM DTT), valamint teszteltiik az OE és munkatarsai (2011) altal hasznalt 8 M
urea, 30 mM Tris, 4% CHAPS o6sszetételli lizis puffert is. A thioure4dt nem tartalmazo
puffer esetén detektaltuk a legkevesebb fehérje spotot a géleken (atlag: 260, szorés: 55).
Ennek az az oka, hogy az izomszOvet nagy aranyban tartalmaz nehezen oldhato

fehérjéket és thiourea nélkiil ezeket nem tudjuk oldatba vinni, igy nem jelennek meg a
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kétdimenziés mintazatban. A DTT tartalma puffer sem bizonyult megteleld
hatékonysagunak (atlag: 280, szoras: 32 fehérjefolt). Azért teszteltiink DTT tartalmu
puffert is, mert kordbbi vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a DTT ndveli a
fehérjék izolaldsanak hatékonysagat. Annak ellenére, hogy a fluoreszcens festék
leirasaban az szerepel, hogy 0,2 m/V%-ban alkalmazott DTT kis mértékben csokkenti a
festés hatékonysagat, megallapitottuk, hogy mar a 0,15 m/V%-ban hasznalt DTT
nagymértékii hatékonysag csokkenést okoz (/8. dbra).

molekulatémeg

18. abra: Szarvasmarha vazizom 2D-DIGE képe a DTT tartalmu puffer

alkalmazasaval

7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris, 10 mM DTT (lizis puffer), tobblépéses fokuszalas

A fentebb leirtak alapjan megallapithatd, hogy a 7 M urea, 2 M thiourea, 4%
CHAPS, 30 mM Tris tartalmu lizis puffer bizonyult a leghatékonyabbnak (atlag: 350,
szoras: 26 fehérjefolt) a szarvasmarha hossza hatizom fehérjéinek 2D-DIGE moddszerrel

torténo elvalasztasa soran.

A fehérjék els6 dimenzids izoelektromos fokuszalasat pH 3-10 és pH 5-8-as
tartomanyban is elvégeztik. Az 19. dabran lathatd, hogy a pH 3-5 tartomanyban
elhanyagolhat6 a detektalhato fehéjék szama, a pH 8-10-es sdvban ugyan tobb fehérje is
lathat6, de ez a régio a bazikus csikozottsdg miatt (a 19. abran is lathatd) az elemzés
soran mindig nehezen értelmezhetd, ezért érdemesebb ezt a régiot is elhagyni €s inkabb

a kozéps6 (pH 5-8) tartomany felbontasat ndvelni. Ezek alapjan a két csoport kdzotti
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kiilonbségek azonositdsahoz a késdbbiekben a pH 5-8-as tartomanyu IPG stripeket

hasznaltuk.
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19. abra: Szarvasmarha vazizom 2D-DIGE képe pH 3-10-es tartomanyban
7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris (lizis puffer), tobblépéses fokuszalas

Ahogy mar az el6z6 két vizsgalat sordn, 0gy itt is az izoelektromos fokuszalasnal
kétfele bedllitast teszteltiink. Az egylépéses fokuszalassal itt sem nem értiik el a kivant
eredményt. A 20. abran lathatd, hogy szamos vizszintes csik megjelent a gélképen,
illetve a nagyobb molekulatomegli régioban, pH 5-6 tartomanyban a fehérjék
felhalmozodtak, nem valtak el az izoelektromos pontjuknak megfelelden. Ezeknek a
jelenségeknek a hatterében a nem megfeleld izoelektromos fokuszalds all. A
tobblépéses fokuszalds soran az els@ 1épésben egy alacsony fesziiltség értéket
hasznaltunk és csak ezutan kezdtiik novelni a fesziiltséget. Valoszintileg ez a kezdeti
alacsony fesziiltség segit a fehérjéknek, hogy megkezdjék vandorlasukat a gélben. Ez

alapjan a vélasztottuk a tobblépéses fokuszalast a tovabbi futtatadsokhoz.

Az optimalizalas soran kivélasztott idealis paraméterek Osszefoglalasa az 12.

tablazatban lathato.
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pHS
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molekulatémeg

20. abra: Szarvasmarha vazizom 2D-DIGE képe egylépéses izoelektromos

fokuszalas alkalmazasaval

7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris (lizis puffer)

12. tablazat: Szarvasmarha vazizom proteomjanak kétdimenzios differencialé

gélelektroforézise soran alkalmazott idealis paraméterek osszefoglalasa

Fehérjék izolalasa (lizis pufferek)

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

Tris

Alkalmazott pH tartomany

pH 5-8

Izoelektromos fokuszalas kondicioi

-Tobb 1épésben: 1. 1épés -250 V 20 perc
2. 1épés -10000 V 2,5 6ra
3.1épés -10000 V 50000Vh
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5. 3. 2. Az 500 és 700 kg-os élosulyban levagott charolais bikak vazizom

proteomjanak osszehasonlitasa soran kapott eredmények

Munkank sordn 10 charolais bikat vontunk be az 0Osszehasonlité proteomikai
vizsgélatba, melyek koziil 5 allatot atlagosan 500 kg-os élésulyban, mig a masik 5
allatot atlagosan 700 kg-os ¢€l6sulyban véagtak le. A mintavétel a vagas soran tortént a
musculus longissimus dorsi szovetbdl. Ezekbdl a husmintdkbdl izoldltuk a fehérjéket,
melyeket fluoreszcens festékekkel jeldltink, a fehérjék elvalasztasat kétdimenzios
differencialé gélelektroforézissel (2D-DIGE) végeztiik. Megkozelitéleg 362 fehérje spotot
(szords =+ 33) detektaltunk mindegyik gélen, melyek a 10-50 kDa kozotti
molakulatomeg ¢és 5-8-as pH tartoméanyban helyezkedtek el. A gélképek szoftveres
elemzését a Delta2D program segitségével végeztiik. Tiz fehérje spot expresszidjaban
talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott (P <0.05). Ezek koziil kilenc
fehérje folt a 700 kg-os csoportban mutatott magasabb expresszids szintet, mig egy
fehérje intenzitdsa az 500 kg-os csoportban volt nagyobb. Az expresszios kiilonbséget

mutato fehérjék azonositdsa LC-MS/MS modszerrel tortént.
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21. abra: Szarvasmarha musculuslongissmus dors 2D PAGE gélképe, az 500 és

700 kg-os csoport kozott expresszios kiilonbséget mutato fehérjék jelolve
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spotok atlag V% (intenzitas) és szoras értékei

13. tablazat: Az 500 és 700 kg-os csoport a kozott expresszios kiilonbséget mutato

Szignifikancia

Spot Csoport Atlag Szoras szint (P)
TR e et
24 ?gg Eg 1?335] 5?5 115 1?13_'2 0,000
= ?gg Eg 1?251: 8?4 14 5 1_?':0115 Ll
e | T
59 00k 716775 51 0,000
734 o0 ES 15303:?5?4?? 3 :50?9 0,000
826 0 ES ) ?35354 ” :131 0,000
917 0k P4 BT 0.000
1016 0k 3302 263 0.00
TR L T
Magasabb expresszios szint a 700 kg-os csoportban
21 (ENO1) 24 (ENO3) 33 (ACTAI)
° - a ™ J
:
S00kg  700kg 500kg  700kg S00kg  700kg
57 (TPI1) 59 (TPI1) 734 (ENO3)
. » ) e
S00kg  700kg 500kg  700kg S00kg ~ 700kg
826 (ENO3) 917 (ENO3) 1016 (ENO3)
; ‘ .
500kg 700kg 500kg 700kg 500kg 700kg

Magasabb expresszios szint az 500 kg-os csoportban
6910 (HSPB1)

-

500kg

700kg

22. abra: Az 500 és 700 kg-os csoport kozott expresszios kiillonbséget mutato

spotok
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14. tablazat: LC-MS maodszerrel 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 hatdssal lehetett a fehérjék toltésére. Az
Uniprot fehérje adatbazisban szarvasmarha faj esetén a béta-enolaz fehérje modositasait
még nem kozoltek, igy nem tudjuk pontosan megmondani, hogy melyik tipusu
modositasrol van sz6. A magasabbrendli gerincesekben az aktiv enolaz enzim egy
fehérje dimer, mely harom kiilonbozd alegység (alfa, béta, gamma) parosodasabol johet
létre. Ezeket az alegységeket kiilon gének kodoljak, melyek expresszioja
szovetspecifikus és fejlodés specifikus modon is szabalyozott. Az alegységek
parosodasanak fliggvényében az enolazoknak harom izoforméja ismert, az alfa, a béta
¢s a gamma. Az alfa-enolaz sokféle szovetben expresszalodhat, a gamma-enolaz csak az
idegrendszeri sejtekben jelenik meg, a béta-enolaz pedig egy izom-specifikus fehérje,
mely a hardntcsikolt izmokban expresszalédik (CHEN ¢és mtsai, 1976). Az enoldz
enzimek a glikolizis wutols6 el6tti  1épésében lejatszodd  2-foszfoglicerat -
foszfoenolpiruvat konverziot katalizadljdk (PESHAVARIA ¢és DAY, 1991). A béta-
enolaz expresszios szintje jelentdsen megnd az izmok postnatalis fejlédése, novekedése

soran, ennek az az oka, hogy az energia metabolizmusban vesz részt, konkrétan a
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piruvat termelésben (PICARD ¢s mtsai, 2010). A ndvekedés soran az izomtdmeg
novekszik, mely nem az izomrostok szamanak novekedését jelenti, hanem maguknak a
rostoknak a mérete n6 meg (TE PAS és mtsai, 2004). Az izomrostok
keresztmetszetének novekedése sziiletéstol 24 honapos korig kozel linedris, de a szamuk
a sziiletést kovetd fejlodés soran nem valtozik (WEGNER ¢és mtsai, 2000). Ezek a
tények megerdsitik eredményeinket a béta-enolaz expressziojat illetden, hiszen a 700
kg-os csoport egyedeinél 1,8-2,2-szer nagyobb expressziot detektaltunk, mint az 500
kg-os allatoknadl. DOHERTY ¢és munkatarsai (2004) is hasonldé eredményeket kaptak
broiler csirkék esetén, illetve HOLLUNG és kollégai (2009) sertéseknél jutottak
ugyanerre az eredményre. Tehat tobb faj esetén is megallapitottak, hogy a béta-enolaz a
hizlalasi id6szak alatt az idsebb allatokban expresszalddik magasabb szinten, ezzel

jelezve a nagyobb glikolitikus aktivitast.

Az enolazok koziil a béta-enolazon kiviil a 21-es spotban azonositott alfa-enolaz is
megndvekedett expresszids szintet mutatott a 700 kg-os csoport egyedeiben. Az alfa-
enoldz fOleg az embrionalis fejlédés korai stddiumdban expresszalodik nagyobb
mennyiségben, de a legtobb kifejlett kori szdvetben is jelen van (ZOMZELY ¢és
NEURATH, 1983). A vazizmokban az ontogenezis soran tulajdonképpen az oo
izoformdk alakulnak at Bp izoformakka (KELLER és mtsai, 1994). Az alfa-enolazok is
ugyanugy a 2-foszfoglicerat - foszfoenolpiruvat konverzidt katalizaljak, mint a béta-
enolazok. Tobb korabbi tanulmany szerint az alfa-enoldz szintje nem ndvekszik az
¢letkor elérehaladtaval. Egy immunhisztokémiai tanulmany bizonyitotta, hogy az alfa-
enoldz jelenléte csak a lassu rostokra korlatozodott, melyek elsd generacios
mioblasztokbol szarmaztak (PICARD ¢és mtsai, 2010). Ellentétben a vazizomban
tapasztaltakkal LEE ¢és munkatdrsai (2002) kimutattdk, hogy egerek szivizom
szovetében a glikolitikus enzimek (beleértve az alfa-enolazt) novekvd expressziot

mutatnak az életkor elorehaladtaval.

Egy tovabbi fehérjét sikeriilt azonositani, mely szintén a metabolikus fehérjék
csoportjaba tartozik. Ez a protein a tridozfoszfat izomeraz, melyet két kiilonbozd pl
pozicidban is azonositottunk a géleken (57-es és 59-es spot). A fehérje adatbazisokban
ezidaig kétféle poszt-transzlaciés modositast tettek kozzé a trivzfoszfat izomeraz esetén,
ezek a foszforilacio és az acetilacio. Mindkét modositds hatdssal van a fehérje

izoelektromos pontjara, mégpedig csokkenti azt. Azonban ebben a tanulmanyban nem
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volt célunk, hogy megallapitsuk, melyik modositas felelds a kiillonbozo pl értékekeért.
Az 57-es spot esetén 70%-os, mig az 59-es spot esetén 80%-o0s expresszios novekedést
detektaltunk a 700 kg-os csoportban az 500 kg-os csoporthoz képest. Az enzim fontos
szerepet jatszik az energiatermelésben (esszencidlis ,haztartdsi” enzim az ¢l
sejtekben), katalizalja a dihidroxi-aceton-foszfat és a D-gliceraldehid 3-foszfat
reverzibilis atalakuldsat a glikolizis soran (ALBERY ¢és KNOWLES, 1976). Szamos
tanulmany szdmol be pozitiv korrelaciérol kiillonbozd fajokban a triézfosztat izomerdz
szint és az ¢életkor kozott (HOLLUNG és mtsai, 2009; KIM és mtsai, 2009;
TELTATHUM — MEKCHAY, 2009). Ez egy széleskdrben vizsgalt fehérje, melyet az
modellként (GRACY és mtsai, 1998). Szamos életkorfliggd izoformajat azonositottdk
mar, melyek deamidalasok és oxidacidos folyamatok eredményeként jonnek Iétre
(ZHANG ¢s mtsai, 1995). Megallapithat6 tehat, hogy a tridzfoszfat izomeraz fehérje
expresszios valtozasa valoszinlileg kapcsolatba hozhatdé az izomndvekedéssel. Ezt
tamasztja ala KEADY ¢és munkatdrsai (2013) altal végzett vizsgalat is, mely soran
megallapitottak, hogy szarvasmarhdk esetén az intenziv izomndvekedéshez szamos
glikolitikus enzim overexpresszidja tarsul. A fenti eredmények alapjan levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a glikolitikus enzimek potencialis markerei lehetnek az
izomndvekedésnek.

A glikolitikus enzimek kapcsan nem hagyhatjuk figyelmen kiviil azt a tobb kutatés
altal igazolt Osszefiiggést sem, miszerint a marhahtisok porhanydssaga ¢és ezen fehérjék
expresszioja kozott korrelacid figyelhetdé meg. Szamos tanulmany szamol be arrél, hogy
példaul az altalunk is azonositott alfa- és béta-enoldz vagy a tridzfoszfat izomerdz
megndvekedett expresszidja a porhanydsabb husokban volt megfigyelheté (ZAPATA és
mtsai, 2009; D’ALESSANDRO ¢és mtsai, 2012; ZHAO és mtsai, 2014).

A 33-as spotban azonositott protein a struktirfehérjék csoportjaba tartozik. Az alfa-
aktin az egyik f6 alkotdja a kontraktilis rendszernek a vazizmokban. A charolais
bikédkban az alfa-aktin expresszidja 1,6-szor volt nagyobb a 700 kg-os csoportban, mint
az 500 kg-os csoportban. Az aktinok nagyon konzervalt fehérjék, melyek részt vesznek
a sejtek  motilitdsanak,  strukturdjanak és  integritasdnak  kialakitasaban.
Szarvasmarhaknal 14 és 18 honapos kor kozott egy szignifikans ndvekedési periodust
figyeltek meg a rostok méretét tekintve (TE PAS és mtsai, 2004). Az altalunk vizsgalt

két csoport életkora (440 és 540 naposak) koriilbeliil ennek a vizsgalati tartomdnynak a
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két szElso értekeét képviseli, igy belathato, hogy az iomrostok ndvekedése a kontraktilis

aktin fehérjék expresszidjdnak novekedésével is 0sszefliggésben all.

A Hsp27 (heat shock protein beta-1) hésokk fehérje (6910-es spot) az 500 kg-os
csoportban mutatott expresszios szint novekedést. A Hsp27 a kis hdsokk fehérjék
csaladjaba tartozik, a sejtekben betoltott legfontosabb funkcidi kozé a chaperon
aktivitas, az aktin sejtvaz szabalyozéasa €s az apoptozis ellendrzése tartozik (GUSEV és
mtsai, 2002). A hdsokk fehérjék expresszios valtozasat tobb kutatds is Osszefiiggésbe
hozta a husok porhanydssagaval. Ez a jelenség valdszinlileg a Hsp fehérjék anti-
apoptotikus tulajdonsagan alapul, mely a vagast kovetd izom-hus atalakuldsban fontos
tényez6 (OUALI ¢és mtsai, 2006). A porhanyossagon kiviil egyéb hismindségi
tulajdonsdggal is Osszefliggésbe hozhato a Hsp27 fehérje szintje, JOSEPH ¢és
munkatarsai (2012) megallapitottdk, hogy a marhahts szinének stabilitasa pozitiv
korrelaciot mutat a Hsp27 expresszidjaval. Ez a jelenség a Hsp27 fehérje chaperon
aktivitdsaval és anti-apoptotikus funkcidjaval magyardzhatd, mivel a miofibrillaris
keresztiil hozzajarul a hus szinének stabilitdsahoz. KIM és kollégai (2008) egy
vizsgalatuk soran megallapitottak, hogy a magasabb Hsp27 expresszios szint a
gyengébb mindségli marhahtshoz kothetd, mely kevésbé porhanyos, inkabb ragos.
BERNARD ¢és munkatarsai (2007) a Hsp40 fehérjét kodold gén overexpressziojat
detektaltdk a kevésbé porhanyos husban, tehat negativ korrelaciot feltételeztek a Hsp40
fehérje €és a porhanyodssag kozott. MORZEL ¢és kollégai (2008) azonban arrdl szamoltak
be, hogy pozitiv korrelaciot talaltak a Hsp27 fehérje expresszidja és a porhanyoOssag
kozott. Az egymasnak latszolag ellentmond6 eredmények azzal magyarazhatok, hogy a
Hsp27 fehérjének szamos izoforméja létezik, melyek kiilonb6zé pozicidban 1€vo
foltként jelnnek meg a gélképeken, az izoformak dontd tobbsége valdban negativ
korrelacidban 4all a porhanyodssaggal, azonban néhidnyuk a porhanydsabb husban
expresszalodik nagyobb intenzitdssal, tehat pozitiv korrelaciot mutat a vizsgalt
tulajdonsaggal (CHAZE és mtsai, 2013).

Az altalunk azonositott expresszios valtozas és a porhanyossag kapcsolatarol nem
vonhatunk le kovetkeztetést, hiszen a nyirderé meghatirozasa nélkiil nem allithatjuk,
hogy melyik csoport hiisa porhanydsabb. Ugyan kozismert az a tény, hogy a hus
porhanyossaga fiigg a vagaskori életkortél (WEBB ¢és mtsai, 1964), mivel az életkor
eldrehaladtaval csokken a kollagén fehérjék oldhatosaga (BOCCARD és mtsai, 1979,
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WESTON ¢és mtsai, 2002). Ezalapjan feltételezhetnénk, hogy a 440 napos csoportba
tartozd egyedek huisa porhanyosabb, de mivel a két csoport életkora kozott nincs nagy
kiilonbség, ezért ezt nem jelenthetjiik ki. CHAZE ¢és munkatdrsai (2013) egy
nagyszabasu vizsgalat soran 981 azonos koru blond d’aquitaine (14 hénapos), 1254
azonos kort limuzin (16 honapos) és 1114 azonos sulyt (730 kg) charolais bika
hismindségi tulajdonsédgait vizsgalta. Az egyes fajtakon beliil hoztak 1étre porhanyods és
kevésbé porhanyos hiisti csoportokat a nyirderd meghatarozasat kovetden, melyekbdl
néhany éllatot kivalasztottak a proteomikai elemzésre. Ok is megéllapitottak, hogy a
hésokk fehérjék expresszidja a ragods htisokban magasabb (kiilondsen a Hsp20 fehérje),
viszont ebbdl a tanulmanybol az is lathato, hogy azonos koru vagy azonos sulyu allatok

husa kozott is nagy kiillonbségek lehetnek porhanydssag szempontjabol.

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

novendek bika vagostly tartomanyt fedte le.

Az altalunk elvégzett harom vizsgalat eredményei alapjan azt a kdvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a proteomikai modszerek alkalmasak komplex tulajdonsagok
vizsgalatara. Ugyan az Aallattenyésztésben még korlatozott a felhasznalasuk, de az
ismeretanyag novekedésével és a miiszeres technikak fejlodésével parhuzamosan, egyre
nagyobb igény mutatkozik a termelési, fizioldgiai és patofizioldgiai jelenségek mélyebb

megeértésére.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A dolgozatomban szerepld vizsgéalatok eredményei alapjdn az alabbi 0j tudomanyos

eredmények fogalmazhatéak meg:

1.

3.

A kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis sordn az altalunk tesztelt lizis €s
rehidratalé pufferek koziil hazityuk maj szovetre a 8,5 M urea, 2 M thiourea, 4%
CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte osszetételi 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 0Osszetételi rehidratalé puffer
bizonyult a leghatékonyabbnak. Mig juh m. longissimus dorsi esetén a § M urea, 2
M thiourea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte
Osszetételi lizis puffer és ezzel megegyezd Osszetételli rehidratald puffer
segitségével detektaltuk a legtobb fehérje spotot a géleken. A szarvasmarha m.
longissimus dorsi kétdimenzids differenciald gélelektroforézise soran az altalunk
tesztelt lizis pufferek koziil a 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris
Osszetételi puffer alkalmazasaval detektaltuk a legtobb egyedi fehérje foltot a
géleken.

Mindhédrom minta tipus esetén a pH 5-8-as pH tartomanyt alkalmaztuk az
izoelektromos fokuszalas soran, mivel a fehérjék dontd tobbsége ebben a régidban
helyezkedik el és a szlikebb pH tartomény hasznalata noveli a poliakrilamid gélek
felbontéasat. Az izoelektromos fokuszalas soran alkalmazott fesziiltség beallitasok
koziil, mindharom minta tipus estén, a harom Iépésbdl allo fokuszalas volt

hatékonyabb.

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

felhasznalni.

crer

»alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase”, a citoplazmatikus aktin, a
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proteaszoma alfa tipusu alegység fehérje, az ADF aktin kotd fehérje, a
peroxiredoxin 6, a citoplazmatikus malat dehidrogenaz, az alfa-enoldz és a 3-
merkaptopiruvat szulfurtranszferaz fehérjék expresszidja emelkedett meg. Mig a
foszfoenolpiruvat karboxikinaz, a glicerol-3-foszfat-dehidrogenaz, az RNS-kotod
fehérje 8A, az eukariota transzlacios iniciacids faktor SA-1 €s az acetil-koenzim A
dehidrogendz  fehérjék  expresszidja lecsokkent a  kezelés hatasara.
Ezek alapjan feltételezziik, hogy az alkalmazott szelén dozis csokkentette a
gliikoneogenezis ¢és a zsirsav metabolizmus intenzitdsat, megndvelte a
citoszkeletalis aktin mennyiségét €s ezzel egyiitt az aktin szabalyozasat végzo

fehérje expressziojat, valamint az antioxiddns rendszerre is hatéssal volt.

A szapora merind és a csOkai cigaja juhfajtdk hosszt hatizom szdvetének
proteomikai elemzése sordn megallapitottuk, hogy a miozin konnyl lanc 1/3, a
miozin konnytl lanc 2, az alfa-aktinin, a béta-aktin, az akonitat hidrataz, a stressz-
indukalta foszfoprotein és az ATP szintdz béta-alegység fehérjék expresszidja a
szapora meriné fajtaban volt magasabb. Mig a 6-foszfofruktokindz, a béta-enolaz,
a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz, a frukt6z 1,6-biszfoszfataz és a mioglobin
fehérjék expresszioja a cigdja fajtaban volt kifejezettebb.

A strukturfehérjék mindegyike a merind fajtdban mutatott magasabb expressziot,
ez a jelenség az intenziv fehérjebeépiiléssel lehet Osszefiiggésben. A cigaja
fajtaban a glikolitikus enzimek és a mioglobin overexpresszidja, valamint a
stresszhez  kapcsolodd  fehérje  expresszids  valtozdsa a  hlismindségi

tulajdonsagokkal hozhat6 6sszefiiggésbe.

Az 500 és 700 kg-os €lésulyban levagott charolais hizobikak vazizom szovetének
proteomikai vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az alfa-enoléz, a béta-enolaz,
a kontraktilis aktin és a tridézfoszfat izomerdz fehérjék a 700 kg-os csoportban
mutattak magasabb expressziés szintet, e fehérjék overexpresszidja magas
glikolitikus aktivitdsra és erdteljesebb izomndvekedésre utal. Az 500 kg-os
csoportban a Hsp27 hdsokk fehérje esetén detektaltunk magasabb expresszios

szintet.
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7. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

Az optimalizalt fehérje izolalasi eljaras ¢és a kétdimenzids poliakrilamid
gélelektroforézis, illetve kétdimenzids differenciald gélelektroforézis metodikak
kidolgozasa hozzéjarul ahhoz, hogy a jovOben a hazitytk maj szovet, ill. a juh és
szarvasmarha hosszil hatizom szovet proteomikai elemzése egyszeriibbé, gyorsabba
valjon. A kifejlesztett modszerek varhatdéan hozzajarulnak az emlitett fajokkal végzett

biomarker azonositasi projektek eredményességéhez.

A hézityk mdjanak proteomjaban szelén indukcid hatasara bekovetkezd fehérje-
expresszids valtozasok 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-Osszehasonlito és a kiilonbozd éldstulyban levagott szarvasmarhak
proteomikai vizsgalata soran azonositott fehérjék koziil tobb is husmindségi
tulajdonsagokkal hozhatdo 0Osszefiiggésbe. Ezek a fehérjék alkalmasak lehetnek
biomarker molekuldknak, melyeket a gyakorlatban fel lehet hasznédlni arra, hogy
expresszids valtozasaik alapjan kovetkeztethessiink az adott hismindségi tulajdonsag

megjelenésére.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az elmualt évtizedekben az 4llati eredetli termék-eldallitishoz kapcsolddod
vizsgélatokban egyre inkabb el6térbe keriiltek a molekuléris biologiai kutatasok, ezen
beliil is a genetikai informacidaramlas egyes 1épcsofokait jelentdé makromolekuldk
(DNS, RNS, fehérje) tanulmanyozasa.

A proteomika alkalmazasa ezidaig a human gyodgyaszatban €s gyogyszerészetben
terjedt el szélesebb korben. Az allattenyésztésben jelenleg fiziologiai, immunologiai,
szaporodasbioldgiai, has- ¢€s tejtermelés biologiai kisérletekben hasznaljadk a
proteomikai modszereket. Sejtek, sejtorganellumok, szévetek ¢€s testfolyadékok fehérje
expressziojat tudjak nyomon kovetni a kiilonb6zé kezelések sordn, ezzel lehetévé téve a
sejtekben lejatszodod tobb szaz fehérje bonyolult kolcsonhatasanak eredményeként
kibontakozé folyamatok megértését. Nagy kihivast jelent a gazdasagi allatfajok
kiilonboz6 szoveteinek proteom analizise, hiszen a fehérje Osszetételben mutatkozod
nagymértékli variabilitdis megneheziti az optimalis mintatisztitasi, frakcionaldsi ¢és

elvalasztasi modszerek kivalasztasat.

Munkank sordn szarvasmarha, juh ¢s hazitylk izom-, illetve majszovetének
proteomikai vizsgalatat végeztiink el kiilonbozd kezelések mellett. A munka fontosabb

1épéseit és eredményeit az alabbiakban foglaltuk dssze.

A hazityuk maj proteomjaban szelén indukcid hatasara bekovetkezd véltozasok
azonositasdhoz 12 kisérleti allatbol két vizsgalati csoportot hoztunk létre, a kontroll
csoport (6 egyed) takarmanykeverékében 0,2 mg/kg, mig a kisérleti csoport (6 egyed)
takarmanyaban 4,25 mg/kg volt a Se-koncentracidja. Kétdimenzidos poliakrilamid
gélelektroforézist hasznaltunk a maj fehérjéinek elvalasztasara, a nagyobb hatékonysag
érdekében az elvalasztas bizonyos paramétereit csirkemdj szovetre optimalizaltuk
(fehérje izolalas, pH tartomény, fehérjemennyiség, rehidratalé puffer Osszetétele,
izoelektromos fokuszalas kondicidi, poliakrilamid gél koncentracidja, festés modja). A
gélelektroforézis soran készilt gélképek mintazatat Delta2D gélelemz6 szoftver
segitségével hasonlitottuk 0ssze, a két csoport kdzott expresszios kiilonbséget mutatod

fehérjék azonositasa folyadék kromatografiaval kapcsolt tomegspektrométerrel tortént.
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Az elemzést kdvetden megallapitottuk, hogy 8 fehérje a kezelt csoportban mutatott
magasabb  expressziés  szintet: alfa-aminoadipic  semialdehid dehidrogendz,
citoplazmatikus aktin, proteaszoma alfa tipusu alegység fehérje, ADF aktin koto fehérje,
peroxiredoxin 6, citoplazmatikus malat dehidrogenaz, alfa-enolaz, 3-merkaptopiruvat
szulfurtranszferaz. Mig masik 5 fehérje expresszidja lecsokkent a szelénnel kezelt
csoportban: foszfoenolpiruvat karboxikindz, glicerol-3-foszfat-dehidrogenaz, RNS kotd
fehérje 8A, eukaridta transzlacios inicidcio faktor SA-1, acetil-koenzim A dehidrogenaz.
Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy az alkalmazott szelén doézis
csOkkentette a gliilkoneogenezis intenzitasat, megnovelte a citoszkeletalis aktin
mennyiségét és ezzel egyiitt az aktin szabalyozédsat végzd fehérje expresszigjat is. A
kezelés a zsirsavak metabolizmusat is befolyasolhatta, az azonositott fehérjék funkcidja
alapjan feltételezhetjiik, hogy csokkent a zsirsav szintézis és a lebontds is. Mindezek
mellett az antioxidans rendszerre is hatdssal volt a szelén, hiszen a kezelt csoportban
harom olyan enzim expresszioja is megnovekedett, melyek az antioxidans

folyamatokban jatszanak szerepet.

A kiilonboz6é genotipusu ndvendék kosok hosszi hatizom szovetének proteomikai
elemzéséhez 10 allatot vontunk be a vizsgalatba, ebbdl 4 egyed szapora merind és 6
egyed cigédja volt. Ahogy az el6z6 vizsgalatban, gy itt is kétdimenzids poliakrilamid
gélelektroforézist hasznaltunk a fehérjék elvalasztasara, ehhez kivélasztottuk az idedlis
lizis puffert, pH tartoméanyt, rehidratdlo puffert és az izoelektromos fokuszalas
kondicioit. A gélképek elemzését Delta2D szoftver segitségével végeztiik, a két csoport
kozott expresszios kiilonbséget mutatd fehérjék azonositasa folyadék kromatografiaval
kapcsolt tomegspektrométerrel tortént.

Az azonositott fehérjék koziil 7, a szapora merindban mutatott magasabb
expressziot, ezek a miozin konnyti lanc 1/3 €és miozin konnyt lanc 2 fehérjék, az alfa-
aktinin, a béta-aktin, az akonitat hidrataz, az ATP szintdz béta-alegység fehérje és a
stressz-indukalta foszfoprotein. Mig madasik 5 fehérje a cigdjaban expresszalodott
nagyobb mértékben, ezek a 6-foszfofruktokinaz, a béta-enolaz, a gliceraldehid 3-foszfat
dehidrogendz, a fruktoz 1,6-biszfoszfatdz ¢és a mioglobin fehérjék. Az azonositott
fehérjéket funkciojuk alapjdn harom csoportba soroltuk: struktirfehérjék, szénhidrat
metabolizmushoz kdthetd fehérjék és egyéb feladatot ellatd fehérjék. A struktarfehérjék
mindegyike a merind fajtdban mutatott magasabb expressziot, ez a jelenség az intenziv

fehérjebeépiiléssel lehet 6sszefliggésben. A szakirodalomban ko6zolt fehérje markerek és
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az altalunk azonositott szénhidrat metabolizmushoz ¢és egyéb feladatokhoz kothetd
fehérjék Osszevetését kovetden, megallapithatnank, hogy a cigdja fajta eldnydsebb
husmindségi tulajdonsagokkal rendelkezik, hiszen a glikolitikus enzimek és a mioglobin
overexpresszioja, valamint a stresszhez kapcsol6dd fehérje alacsonyabb expresszidja
alapjan erre kovetkeztethetnénk. Azonban a husmindségi tulajdonsagok miiszeres
vizsgalata nélkiil nem vonhatunk le ilyen kovetkeztetést. A jovoben érdemes lenne a
szapora merind ¢és a cigdja fajtdk miiszeres hismindségi vizsgdlatat elvégezni és a
vizsgélat eredményét Osszevetni az daltalunk azonositott fehérjék alapjan levont

kovetkeztetésekkel.

A kiilonb6zd ¢éldsulyban levagott charolais bikdk vazizom szdvetének proteomikai
elemzéséhez 10 charolais bikat vontunk be a kisérletbe, 5 allatot atlagosan 500 kg-os
¢lostulyban 440 napos korban, mig 5 allatot atlagosan 700 kg-os éldstlyban, 540 napos
korban vagtunk le. Kétdimenzios differenciald gélelektroforézist hasznaltunk az izom
fehérjéinek elvalasztasara. A gélelektroforézis hatékonysagénak ndvelése érdekében
optimalizaltuk a fehérje izoldlashoz hasznalt puffer Osszetételét, az elvdlasztds sordn
alkalmazott pH tartoményt és az izoelektromos fokuszalas kondicidit. A két csoport
gélképeinek fehérje mintdzatat Delta2D gélelemz6 szoftver segitségével hasonlitottuk
Ossze, a két csoport kozott expresszios kiilonbséget mutatd fehérjék azonositisa
folyadék kromatografiaval kapcsolt tomegspektrométerrel tortént.

Az alfa-enolaz, a béta-enoldz, a kontraktilis aktin és a triozfoszfat izomeraz fehérjék
a 700 kg-os csoportban mutattak magasabb expresszios szintet, mig a Hsp27 hdsokk
fehérje expresszidja az 500 kg-os csoportban volt magasabb. Eredményeinket
Osszevettiik az irodalomban taldlhat6 adatokkal, ezek alapjan megallapitottuk, hogy a
béta-enolaz fehérje tobb fajnal is bizonyitottan az idésebb allatokban mutat magasabb
szintli expressziot, ezzel jelezve a nagyobb glikolitikus aktivitast. A 700 kg-os csoport
nagyobb glikolitikus aktivitasat a triozfoszfat izomerdz fehérje expresszidos ndvekedése
is jelzi, mely az izomnovekedéssel is kapcsolatba hozhat6. A kontraktilis aktin
megemelkedett expresszidja szintén az izomndvekedéssel mutat korrelaciot. A Hsp27
fehérje expresszids valtozasat tobb kutatds is Osszefiiggésbe hozta a htsok
porhanydssagaval. A Hsp27-nek szdmos izoforméja létezik, az izoformak dontd
tobbsége negativ korreldcioban 4ll a porhanydssaggal, azonban néhanyuk a

porhanyosabb husban expresszalodik nagyobb intenzitassal, tehat pozitiv korrelaciot
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mutat. Az altalunk vizsgalt két csoport hismindségi paramétereinek miiszeres vizsgalata

nélkiil nem tudunk korrelaciét vonni a Hsp27 ezen izoformadja és a porhanyossag kozott.

Eredményeink alapjan levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a proteomikai
modszerek  alkalmasak  komplex  tulajdonsagok  vizsgalatira. Ugyan az
allattenyésztésben még korlatozott a felhasznalasuk, de az ismeretanyag ndvekedésével
¢s a miiszeres technikdk fejlddésével parhuzamosan, egyre nagyobb igény mutatkozik a

termelési, fizioldgiai és patofizioldgiai jelenségek mélyebb megértésére.
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9. SUMMARY

In the last decades, molecular biology research became highlighted in animal
production science, in particularly study of the macromolecules (DNA, RNA, proteins)
those are the steps of genetic information flow.

The application of proteomics has already widespread in the fields of human
medicine and pharmacological sciences. For the time being, proteomic methods are
used in animal science, are related to physiological, immunological, reproduction
biology, meat and milk production studies. The expression of cells, cell compartments,
tissues and body fluids can be detected within the different treatments, making possible
to understand the processes those are the results of the interactions of hundreds of
proteins. Proteome analysis of different tissues of different livestock species is a huge
challenge, because of variability of protein content that makes the decision difficult,
which fractionation and separation method should be applied.

The objectives of the present study were to analyse proteome of muscle and liver
tissues of cattle, sheep and chicken in different experiments. We summarize the main

steps of the work and its results below.

In our experiment, we aimed to identify the changes of the proteome of chicken
liver caused by selenium induction. 12 animals were included in the study, 6 of them
were fed with control feed and 6 were fed as a treatment group. The selenium content of
feed was 0.2 mg/kg in the control group (6 chicken) and 4.25 mg/kg in the experimental
group (6 chicken). Two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis was used to
separate proteins of liver, for more effective biomarker search, we optimized some
parameters for effective separation of the chicken liver tissue (extraction of proteins, pH
range, amount of proteins, rehydration buffer, conditions of isoelectric focusing,
concentration of polyacrylamide gel, staining method). Gel images were analyzed and
compared with Delta2D software, spots which showed significant differences between
groups, were identified with liquid chromatography coupled mass spectrometry (LC-
MS/MS). Eight proteins showed a higher expression in experimental group: alpha-
aminoadipic semialdehyde dehydrogenase, cytoplasmic actin, proteasome subunit alpha
type, ADF actin binding protein, peroxiredoxin 6, malate dehydrogenase cytoplasmic,
alpha-enolase, 3-mercaptopyruvate sulphurtransferase. In contrast the expression of

other five proteins were reduced in the experimental group: phosphoenolpyruvate
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carboxykinase, glycerol-3-phosphate dehydrogenase, RNA-binding protein 8A,
eukaryotic translation initiation factor 5A-1, acyl-CoA dehydrogenase. Based on the
results it can be concluded that the applied dose of selenium reduced the intensity of
gluconeogenesis, increased the quantity of cytoskeletal actin and the expression of actin
regulatory protein as well. The treatment could affect the metabolism of fatty acids, by
the function of identified proteins we can suppose that fatty acid synthesis and
degradation have reduced as well. Nevertheless, selenium has affected the antioxidant
system, because the expression of three enzymes, which play a role in antioxidant

process have increased in the expreimental group.

A proteomic study was performed on musculus longissimus dorsi tissues of rams
belong to two breeds. 10 rams were involved in the study, 4 of them were Merino and 6
of them were Tsigai. As in the previous study, two dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis was used to separate individual proteins, thus we have choosen the
appropriate lysis buffer, pH range, rehydration buffer, and the conditions of isoelectric
focusing. Gel images were analyzed and compared with Delta2D software, spots which
showed significant differencies between groups, were identified with liquid
chromatography coupled mass spectrometry (LC-MS/MS). Seven of the identified
proteins have shown higher expression in Merino breed, these were myosin light chain
1/3 and myosin light chain 2 proteins, the alpha-actinin, the beta-actin, the aconitate
hydratase, the ATP synthase subunit beta and stress-induced-phosphoprotein. While
other 5 proteins overexpressed in Tsigai group, these were 6-phosphofructokinase, beta-
enolase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, fructose-1,6-bisphosphatase and
the myoglobin proteins. All of these proteins belong to three groups based on their
functions, such as structural proteins, carbohydrate metabolism-related proteins, and
miscellaneous proteins. All of the structure proteins have shown higher expression in
the Merino breed, this can be in connection with intensive protein anabolism. After
comparison of the protein markers in the literature and proteins identified by us which
can be in connection with carbohydrate metabolism and other roles, we could conclude
that Tsigai breed could have better meat quality parameters, because overexpression of
glycolytic enzymes and myoglobin, and lower expression of stress-induced-protein
would lead us to this conclusion. However we can not conclude this statement without

information on meat quality parameters. In the future, it would be worth performing the
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lab analysis of meat quality parameters of Merino and Tsigai breeds and compare the

results to our conclusions that were made from identified proteins.

The aim of the study was to investigate the differences in the proteom patterns of
musculus longissimus dorsi between Charolais bulls slaughtered at different liveweight.
In a commercial beef cattle farm 10 finishing Charolais bulls were involved in the
study, 5 of them were slaughtered at the live weight of 500 kg and at the age of 440
days old and 5 at 700 kg live weight, at 540 days old. Two dimensional - difference in
gel electrophoresis was applied for the separation of proteins of muscle. Lysis buffer,
pH range and the conditions of isoelectric focusing were optimized to increase
efficiency of separation. The gel patterns of two groups was compared by Delta2D gel
analyzing software, the spots which showed significant differencies between the groups,
were identified with liquid chromatography coupled mass spectrometry (LC-MS/MS).
The alpha-enolase, the beta-enolase, the skeletal muscle actin and the triosephosphate
isomerase proteins have shown higher expression rate in the 700 kg weight group, while
up-regulation of heat shock protein beta-1 was observed in the 500 kg weight group.
Comparing our results to the previously published data, it seems to be proven that beta-
enolase protein shows higher expression level in older animals, indicating higher
glycolytic activity. The higher glycolytic activity of the 700 kg group was indicated by
the increased expression of triphospate isomerase which could be linked to muscle
growth. The up-regulation of contractile actin shows correlation with muscle growth as
well. The change of heat shock protein beta-1 expression is connected with tenderness,
stated by many papers. There are several isoforms of heat shock protein beta-1, the
majority of them showed negative correlation with tenderness, nevertheless some of
them had higher expression in more tender meat, so show positive correlation. Without
beef quality analysis of bulls in the groups, we can not take a correlation between this

isoform of heat shock protein beta-1 and tenderness.

In conclusion, the proteomic methods are appropriate to investigate complex traits.
However their application in animal science is limited, but in parallel with growth of
knowledge and development of state-of-art methods, there is an increasing demand for
understanding the molecular background of animal production, physiological and

pathophysiological traits of livestock species.
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