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OSSZEFOGLALAS

Munkank soran proteomikai modszerek segitségével olyan mar-
ker fehérjéket kerestiink, melyek osszefiiggésbe hozhatéak a tehenek
hosszi hasznos élettartamaval. A vizsgalatokba bevont holstein-friz
egyedeket teljesitményiik alapjan 3 csoportba soroltuk, az egyikbe a
hosszu hasznos élettartamu tehenek keriiltek, a masik két csoportba
a kontroll allatok, melyeket a szaporodasbiologiai okok miatt, illetve
alacsony termelési szinvonal miatt selejtezésre itélt egyedekbdl va-
lasztottunk. Egy vizsgalati csoport 12 tehénbdl allt, melyektSl vér-
és tejmintakat gytijtottiink. A vérplazma mintakat kétdimenzios poli-
akrilamid gélelektroforézis modszerrel (2D PAGE) vizsgaltuk, mig a
MALDI TOF/TOF és nanoLC-MS/MS metodikakkal a vérplazma és
a tej mintakat egyarant. A 2D PAGE eljaras sordn a hosszu hasznos
élettartamu teheneknél atlagosan 143 egyedi fehérjepontot tudtunk
elkiiloniteni. A nehezen vemhesiild kontroll csoportnal 139, az alacsony
termelési szinvonalu kontroll csoportndl 136 fehérjepontot kiilonitet-
tiink el. Talaltunk olyan fehérjéket, melyek expressziojanak mértéke
eltér a harom vizsgalati csoportban, illetve olyanokat is, melyek csak
a hosszu hasznos élettartamu dallatoknal jelentek meg, azonban ezek
a kiilénbségek nem bizonyultak szignifikansnak. A MALDI TOF/TOF
és nanoLC-MS/MS vizsgalatok soran 11 olyan szekvenciat detektal-
tunk, melyek expresszidja a hosszi hasznos élettartamii egyedekben
szignifikansan emelkedett.

Kulcsszavak: hosszu hasznos élettartam, holstein-fiiz, proteo-
mika, 2D-PAGE

SUMMARY

The aim of the present study was to determine marker proteins
those are associated with functional longevity of dairy cattle. Holstein-
Friesian cows were grouped based on their performance as follows:
group 1) individuals with good longevity traits; group 2) short
production life because of poor reproduction traits; group 3) short
production life with low milk yield. Twelve individuals were sampled
in each group, blood and milk samples were collected from cows.
Blood samples were analysed with two dimensional polyacrylamide
gel electrophoresis (2D PAGE), MALDI TOF/TOF and nanoLC-
MS/MS. The milk samples were analysed with MALDI TOF/TOF and
nanoLC-MS/MS. Using the optimized gel based proteomic approach,
we have succesfully separated 143 proteins in the group1, 139 proteins
in the group2 and 136 proteins in the group3, but we could not find
significant differences between groups in the expression pattern.

Using MALDI TOF/TOF and nanoLC-lonTrap MS, we have found
eleven protein sequences those were expressed only in the samples of
good longevity group.

Keywords: longevity, Holstein-Friesian, proteomics, 2D-PAGE
BEVEZETES

A tejtermeld allomanyokban a két ellés kozott el-
telt id6 manapsag mar meghaladja a 440 napot, a hasz-
nos ¢lettartam pedig a kényszerti szelekcié miatt nem
éri el a harom évet (jelenleg 2, 3 laktacio) (Berta,
2010). Ez nagyon kis teljesitmény, ha figyelembe
vessziik, hogy a szarvasmarha bioldgiailag lehetséges
¢lettartama 3035 év. A rovid termelésben maradas ko-
vetkezményeként a tejeld szarvasmarha tenyésztésben
megnodvekedett a funkcionalis tulajdonsagok, mint a
fitnesz tulajdonsagok és az élettartam szerepe (Vacek et
al., 2006). Kiilonosen fontosak ezek az iparszerl ter-
melési viszonyok kdzott, amikor a természetszeriitlen
tartas miatt a kedvezotlen kiilsé hatasokkal fokozottan
kell szamolni, igy a hasznos élettartamot nagymérték-
ben meghatarozza a technologiai tiirdképesség is. Erre
a képességre a kiillembdl, azon beliil is a labszerke-
zetbdl kovetkeztethetlink (Griinhaupt, 1994). Az ellen-
allo képességre, a konstitticiora eldre lehet kdvetkez-
tetni a szervezeti szilardsagbol (Piiski et al., 2010). A
kivalo konstitiiciot bizonyitja a hosszi hasznos €lettar-
tam, illetve a nagy életteljesitmény (Béri és Szonyi,
1999). A hosszu hasznos élettartam 1ényegesen csok-
kenti a laktacionkénti allomanypotlas koltségét és lehe-
tové teszi, hogy a tehén a termelésben a maximumot
nyujtsa, amikor elérte a kifejlett korat. Ezen kiviil a
megfeleld égészségi allapot és fertilitds mellett a
hosszl ideig valo tenyészetben maradas csokkenti a ke-
zelési koltségeket és a kényszerl selejtezést (Berta és
Béri, 2006). A gazdasagos tejtermelés megkovetelné
az egyed minél hosszabb termelésben tartasat, ezaltal a
minél nagyobb életteljesitményt (Dohy, 1983).

A hosszu hasznos élettartam molekularis biologiai
vizsgalatara eddig leginkabb genetikai modszereket al-
kalmaztak. Szamos SNP-t (pontmutaciot) detektaltak
mar, és ezek hatasat is vizsgaltak (Komisarek, 2010;
Samor¢ et al., 2010; Komisarek és Dorynek, 2009;
Szyda et al., 2011), mig mas szerz6k QTL analizise-
ket végeztek (Moreno et al., 2005; Diao et al., 2004;
Johannes, 2007). Uj megkozelitést jelenthet a proteo-
mikai modszerek bevonasa, melyek segitségével olyan
marker fehérjéket kereshetiink, melyek expresszids
valtozasai Osszefiiggésbe hozhatok a tehenek hosszi
hasznos élettartamaval.
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ANYAG ES MODSZER
Allatok és kezelés

A vizsgalatokba bevont holstein-friz teheneket telje-
sitményiik alapjan 3 csoportba soroltuk, az egyikbe a
hosszil hasznos élettartamt1 tehenek keriiltek (legalabb
5 lezart laktacioval rendelkezo, ¢életteljesitmény > 80 000 1
tej), a masik két csoportba a kontroll allatok, melyeket
a szaporodasbioldgiai okok miatt selejtezésre itélt (elsd
laktacios), illetve, kis laktacios tejhozam miatt selejte-
zésre itélt (masodik laktacids) egyedekbdl valasztot-
tunk. Egy vizsgalati csoport 12 egyedet jelentett. Az
allatok 2 kiilonb6z0 teleprél szarmaztak, ennek nagy je-
lent6sége van abban az esetben, ha mindkét telephelyrol
szarmazo6 allatcsoportnal taldlunk szignifikans expresszi-
obeli kiilonbséget a kisérleti és a kontroll csoportok
kozott, akkor a telep befolyasold hatasat kizarhatjuk.

Mintagyiijtés

A vérmintakat a nyaki vénabdl vettiik EDTA véral-
vadasgatlot tartalmazo vércsbe. Kozvetleniil a levé-
tel utan, centrifugalassal szeparaltuk a plazmat, majd
azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik. A proteazok
aktivitasat az EDTA mellett proteoblock proteaz inhi-
bitor mix (Fermentas) hozzadadasaval gatoltuk. A vér-
plazma mintakat 2D PAGE, MALDI TOF/TOF és
nanoLC-MS/MS moédszerekkel vizsgaltuk.

A tejmintakat steril csovekbe gyijtottiik, azonnal
folyékony nitrogénbe helyeztiik, a tovabbi tarolas -80 °C-
on tortént. A tejmintdkat MALDI TOF/TOF ¢és nano-
LC-MS/MS modszerekkel elemeztiik.

Mintatisztitas

A plazma fehérjéinek 95%-at két nagygyakorisaga
fehérje teszi ki: 60% albumin, 35% globulinok. Ezek a
nagy aranyban eléfordulo fehérjék a gélképeken elfed-
hetik a szamunkra nagyobb jelentdséggel bird kisebb
gyakorisagl proteineket, ezért a vérplazma mintaknal
mindig nagy kihivast jelent, hogy csokkentsiik ezeknek a
fehérjéknek a gyakorisagat. ProteoMiner Kit-et (BioRad)
hasznaltuk a plazma mintak komplexitasanak csokken-
tésére. A kit alapja egy nagy diverzitasu kombinatori-
kus peptid ligand konyvtar, mely gyongyokhoz van
kikotve és az elvalasztas a fehérjék specifikus peptid
ligand kotddésén alapszik. Ezt kovetden a mintainkat
2-D Cleanup Kittel (BioRad) tisztitottuk, mivel a vér-
plazmaban 1évé sok, ionok, lipidek zavarjak az izoelekt-
romos fokuszalast. A Cleanup Kit-bdl nyert precipita-
tumot mintapufferben vettiik fel, melynek osszetétele:
8M urea, 2% CHAPS, 50mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte
3/10 ampholyte.

A tejzsir MFG (milk fat globule) frakcidjanak vizsga-
lata bizonyos esetekben helyettesitheti az invaziv togy-
biopsziat, ami — az allatvédelmi szempontok mellett —
kiemelten elényos nagy egyedi értéki allatoknal. A tej-
zsir a togy epithel sejtjeibdl szekretalodik cseppek for-
majaban, melyek elsdsorban trigliceridekbdl allnak.
Ezeket a cseppeket az epithel sejtek apikalis memb-
ranja veszi koriil. A membran lipid kettGsrétege segiti
a zsircseppek stabilizalasat a vizes kdzegben. A fehér-
jék a tejzsircseppet koriilvevé membranburok fehérjéit

€s a zsircseppben 1évo citoplazma fehérjét jelentik,
vagyis a tejzsirt kivalaszto sejt plazma és membran
proteomjat.

Kétdimenzidés poliakrilamid gélelektroforézis (2D
PAGE)

Az eldzetes tesztelések soran az izoelektromos fo-
kuszalast a pH 3—10-es tartomanyban végeztiik, megal-
lapitottuk, hogy a tisztitott vérplazma mintak fehérjéi-
nek hatékony elvalasztasahoz a pH 5-8-as régio kedve-
z6bb, ezért a késdbbiekben ilyen pH tartomanyu strip-
pekkel dolgoztunk. A vérplazma mintakbol 100 pg-ot
vittiink fel a 17 cm-es pH 5-8-as IPG stripekre. A pasz-
sziv rehidratalas a mintakkal egyiitt tortént 16 dran ke-
resztiil, szobahdmérsékleten. A rehidratalo puffer
Osszetétele: 8M urea, 2% CHAPS, 50mM DTT, 0,2%,
0,002% Bromphenol Blue, ampholyte 4/6 (40%) és
6/8-as (40%) 1:2 aranyban.

Az elsé dimenzional tobblépéses fokuszalast
hasznaltunk: 1. 1épés: 250 V 20 perc Linear Ramp, 2.
1épés: 10 000 V 2,5 6ra Linear Ramp, 3. Iépés: 10 000 V
40 000 Vh Rapid Ramp, 20 °C-on 50puA/strip, 6sszesen
50 000 Vh. A fokuszalt stripeket az SDS-PAGE el6tt
equilibraltuk. 10 percig inkubaltuk az equilibrald I. ol-
datban (6M urea, 2% SDS, 0,05M Tris/HCI pH 8.8,
20% glicerol, 2% DTT), majd 10 percig az equilibralo
II. oldatban (6M urea, 2% SDS, 0,05M Tris/HCI pH
8,8, 20% glicerol, 2,5% jodoacetamid).

Masodik dimenzioban a gélek futtatasa BioRad
Protean Plus Dodeca cell rendszerben tortént, igy egy-
szerre 12 gélt tudtunk kezelni, ezzel probaltuk elkertilni
anem egy idOben torténd futtatdsokbol eredd eltérése-
ket a gélen. A poliakrilamid gélek 12%-o0s koncentra-
cidjuak voltak. Futtato pufferként 1X Tris-Glicin-SDS
oldatot hasznaltunk.

A poliakrilamid géleken 1évo fehérje foltok latha-
tova tételére eziistfestést (Shevchenko et al., 1996) és
fluoreszcens festést (Sypro Ruby Protein Stain, Lonza)
hasznaltunk. Mindkét festék esetében a fehérje detek-
talas also hatara 1 ng. Az eziistfestés Iépései: 1. fixalas:
50% metanol, 5% ecetsav; 2. mosas: 50% metanol; 3.
érzékenyités: 1,27 mM natrium tioszulfat pentahidrat;
5. festés: 0,15% eziist nitrat; 7. el6hivas: 0,04%
formaldehid, 2% natrium karbonat; 8. leallitas: 5%
ecetsav. Sypro Ruby festés 1épései: a géleket eldszor
egy prefixald oldatba helyeztiik, melynek Osszetétele:
50% metanol, 10% ecetsav, dH,O, 12 6ran keresztiil
fixalodtak a gélek, folyamatos razas mellet. Ezt kdvette
maga a festd oldat: Sypro Ruby Protein Gel Stain
(Lonza), melyben 24 6ran keresztiil festodtek a gélek.
Végiil 30 percre a postfixald oldatba kertiltek: 10%
methanol, 7% ecetsav, dH,O.

A gélek elemzését a Delta2D software segitségével
végeztik. A futtatadsokat az optimalizalas utan harom-
szoros technikai ismétlésben végeztiik.

MALDI TOF/TOF és nanoLC-IonTrap tomegspekt-
rometria

MALDI TOF/TOF MS (Matrix — assisted laser desorption
ionization tandem time of flight mass spectrometry)

A mintdk 1-1 pL-ét Bruker rozsdamentes acél
mintatartd talcara (MTP 384 ground steel plate) csep-
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pentettiik. A vizsgalatok soran matrixként 10 mg/mL-
es koncentracioji CHCA acetonitril — 0,1% TFA
(50:50, v/v) oldatat alkalmaztunk. A mintak beszara-
dasa utan az elemzéseket Bruker Autoflex II tipusu
matrix segitette 1ézerdeszorpcios ionizacios technikat
alkalmazoé tandem repiilési id6 analizatoros (MALDI
TOF/TOF) tomegspektrométerrel, reflektor, illetve na-
gyobb tomegeknél linear detektalasi modban. Az ioni-
zéalashoz 337 nm-es nitrogén 1ézert alkalmaztunk, a
vizsgélatok soran 500 lézerimpulzus tomegspektrumat
Osszesitettiik, a 1ézer frekvenciaja 50 Hz volt. A tdmeg-
spektrumokat pozitiv ionizaciés moédban m/z 500 és
4000, illetve 5000-30 000 tartomanyban regisztraltuk
a gyorsito fesziiltség 20 kV, a késleltetési id6 120 ns
volt.

nanoLC-MS/MS (nano Liquid Chromatography — tandem
Mass Spectrometry)

Az LC-MS vizsgalatokat egy Waters nanoAcquity,
illetve Agilent 1100 folyadékkromatograffal kapcsolt
Bruker Esquire ioncsapdas tomegspektrométerrel vé-
geztiik. A kromatografias rendszer aramlasi sebessége
600 nL/min volt, az alkalmazott eluens rendszer 5%
acetonitril — viz (0,05% hangyasav), illetve 95% aceto-
nitril — viz (0,05% hangyasav) tartalmazott. Az elva-
lasztas gradiens profilja a kdvetkezd volt: 20 perc alatt

40% B, 10 perc alatt 100% B, majd mosasi és egyen-
sulyi fazisok kovetkeztek. Szallitoé gazforrasként nit-
rogént hasznaltunk 6 L/min aramlasi sebességgel. Az
ionforrds hémérséklete 200 °C, mig a kapillaris fesziilt-
ség 1,8 kV volt. A spektrumok m/z 200—1200 tartomany-
ban regisztraltuk pozitiv ionizaciés modban.

EREDMENYEK

A kétdimenzids gélelektroforézist megelézé min-
tatisztitasnal a ProteoMiner Kit segitségével sikeresen
csokkentettiik a vérplazma mintakban nagy gyakori-
saggal el6fordulo albumin és globulin mennyiségét (1.
abra). A gélképek elemzése soran a hosszu hasznos
¢lettartamu teheneknél atlagosan 143 egyedi fehérje-
pontot tudtunk elkiiloniteni. Az 1-es kontroll csoport-
nal (szaporodasbioldgiai okok miatt selejtezésre itélt)
139-et, a 2-es kontroll csoportnal (alacsony laktacios
tejhozam) 136 fehérjepontot kiilonitettiink el. Talaltunk
olyan fehérjéket, melyek expressziodjanak mértéke eltér
a harom vizsgalati csoportban, illetve olyanokat is, me-
lyek csak a hosszu hasznos élettartamu allatoknal je-
lentek meg, azonban a csoportokon beliill (még az
azonos telephelyrél szarmazé allatok esetében is) is
igen nagy volt a szoras és a kiillonbségek nem voltak
szignifikansnak.

1. abra: Vérplazma, Cleanup Kit (bal oldali gélkép), ProteoMiner Kit (jobb oldali gélkép)
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Figure 1: Blood plasma, Cleanup Kit (left side), ProteoMiner Kit (right side)
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A tomegspektrometrian alapuld vizsgalatok soran
talaltunk olyan peptideket/triptikus fragmenteket, me-
lyek expresszidja szignifikans kiilonbséget mutatott az
adott a csoportok kozott. A £0 eltéréseket a protein pro-
fil vizsgalatoknal a m/z 800010 000 kozotti tarto-
manyban talaltuk. A hosszll hasznos élettartamu egye-
dekben megfigyelhetd egy m/z 9450-as cstcs (2. dbra),
amely a legerdsebb kiilonbséget adta. Az kijelenthetd,
hogy a m/z 9450-nél jelentkez6 polipeptid egy olyan
biomarker, amely a hosszu hasznos élettartamu alla-
tokra jellemzo és a tobbi csoportban nem volt detek-
talhaté sem MALDI sem LC-MS vizsgalatokkal.

A szaporodasbiologiai selejt csoport, vagyis a nehe-
zen vembhesiiloknél talaltunk egy polipeptidet (m/z
9142), amely erre a csoportra jellemz6. Szamunkra ez
is ugyanolyan jelent6séggel bir, mint a hosszu hasznos
¢lettartamu teheneknél tapasztalt expresszids emelke-
dés, olyan értelmezésben, hogy ez a gén a célcsoport-
nal elcsendesiilt (3. abra).

A kis tejhozamu teheneknél m/z 8755 koriil van
egy intenziv unikalis cstics, amit a hosszu hasznos al-
latoknal nem mértiink (4. dbra).
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2. abra: Hosszi hasznos élettartamu csoport témegspektruma
(m/z 8000—10 000 tartomanyban)
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Figure 2: Mass spectra of group with good longevity traits
(m/z 8000—10 000)

3. dbra: Szaporodasbiolégiai selejt csoport tomegspektruma
(m/z 8000-10 000 tartomanyban)
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Figure 3: Mass spectra of group with poor reproduction traits
(m/z 8000-10 000)

4. abra: Kis tejhozamu csoport tomegspektruma
(m/z 8000—10 000 tartomanyban)
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Figure 4: Mass spectra of group with low milk yield (m/z 8000—
10 000)

A tomegspektrometrias méréseken alapul6 vizsga-
latok soran 11 olyan fehérjét azonositottunk, melyek
expresszidja a hosszl hasznos élettartamu egyedekben
szignifikdnsan megnovekedett. Ezeket a sejtekben be-
toltott funkcidjuk szerint harom csoportba sorolhatjuk:
nyolc fehérje a mitokondriumokban végbemend termi-
nalis oxidacidban és a citromsav ciklusban jatszik fon-
tos szerepet, két protein transzkripcids szabalyozo
faktor, egy pedig a T-sejtek fejlodésében és aktivalasa-
ban vesz részt.

KOVETKEZTETESEK

A kétdimenziés poliakrilamid gélelektroforézis
technika segitségével a vérplazma mintdkban szamos
egyedi fehérjét tudtunk elkiiloniteni, megoldva a nagy
gyakorisagt fehérjék problémajat is. A nem g¢l alapt
mérések eredményeként leszogezhetjiik, hogy a tovab-
bi vizsgalatokat érdemes fokuszalni a 10 000 Da alatti
fehérje tartomanyra. Els6sorban a tejmintak szolgaltat-
tak statisztikai szempontbdl értékelhetd eredményeket,
mivel a vérmintak esetében a bioldgiai variabilitasbol
adodo szoras nagyobb volt. A bizonyitottan megndve-
kedett expresszios szintet mutatod fehérjék sejtekben be-
toltott szerepe Osszefliggésbe hozhato a hosszl hasznos
¢lettartammal. A mitokondriumok matrixa tartalmazza a
citromsavciklus fehérjéit, mig a belsé membranban a lég-
z¢€si lanc enzimeit talaljuk. Mindkét anyagcsere-atvonal
a szénhidrat- lebontas és az ATP- termelés folyamata-
ban jatszik szerepet, fehérjéinek expresszios szintbeli
valtozasa hatassal van a sejt energiatermelésére. A ma-
sodik csoportban szerepl6 fehérjék transzkripcios akti-
vatorokként szolgalnak, DNS kot6 domének formaja-
ban. A harmadik csoportba tartoz6 protein a T-sejtek-
ben expresszalodik, melyek a sejtes immunvalaszért
feleldsek, segiti ezen sejtek érését és aktivalasat. A fe-
hérje megndvekedett expresszios szintje jelezheti a
hosszu hasznos élettartamu allatok erdsebb immunsta-
tuszat.

Eredményeink alapjan levonhatjuk azt a kdvetkez-
tetést, hogy a kisérlet soran hasznalt proteomikai meg-
kozelités alkalmas ilyen 0Osszetett tulajdonsagok
vizsgalatara.
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