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Biologiai alapismeretek

Foldiinkon az ¢életnek olyan formaja alakult ki, mely a nukleinsavakhoz ¢és a fehérjékhez
kotédik. A nukleinsavak jelentdsége kettds, hiszen OrokitOanyagként is funkcionalnak,
emellett a fehérjeszintetizalo rendszer mukddéséhez is nélkiilozhetetlenek. Két fajtajat
kiilonboztetjiik meg a nukleinsavaknak, az egyik a dezoxiribonukleinsav (DNS), a masik
pedig a ribonukleinsav (RNS). A DNS molekulék szerkezetiikbdl adodoan, lehetové teszik a
genetikai informacio tarolasat, megkett6z6dését és atadasat. Ezzel szemben az RNS-ek
elsdsorban a gének kifejezddésében jatszanak szerepet (bizonyos virusokndl az RNS a
genetikai informdacié hordozdja). Harom {6 csoportjukat kiilonboztethetjilk meg: hirvivé RNS
(messenger, MRNS), mely a DNS informaciotartalmanak szallitasat végzi a fehérjeszintézis
helyére, szallit6 RNS (transfer, tRNS), mely az aminosavak szallitasat végzi a fehérjeszintézis
helyére, riboszomalis RNS (rRNS), mely a riboszomak felépitésében vesz részt.

A nukleinsavak informdcidtartalma alapjan a fehérjeszintetizald rendszerben 1étrejovo
fehérjék azok a molekuldk, melyek kozvetleniil részt vesznek az életfolyamatokban. A
fehérjék aminosavakbol felépiild szerves makromolekulak, az aminosav sorrendet a DNS
nukleotid szekvencidgja kodolja a  kodszotarnak  megfeleléen. A fehérjékben
megkiilonboztethetiink elsdédleges, masodlagos, harmadlagos és negyedleges szerkezetet. Az
elsddleges szerkezet az aminosav sorrendet jelenti, a masodlagos szerkezet a polipeptidlanc
konformaciojat, a harmadlagos szerkezet a fehérje haromdimenzids szerkezetét, a
negyedleges szerkezet pedig a tobb polipeptidlanc aggregacidjabol 1étrejovo osszetett fehérjék
szerkezetét jelenti.

A DNS molekuldkban tarolt informaci6 atadasédnak elsé 1épése az informécid atirodasa
hirvivd (mRNS) molekulakra, ez a folyamat a transzkripci6. Els6 1épésként az RNS polimeraz
kotddik a DNS-en taldlhatod transzkripcios kezddponthoz (promoter), majd a DNS szél
széttekeredik. A lanchosszabbitas 5°-3” iranyban halad, mely soran egy hibrid (DNS+RNS)
hélix képzodik. Amikor a polimeraz a terminacios szignalhoz ér, befejez6dik az RNS
szintézis. Ezt kovetden az atirodott mRNS nukleotid sorrendjének megfeleldé aminosav
sorrendli polipeptid képzddik, ez a transzlacid. A transzlacid kezdd Iépéseként a riboszoéma
kis és nagy alegysége az atirodott mRNS-hez kapcsolodik. A riboszoman az A (aminosav), a
P (peptid) kotohely és az E (empty, iires) hely alakul ki. Ezt kdvetéen az mRNS kodonja és t-

RNS antikodonja parosodik, az elsd aminosav eukaridtdkban mindig a metionin, ezért az



ennek megfeleld t-RNS kapcsolodik a P kotohelyre. Ezutdn az mRNS bazissorrendjének
megfeleld ujabb t-RNS az A kotohelyre kertiil és a két aminosav kozott kialakul a peptidkotés.
A metionint szallit6 tRNS az E helyre keriil, levalik és a riboszoma egy bazisharmassal
elmozdul az mRNS-hez képest. gy a masodik tRNS a P kétShelyre keriil, az A kotéhely jra
felszabadul. A folyamat annyiszor ismétlédik ahany peptidkotés van a fehérjében. Amikor az
A helyen megjelenik valamelyik stop-kodon, akkor leall a fehérje novekedése.

A fehérjék szintetizalodasat kovetéen megvaltozhatnak bizonyos kémiai tulajdonsagaik, ezek
az Un. poszt-transzlaciés modositasok. Két csoportjuk ismert, az egyik csoportba az enzimek
altal katalizalt kovalens modositdsok tartoznak, ebben az esetben aminosav oldallancok
kémiai tulajdonsagai megvaltoznak pl.: glikozilacio, acilacid, metilacio, foszforilacio. A
masodik csoportba a fehérjék peptidkotéseinek irreverzibilis hidrolitikus hasitasa, vagyis a

proteolizis tartozik.

Proteom, proteomika

A proteom, egy adott sejt, szovet, szerv vagy szervezet teljes fehérjekészletét jelenti egy adott
idépontban. A proteomot, mint fogalmat el6szor Marc Wilkins hasznalta 1994-ben,
Olaszorszagban. A proteom miikodésének megértéséhez sziikséges az azt alkotd fehérjék
azonositasa és mas molekuldkkal valo interakcidjdnak megismerésére, mely funkciok és
kolcsonhatasok feltarasaval foglalkozik a proteomika, mint tudomanyteriilet. A proteomika
igen Osszetett molekularis biologiai tudomanyag, mely tobbek kozott vizsgalja a fehérjék
szerkezetét, biologiai funkcigjat és ezek térbeli és idObeli valtozasat. Nemcsak gy tekinti a
fehérjét, mint izolalt molekulat, hanem figyelembe veszi a fehérje és kornyezete kozotti
kolcsonhatdsokat is. Sem a genomidlis DNS, sem az expresszalodott mRNS nem ad olyan
pontos képet a sejtek allapotardl, mint a fehérjék, mivel a gének jelen lehetnek, de nem biztos,
hogy atirédnak, €s az mRNS kopidk szama Sem mindig tiikrozi a funkciondlis fehérjék
mennyiségi jelenlétét. A proteomika célja, hogy a kisérleti kezelések soran azonositsa az 1j,
illetve nem vart valtozasokat a fehérjék expresszidos szintjében, meghatarozza a
kolcsonhatdsokat és modosuldsokat, valamint teljes képet mutasson a sejtben lejatszodo
folyamtokrol. Mas modszerekkel ellentétben, melyek egy idoben minddssze néhany fehérje

meghatarozasat végzik, a proteomikai vizsgalatokkal lehetdség nyilik egy vizsgélaton beliil



akar tobb ezer fehérje meghatirozasara, igy ily modon nyomon kdvethetjiik a valtozo
kornyezetre adott dinamikus sejtvalaszt.

A proteomikai vizsgalatok gyakorlati célokra torténd felhaszndldsa egyre inkdbb terjedében
van. Elsdsorban a human gyogydszatban hasznaljadk, de az dallattenyésztésben ¢és
novénytermesztésben is ndvekvo igény mutatkozik az ilyen jellegl vizsgalatokra.

Az ¢lelmiszeriparban is tobb teriileten alkalmazzdk a proteomika vizsgalati moddszereit,
melynek segitségével az élelmiszerminéség és biztonsag is monitorozhato. Egyre tobb olyan
proteomikai tanulmany jelenik meg, melyek azt vizsgaljak, hogy milyen hatdssal van az
¢lelmiszer a fogyasztok egészségére és ¢életfolyamataira, illetve hogy a feldolgozasi
folyamatok soran hogyan valtozik az ¢lelmiszerek fehérje-0sszetétele és ezzel 6sszefliggésben

annak bizonyos fizikai, kémiai, organoleptikus és egyéb tulajdonsagai.

A proteomika vizsgalati modszerei

Gél-alapu proteomikai vizsgalatok

A proteomikai vizsgélatok szdmos bonyolult modszert kombinalnak a fehérjék azonositasara
és mennyiségi meghatarozasara.

A gél alapu vizsgélatok sikerességét nagymértékben befolydsolja a minta eldkészités.
Figyelembe kell venniink a vizsgalt fehérjék oldhatdsagat, méretét, toltését, izoelektromos
enzimatikus és kémiai modositasokat a fehérjék szerkezetében, eltavolitja a nukleinsavakat és
mas interferald molekulékat.

A proteomikai vizsgalatoknal mindig komoly problémat jelent a mintdk komplexitasa, hiszen
egy-egy szovettipus akar tobb ezer kiilonbozé fehérjét is tartalmazhat. Ezért is okoz
nehézséget, hogy megtalaljuk azokat a fehérjéket, melyek ténylegesen reagédlnak az altalunk
elvégzett kezelésre. A mintdk elOkészitése sordn ezt az Osszetettséget prefrakcionacioval
csokkenthetjiik, ezaltal novekedhet a detektalhat6 fehérjék szdma. Szamos frakcionalasi
modszer koziil valaszthatunk, melyek alapjaul a fehérje molekuldk kiilonb6zd fizikai €s

kémiai tulajdonséagai szolgéalnak.



Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE)

A gél alapt proteomikai vizsgélatok sordn leggyakrabban hasznalt mddszer a kétdimenzids
poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE). Habar a proteomika kifejezés csak 1995-t61
terjedt el, a kétdimenzios gélelektroforézist mar 1975 6ta hasznaljak a fehérjék expresszios
szintjének monitorozasara.

A fehérjék elsd dimenzioban torténd elvalasztasa soran az izoelektromos pontjuk alapjan
fokuszaljuk 6ket. Az izoelektromos pont (pl) az a pH érték, amelynél a pozitiv és a negativ
toltések kiegyenlitik egymadst, azaz az aminosav neutrdlis viselkedést mutat elektromos
térben. A legtobb fehérje izoelektromos pontja pH 3-12 tartomanyba esik.

Amikor a fehérjéket olyan kozegbe helyezziik, ahol elézdleg mar kialakitottunk egy pH
gradienst, akkor elektromos é4ram hatdsdra a fehérjék vandorolni kezdenek ebben a
gradiensben és ekozben vagy protonokat vesznek fel vagy protonokat adnak le. Végiil elérnek
egy olyan pontot a pH gradiensben, mely megegyezik az izoelektromos pontjukkal és ezen a
ponton semleges Ossztoltés alakul ki, emiatt a fehérjék az izoelektromos pontbdl nem tudnak
elmozdulni.

A masodik dimenzidban az elvalasztas egy sodium-dodecyl szulfat (SDS) alapt poliakrilamid
gélen tortének. A mar elézdéleg a pl alapjan elkiilonitett fehérjéket tovabb szeparaljuk a
molekulastlyuk (MW) alapjan. Az SDS egy anionikus detergens, mely elmaszkirozza az
egyes fehérjék wvalddi toltését és egységes negativ toltést ad nekik, igy azok csak a
molekulastlyuk alapjan kiilonboznek egymastol, a poliakrilamid gél porusainak sziird
hatasara méret szerint elkiilonithetdek a fehérjék.

A kétdimenzidés poliakrilamid gélelektroforézis egy specidlis esete, amikor masodik
dimenzidban egy gradiens gélt hasznalnak a fehérjék molekulasuly szerinti elvalasztasara. A
poliakrilamid koncentracié a gél tetejétdl az alja felé nd, a porusméret viszont csdkken. Ennek
hatéséra a kis molekulastlya fehérjék az elektroforézis soran tovabb maradnak a gélben, igy
ugyanabban a gélben lehetséges a kis és nagy molekulastulyt molekulak elvalasztdsa, ezaltal a
komplex, molekulasuly alapjan széles tartomanyt atoleld proteom szeparalasa is

megoldhatova valik.
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1. dbra: Kétdimenzids poliakrilamid gélkép (Sajat forras)

Egydimenzids poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Az egydimenzids poliakrilamid gélelektroforézis soran csak molekulasuly szerint valasztjak el
a fehérjéket. Az elektroforézis el6tt a fehérje mintakat SDS-sel kell forralni, ezaltal egységes
negativ toltést kapnak a fehérjék, igy mar csak a molekulastlyukban kiilonboznek egymastol.

Gyakran hasznéalnak az ilyen elvalasztdshoz nem folytonos géleket, ami azt jelenti, hogy van
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2. abra: Egydimenzids poliakrilamid gél (Sajat forras)



Blue Native poliakrilamid gélelektroforézis (BN-PAGE)

A blue native gélelektroforézist megel6zéen a fehérjék szolubilizdldsa nem-denaturdlo
reagenssel torténik, igy maradnak a fehérjék nativ (biologiailag aktiv) allapotban. A minta
elokészités soran még Coomassie brilliant blue-t is adnak a mintakhoz, ez az anyag ad a
fehérjéknek negativ toltést.

Els6 dimenzidban egy nativ gélelektroforézist (nem-denaturalo) kell elvégezni, igy alapvetéen
a fehérjekomplexek molekulasulya befolyasolja a futisi sebességet. Az elektroforézist
kovetden a gélsavot ki kell vagni, és SDS-es oldattal denaturalni. Masodik dimenzidban ezt a
denaturalt gélsavot kell 90°-kal elforgatni és egy gradiens SDS-es gél tetejére helyezni, majd
elvégezni a méret szerinti elvalasztast. A modszert leggyakrabban mitokondrialis fehérjék

vizsgalatara hasznaljak.
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3. abra: Blue Native poliakrilamid gélelektroforézis

Benzyldimethyl-n-hexadecylammonium chloride / egydimenzids poliakrilamid
gél-elektroforézis (16 BAC/SDS-PAGE)

Az elsé dimenzioban egy kationos detergenst hasznalnak, ez a 16-BAC (benzyldimethyl-n-
hexadecylammonium chloride), egy savas, nem folytonos gélt hozva létre (stacking gél pH
4,1; resolving gél pH 2,1). A futtatast kovetden a gélsavot ki kell vagni és 90°-kal elforgatni.

Misodik dimenzidban ezt az elforgatott gélsavot egy SDS gél tetejére helyezziik és



elvégezziik a molekulasuly szerinti elvalasztast. Ezt a modszert hidrofob membran fehérjék

vizsgalatara hasznaljak.
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4. dbra: 16 BAC/SDS-PAGE

Kétdimenzios differenciald gélelektroforézis (2D-DIGE)

A 2D-DIGE modszernél a mintaban 1évd fehérjéket mar a kétdimenzids elvalasztas eldtt
megjeldljik fluoreszcens festékekkel (Cy2, Cy3, Cy5). Kiilon jelolést kap a kontroll és a
kezelt csoport, valamint a belsd standard, melyet a kisérletben szerepld Osszes minta
elegyébdl hozunk 1étre. Egy gélben fut a kontroll és a kezelt csoport egy-egy mintaja,
valamint a belsd standard is. Ezzel a modszerrel csokkenthetdek a kiilonb6zé futtatasokbol

eredd kiillonbségek, valamint a belsd standard hasznalataval a gélelemzés is megbizhatobb.

Fehérjék detektalasa

A fehérjék detektalasanak hagyoméanyos modja valamilyen festési eljaras.

A leggyakrabban az in. Coomassie blue (érzékenység: 10 ng/fehérjefolt) festést alkalmazzak,
ennek az az oka, hogy egyszerti, olcso, ugyanakkor tomegspektrométerrel kompatibilis festék.
Az R-250 formdjat Un. regressziv festési modszerrel alkalmazzak. Az eljaras els6 1épésében
magat a poliakrilamid gélt telitik a festékkel, majd tobbszori mosasi 1épéssel halvanyitjak a

sOtét hatteret. A festék ugyanis er6sebben kotddik a fehérjékhez, mint a gél matrixhoz. A G-
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250 esetében un. progressziv festési eljarast végeznek. Az altaldban tomény savat (TCA,
foszforsav), ammonium-szulfatot és metanolt/etanolt tartalmazd kolloid festékoldatban a
kolloid, illetve a diszperz formaban jelen 1évé festékrészecskék egyensulyban vannak. A
festés sordn a diszperz részecskék athatolnak a matrixon és a fehérjékhez kotddnek, a kolloid

részecskék viszont nem képesek a gélbe jutni, ennek eredményeként a hattér nem festddik.

Ennél érzékenyebb az eziist-nitrattal vagy a fluoreszcens festékkel torténd festés
(érzékenység: 1 ng/fehérjefolt). Az eziist-nitratos festés hatranya, hogy nem ,,végpontos”
festés, tehat korlatozottan alkalmas mennyiségi analizisre. Az eziistfestés soran a
poliakrilamid gélt el6szor eziisttel telitik, majd eltavolitjak a gélmatrixhoz kotott fémionokat
¢és redukaljak a fehérjéhez kotott eziistot. A fluoreszcens festékek koziil leggyakrabban a

SyproRuby festéket hasznaljak, mely tomegspektrométerrel kompatibilis festék.

Immunologiai modszerrel is detektalhatoak a fehérjék, ez az eljaras a Westren-blot. A
fehérjéket gélrél membranra vissziik at (blottolas), a membranra atvitt fehérjét leggyakrabban
a fehérjére specifikus antitesttel antigén-antitest reakciot hozunk létre és ezt detektaljuk. A
fehérjék a membranra torténd transzferalast kovetden részben visszanyerik nativ
konformaciojukat, igy alkalmasak fehérje-fehérje és fehérje-ligand kolcsonhatdsok

kimutatasara is.

Gélelemz0 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,
kiilonbségek a homérsékletben, kiilonbségek az dramerdsségben. Ezaltal nehézkessé valik a
gélképek Osszehasonlitasa, expresszios kiillonbségek detektalasa. A gélelemzd szoftverek
segitségével csokkenthetd a festésbol adodo hattérzaj, elvégezhetd a spotok parositasa
(matching), a gélek egymasra illesztése (warping), fuzios gélek 1étrehozasa, spotok
detektalasa és kvantifikalasa, statisztikai probak alkalmazasa. A leggyakrabban alkalmazott
szoftverek a Delta2D (Decodon, Germany), PDQuest, ProteomWeaver (Bio-Rad, USA),
SameSpots, Progenesis (Nonlinear Dynamics, UK), Decyder 2D (GE Helthcare).
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Tomegspektrometrias alapok

A tomegspektrometria olyan nagymiiszeres analitikai technika, mely igen kis mennyiségii
minta vizsgalatara alkalmas. Segitségével azonosithatjuk a vizsgaland6 anyagot, valamint
informaciokat nyerhetiink a vizsgaland6 anyagok jelenlétérdl, modosulésairdl, mennyiségérol.
A vizsgélat eredményeként minden esetben tdmegspektrumot kapunk, amely a fliggdleges
tengelyen az intenzitast, a vizszintes tengelyen pedig a tomeg/toltés aranyt abrazolja. Ebben
az anyagrészben Aattekintjik a legfontosabb tomegspektrometrids alapfogalmakat &s

megismerkediink a tomegspektrométerek altalanos felépitésével.

Tomegspektrometrias alapfogalmak

Tomeg definiciok

A tomegspektrometridban is a kémidban hasznalt tomeg definicidokat hasznaljuk. Ezek szerint
a molekula tomegeket Da-ban vagy atomi tomegegységben (amu) fejezziik ki (amu: *2C atom
1/12-ed része, Da: '°0O atom 1/16-od része), de léteznek specidlis, tomegspektrometridban
hasznalatos tomeg definiciok is.

A monoizotépos tomeg a legkdnnyebb izotdp tomegével szamolt tomeg (‘H= 1.007825,
12€=12.000000, **0=15.994915). Ez a legpontosabb tdmeg és amennyiben a késziiléknek elég
jo a felbontasa, akkor ezt hasznaljak. Ezzel szemben az atlagos tomeg a molekulat felépitd
atomok atlagos tomegébdl szamolhato. Ez az érték a természetes izotop eloszlast tikkrozi, a H
=1.0080, C = 12.011, O=15.994 stb. tomegeket hasznalja, ezért az igy szamolt tdmeg nem
lehet olyan pontos, mint a monoizotdpos tomeg.

A tomegspektrometriaban tulajdonképpen nem a tomeget, hanem a tomeg/toltés aranyt
(m/z), vagy Th (Thomson)-t mérjiik és a toltés ismeretében meg tudjuk allapitani a tomeget a
kovetkezd képlet szerint:

ionok m/z értéke = (My +n)/n,

ahol My a moltomeg és n a toltések szama.

Pl. 1000 m/z érték +1-es toltés esetén 999 Da, mig +2-es toltés esetén 1998 Da.
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A tomegspektrométerek egyik legfontosabb paramétere a tomegtartomany, vagyis a mérhet6
tomeg also ¢és felsd hatara. Ugyanakkor a tomegspektrometrias analiziseknél a tomeg alapjan
torténd azonositds miatt igen fontos kérdés a tomegspektrométer altal elérhetd
tomegpontossag, azaz a mért tomeg eltérése az igazi tomegt6l. Ez minden
tomegspektrométerre jellemzo érték, amely megfeleld bedllitasokkal ¢és kalibralasokkal
tovabb finomithat6. Az abszolut tomegpontossag a kisérleti és az elméleti tomeg kozotti
eltérést mutatja Da vagy amu-ban kifejezve (pl.: + 0.2 Da), mig a relativ tomegpontossag
egy relativ eltérés, amely a kiilonbozo tomegtartomanyokban eltérd lehet és az alabbi képlet
szerint lehet kiszdmitani:

relativ tdmegpontossag = abszolt tomegpontossag/elméleti tomeg x 10° ppm.

A képlet alapjan példaul 200 ppm relativ eltérés 100 Da tomegnél +0,02 Da, mig 10000 Da
tomegnél +2 Da. Ezek az értékek tomegspektrometrias szempontbol azt jelentik, hogy az
alacsonyabb tomegtartomanyokban a tomegspektrométer pontosabban miikodik.

Egy masik fontos kérdés a tomegspektrométerek felbontd képessége. A felbontoképesség azt
jelenti, hogy milyen tomegkiilonbségii ionokat, egymastol milyen tavolsagra levé csucsokat
tud egymastol megkiilonboztetni a tomegspektrométer. Minél nagyobb felbontas, annal jobb

tomegpontossagot tud biztositani a késziilék.

1zoto6p eloszlas

A legtobb elemnek tobb mint egy stabil izotopja van, pl. a C atomok 98,9%-nak tomege 12
Da és 1,1%-nak 13 Da. Ez azért fontos, mert a jo felbontassal rendelkezd
tomegspektrométerek az izotdpokat is képesek detektdlni. Az atomok szdmdanak
novekedésével nd annak a valdsziniisége, hogy izotdp atomok legyenek jelen a molekulaban.
Ez a sepktrumban Uigy mutatkozik meg, hogy a C-atomszam ndvekedésével nd a nagyobb
izotop tomegli csticsok relativ intenzitasa is. A tomegspektrométerek altal regisztralt izotop
klaszter tulajdonképpen az elemek allanddan jelenlevd izotdpjaibol szarmazd eltérd tomeg
sorozat, amely abban az esetben, ha elég jo a felbontas, akkor felhasznalhatdé a mintaionok
toltésének meghatarozasra, valamint az izotdpok segitségével jobb tomegpontossiag is

meghatarozhato.
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Az érzékenység (a mérendé anyag legalacsonyabb még detektalhatdé mennyisége), a
dinamikus tartomany (az a koncentracié tartomany, amelyben az analit ion intenzitasa
linearisan valtozik a koncentracioval) és a mérési sebesség (adott id6 alatt lemérhetd mintak
szama) olyan paraméterek, amelyek nemcsak a tomegspektrometridban, de minden mas

analitkiai modszer esetében is fontosak.

A tomegspektrométer felépitése

A tomegspektrométer gazfazisu ionok analizisére alkalmazhaté nagymiszeres analitikai
modszer, amely kivaléan alkalmazhatd szerves €s szervetlen kismolekulak, fehérjék, lipidek,
szénhidratok, nukleotidok stb. kimutatdsara, azonositasara és egyes esetekben mennyiségiik
meghatarozasara.

A tomegspektrométernek harom f6 része van: az ionforras, a tomeg analizatorés a detektor.

Tomegspektrum

16. abra: A tomegspektrométer felépitése

A minta ionok a tomegspektrométer belsejében vakuumban vandorolnak, ezért a
tomegspektrométer belsejében a megfeleld vakuum fenntartasat folyamatosan biztositani kell.
A detektorba jutott minta ionok a detektor tipusatol fiiggden aramot vagy toltést generalnak,

amelyeket az adatfeldolgozd6 rendszer spektrum formajaban jelenit meg. A
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tomegspektrométerekben alkalmazott detektoroknak tobb tipusuk van (elektron-sokszorozo,
ion-foton detektor stb.) ezekre a jelen tananyag keretein beliil nem tériink ki.
A tomegspektrométerbe a mintat tobbféle formaban juttathatjuk be. Gaz, folyadék vagy
szilard halmazallapoti mintat egyarant vizsgalhatunk, de a minta tipusatdl fiiggetleniil minden
esetben a mintat gazfazisba kell hozni.
Az ionforras a mintat alakitja at gaz fazisu ionokkd. Tobbféle ionizacios technika létezik:

» Elektron-iitk6zéses ionizacio (Electron Impact lonization - EI)

*  Kémiai ionizacio (Chemical lonization - CI)

«  Gyors atom-bombazasos ionizacio (Fast Atom Bombardment - FAB)

*  Atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacié (Atmospheric Pressure Chemical lonization

- APCI)

»  Termospray ionizacié (Thermospray lonization - TS)

»  Elektrospray ionizacio (Electrospray lonization - ESI)

» Matrix segitett l1ézer deszorpcids ionizacio (Matrix Assisted Laser Desorption

lonization - MALDI)

»  Deszorpcids elektrospay ionizacid (Desorption Electropsray lonization - DESI)
Ezek koziil az ESI és a MALDI technikdkat szoktdk elsésorban a fehérjék vizsgalatanal
alkalmazni. Mindkett6 Un. lagy ionizacios technika, amely lehetévé teszi a nagymolekuldk
(pl. fehérjék) ionizaciodjat anélkiil, hogy a molekuldk jelentds fragmentéciot szenvednének. A
lagy 1onizaci0s technikak kidolgozasaért J.B. Fenn és K. Tanaka 2002-ben kémiai Nobel-dijat
kapott. Az ionizacids technikdk kivalasztasanal mindig a sziikséges informacié és a minta

jellege hatdrozza meg az alkalmazott méddszert.

Az elektrospray ionizacié (ESI) soran a kapillarisbol araml6 folyadék a kapillarisra kapcsolt
nagyfesziiltség (2000 V-5000 V) miatt toltott cseppek formajaban hagyja el a kapillarist. A
mintacseppekkel szemben aramlé szaritdgaz (nitrogén) az oldoszer gyors parolgasat idézi eld,
cseppeket zsugoritja, mikdzben azok toltése nem valtozik. Egy adott térfogat alatt a toltott
részecskék Coulomb-féle robbandst okoznak, ezaltal a csepp kisebb cseppekre esik szét. A
szaritas, zsugorodds, robbands folyamatsor tobbszor ismétlddik, igy mire a mintacseppek a
tomegspektrométer bemeneti nyilasdhoz érnek, mar nagy valdszinliséggel nem tartalmaznak
oldoszert. Az oldoszer teljes eltavolitasat a bemeneti nyilas koriili flitott lemez is eldsegiti. Az
ESI esetén a minta foly¢kony halmazallapotu, az ionizacid tobbszordsen toltott ionokat

eredményez ¢és nagy térfogat-tartomanyban (nl-ml) hasznélhato.
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A matrix altal segitett lézer deszorpcios ionizacio (MALDI) esetén a mintat egy Un.
matrixszal egyiitt kristalyositjak egy mintatarté lemez feliiletén. A szilard halmazallapota
minta-matrix keverékkel 1ézer segitségével energiat k6zolnek, ennek eredményeként a szilard
anyag gaz halmazallapotiva valik, és a matrix ionizalodik. A tovabbiakban a minta
ionizacidjat a matrixionok segitik eld, de az iontranszfer kis hatasfoka miatt csak egyszeres

vagy kétszeres toltésti mintaionok keletkeznek.

A tomeg analizatorok az ionokat m/z szerint elvalasztjak egymastol. Tobbféle tipusuk
ismeretes attol fiiggden, hogy milyen elven alapul az ionok elvalasztisa pl. magneses ¢és
elektrosztatikus, vagy a gyakran alkalmazott repiilési id6 analizator (TOF), kvadrupol,
ioncsapda, Orbitrap, Fourier-transzformacios ion ciklotron rezonancia stb. A megfeleld
analizator kivalasztasa mindig fiigg az alkalmazastol, a Kivant teljesitményt6l és

természetesen a koltségektol.

A repiilési ido (time of flight — TOF) analizatorban az ionok a kinetikus energidjuk és
nagysaguk alapjan vandorolnak oly modon, hogy a Kisebb m/z-vel rendelkezé ionok
gyorsabban, a nagyobb m/z-vel rendelkez6 ionok lassabban mozognak az analizatorban igy
eltéré idOben jutnak el a detektorba. Minél hosszabb az ionok Utja az analizatorban, annal
szebb elvalast eredményez, ezért a TOF analizatorok gyakran nagyméretick. A TOF

analizator felbontasa jo.

A kvadrupol analizator négy elektrodabol all, amelyekre fesziiltség kapcsolhatdo. A Vge
(radiofrekvencias fesziiltség) és Vpc (egyenaramu fesziiltség) fesziiltségek hatdsara az ionok
egy spiral mentén mozognak az analizatorban. A megfeleld fesziiltség értékek kombinacidja
révén megadhato, hogy a kvadrupdl milyen ionokat enged at, igy szelektiven stabilizalja a
bejuttatott ionokat. Az ioncsapda hasonlo felépitésti lehet, mint a kvadrup6l, de minden
bejuttatott ion palyajat stabilizélja és a megfeleld fesziiltségek alkalmazaséaval csak bizonyos
ionok palydjat destabilizalja. A destabilizalt ionok elhagyjak a kvadrupolt és a detektorba
jutnak. A kvadrupdl és ioncsapda felbontasa nem olyan jo, mint a repiilési id6 analizatoré. Az
Orbitrap analizatorban az ionok tobbé-kevésbé korpalyan mozognak és az ionok mozgasa

altal keltett aramokat a kiils6 elektrod érzékeli (detektor). A regisztralt frekvencidkat Fourier
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transzformacio segitségével alakitjak at spektrumma. Az Orbitrap analizatorral nagyon jo

felbontast lehet elérni.

Az egyszerii tomegspektrométerek egy ionforrast, egy tomeg analizatort és egy detektort
tartalmaznak (pl. MALDI-TOF, ESI-FTICR stb.). Ezzel szemben a tandem
tomegspektrométerek két vagy tobb analizatort tartalmaznak (pl. MALDI-TOF-TOF, ESI-
harmas kvadrupél, ESI-QTRAP, MALDI-QTOF stb.). Mindkét tomegspektrométer tipusnak
megvan a maga eldnye és hatranya. Az alkalmazastol fliggden mindkét tipus jol hasznéalhatd

az ¢lelmiszerek vizsgalatara.

A tomegspektrometria adta lehetéségek a fehérjék
vizsgalataban, kiilonos tekintettel az élelmiszerek
ellenorzésére

Az ¢élelmiszerek gyartasa soran az egyik fo cél az élelmiszerbiztonsag. Az élelmiszerbiztonsag
az a tudomanyag, amely az ételmérgezések elkeriilése érdekében az élelmiszerek biztonsagos
tarolasaval, elBallitasaval és kezelésével foglalkozik. Etelmérgezés alatt olyan
élelmiszer eredetli megbetegedést értiink, amely az élelmiszerek rendeltetésszerti hasznalata
esetén kovetkezik be. Ezt okozhatjak fizikai, kémiai €s biologiai agensek egyarant. A gyartasi
folyamatokat meghatarozott minéségbiztositasi rendszerek pl. ISO, HACCP (Hazard Analysis
and Critical Control Points — veszélyelemzés és kritikus ellenérzépontok) alkalmazasaval
lehet biztonsagossa tenni, azonban a megfeleld mindség és biztonsdg szavatolasahoz
folyamatos laboratoriumi ellendrzés sziikséges a teljes gyartasi folyamat soran illetve a
gyartasi folyamat végén. Ugyanakkor a fogyasztok megfeleld tdjékoztatisa érdekében a
gyartok altal jelzett Osszetétel és mindség ellendrzéséhez is sziikség van a laboratdriumi
analizisekre. Olyan esetekben pedig, ahol ismeretlen vagy kétes az ¢lelmiszer eredete (pl. a

kozelmultban kirobbant 16husbotrany) elengedhetetlen a megfeleld vizsgalatok elvégzése.
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Tomegspektrometrias fehérje vizsgalatok az élelmiszerek
ellendrzése soran

A tomegspektrometrids fehérje  vizsgalatok tulajdonképpen két kérdéskor koré
csoportosulnak. Az egyik a fehérjék azonositasa, a masik a fehérje modosuldsok vizsgalata. A
fehérjék azonositasa segithet allergének, toxinok, kiilonb6zé patogénekre jellemzo fehérjék
kimutatdsdban ¢és azonositdsdban, ugyanakkor ezzel a moddszerrel lehetéség van a faj
meghatarozasara is, amelybdl a fehérje szdrmazik. Ennek elsésorban a kiilonbdzd
haskészitmények Osszetételének vizsgdlata sordn van jelentdsége, amikor el kell donteni,
hogy a huskészitmény sertés, marha, baromfi vagy mas allatbol szarmazé fehérjét vagy
esetleg szdjafehérjét tartalmaz. A fehérjék fiziologias koriilmények kozott és az élelmiszerek
feldolgozasa, taroldsa sordn jelentdsen modosulhatnak. Ezen mddosuldsok vizsgalata
felhasznalhato bizonyos élelmiszerek érésének nyomon kovetésére pl. a sonka, kolbasz, sajtok
stb. érése soran illetve a kiilonbozd feldolgozasi és tarolasi folyamatok soran bekovetkezo

esetleges mindségromléas kimutatasara.

Tomegspektrometrias fehérje azonositas

Az egyszerl tomegspektrométerekkel nagyon gyorsan meghatarozhat6 a fehérjék moltomege,
de ez alapjan nem igazan lehet a fehérjéket azonositani, ugyanis tobb kiilonbozé fehérje is
rendelkezhet ugyanolyan moltomeggel. Tovabbi, pontosabb informacié nyerhetd akkor, ha a
fehérjét valamilyen enzimmel — az esetek igen jelentds részében tripszinnel — megemésztjiik
¢s az igy keletkezett peptideket analizaljuk a tomegspektrométerrel. A peptid keverékre
jellemz6é tomegeloszlast, ha Osszehasonlitjuk adatbazisokban levé fehérjék elméleti, adott
enzimmel generalt peptidek tomeg eloszlasaval, akkor azonosithatjuk a fehérjéket. A
modszer, a peptid tomeg térképezés (Peptide Mass Fingerprint — PMF) alkalmazhato
bizonyos egyszeriibb esetekben, de komplex mintdk elemzésénél nem ad megfeleld

eredmeényt és ez a fehérje azonositasi mod altalaban publikaciokhoz sem elfogadott.

A tandem tomegspektrométerek megbizhatoan alkalmazhatok fehérjék szekvencia alapjan
torténd azonositasahoz. A folyamat soran a fehérjéket tripszinnel emésztik, a keletkezett

peptideket ionizaljak és pontos tomegiiket meghatarozzak, majd bizonyos ionokat — Gin. anya
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ion vagy prekurzor ionokat — valasztanak ki és fragmentaljak 6ket. Az igy keletkezett
egyszeres toltésii leanyionokat analizaljak és MS/MS spektrumot vesznek fel. Az MS/MS
spektrumban levé ionsorozatok alapjan meghatdrozzak a szekvenciat és azonositjdk a
peptidet, majd a peptidek segitségével a fehérjéket. Ez a mddszer mar pontos informaciot

biztosit, amely kozléshez is elfogadott.

Ahhoz, hogy a megfelelé leanyionokat eld lehessen allitani elengedhetetlen az anyaionok
fragmentalasa. A fragmentacié az iitkdzési cellaban torténik, altalaban {itk6zés hatasara.
Tobb tipusa 1étezik, leggyakrabban a CID (Collision Induced Dissotiation) {itkdzés indukalta
disszociaciot alkalmazzak. Amikor a peptidek belépnek az {itkdzési cellaba, akkor a CID
révén foként a peptid kotés mentén fragmentdlodnak és tin. “b” és “y” tipust leany ionok
keletkeznek. Az titk6zési energiat minden egyes peptidre optimalizalni kell. Attol fliggéen
besz¢liink ,,b” vagy ,,y” ionsorozatokrol, hogy az litk6zés kovetkeztében 1étrejove fragmensek
koziil melyik viszi magaval a toltést. Amennyiben az N-termindlist tartalmazd fragmens
tartalmaz toltést ,,b” ionr6l beszéliink, ha pedig a C-terminalist tartalmazo6 fragmensen marad
a toltés, akkor ,)y” ionrol. A rogzitett MS/MS spektrum tulajdonképpen a ,b” és ,y”
ionsorozatokat tartalmazza. Amennyiben sikeriil megtaldlni az egyes sorozathoz tartozd

csticsokat, ismerve az egyes aminosavak monoizotopos tomegét, meghatarozhaté a

fragmentalt peptid aminosav sorrendje, igy felirhat6 a szekvenciaja.

Ahhoz, hogy MS/MS spektrumot tudjunk felvenni, sziikség van egy tandem
tomegspektrométerre. A vizsgadlandd mintat a tomegspektrométer ionforrdsdban ionizaljuk és
a minta ionokat bejuttatjuk a tomegspektrométerbe. Az esetek nagy részében informacio-
fliggd adatgylijtést alkalmazunk, melynek soran el8szor az elsé analizatorral egy felderitd
pasztazast végziink, felvesziink egy tomegspektrumot (MS spektrum), majd ezt kdvetden a
harom legintenzivebb cstcs toltottségi fokat hatarozzuk meg. A meghatirozott toltottségi
fokok alapjan kiszamoljuk az iitk6zési energiat, majd egy masik tomeg analizatorban,
altalaban 1n. {itkdzési cellaban, megtorténik a csucsokhoz tartozo peptidek fragmentélasa és a
keletkezett fragmensek analizise (MS/MS spektrum). A tomegspektrométer felépitésétdl
fiiggden a fragmensek analizise egy harmadik analizatorban is torténhet (pl. tripla kvadrupol
vagy QTRAP esetén). A folyamat automatizalhato ¢és egyetlen mintabol tobb szaz MS/MS

spektrum gytjtésére van lehetoség.
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17. dbra: Az informacio-fiiggd adatgylijtés folyamata

A felvett MS/MS spektrumok analizise torténhet keresOprogramok segitségével (ProteinPilot,
MASCOT, SEQUEST stb.) az adatbazisokban tarolt informaciok felhaszndldsaval (Uniprot,
NCBI, IPI stb.) vagy, ha nem 4all rendelkezésre az adott fajrol sem fehérje, sem nukleotid
szekvencia adat, akkor manualisan vagy az Gn. de novo szekvenalast segitd szoftverek
alkalmazaséaval (DeNovoX, Lutefisk, DeNoS, PEAKS stb.).

Az MS/MS spektrumok alapjan megallapitott szekvencia felhasznalhatd fehérjék pontos és
megbizhatd azonositdsara. A fehérjék azonositdsdhoz altaldban minimum két, legalabb 95%
konfidenciaval meghatarozott peptid szekvencia sziikséges.

Az MS/MS alapu fehérje azonositas elengedhetetlen része a proteomikai
munkafolyamatoknak. Hianyaban a kétdimenzios elektroforézissel megallapitott fehérje
mintdzat nem értelmezhetd a fehérjék szintjén. Az egyes mintdk kozott elektroforézissel
megallapitott kiilonbségekhez célszerti fehérjét hozzarendelni, ezért a gélbdl kivagjak az
expresszios kiilonbséget mutatd foltokat, azokat tripszinnel emésztik és MS/MS alapu fehérje

analizisnek vetik ala. A teljes folyamatot jol szemlélteti Di Luca és munkatarsai tanulmanya,
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akik a sertéshus alldsa soran bekovetkezd valtozasokat vizsgaltak. A kiilonb6zo
idopillanatokban vett mintdkat kétdimenzids elektroforézis segitségével analizaltak,
megkeresték azokat a foltokat, amelyek szignifikdns kiilonbséget mutattak a kiilonboz6
mintakban, majd a foltok kivagasa utan MS/MS alapu fehérje vizsgalattal beazonositottak a

foltokban levd fehérjéket.

Fehérjék mennyiségének meghatarozasa tomegspektrométer segitségével

A tomegspektrométer nem csak a fehérjék azonositasara, hanem mennyiségiinek
megallapitasara is alkalmas.

A tobbszoros reakcio-monitorzason (Multiple Reaction Monitoring — MRM) alapul6 célzott
tomegspektrometrids modszerek specifikusan képesek detektalni meghatarozott molekuldkat
¢s az igy kapott — csak az adott molekulara jellemzé — jelek gorbe alatti teriiletébol
informaciot nyerhetiink az illet6 anyag mennyiségére vonatkozoan is. A modszer elsésorban
harmas kvadupdl analizatorokat tartalmazé tomegspektrométerek specifikus mérési modja és
azon alapul, hogy az els6 kvadrupolt (Q1) ugy allitjuk be, hogy csak a meghatarozott
molekuldra jellemzdé tomeg/toltés (m/z) arannyal rendelkezd ionokat engedje at. Ezek
fragmentalodnak az iitk6zési cellaként szolgald masodik kvadrupdlban (Q2) és a harmadik
kvadrupol (Q3) beallitasait Gigy modositjuk, hogy csak a meghatarozott molekula elére
meghatarozott fragmensét engedje at. Tehat csak akkor kapunk jelet, ha két, az adott
molekulara jellemz6 feltétel is teljesiil egyidejiileg. Az ilyen Q1 m/z-Q3 m/z parok vagy mas
néven MRM atmenetek alkalmazasa egyrészt biztositja a specificitast, masrészt a gorbe alatti
teriilet ardnyos a tomegspektrométerbe juttatott molekula mennyiségével. Az MRM alapt
modszerek nagyon érzékenyek és szelektivek, igy alkalmasak kis mennyiségii ismert fehérjék
kimutatasara, poszt-transzlaciés modosuldsainak (foszforilacio, ubikvitinacio, metilacio stb.)
vizsgalatara, valamint jol hasznalhatok mennyiség meghatdrozasara. A modszer hatranya
lehet, hogy ismerni kell a vizsgalandd molekulat ahhoz, hogy a megfelelé Q1 és a Q3 m/z
adatokat meg tudjuk adni.
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18. abra: Az MRM mérési moéd mikodési elve

Az élelmiszerek vizsgalata soran gyakran alkalmaznak MRM alapu detektalasi €s kvantitalsi
modszereket a kiilonbozdé toxinok, szennyezd anyagok stb. célzott kimutatdsara ¢&s
mennyiségének meghatarozasara.

A fehérjék és peptidek mennyiségének meghatarozdsa nemcsak célzott tomegspektrometrids
modszerrel torténhet, hanem lehetdség van a mintak kémiai jeldlésére, majd a jelolt mintak
tomegspektrometrias analizisére. A kémiai jelolés soran a fehérjék meghatarozott funkcios
csoportjaihoz kémiai jelold dgenseket kapcsolnak. A modszer eldnye, hogy barmilyen mintan
alkalmazhatd, hatrdnya, hogy a jelold reakcid sosem 100%-os. Ezek a jelold agensek
tobbfélék lehetnek; az egyik legelterjedtebb az Un. izobar jel6lés, amikor a kiillonbozd
mintakbol szarmazo6, kiilonbozo jelolé agenssel jelolt fehérjék tomege azonos, de az MS/MS
soran olyan ionok keletkeznek, amelyek csak az illetd jelold anyagra jellemzdk. Izobar
jelolést alkalmazo modszerek pl. ITRAQ — izobar jelolés abszolut és relativ kvantitalashoz
(isobaric tag for relative and absolute guantitation) és TMT — tandem tomeg jel6lés (tandem
mass tag), amelyek egyszerre 2-8 kiilonb6z6é minta jelolésére és multiplex analizisére

alkalmasak.
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19. dbra: iTRAQ — izobar jeldlés abszolut és relativ kvantitalashoz

Az iITRAQ ¢és a TMT jelolo agensek a fehérjék Lys oldallancaihoz és az N-terminalis amin
csoportjaihoz kapcsolédnak. A jelold molekula hiarom részbdl 4ll, egy amin-reaktiv
csoportbol, amely a fehérjék amin csoportjdhoz vald kapcsolodasért felelds, valamint egy
jelolo- és egy kiegyenlitd csoportbol. A jelold és kiegyenlitd csoportok tomege ugy van
beallitva, hogy a kettd egyiittes tomege azonos a kiilonbozd jelold csoportok esetében (4.
abra). Mindkét modszer elénye, hogy barmilyen mintat lehet jeldlni és egyszerre akar 8 minta
analizise is elvégezhetd, azonban hatranya, hogy draga és a kapcsolodas hatékonysaga sosem
100%-os.

Qin ¢és munkatarsai kiilonb6z6 szdja variansok fehérjéit vizsgaltadk. Ehhez a keresztezéshez
felhasznalt variansok, valamint a keresztezésbol szarmazé varians fehérjéit kiilonboz6 iTRAQ
reagensekkel jelolték, a fehérjéket osszekeverték, majd ezt a keveréket MS/MS alaptl fehérje
azonositasnak és kvantitalasnak vetettek ala.

A kémiai jelolésnek egy masik fajtdja, az enzimatikus 80 jelolés, amely két minta

Ssszehasonlitisara szolgal. Az egyik mintat olyan oldatba helyezik, amelyhez '°0-t tartalmazé
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vizet, a masikat pedig olyanba, amelyhez 80-t tartalmazo vizet hasznaltak. Mindkét mintat
tripszinnel emésztik €s a hasitas soran a normal (160) illetve a nehéz (180) izotop épll be a
mintaba. Ezutdn 6sszekeverik a két mintat és a keveréket LC-MS/MS segitségével vizsgaljak.
A kivitelezéshez sziikséges a protedz gyors inaktivalasa. A modszer elénye a kedvezdbb ara,
viszont csak két proteom hasonlithatd Ossze és a kis tomegkiilombség (2Da) a természetben
eléfordulo izotopokkal interferalhat.

Ezzel szemben a jelolés nélkiili kvantitalas (label-free quantification) egy teljes mértékben
tomegspektrometrias modszer, amely nem alkalmaz jel6l6 anyagot, hanem a vizsgalat soran
bekovetkezd MS/MS események szamat hasznalja a kvantitdlashoz. Minél tobb MS/MS
késziil egy fehérjérdl, annal nagyobb koncentracidban van jelen. Megfeleld optimalizalassal
jol hasznalhat6 modszer, viszont csak a nagyon érzékeny késziilékek esetében alkalmazhatd
(Orbitrap, FTICR-MS). A modszer koltséghatékonysaga és a szolgaltatott adatok
megbizhatosdga miatt egyre szélesebb korben elterjedt fehérjék mennyiségének

meghatarozasara.

Baktériumok gyors azonositasa tomegspektrométer segitségével

Az ¢élelmiszerekben jelen levd patogén baktériumok komoly élelmiszerbiztonsagi kockazatot
jelentenek, ezért elengedhetetlen az élelmiszerek elkészitésekor a megfeleld higiéniai
szabalyok betartasa ¢€s a kész élelmiszerek folyamatos mikrobiologiai monitorizaléasa.
Ugyanakkor a kiilonboz6 €16florat tartalmazo termékek esetében is fontos lehet a megfeleld
baktériumok jelenlétének vizsgalata. A klasszikus mikrobiologiai modszerekkel a kiilonb6zd
baktériumok azonositasa hosszabb id6t (egy vagy néhany nap) is igénybe vehet, ezzel
szemben a tomegspektrometrias azonositas gyors, néhany oran beliil eredményhez vezethet.

Az mddszer azon alapul, hogy a tomegspektrométerbe bejuttatott baktériumok rajuk jellemzo
moddon adnak jelet, minden baktérium egy csak rd jellemzdé Un. spektrum labnyommal
rendelkezik. A baktériumokat a tomegspektrométerbe juttatva felvessziik a spektrumokat,
amelyek tulajdonképpen egyedi spektrum-labnyom keverékek, majd egy adatbazisban tarolt,
az egyes baktérium fajokra és alfajokra jellemzd spektrumokat felhasznalva egy szoftver
megallapitja a mintaban jelen levé baktériumokat. A validalt tomegspektrometrias modszerrel
azonos vagy jobb eredményt lehet elérni, mint a klasszikus bakterioldgiai médszerekkel,
viszont sokkal kevesebb 1d6 sziikséges az analizis kivitelezéséhez. A moddszer hatranya a

miuszeres hattér szilikségessége €s az, hogy csak olyan baktérium azonosithatd, amit az
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adatbazis tartalmaz. Ugyan az adatbazist folyamatosan frissitik és bdvitik, érdemes ezt

mindenképp figyelembe venni az eredmények értékelésénél.

Kromatografia, immunologiai mddszerek és aminosav analizis
alkalmazasa az élelmiszerek vizsgalata soran

Az élelmiszerek fehérjéinek vizsgalatara az el6z6 fejezetben bemutatott tomegspektrometrias
analizisek mellett szamos mas technikan alapulé modszer is alkalmas. Ezek koziil a
kromatografia, bizonyos antitest alapt modszerek és az aminosav analizis elméleti hatterét,
valamint alkalmazhatdsadgat vizsgaljuk meg az ¢élelmiszerek laboratoriumi analizise

szempontjabol.

Kromatografia

A kromatografia elnevezés a kroma — szin ¢s grafein — iras gorég szavakbodl szarmazik. A
modszer altalanos jellemzdje, hogy az olddszerben, Gn. mozgd fazisban feloldott
elvalasztandd anyagok athaladnak az un. allo6 fazison (papir, oszloptdltet stb.) és ekdzben
elvalnak egymastol. A kromatografia felfedezése Mihail Szemjonovics Cvet orosz botanikus
nevéhez fiizédik, aki ndvényi pigmentek elvalasztdsan dolgozott a XIX. szazadban. A mai
modern kromatografia alapjait Archer John Porter Martin és Richard Laurence Millington

Synge fektették le, akiket munkassaguk elismeréseként, Nobel-dijjal tiintettek ki 1952-ben.

Osztalyozas

A kromatografia osztdlyozasa tobbféleképpen is lehetséges. A kromatografias elvalasztas
céljait tekintve beszélhetiink preparativ vagy analitikai kromatografiarol. A preparativ
elvalasztas soran a cél az elvdlasztandd anyagok tisztitdsa, dusitdsa a tovabbi felhasznalés,
analizis céljabol. Az analitikai kromatografia esetében a cél az elvalasztand6 anyagok
azonositasa vagy relativ mennyiségének vizsgalata. Ezen elvalasztas f6 jellemzdje, hogy
lényegesen kisebb anyagmennyiségekkel dolgozik, mint a preparativ kromatografia.

A kromatografias technikékat osztalyozhatjuk az allofazis, a mozgofazis vagy az elvélasztas
alapjan. Az allofazis milyenségétdl fiiggéen beszélhetiink oszlopkromatografiarol, ahol az

allofazis egy oszlop toltetét képezi és sikkromatografiardl, ahol az elvalasztas sikban
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torténik pl. a papir kromatografia vagy a szilard hordozora felvitt vékonyréteg kromatografia
esetében. A mozgofazis alapjan beszélhetiink gazkromatografiarél, amikor a mozgé fazis
géz halmazallapotu, valamint folyadékkromatografiarél, ahol a mozgé fazis folyadék. Az
elvalasztas modja szerint beszélhetilink ioncserés kromatografiarol,
affinitaskromatografiarol vagy meéretkizarasos kromatografiarol. Természetesen mas
osztalyozasi kritériumokat is alkalmazhatunk, pl. a detektalds modja szerint beszélhetiink
hagyomdnyos vagy miszeres detektalasrol, vagy az allofazissal kialakitott kapcsolat alapjan

beszélhetiink abszorpcids, adszorpcids vagy ioncserés kromatografiarol stb.

HPLC

A nagynyomasu folyadékkromatografia (High Pressure Liquid Chromatography — HPLC) a
bioldgiai analizisek soran gyakran alkalmazott elvalasztasi modszer, amelynek alapjait Prof.
Horvath Csaba magyar szarmazast vegyészmérnok dolgozta ki az USA-ban, a Yale Medical
School laboratdriuméaban. Késobb, egyiitt dolgozva a szintén magyar szdrmazastt Molnar
Imrével ¢és Wayne Melanderrel leirtdk a reverz fazisa HPLC alapjaul szolgald
mechanizmusokat.

Az els6 HPLC késziiléket 1967-ben a Waters cég hozta kereskedelmi forgalomba. HPLC
részei az oszlop vagy kolonna, amely a kromatografias toltetet (all6fazist) tartalmazza, a
pumpa/pumpak és kapillarisok, amelyek f6 feladata, hogy a mozgd fazist vagy eluenst
atjuttassak az oszlopon, valamint a detektor, amely az oszlopot elhagyd molekulakat
detektalja ezaltal generalva az eredményt, az un. kromatogrammot. A kromatogramm
tulajdonképpen a molekuldk retencidés idejét €és a hozza tartozo intenzitds értékeket
tartalmazza. A retencios idé pedig az adott anyagnak, adott koriilmények kozott a rendszeren
valo athaladdsahoz sziikséges idOtartam, amely az 4ll6 fazis, a vizsgalt molekula és a mozgod
fazis kozotti kolesonhatasoktol fiigg.

A reverz fazisu kromatografia soran az egyes komponensek a hidrofobicitasuk alapjan
elvalaszthatok egymastol. Allofazisként altalaban C4 vagy C18 szilika toltet, mozgofazisként
pedig viz/acetonitril vagy metanol gradienst alkalmaznak. A moddszer lényege, hogy a
hidrofob részecskék jobban kotddnek a hidrofob feliileteket tartalmazo allofazishoz, mint a
hidrofil molekulak és csak magasabb szerves oldoszer koncentracié mellett tavolithatok el. A
modszer soran a hidrofil eluensben (altalaban vizben) oldott mintat felviszik az oszlopra, az
elvalasztand6 anyag részecskéi hozzakotddnek az allofazis szilika szemcséihez. A szerves

oldészer mennyiségét fokozatosan emelve, az alkalmazott gradiens fiiggvényében, az
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oszloprol elészor a hidrofil, aztan a kevésbé hidrofil, majd a hidrofob és magas szerves
oldoszer % mellett pedig a nagyon hidrofob molekuldk elualédnak, azaz valnak le és jutnak a
detektorba. Az élelmiszer- és biologiai kutatasokban gyakran alkalmazzak ezt az elvalasztasi
modszert. Bonfatti és munkatarsai a bivalytej Gsszetevoit analizaltak és azt vizsgaltak, hogy a
kazein tartalom fliggvényében hogyan valtoznak az egyes alvadasi paraméterek. Munkajuk
soran azt talaltdk, hogy az alfa S1 kazein késleltette az alvadast, mig a béta kazein szint
emelkedése csokkentette az alvadasi id6t. A kappa kazein szint, valamint a glikozilalt forma

szintén befolyasolta a tej megszilardulasat.

Reverz fazisu HPLC

Inetnzitas

Szerves olddszer %

|

min

20. abra: Reverz fazisi HPLC miikodési elve. A pirosz szin a hidrofil, a kék szin a

hidrofoéb anyagokat jeloli.

A méretkizarasos kromatogriafia sordn az egyes komponensek a méretiik alapjan
elvalaszthatok egymastol. A toltetet pordzus anyag alkotja és a szemcsék porusméretnél
kisebb méretli részecskék a porozus anyag szemcséibe jutnak, ott vandorolnak és ezaltal
hosszabb utat tesznek meg, késébb elualédnak az oszloprol. A pérusméretnél nagyobb méretii

részecskék a szemcsék kozott, rovidebb utat megtéve, hamarabb hagyjak el az oszlopot.
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Az affinitas kromatografia esetében a specifikus kolcsonhatasokat kihasznalva Ilehet
elvalasztani az anyagokat egymastol. Pl. egy antitestet az oszlopon immobilizdlnak és az
antitesthez az oszlopra felvitt molekula-elegybdl csak az antitest altal felismert antigén fog
hozzakotddni, a tobbi komponens lemoshatd az oszloprol. Specifikus eluciéval pedig az
antigén is eclualhato. A modszer nagyfoku specificitast biztosit és az antigén-antitest
kolcsonhatas mellett a receptor-lignad vagy barmilyen specifikus kdlcsonhatas felhasznéalhato
affinitas kromatografias célra. A laboratoriumokban egyik legelterjedtebb technika az Gn. Ni-
kelat oszlop/toltet alkalmazasa olyan rekombinans fehérjék tisztitasara, amelyek 6-8 His-t
tartalmaz6 véggel, Gn. His-tag-el rendelkeznek.

Az ¢élelmiszerek eldallitdsa és ellendrzése soran a HPLC felhasznéaldsa nagyon sokréti,
megfeleld standardok felhasznaldsdval kivéaloan alkalmazhatdo kiilonb6zé anyagok
tisztasdganak meghatarozasara, anyagok azonositasara, a gyartasi/feldolgozasi folyamatok

soran bekovetkezd valtozasok vizsgélatéra.

Immunoloégiai mdédszereken alapulé technikak

Az antitestek szerkezete

Az antitestek konnyl és nehéz lancbol felépiilé molekuldk, amelyek termelése az erre
specializalodott B sejtekben és plazma sejtekben torténik. Mind a konny(li, mind a nehéz lanc
variabilis és konstans régiokat egyarant tartalmaz. A lancok varidbilis régidi egyiittesen
alakitjak ki az antigént felismerd szupervariabilis régiot. A konnyli lancot és a nehéz lanc
variabilis régioit magaba foglaldo Fab régio els6dleges szerepe az antigén felismerése és

crer

az effektor funkciok (pl. Fc receptorhoz valo kotédés) esetében mutatkozik meg.
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Az antitestek szerkezete
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21. dbra: Az antitestek szerkezete

Az antitest és az antigén kozott specifikus kapcsolat alakul ki, az antitest felismeri ¢és
hozzako6tddik az antigén megfeleld epitdopjdhoz. Az epitdp, vagy antigén determindns, az
antigén azon része, amelyet az immunrendszer felismer, mig az antigén olyan molekula,
amely az immunvalasz aktivalasat eredményezi. Az analitikai célra felhasznalt antitesek
lehetnek Un. poliklonélis vagy monoklondlis antitestek. A poliklonalis antitest tobb B sejtbdl
szarmaz6é immunoglobulinok kombinécioja, tulajdonképpen egy antigén ,,koktél”, amely az
antigén tobb epitopjat ismeri fel. Ezzel szemben a monoklonalis antitest egyetlen B sejtbdl
szarmaz6 immunoglobulinok &sszessége, amelyek az antigén egyetlen epitdpjat ismerik fel,

emiatt sokkal specifikusabb jelet adnak.

Antigén-antitest kolcsonhatason alapulo technikak

Az élelmiszerek vizsgélata soran szamos olyan mddszer ismert, amely a specifikus antigén-
antitest kolcsOnhatdson alapul. Ezek kozil az ELISA, a Western blot és az
immunkromatografiai médszereket fogjuk részletesebben megvizsgalni.

Az ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) meghatarozott fehérjék vagy
antigének kimutatasara és mennyiségének meghatarozasara szolgalo modszer. A reakcid

oldatban megy végbe ¢és a kivitelezéshez specifikus antitestek sziikségesek. Elsd 1épésként a
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vizsgalandd anyagot/antigént immobilizaljak egy mikrotiter lemez felszinén, majd ezt koveti
azon feliiletek blokkolasa tejpor vagy marha szérum albumin (BSA) oldattal, amelyekhez nem
kotddott anyag. A megfelelé mosasi 1épések utan hozzaadjuk az antitestet, amely felismeri az
immobilizalt vizsgaland6 anyag molekuldi koziil az antigént és hozzakotédik. A nem kotddott
antitestek lemosédsa utdn kovetkezik a detektalds. Erre tobb lehetdség kinalkozik. Ha az
antitest fluorofér csoporttal vagy enzimmel van kapcsolva, akkor a fluoreszcenciat vagy a
megfeleld szubsztrat adta szinvaltozast tudjuk detektalni. Ez az Gn. direkt ELISA. Azonban
az esetek nagy részében az antitest kotddése utan egy masik, un. masodlagos antitestet adunk.
vagy enzimmel pl. alkalikus foszfatazzal (AP) vagy torma peroxidazzal (HRP) konjugalt. A
nem kotédott masodlagos antitestek lemosasa utan a megfeleld szubsztrat hozzaadasa
kovetkezik és a képzddott szin intenzitasat lehet mérni. Ez az un. indirekt ELISA, melynek
az az elénye a direkt ELISA-val szemben, hogy a méasodlagos antitest alkalmazasa révén egy
jelerdsités is torténik. Mindkét esetben a kapott szin/fluoreszcencia intenzitisa egyenesen
aranyos a mikrotiter lemezhez kotodott antigén mennyiségével, ezért a mdodszer mennyiség
meghatarozasara is alkalmas. Megfeleld standardok alkalmazédsaval a modszer kvantitativ, az
szolgaltat relativ mennyiségi adatot. Ilyen esetekben az egyes mintakban a vizsgalt anyag

egymashoz viszonyitott, relativ ardnyat tudjuk meghatarozni.

31



ELISA - enzyme linked immunosorbent assay

Direkt ELISA Indirekt ELISA
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22. abra: ELISA — enzyme linked immunosorbent assay

Gyorsasaguk és egyszerii kivitelezhetdségiik miatt az ELISA modszer kiilonb6zd valtozatait
elterjedten alkalmazzak az élelmiszerek vizsgalata soran. Pl. tengeri élelmiszerek hisztamin
tartalmanak vizsgalata soran, kiilonb6z6 élelmiszerek allergén (tojas, mogyord, mustar, tej,
gliadin stb.), vagy mikotoxin tartalmanak meghatarozasakor, vagy a Bacillus thuringiensis
Cryl Ab fehérje ellenes antitest felhasznaldsaval konnyen bizonyithatd, ha az adott élelmiszer

Osszetevoi genetikailag modositott organizmusbodl szarmaznak.

A Western blot meghatarozott fehérjék kimutatasara szolgal. Elviekben nagyon hasonld az
ELISA modszerhez, azzal a kiilonbséggel, hogy itt a reakcid nem oldatban, hanem egy
membran feliiletén torténik és a detektalas nem a keletkezO szin intenzitas mérésével, hanem
autoradiografids modszerrel torténik. Ebben az esetben az eldzdleg -elektroforézissel
elvalasztott fehérjéket visszilk at egy nitrocelluléz vagy polivinilidén-difluorid (PVDF)
membranra a blottolas soran. A membran szabad kotéhelyeit itt is tejpor vagy BSA oldattal
blokkoljuk, majd kovetkezik az elsddleges antitest hozzdadasa. A nem kotodott antitestek
lemosasa utan hozzaadjuk a masodlagos antitesteket, amelyek altalaban alkalikus foszfatdzzal
vagy torma peroxiddzzal vannak konjugéalva. A nem ko6tddott masodlagos antitestek lemoséasa
utan egy kemilumineszcens szubsztrat oldattal kezeljiik a membrant, ekkor a masodlagos
antitesten levé enzim a szubsztratot hasitja, mikdzben fény keletkezik. A keletkezett fényt

fotografiai filmen régzitjiik, majd el6hivés utan az egyes foltok/savok intenzitasat értékeljiik.
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Az immunkromatografia tulajdonképpen az antigén-antitest kolcsonhatas €s a kromatografia
otvozése. Egyszert kivitelezni, laboratoriumi hattér nélkiil, terepen is hasznalhat6. Széleskori
alkalmazhatosaga miatt napjainkban gyakorlatilag kiszoritotta a Western blot-ot az
¢lelmiszerek vizsgalata soran. A modszer 1ényege abban all, hogy egy szilard lapkara olyan
anyagot visznek fel, amely lehetévé teszi az oldott anyagok vandorlasat és a feliileten, az
anyagfelvitel helyétdl tavolabb megfeleld antitestet immobilizalnak. A szilard lapka egyik
végére felviszik a vizsgaland6 anyagot, amely a megfeleld kozegben a lapka masik oldala felé
kezd el vandorolni. Amikor az oldat eléri az antitestet tartalmazo részt, 1étrejon az antigén-
antitest kolcsonhatas és altalaban szinreakcio kovetkezik be, pozitiv eredmény esetén szines
savot lathatunk. A lengyel Nuscana cég szamos GMO ¢és allergén tesztet forgalmaz ilyen
formaban. A mddszer hatranya, hogy nem ad informdciot a vizsgalt anyag mennyiségérdl, de
olyan kérdésekben, hogy az élelmiszerben az illet allergén/toxin jelen van-e vagy nincs,

nagyon gyors valaszt kaphatunk.

A fehérjék aminosav dsszetételének meghatarozasa

Az ¢éldvilagban eléforduld fehérjék husz un. fehérjealkotd6 aminosav egymashoz
kapcsolodasaval épiilnek fel, de az egyes fehérjék eltérd ardnyban tartalmazzdk az
aminosavakat. Bizonyos aminosavakat az emberi szervezet nem képes eldallitani, ezek az un.
eszencialis aminosavak (fenilalanin, valin, treonin, triptofan, izoleucin, metionin, leucin és
lizin), amelyeket a taplalékbol kell felvenni. Mas aminosavakat ugyan el tudunk allitani, de
bizonyos ¢letszakaszokban, bizonyos koriilmények kozott szervezetiink nem tud eleget
szintetizalni, ezért ezeket is a taplalék fehérjék lebontasabol kell fedezni. Ezek az un.
szemieszencialis vagy kondicionalisan eszencialis aminosavak (hisztidin, arginin, tirozin,
cisztein). Az egyes fehérjék eszencidlis és szemieszencidlis aminosav tartalma nagyon valtozo
lehet, ezért taplalkozasi szempontbol nagy jelentdségli a taplalék fehérjék aminosav
Osszetételének az ismerete. Minden fehérjének mas-mas az un. biologiai értéke, vagyis az
aminosav Osszetétel fliggvényében mdas-méas mértékben tudjuk hasznositani. Egy fehérje
szamunkra annal magasabb bioldgiai értékii, minél kevesebb kell beldle a nitrogén egyensuly
fenntartdsahoz, abban az esetben, ha csak az adott fehérjével taplalkoznank. Minél kozelebb
all az adott fehérje esszencidlis aminosav Osszetétele az emberi sziikséglethez, és minél

jobban emészthetd, annal magasabb a bioldgiai értéke.
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Az aminosav analizis a fehérjék osszetételének €s bioldgiai értékének megallapitasa céljabol
szilkséges. A modszer soran a fehérjéket aminosavakra kell bontani; ez gyakran savas
hidrolizis segitségével torténik. Mivel az aminosavak nem detektalhatok HPLC segitségével,
a masodik 1épésben derivatizacid sziikséges, vagyis megfelelé kémiai reagensekhez (pl. fenil-
izotiocianat, dabszil-klorid) kell k6tni az aminosavakat a detektalas érdekében. Ezt koveti a
derivatizalt aminosavak elvalasztaisa HPLC segitségével, majd a derivatizalashoz hasznalt
csoport fliggvényében a megfeleld hullamhosszon az egyes aminosavak detektalasa és a
kromatogramm felvétele kovetkezik. A kromatogramm alapjan, a megfelelé standardok

crer

Kiszamitasara.

A mobdszer szamos elénnyel rendelkezik, viszonylag egyszeriien kivitelezhet6, elérhet6 és
kvantitativ adatokat nyerhetiink, hatranya viszont az, hogy nem ad informaciét a
szekvenciarol és korlatozottan hasznalhaté fehérje azonositdsra. Jol hasznalhatd egyes
takarmanyok oOsszetételének vizsgalatara, gyartdsi folyamatok soran a kiinduldsi anyagok
mindségi analizisére és a gyartasi folyamat nyomon kovetésére, valamint a gyartas soran

megjelend anyagok valtozasanak meghatdrozésara.

Az aminosav analizis egy masik formdja az un. ,,intelligens” anyagok és tomegspektrométer
egyiittes hasznalata. Ebben az esetben is sziikség van a fehérjék hidrolizisére, ezt kdvetden az
aminosavakat megjeloljiik az egyik ,intelligens” reagenssel és Osszekeverjik a masik
intelligens reagenssel mar jelolt standardokkal. A keveréket tomegspektrométer segitségével
analizaljuk és a két kiilonbozd ,,intelligens” reagensre kapott jel intenzitas-kiilonbségébdl
kiszamoljuk az aminosav koncentraciokat. A modszer f6 elénye a gyorsasag és a pontos

koncentraci6 adatok biztositdsa, viszont magas dra miatt nem igazan terjedt el széles korben.
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Hus és hustermékek proteomikaja

A hus és hustermékek fogyasztasa a kiegyenstlyozott taplalkozas fontos részét képezi. Teljes
értékii fehérjeforrasnak tekinthetok, mivel a husokban az esszencidlis aminosavak aranya
idealis. Vitamintartalom szempontjabdl legfontosabbak a Bl-, B2-, B6-, B12-, A- ¢és D-
vitaminok. A husok az életmitkddéshez fontos asvanyi anyagokat is tartalmaznak, ilyenek a
vas, cink, mangan és szelén. A husban 1év6 vas nagyobb aranyban hasznosul a felszivodas
sordn, mint a novényi forrdsbdl szarmazd vas. A mértéktelen husfogyasztisnak karos
kovetkezményei is lehetnek, ilyen a kdszvény, a reuma ¢€s az érelmeszesedés. Magyarorszag
évi husfogyasztasa atlagosan 63 kg/f6, ennek szdzalékos megoszldsa: marha és borjuhus
4,4%, sertéshus 44,6%, baromfihus 43,4%, egyéb hus 2,8%, belsdség: 4,8%. Ez szamottevoen
meghaladja a vilagatlagot, mely 2012-ben 42,5 kg/f6 volt.

A hus atlagos taplaloanyag-tartalma a kovetkez6képpen alakul: 56-72% viz, 15-22% fehérje,
5-34% intramuszkularis zsir, 3,5% szénhidratok, sok, asvanyi anyagok és vitaminok. Az
OsszetevOk aranyat tobb tényezd befolyasolja, melyek koziil alapvetd a takarmanyozas ¢€s

ugyszintén meghatarozo a faj, fajta, ivar, életkor és az allatok tartastechnoldgidja is.

Az izomban taldlhato fehérjék harom nagyobb csoportba sorolhatok: miofibrillaris fehérjék,
szarkoplazma fehérjék és kotdszoveti fehérjék. A miofibrillaris fehérjék a magasabb sé
a-, b-aktinin, melyeknek elsésorban az izommozgasban van szerepiik. A szarkoplazma
fehérjék vizben és gyengébb sdoldatokban oldhatdk, ide tartoznak az albuminok, mioglobin,
globularis fehérjék, miogén, mitokondridlis fehérjék, lizoszomak, liposzomdk és a
szarkoplazmas retikulum hélozat fehérjéi. A kotdszoveti fehérjék vizben és sooldatokban

oldhatatlan frakciot képeznek, ilyenek a kollagén, elasztin és a retikulin.
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Az izomszdvet post mortem hussé alakulasa el6tt jellegzetes proteom-mintazattal rendelkezik,

melyben megtalalhatoak fajspecifikus elemek is.

5. abra: Juhhts 2D-PAGE gélképe (Sajat forras)

6. abra: Marhahus 2D-PAGE gélképe (Sajat forras)

7. abra: Sertéshus 2D-PAGE gélképe (Sajat forras)

A husokkal és hustermékekkel végzett proteomikai vizsgalatok célja a kovetkezOkben
foglalhatdak Ossze:

- a husmindség hatterében allo jelenségek feltérképezése,

- ahusmindség javitasa biomarker fehérjék azonositasaval,
- izomnovekedés és fejlodés vizsgalata,

- feldolgozasi folyamatok hatasa a proteom Osszetételére,

- hamisitasok kiszlirése,

- ¢élelmiszerbiztonsagi vizsgalatok.
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Husmindség

A husmindségben mutatkoz6 nagy variancia gyakran jelent problémat a husiparban. A
proteomikai vizsgalatok segitséget nyUjthatnak e komplex tulajdonsag tanulmanyozasdban,
melyet nem csak az allat genotipusa és a termelési kdrnyzet, hanem a post mortem folyamatok
is befolyasolnak. A leggyakrabban vizsgalt htismindségi paraméterek kozé tobbek kozott a
porhanydssag, a viztartdé képess€ég, a marvanyozottsag, a szin és mas organoleptikus

tulajdonsagok tartoznak.

A fehérjék kémiai modositasai hatassal vannak az élelmiszerek kiilonb6z6 tulajdonsagaira,
mint példaul az emészthetdség, a tapérték és a szavatossag. Mint az eldzekben leirtuk, a
fehérjemodositasoknak két csoportjat kiilonboztethetjik meg, az egyik a kovalens
modositasok (oxidacid, foszforilacid, acetilacio, glikozilacio, acilacid), a masik a fehérje
molekuldk hasitasa (proteolizis). A mddositasok megvaltoztathatjak a fehérjék molekulasulyat
¢s/vagy az izoelektromos pontjat, ezért hasznalhaté az egydimenzids és a kétdimenzids
poliakrilamid gélelektroforézis vagy az LC-MS/MS moddszer ezen modositasok kimutatasara.
Az oxidaciot kiilon ki kell emelni a modositasok koziil, mert mindségromlast okoz, azaltal,
hogy csokkenti a hus viztartoképességét, a porhanydssagat és lédussagat valamint az

emészthetdséget €s tapértéket is.

A hismindségi tulajdonsagok koziil a vasarlok szamara talan a porhanyodssag a legfontosabb.
Az izomfehérjék post mortem degradacidja fontos faktora a hiis puhasaganak. Rovid idovel az
allat levagasa utan elkezdédik ez a folyamat, mely soran a miofibrillaris fehérjék
degradalodnak. Ezek a fehérjék biztositjdk a miofibrillumok szerkezeti integritasat,
proteolitikus degradacidjuk a miofibrillumok gyengiiléséhez, végsd soron a his puhasagahoz
vezet. A kutatok sok fehérjét azonositottak, melyek lehetséges markerként hasznalhatok a
husok porhanydssaganak monitorozasakor. A troponin T, nebulin, titin, vinculin, desmin és
dystrophin fehérjék esetén SDS-PAGE ¢s immunoblot segitségével is bizonyitottak ezek post-
mortem degradalodéasat. A titin és nebulin gyorsabban degradalodik a porhanydsabb husban,
igy ezek, mint potencialis biomarkerek funkcionalhatnak. A glikolitikus itvonal enzimjeinek
expresszids szintje novekszik a porhanyds husokban, ilyenek a tridzfoszfat izomeraz, az
enolaz 3, a gliceraldehid 3-foszfat és a piruvat-kinaz.

Az oxidativ energia metabolizmus enzimjeinek overexpresszioja szintén a hus porhanydssagat

jelzi, ilyen fehérjék a 3-hidroxiizobutirat dehidrogenaz, a citokrom-c, a hidroxiacil-KoA
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dehidrogenaz, az izocitrat dehidrogendz, a szukcinat dehidrogenaz és a szukcinil-KoA
dehidrogenaz. A hésokk fehérjék expresszios valtozéasa is Osszefiiggésbe hozhaté a husok
porhanyossagaval. A hdsokk fehérjék védik a fehérjéket a denaturalastdl és a
funkciovesztéstol. Marker fehérjékként azonositottdk a HSP60, HSP70, HSP40, HSP27
hosokk fehérjéket, megnovekedett expressziojuk mérsékli a has porhanydsaggat, igy a

husmindség kedvezotlen iranyba valtozik.

A porhanyo6ssag javitasa post-mortem is lehetséges, ennek eszkoze az elektromos stimulacio.
Az izmok hidegrovidiilése (az izomban 1évé ATP és a nem megfelelé Ca-pumpa valtja Ki)
ellen hatdsos. 1zomosszehtizodést indukal, mely az izomban 1évé maradék ATP-t felhasznalja.
A kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézisel Osszehasonlitott nem kezelt és az
elektromosan stimulalt his proteomja azt mutatta, hogy a stimulacié hatasara a metabolikus
enzimek degradalodnak és ez a folyamat az ATP kitiriilést segiti. A kreatin kinaz degradacioja
a nagyobb energia felhasznalast teszi lehetdvé. Az elektromos stimulacio hatasara a troponin-
T, a dezmin ¢€s az aktin mennyisége csOkken. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a stimulacié
hatasara a proteolizis sebessége nd. A miofibrillaris fehérjékre is hatdssal van ez a stimulacio,

ugyanis csokkenti a fehérjék stabilitasat.

A porhanyossag mellett a marvanyozottsag mértéke is befolydsolja a husmindséget. A
marvanyozottsag az intramuszkularis zsirtartalom mennyiségét és eloszlasat jelenti. A hus
izének kialakitasaban nagyon fontos. Proteomikai modszerekkel tobb biomarker proteint is
azonositottak, melyek negativ korrelaciot mutatnak a marvanyozottsadggal, ilyenek példaul a

tridzfoszfat izomeraz €s a szukcinat dehidrogenéaz fehérjék.

A hutsok szinét a mioglobin fehérjék és szarmazékai hatarozzak meg, ezektdl fiigg a szin
telitettsége €s az arnyalata is. A mioglobin oxidaltsagatol fliiggéen megkiilonboztetiink
dezoximioglobint (biborvoros), oximioglobint (cseresznyepiros) és metmioglobint (sziirkés
barna), ezek a tarolas soran valtoznak. Az L* érték (vilagossagi tényezd), a hus
fényvisszaverési képességével fiigg Ossze. Sertéshiis esetén L* értékhez sikeriilt néhany
fehérje biomarkert kapcsolni. A sotétebb husokban overexpressziot mutattak a mitokondriélis
fehérjék, ez magyarazza az er6sebb oxidativ metabolizmust. A hemoglobin is
overexpresszaloik ezekben a hisokban, ez azzal magyarazhato, hogy a s6tétebb htisok jobban
erezettek. A vildgosabb husban a glikolizis néhany enzimje (enolazok) és a proteolizis

indikatorai mutattak overexpressziot. Az a* érték a husok VOrdsségét hatarozza meg.
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Marhahts esetén pozitiv korrelaciot all fent az a* érték és az aldoz reduktaz, a keratin kinaz, a
B- enolaz és a piruvat dehidrogenaz fehérjék mennyisége kozott. Negativ a korrelacio az a*
érték és a mitokondridlis akonitdz kozott. A szinstabilitast is vizsgaltak a husok esetén. Pozitiv
korrelaciot talaltak a Hsp27, piruvat dehidrogenaz, peroxiredoxin-2 és a Stressz-indukalt

foszfoprotein-1 kozott.

A husok viztartoképessége, azt a tulajdonsagot jelzi, hogy a vagas, hd vagy nyomads hatésara
is képes-e a hus megtartani a vizet. A post-mortem pH csokkenés és a fehérje denaturacio
példaul csokkenti a vizkotd képességet. A husok viztartd képességét csepegési veszteség
forméjaban lehet mérni. A nagy csepegési veszteség sulycsokkenést okoz a nyers és a
feldolgozott husokban egyarant. A viztartd képesség a 1édussag fontos tényezdje. A nagyobb
csepegési veszteség marker fehérjéje a kreatin kindz enzim. Az enzim megndvekedett
csokkenést és gyorsabb izom Osszehuzodast eredményez, ezaltal alakul ki a nagyobb
csepegési veszteség. Ezzel szemben a Hsp70 (hdsokk fehérje) overexpresszioja a jo viztartd

képességli huisok esetén detektalhato.

A husmindség kapcsan két szélsdséges esetet kiilonboztethetiink meg. Az egyik az tin. PSE
(Pale Soft Exudative) has, mely mindség szempontjabol halvany, puha, vizenyds. Ennek
hatterében a gyors glikogén lebomlas all, mely hatdsdra magas tejsav szint alakul ki az
izomban, ami savas kémhatast (pH 5,7 alatt) eredményez. Ennek a mindség romlésnak az oka
az allatot ért stresszben keresendd. A proteolizis mértéke csokken ezekben a PSE htisokban,
mely jelenségnek marker proteinje a troponin T, MLC1, a-krisztallin fehérjék. Ezek
mennyisége magasabb a csokkent intenzitdsu proteolizis miatt.

A masik szélséséges hlismindség az un. DFD (Dark, Firm, Dry), mely esetén a husok szine
sOtét, konzisztencia szempontjabol tomottek €s szarazak. Akkor alakul ki, ha tartds stressz
utan vagjak le az allatokat, ilyen esetben a glikogén mar korabban lebomlik, igy nem jon létre
tejsav, a huasok kémhatasa pH 6,4 feletti. Ezek a husok konnyen romlanak, és kevés sot
vesznek fel. A DFD markerek koziil a HSP70-et lehet megemliteni, mely az alacsony

csepegesi veszteségll husokban szintén markerfehérjeként hasznalhato.
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Hustermékek

A hustermékek esetén a proteomikai vizsgalatok tobbsége a szarazon pacolt sonkakkal (,,dry-
cured”) foglalkozik, emellett néhany tanulmany a virslik, szalamik és kolbaszok proteomjat
vizsgalja. Ezeknél a mintaknal a proteolizis tanulmanyozasa mellett a fiistolés, sozas, pH

valtozas, ho és szaritas hatasat vizsgaljak.

A szarazon pacolt sonkakra (Prosciutto, Bayonne) kiemelkedé mindség, hosszu érlelési ido,
tipikus iz és allag jellemzd. Tobb biokémiai reakcid (proteolizis, lipolizis, glikolizis) is
lejatszodik az érlelési soran, mig kialakul a végleges iz. A proteolizis (fehérjék enzimatikus
hasitasa, autolizise) a leginkabb tanulmanyozott folyamat a sonkak érlelése soran. Az
enzimatikus autolizis folyamataban a nagyméreti miofibrillaris fehérjék (miozin, aktin, titin)
a proteazok enzimatikus aktivitasanak hatasara kisméretii peptidekre hasadnak. Ez a folyamat
nagymértékben meghatarozza a sonka izét, textarajat és illatat.

A proteolitikus enzimek 2 f& csoportba sorolhatok, ezek az endopeptidazok és az
exopeptidazok. Az endopeptidazok pl.: kalpainok, katepszinek, kdzvetleniil felel6sek a post-
mortem valtozasokért, az intakt fehérjéket hasitjak nagyobb polipeptidekre. A kalpainok az
érlelés elsd 2 hetében aktivak, mig a katepszinek akér a 15 honapig is.

Az exopeptiddazok az endopeptidazok altal 1étrehozott nagyobb polipeptideket hasitjak kis
peptidekre ill. aminosavakra. Ilyen exopeptidaz a dipeptidil-peptidaz, melynek sézas alatt
csokken az aktivitdsa, mert a pH valtozas kedvezdtleniil hat a folyamatra. Az
aminopeptidazok is exopeptidazok, N-terminalis végen 1év6 aminosavak lehasitasat végzik, a
fehérje degradéacid késéi fazisdban fontosak, mig a karboxipeptiddzok a fehérjék C-

terminalisan hasitanak.

A hustermékek proteomikai vizsgalata soran gél alapu és nem gél alapti modszereket egyarant
hasznalnak. Az egyik legegyszerlibb vizsgalati modszer a fehérjék méret szerinti
elvalasztasara a szodium dodecil szulfat alapu egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis
(SDS-PAGE). A miofibrillaris fehérjék vizsgalatara is ezt hasznalva, az aktin, miozin,
tropomiozin, troponin T fehérjék proteolizisérél megallapitasra keriilt, hogy az érlelés 12.
honapjat kovetden teljesen hidrolizdlodnak. A troponin T proteolizise és a marhahus ize
kozott pozitiv korrelacio all fent, mig a lipofil aminosavak és a dipeptidek a kellemetlen

keserll iz markereiként hasznalhatdak.
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A szarkoplazmatikus  fehérjék  vizsgalatit SDS-PAGE  segitségével elvégezve,
megallapitothatd, hogy a mioglobin az érlelés kezdetét6l 17,5 honapig kimutathatd az ibériai
sonkéban, majd a proteolizis hatdséara eltlinik a gélképrdl, hasonldéan az ibériai sonkdhoz a
bayonne-i sonkaban is megfigyelheté a mioglobin folyamatosan csokkenése az érlelés alatt.

A kétdimenzidés poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE) segitségével mar nagyobb
felbontas érhet6 el a fehérjék vizsgalata soran. Sikeriilt megallapitani, hogy a foszfoglicerat
kinaz, kreatin kinaz, glikogén foszforilaz és mioglobin mennyisége csokken az érlelés soran.
Az enolaz, foszfoglicerat mutaz végig kimutathatd az érlelés soran, de ezek mennyisége is
csokken. Ezzel szemben a piruvat kinaz, az érlelés 11. honapja utan is konstans mennyiséghben
kimutathato. A 2D-PAGE modszer segitségével vizsgaltak azt is, hogy az érlelés soran
hasznalt s6 mennyiség hatassal van-e a fehérje Osszetételre. Ez a mddszer arra is alkalmas,
hogy a kiilonb6z6 genotipust allatok sonkajanak proteom vizsgalatat (PRKAG3 és CAST
gének) elvégezzEk, valamint tanulmanyozzak a pH hatasat a proteolizisre.

A tomegspektrometria (MS) alapti modszerekkel a gél alapi modszerekhez hasonldan, a
miofibrillaris és szarkoplazmatikus fehérjék proteolizisének vizsgalata torténik. A nyers hus
fehérje markereib6l meg lehet josolni a sonka mindségét, ez segitséget nyujthat az
¢lelmiszeriparban a megfelelé sonkaalapanyag kivalasztasahoz. SELDI-TOF MS (surface-
enhanced laser desorption/ionisation time-of-flight MS) modszer segitségével megallapithato,
hogy a nyers hus szine és allaga és a késobbi sonka minéségi paraméterei kozott korrelacio all

fent, mely Gsszefliggést kozvetetten a tulajdonsagokhoz k6tddé biomarkerek igazolnak.

Proteomikai moddszerekkel lehetdség van vizsgalni a hd hatasat a husfehérjékre. A
husfeldolgozasi folyamatok koziil a hd karositja leginkabb a fehérjéket. Ez a leromlas a nagy
molekulasulya fehérjéket jobban érinti. llyen esetekben az izoelektromos pont és a

molekulasuly nem valtozik, ezért a 2D-PAGE képeken a fehérje pozicidja sem valtozik meg.

Léteznek olyan faj-specifikus fehérjék, melyek alapjan azonositani lehet, hogy a termék
milyen fajbol szarmazik. Proteomikai modszerekkel vizsgalva megallapithato, hogy ezek a
faj-specifikus fehérjék, miként valtoznak meg a feldolgozasi folyamatok soran. Ennek
megallapitasahoz kiilonboz6 fajokbol (sertés, marha, csirke, pulyka) szdrmazo kolbaszok,
virslik, szalamik fehérjéir6l vannak adataink, olyan koriilmények kozott, amikor a
feldolgozasi folyamatok eltéroek voltak: s6s pacolas, fiistolés, siités, f6zés, szaritas. A

vizsgalatok eredményeként kideriilt, hogy a feltételezésekkel ellentétben a legtobb faj-
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specifikus fehérje rezisztens a feldolgozasi folyamatokkal szemben. A denaturalas ellenére
nem degradalodtak szignifikansan. Ennek valdszinlileg az az oka, hogy a husiparban a
hokezelés hatasara (a termék belsejében legalabb 72°C) a legtobb protedz inaktivalodik,
illetve olyan folyamatok, mint a so6zas (natrium-klorid, natrium-nitrat) és a lejatszodo pH

valtozas is csokkenti a proteazok aktivitasat.

Napjainkban az ¢élelmiszerek hamisitdsa, ezen belill is a hiisok és hustermékek hamisitdsa
egyre nagyobb problémékat okoz. Sziikség van olyan modszerekre melyek segitségével
gyorsan ¢€s megbizhatéan azonosithatovd véalnak az egyes 0OsszetevOk. A proteomikai
vizsgalatok koziil szamos modszer alkalmas ilyen jellegli analizisre.

Gyakori hamisitasi médszer a dragabb husok olcsobb hussal torténd helyettesitése. A vasarlok
félrevezetése mellett, ez azért is okoz komoly gondot, mert bizonyos vallasok kovetdi
tartozkodnak egyes allatfajok husanak fogyasztasatol (a hinduk nem esznek marhahust, mig

az iszlam és zsid6 vallasuak sertéshust).

A fehérjék vizsgalata alkalmazasaval a kutatoknak lehet6ségiik van olyan, a gyakorlat
szamara érdeklddést kivaltdé metodikat alkalmazni, mellyel a friss és a mar egyszer
felolvasztott htisok kozott kiilonbséget tenni. Igy kisziirhetévé valnak a nem hus eredetii
anyagok pl: szinezékek, egyéb vegyszerek hasznalata, melyektdl frissebbnek tlinik a hus.

A metodikak oldalarél megkdzelitve a husok és hustermékek eldéllitasa soran felhasznalt
fajok fehérje-alapu azonositasahoz leggyakrabban hasznalt modszerek a kromatografias és

elektroforetikus elvalasztasok, valamint az immunoassay.

43



Felhasznalt irodalom

Di Luccia A., Picariello G., Cacace G., Scaloni A., Faccia M., Liuzzi V., Alviti G., Musso S.
S. (2005): Proteomic analysis of water soluble and myofibrillar protein changes occurring in
dry-cured hams. Meat Science 69. 479-491.

Fadda S. , Lopez C., Vignolo G. (2010): Role of lactic acid bacteria during meat conditioning
and fermentation: Peptides generated as sensorial and hygienic biomarkers. Meat science 86.
66-79.

Fidel T., Nollet L. M. L. (szerk.) (2013): Proteomics in Foods: Principles and Applications.
Food Microbiology and Food Safety 2. Springer. New York, USA. 1-590.

Joseph P., Suman S. P., Rentfrow G., Li S., Beach C. M. (2012): Proteomics of Muscle-
Specific Beef Color Stability. Journal of Agricultural and Food Chemistry 60. 3196—3203.
Mora L., Fraser P.D., Toldra, F. (2012): Proteolysis follow-up in dry-cured meat products
through proteomic approaches. Food Research International 54. 1. 1292-1297.

Paredia G., Raboni S., Bendixen E., de Almeida A., Mozzarelli A. (2012): “Muscle to meat”
molecular events and technological transformations: The proteomics insight. Journal of
Proteomics 75. 4275- 4289

Sayd T., Morzel M., Chambon C., Franck M., Figwer P., Larzul C., Leroy P., Monin G:,
Chearel P., Laville E. (2006) :Proteome analysis of the sarcoplasmic fraction of pig
semimembranosus muscle: implications on meat color development. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 54. 7. 2732-2737.

44


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174004002384
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174010001555
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174010001555

A tojas proteomikaja

A tojas taplalkozas-€lettani szempontbol kiemelkedd jelentdségli, emellett az
¢lelmiszeriparban is gyakran hasznaljak gélképzo, habképzd és emulzifikald tulajdonsagai
miatt. Amellett, hogy gazdag vitaminforras (A, B1, B2, D, E, K), a benne 1év6 karotinoidok
(zeaxantin, lutein) idéskorban az érzékszervi miikodések fenntartasaban fontos szerepet
jatszhatnak. Zsirsavosszetételére altalaban a 0,6-os telitett/telitetlen zsirsavarany jellemzo,
mely egybevag az egészséges élelmiszereknél elvarhato tartomanyba. Telitetlen zsirsavak
kozlil az olajsavat, mig a telitettekb6l a palmitinsavat tartalmazza a legnagyobb
mennyiségben.

A tojasban talalhato legfontosabb asvanyi anyagok kozé tartozik a kalium, natrium, kén,
foszfor, kalcium és nyomokban vasat is tartalmaz.

Ertékes fehérjéiben megtalalhaté tobb esszencialis aminosav is, melyek nélkiilozhetetlenek
épitdegységek, hiszen az emberi szervezet nem vagy csak kis mennyiségben képes ezen
aminosavak el6allitasara. Igy a tojas fehérjéi az ember szamara teljes-bioldgiai értékii
fehérjéknek tekinthetdk.

Magyarorszagon az egy évre esO tojasfogyasztas 2002 és 2009 kozott csokkend tendenciat
mutatott. Mig 2002-ben 301db volt az egy fore es6 fogyasztas, addig 2009-ben ez 247db/f6-re
csokkent. Mindezek ellenére a magyarorszagi tojasfogyasztds még igy is joval az Eurdpai

Unios atlag érték (220 db/f6/év) folott van.

Tojasfehérje

A tojasfehérje az élelmiszeriparban olcsd és j6 mindségli fehérje forrasnak szamit, a
gyogyszeripari €s orvosbiologiai felhasznalésa is jelentds.

A tojasfehérje feladata az embrio taplalasa és stabilizalasa valamint a mikrobak elleni
védekezés. A protein frakcio a tojasfehérje 11%-at teszi ki, emellett 80-88%-ban vizet, 0,9%-
ban szénhidratot és 0,7%-ban hamut tartalmaz. A tojas esetében is, mint a legtobb allati
szovetnél, néhany nagy gyakorisagu fehérje jelenti a teljes fehérjetartalom nagy részét,
tojasnal a 77%-at. Ezt harom tojasfehérje jelenti, 54%-ban ovalbumin, mellette 12%

ovotranszferrin és 11% ovomucoid. Ezek a fehérjék jelentds mértékben megnehezitik a
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proteomikai vizsgalatokat, mivel a nagy szamban el6forduld fehérjék a gélképeken elfedhetik a
szamunkra nagyobb jelentdséggel bir6 kisebb gyakorisagu proteineket. A kis gyakorisagu
fehérjék kozé tartoznak: ovoglobulin G2 (4%), ovoglobulin G3 (4%), ovomucin (3,5%),
lizozim (3,4%), ovoinhibitor (1,5%), ovoglikoprotein (1%), flavoprotein (0,8%),
ovomacroglobulin (0,5%), avidin (0,5%), cystatin (0,05%). A tojasfehérje proteinjei széles
molekulastly (7 kDa - 8000 kDa) és pI (pH 3,9 — pH 10,7) tartomanyban mozognak.
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8. abra: Tojasfehérje kétdimenzids poliakrilamid gélképe (Sajat forras)

Tojassargaja

Az élelmiszer- ¢és kozmetikai iparban is elterjedt a hasznalata (koétéanyagként,
antioxidansként, emulgealdszerként).

A tojassargaja legfontosabb feladata az embrio taplalasa, emellett immunolégiai funkcioval is
rendelkezik, mivel anyai antitesteket tartalmaz, melyek az embrié védelmére szolgalnak. A
tojassargaja fehérjetartalma jellemzoen 13-17% kozotti. A vitellogenin nevii fehérje a foszfo-
és lipoproteinek prekurzora (a tojassargdja fehérjéinek dontd tobbségét adjak) a
tojassargajaban. A fehérjék megoszlasa akovetkezd: 68% low-density lipoprotein (LDL), 16%
high-low density lipoprotein (HDL), 4% phosvitin, melyek a globularis fehérje frakcio részét
képezik, mig a livetin (10%) a vizoldékony frakcioba tartozik. A fehérjék mellett nagy
aranyban tartalmaz vizet (48%) és lipideket (33%) is.
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9. abra: Tojassargaja kétdimenzios poliakrilamid gélképe (Sajat forras)

Kombinatorikus peptid ligand konyvtarak

Tojasmintdk esetén legnagyobb kihivas a nagy gyakorisagu fehérjék (ovalbumin,
ovotranszferin) csokkentése, ill. a kis szamban el6forduld fehérjék feldusitasa. Erre alkalmas
lehet a kombinatorikus peptid ligand konyvtarak haszndlata. A kombinatorikus konyvtarakat
nagyszamu, kismolekulaji vegyiiletekbdl allitjak eld. A proteomikaban altalaban hexapeptid
konyvtarakat alkalmaznak. Ezek hat aminosavbol alloé oligopeptid ligandok kiilonbozo
aminosav szekvenciakkal (nagy diverzitas), melyeket attol fliggéen generdlnak, hogy a kis
vagy a nagy gyakorisagii fehérjék megkotését tiizik ki célul. 2005-ben az Uin. gyongy
technologia forradalmasitotta a proteomikdaban a kombinatorikus peptid ligand konyvtarak
hasznalatat. Gyongyok felszinéhez rogzitették a hexapeptid ligandokat, melyekhez a mintaban
1év6 fehérjék specifikusan tudnak kotédni (adszorpeioval). Haromféle kombinatorikus peptid
ligand konyvtarat hasznalnak a gyakorlatban: hexapeptidek primer aminnal terminalva
(kereskedelmi forgalomban: ProteoMiner), hexapeptidek karboxil csoporttal, hexapeptidek
harmadlagos amin csoporttal.

Mind a tojasfehérje, mind a tojassargaja mintak esetén szép eredmények érhetoek el a peptid
ligand konyvtarak hasznalataval. Tojasfehérje mintdk esetén ezzel a modszerrel
megdupldzhatd az azonositott fehérjék szdma. Tojassargdja esetében 70%-kal emelhetd a

fehérje talalatok szama.
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Tojashéj

A tojashéj f6 funkcidja az embridé védelme a mikrobidlis és a fizikai kornyezeti hatdsokkal
szemben. Emellett asvanyi anyagokat (els6sorban kalciumot) biztosit a névekvd embrid
szamara, valamint szabalyozza a viz és gazcserét. A tojashéj legkiils6 rétege a kutikula, ez egy
vékony filmréteg, mely lezarja a porusokat, ezaltal véd a mikrobak ellen. A kutikulatol befelé
haladva a kovetkezd réteg a kalcit tartalmi mészhéj, majd ezt koveti a dupla
membranrétegbdl allo héjhartya. A kutikuldnak 85%-a fehérje, melybdl eddig 47 kiilonb6zd
fehérjét sikertilt azonositani (nLC-ESI-MS/MS mddszerrel), melyek koziil tobb antibakterialis
¢s antifungalis aktivitassal is rendelkezik. A mészhéjban sok tojasfehérje protein
megtalalhat6, de vannak csak mészhéj specifikus fehérjék is, melyek az elmeszesedést
szabalyozzdk. A héjhartya kettds membranrétege megakadalyozza, hogy az elmeszesedés
befel¢ is terjedjen, az itt talalhato fehérjék nagyrészt kollagének, proteoglikanok, ill. lizozim

¢és ovotranszferin, az utobbi kettd a tojas fehérjében fordul elé nagy mennyiségben.

Tarolas

Hosszabb tarolds soran a tojasfehérje viszkozitdsa csokken (elvékonyodik), ezaltal kevésbé
lesz ellenalld a mikrobialis fertézésekkel szemben. 2D PAGE segitségével megallapitottak,
hogy az ovalbumin, ovotranszferrin, clusterin, ovoinhibitor és prosztaglandin D2 szintaz
fehérjék expresszioja valtozik tarolds soran. A clusterin volt az a fehérje, melynek
mennyisége folyamatosan valtozik a tarolas soran. A clusterin és ovalbumin degredacioja
nagy valdszinliséggel a tojasban torténd proteolizis és pH novekedés kovetkezménye, mely
végsO soron a fehérje elvékonyodasdhoz vezet. A pH novekedés a tarolas sordn a fehérjek
feltekeredését akadalyozza. A clusterin megnovekedett expresszidja is ehhez a folyamathoz
kothetd, mivel ez a fehérje hozzakapcsolddik a nem teljesen feltekeredett fehérjékhez, igy

stabilizélja azokat.
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Allergia

Magyarorszagon a lakossag kozel 1%-a allergids a tojas valamely Osszetevojére.
Leggyakoribb allergének a tojasfehérjében talalhatd az ovomucoid és az ovalbumin, de a
tojassargajaban is eléfordulnak allergén fehérjék (a-livetin). Altalaban csecsemd- vagy
kisgyermekkorban jelentkeznek a tlinetek, majd az immunrendszer megerésodésével gyakran
el is tiinnek. Ritkabban ugyan, de az is eléfordul, hogy feln6tt korban alakul ki az allergia. A
leghatékonyabb kezelés a tojas teljesmértékii elhagyasa az étrendb6l. Ez gyakran nehézséget
okoz, hiszen nagyon sok ¢lelmiszerben megtalalhaté valamilyen tojas-szarmazék. Ezért
nagyon szigoru jelolésszabalyozas sziikséges az ¢élelmiszereken, melyek egyértelmiien
tudatjak a vasarlokkal, hogy mit tartalmaz az adott termék.

Tomegspektrometrian alapuldé modszerekkel mar nagyon alacsony koncentracidban is

kimutathatdak a tojas fehérjéi kiillonbozo élelmiszerekbdl (majonéz, keksz, kenyér, bor).
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Tej és tejtermékek proteomikaja

A tej természetes taplalék minden Gjsziilott szamara. Feln6tteknek is kivald, tapanyagokban
gazdag, konnyen emészthetd élelemforras. Kedvezd élettani hatdsai miatt napi fogyasztasa
javasolt. Immunerdsitéként, betegségmegel6zésben (csontritkulas, fogszuvasodas, magas
vérnyomas) bizonyitottan hatasos. Sokoldaltian hasznalhato élelmiszerként: tej, ird, vaj,
joghurt, tejfol, kefir, sajt.

Magyarorszag évi tejfogyasztasa 67 liter/fo, ez az Eurdpai Unids atlaghoz (60,7 liter/f6) és a
vilagatlaghoz (32,7 liter/f6) képest magasabb, de meg sem kozeliti az egyes dietetikusok altal
javasolt 180 liter/f6 évi fogyasztast. Magyarorszag éves tej €s tejtermék fogyasztasa Gsszesen

156 kg/fs.

A tej dsszetevoi

A tej Osszetételét tekintve 88% vizbdl és 12% szarazanyagbol all, mely utdbbi néhany
szézalékkal magasabb in. koncentralt tejet termeld fajtak esetében. A benne talalhat6 tejcukor
(lakt6z) az asvanyi anyagok felszivodasat segiti. A tejben 1év zsir tobbnyire trigliceridekbdl
all, a tejzsir konnyen emészthetd lipid, az n-6 és n-3 zsirsav aranya tag intervallumban mozog,
melyet féként a takarmanyozas befolyésol, legeltetett allomanyok esetében az omega-6 és
omega-3 zsirsavaranya az idealis, szlik értek felé tolodik el (2,5:1). Az asvanyi anyagok koziil
foleg kaliumot, kalciumot, natriumot, foszfort és szelént tartalmaz. Vitaminok koziil az A, D,
B2, a B6 ¢és a B12 fordul eld nagyobb mennyiségben a tejben. A legfontosabb tejfehérjek:
asl-kazein, as2-kazein, B-kazein, k-kazein, pB-laktalbumin, B-laktoglobulin  és
immunoglobulinok. A sokféle poszttranszlacios modositas teszi a tejproteomot kiilondsen

Osszetetteé.
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A tej frakcioi

A kombinatorikus peptid ligand konyvtarak alkalamzdsa a tej protomjanak vizsgéalatdhoz is
szamos esetben indokolt lehet, mivel a tejfehérjék kozott legnagyobb részaranyban jelenlévd
kazein gyakorisaganak lecsokkentése a mintaban segiti az alacsony expresszios szinti
fehérjék mennyiségi meghatarozasat.

A tej centrifugdlason alapuld frakcidonalasa a legegyszerlibb laboratoriumi megoldds. Az
alacsony g-n végzett centrifugalassal a tejzsir, benne a tejzsircsepp membranfehérjék, és a
f616z06tt tej alkot kiilon fazist. A tovabbi, nagy fordulatszamu ultracentrifugalas az oldott és az
oldhatatlan frakciokat valasztja el, mely 1épés a leghatékonyabb alacsony koltségli eljaras a

kezeinek eliminalésara.

LN

centrifugalas Tejzsir (MFG-milk fat
/globule), kis gyakorisagu
feherjek
Folozott tej \/
ultra-

@
Oldott frakcio: savo fehérjek és peptidek
Oldhatatlan frakcid: kazeinek

10. abra: a tej frakcionalasa centrifugéldssal

Tejzsircsepp membran

A tejzsircseppek membranja (MFGM - milk fat globule membrane) valdjaban a tégy
epithelsejt membranjat jelenti, melyhez a sejt citoplazmajabdl is kapcsolodnak fehérjék. Ezen
membranok vizsgalatadval invaziv beavatkozas nélkiil kaphatunk informéciot a tégy
patofiziolégias allapotardl a laktacié ideje alatt. Altalaban kis gyakorisaga fehérjéket talalunk

itt, melyek vizsgalatdhoz prefrakcionacio sziikséges, abbdl a célbdl, hogy feldtsuljanak a
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kozegben. Fehérjéi nehezen vihetok oldatba, a sok lipid és a fehérjék hidrofobitasa miatt.
Centrifugalast kovetden a legfelsd zsirrétegbdl izolalhatoak zsirtalanitdst kovetden, melyet
metanol és kloroform segitségével végezhetiink el. SDS-PAGE segitségével hozzavetdlegesen
mintegy 50 fehérjét valasztottak el tehéntejbdl szarmazd6 MFGM mintakbol. Fontosabb
fehérjék: butirofilin, lactadherin, adipofilin, xanthin, annexin, acil-KoA szintaz, lanoszterol

szintaz. Szerepik a lipid transzport, szintézis és szekrécio.

.
.,

o
- L —

11. dbra: MFG frakci6 kétdimenzios poliakrilamid gélképe (Sajat forras)

MFGM fehérjék és a betegség megel6zés

Az elmult években szamos tanulmany latott napvildgot, mely az MFGM fehérjék
egeészségligyl szempontbol jotékony hatasdval foglalkozik. Mellrdk esetén sikertlt
megallapitani, hogy az un. fatty acid binding (FAB) fehérje (mely az MFGM-ben
megtalalhato) gatolja a raksejtek novekedését.

A BRCA1 és BRCA2 fehérjék, melyek a human és a tehéntej MFGM-bdl is izolalhatoak, a
DNS javito folyamatokban jatszanak szerepet. Az egyik doménjiikben bekdvetkez6 mutécio a
noknél hajlamositd tényezOt jelent a mell- és petefészek rdkra. Bizonyos tanulmanyok
lehetséges prevencioként emlitik az MFGM taplalék-kiegészitoként torténd alkalmazasat.

Az MFGM fehérjék koleszterinszint csOkkentd hatdsa is ismert. Huméan és patkany
kisérletekben is bizonyitottak, hogy a vérszérum koleszterin szintje csokken MFGM bevitel

hatasara, mely a bélben bekdvetkezo koleszterin megkotédéssel magyarazhato.
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A Helicobacter pylori fertdzés gatlasa is lehetséges az MFGM glikoproteinek altal. A H.
pylory fertézés tobb gyomorfertézéssel és a gyomorrakkal is Osszefliggésbe hozhato
gyomorfertézések csokkentése.

A fentieken kiviil még megemlithetjik az MFGM fehérjék mas pozitiv hatasait is: sziv
koszoruér megbetegedés esélyének csokkentése, baktericidhatas, szklerozis multiplex tiinetek

enyhitése, autoimmun enkefalomielitisz gatlasa.

Tejsavo

A tejsavo mind humén taplalkozas, mind éllati takarmanyozas esetén kivételes tapértékkel
rendelkezik, szdmos esszencidlis aminosav forrdsa. Funkciondlis élelmiszerként is megéllja a
helyét, hiszen szamos bioldgiai folyamat résztvevdje. A proteomikai mddszerek lehetdséget
nyujtanak arra, hogy megismerjiilk a tejsavd fehérje Osszetételét €s ezaltal megértsik a
fiziologiai folyamatokat, melyekbe bekapcsolodnak. Két nagy gyakorisagu fehérjét
azonositottak a tejsavoban: a-lactaloumin, B-lactoglobulin, melyek a fajok ko6zott nagy
véltozatossagot mutatnak. A savoban 1évdé fehérjék koziil szamos lat el antimikrobidlis
feladatot. Ezek a proteinek egyrészt a laktdld emld védelmét szolgaljdk, masrészt az
ujsziilottet védik, mig teljesen ki nem alakul az immunrendszer altal biztositott védettsége.
Ebbe a csoportba tartoznak az immunglobulinok (IgA, IgM, 1gG), melyek a tejsavo legtobbet
tanulmanyozott fehérjéi. Az IgA és az IgM mennyisége a laktaci6 korai fazisdban magasabb,
mig az IgG a laktacio késobbi szakaszaban termelédik nagyobb mértékben. Ez azzal
magyardzhat6, hogy a tejtermelés kezdeti szakaszdban a patogének elolése (melyért az IgA
felelds), mig a késObbi szakaszban az 0jsziilott sajat immunitasanak kialakitasa a cél (anyai
IgG molekuldk segitségével).

A savoban nagyobb mennyiségben taldlhaté még laktoferrin, laktoperoxiddz, melyek szintén

antimikrobialis fehérjék.

Kazeinek

A tehéntejben taldlhatd fehérjék legnagyobb részét, hozzavetdlegesen 80%-at a kazeinek

teszik ki. Foszfoproteinek, melyek a sokféle poszt-transzlacios modosulasnak kdszonhetden,
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nagyon kiilonb6z6 foszforilacios mintdzatokkal rendelkeznek. A legnagyobb hasonlosag a
kér6dzok kazein aminosav szekvencidjaban figyelhetd meg. A kétdimenzids gélelektroforézis
alkalmas metodika a kiilonb6z6 kazein tipusok elkiilonitésére, igy tehéntejbél 10 kiilonbozo
kappa-kazeint szeparaltak, melyek az izoelektromos pontjukban kiilonboztek egymastol.

A kazeinek a sajtkészitésben fontos szerepet jatszanak, mivel a sajtkészités soran kalcium-

foszfattal micellakat képeznek.

A poszttranszlicios modosulatok (PTM) vizsgalata

A tejben talalhaté fehérjék termelddése, vagyis a transzlacios fazis utdn bekovetkezd
modosulasok miatt olyan komplex a tej proteomja. A poszttranszlacios modosulasok soran a
fehérjéket felépité aminosav oldallancok kémiai tulajdonsagai megvaltoznak. Tobbféle ilyen
modositas ismert: foszforilacid, hidroxilacio, glikozilacio, szulfonacid, proteolizis, stb.
Proteomikai modszerekkel a tejfehérjék a foszforilacidjanak, glikozilacidjanak és
proteolizisének tanulmanyozéasa folyik. Elsédlegesen, de nem kizarolagosan a kazeinek
vizsgalata soran tanulmanyoztak részletesebben a poszttranszlaciés modositasokat.

A foszforilacids folyamatot a protein kinazok végzik és foszfatcsoport képesek kapcsolni a
fehérjék szerin, treonin vagy tirozin oldallancaihoz.

A glikozilacio soran szacharidok kapcsolodnak az aszparagin, szerin, treonin és triptofan
aminosavakhoz. Laktozilacionak nevezziik a glikozilacid specialis esetét amikor lizinhez
laktéz kapcsolodik hé hatasara. A tejtermékek esetén ennek a modosulasnak nagy jelentdsége
van. A kappa-kazeinek kapcsan fentebb emlitett 10 kiilonboz6 izoforma is a glikozilacionak
koszonhetd, melyeket 2D-PAGE+MALDI modszerrel azonositottak.

A proteolizis irreverzibilis poszttranszlacios modosulés, proteazok végzik, peptidkotésnél
hasitanak. A legfontosabb protedzok kozé a plasmin és cathepsin tartoznak. Aktivitasuk né a
szomatikus sejtszam ndvekedéssel, igy kapcsolatba hozhatok a masztitisszel (t6gygyulladas).
A proteolizis a fontos meghatarozdja a tejtermékek texturajanak és izének. Ebbol kovetkezik,
hogy példaul a kiilonbozé keménységii és érlelési ideji sajtok kiilonb6zé 2D mintazatot

mutatnak.
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Hamisitasok

A tej ¢és tejtermékekkel kapcsolatos hamisitasok is komoly probléméat jelentenek az
¢lelmiszeriparban. Ennek hatterében az az 6kondémiai ok all, hogy a magas mindséget és
pénzben kifejezett értéket képviselé termékekhez olcsé alapanyagokat kevernek. Ilyen
hamisitas lehet, amikor bivalytejhez, kecsketejhez, illetve juhtejhez tehéntejet kevernek és az
ebbdl késziilt sajtot gy értékesitik, hogy a tehéntej jelenlétét nem kozlik. Ezeket a
keverékeket nehéz beazonositani. Manapsag jellemzéen a DNS alaptu eredetvizsgalat, ugy
mint fajazonositds az elterjedt, ennek ellenére a proteomikai moddszerek (elsdésorban
tomegspektrometria alapt) is alkalmasak a tejbél és tejtermékekbdl a felhasznalt fajok
azonositasara. Bizonyos fehérjék markerként szolgdlnak, ezek a markerek jellemzdek egy
adott fajra, igy jelenlétiik bizonyithatja a faj jelenlétét a vizsgalt termékben.

Korabbi vizsgalatok soran a HPLC/ESI-MS (High Performance Liquid Chromatography —
electrospray mass spectrometry) modszerrel tehéntejet mutattak ki kecsketejben, ugy, hogy a
beta-laktoglobulin fehérjét hasznaltak markerként. A kimutatasi hatar 5%-0s volt, ami azt
jelenti, hogy 5%-nyi tehéntej bekeverés mar kimutathat. MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted
laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry) modszerrel bivaly mozzarellaban
tehén-, illetve juhtej jelenlétét is sikeriilt kimutatni. Ezen moddszernél is megfelel6 marker a
beta-laktoglobulin, amely mellett az alfa-laktalbumin is alkalmazhato.

Kromatografias modszerekkel a kiilonb6z6 fajok termékeinek azonositisa mellett a tejpor

hozzaadast is ki lehet mutatni.

Sajtok

A sajtok a legkedveltebb tejtermékek, melyeknek szdmos valtozata ismert, a tej eredetétdl, a
zsirtartalomtol, a feldolgozas modjatol, az érlelés idejétdl és szamos mas tényez6tdl fiiggden.
A proteomikai moddszerek segitségével vizsgalhatjuk a proteolizis mértékét (proteolitikus
enzimek expresszidja) €s fajtajat, meghatdrozhatjuk a sajtok eredetét (hamisitasok), a
tejfehérje polimorfizmusok és a sajtok mindsége kozti osszefiiggéseket.

A proteolizis a legfontosabb folyamat mely a sajtok készitése és érlelése soran lejatszodik.
Végs6 soron a proteolizis soran képzddd peptidek, szabad aminosavak ¢és ezek

bomlastermékei alakitjdk ki a sajtok izét ¢és illatat. Ezekbdl a polipeptid és peptid
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fragmensekbOdl megallapithatd a sajtok érlelési ideje és eredete. A proteolizist végzo
proteazok (fehérje bontd enzimek) szarmazhatnak magabdl a tejbdl (endogén enzimek), az
oltéanyagbol ¢és lehetnek mikrobidlis enzimek is, melyek a fermentacidért felelds
baktériumokbol keriilnek a sajtba. Az elsddleges proteolizisért az endogén enzimek és az
oltdbanyag enzimjei felel0sek, e folyamat soran nagy oldhatatlan peptidek jonnek létre. SDS-
PAGE segitségével megallapitottak, hogy ezek mérete 6-200 kDa kozott valtozhat. A
masodlagos proteolizisben az endogén €s az oltdanyagbol szarmazd enzimek mellett a
mikrobialis enzimek is részt vesznek. Ennek a folyamatnak a termékei a kisméreti viz-
oldékony peptidek. Ezeket a peptideket altalaban HPLC-MS modszerrel azonositjak.

A sajtok készitése soran hasznalt oltoanyagot, fiatal allatok (borjt, barany) gyomrabol nyerik.
Ez az anyag a tej alvadasaért felelés. Két fontos enzimet tartalmaz, ezek a kimozin és a
pepszin, melyek proteazok. A kimozin a kappa-kazeint bontja a 105-6s pozicidoban 1évo
fenilalanin és 106-os pozicioban 1évé methionin kozott vag. Para-kappa-kazein és
makropeptidek képzédnek, a para-kappa-kazein nem képes stabilizalni a micellakat és
kicsapodik. A kimozin helyettesithet: mikroorganizmusokban termeltetett kimozinnal vagy

gombakban 1év6 proteinazokkal.
Baktériumok a tejtermékek készitése soran

A fermentalt (erjesztett) ¢lelmiszerekben 1évé baktérium torzsek enzimaktivitasa felelds az
élelmiszer végsd texturdjaért és izéért. Proteomikai modszerekkel lehetdség nyilik
metabolizmusuk in situ tanulmanyozasara a tejtermékekben. Megvizsgalhatjuk a tarolas ill. a
kiilonboz6 feldolgozasi folyamatok (hiités, melegités, extrém pH, magas nyomads) soran
hogyan valtozik a baktérium torzsek proteom Osszetétele.

A tejtermékek eldallitdsa sordan hasznalnak un. starter baktériumokat, melyek laktozbol
tejsavat allitanak eld, igy a kdzeg savasodik, ez a patogének ellen hatasos védekezés.

Sajtok készitése soran hasznalt legfontosabb baktérium torzsek: Lactococci (L. lactis, L.
cremoris, L. diacetylactis), Lactobacilli (L. helveticus, L. acidophilus, L. casei), Streptococcus
salivarius. Az érést segitd baktérium torzsek a Propionibacterium freudenreichii,

Brevibacterium linens.

Joghurtok készitése soran hasznalt legfontosabb baktérium torzsek a Lactobacillus delbrueckii

ssp. bulgaricus és a Streptococcus thermophilus.
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A sor proteomikaja

A soOr a legrégebbi és legszélesebb korben fogyasztott alkoholos ital, mar ie. 7000 évvel is
készitették. Akkoriban még alacsonyabb volt az alkoholtartalma, de fehérjetartalma
magasabb, siiriibb és édesebb volt a mai soroknél. Szerepet jatszott a vallasi ritualékban,
tapanyagforrasként szolgalt, valamint betegségek kezelésére is alkalmaztak.

Manapsag a csehek a legnagyobb sorfogyasztok, évente atlagosan egy f6 144 liter sort
fogyaszt. Magyarorszagon atlagosan 70 liter/f6 az éves fogyasztas. Az Eurdpai Unidban
becslések szerint 40000 kiilonb6zo sor 1étezik és 130 sorfajta.

Szamos kedvezd ¢élettani hatasa ismert, melyek csak mérsékelt fogyasztas esetén
érvényesiilnek. llyenek a vizhajto képessége és a vesekd képzodés megeldzése, nyugtatd és
altato hatasa, magas vitamintartalma (B1, B2, B3, B6, B9), magas antioxidans és jelentds
asvanyi anyag tartalma (Cu, Fe, Zn, Mg). Mindezek mellett csokkenti az LDL koleszterin

szintet és stimulalja az immunrendszert.

A sor fehérijéi

1 liter sor 500 mg fehérjét tartalmaz, mely proteinek molekulasuly az 5-100 kDa tartomanyba
esik. A legtobb fehérje a sorfézés soran hasznalt gabonabodl szarmazik. Ilyen példaul a
hordein, mely egy nagy gyakorisagi (40-50%-a a teljes fehérje mennyiségnek) arpabol
szarmaz6 fehérje vagy a lipid transzfer fehérje, mely szintén arpa eredetii. Egyéb sorben
jelenlévo fehérjék a globulinok, albuminok, amildz inhibitorok, chaperonok, lipid kot
fehérjék, enzimek. A sorgyartas soran ezek a fehérjék kiilonbozé modositasokon eshetnek at
(kiilondsen a malatazas és a cefrézés soran), ilyen modositdsok a hidrolizis, glikoziléacio,
glikacio. A fehérjék ezen modositasai hatassal vannak a kés6bbi mindségi tulajdonsagokra,

mint példaul a sor szine, ize, zavarossaga, habképzddése €s a stabilitas.
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A sorben talalhato fontosabb fehérjék ismertetése €s hatasaik a sor mindségi jellemzdire:

Lipid transzfer protein 1 (LTP1)

A lipid transzfer protein 1 az egyik nagy gyakorisagl fehérje a sorben, mely az arpa aleuron
rétegébdl szarmazik. Az LTP1 teljes fehérje-mennyiségnek 1%-at teszi ki. A nativ LTP1-nek
nincs habképzd potencidlja, de hé hatasara irreverzibilisen denaturalodik és igy mar kitlind
habképzd. A hab stabilitdsdval azonban nincs Osszefiiggésben a sor LTP1 tartalméval. A
tulzott habzas (a palackok felrazasa nélkiil), ami az tivegek kinyitasakor néha megfigyelhetd,
sulyos mindségi probléma, mely hatterében szintén a lipid transzfer fehérjék allnak. Ennek az
a magyarazata, hogy bizonyos arpat kéarositd6 gombafertézések hatasara az LTP1 expresszidja
jelentdsen megnovekszik, ezaltal sokkal tobb LTP1 fehérje lesz a sorben, melyek
denaturalodast kovetden erds habzast eredményeznek. Ezt az expresszios valtozast 2D-
immunoblot technikaval igazoltak, LTP1 antitesteket hasznalva bizonyitott a fertézott arpa

megndvekedett LTP1 termelése.

Z Protein

A Z protein szintén nagy gyakorisagu fehérje, melyet a magas feliileti fesziiltség és
rugalmassag jellemez. Ezeknek a tulajdonsagoknak kdszonhetben fontos szerepet jatszik a
hab stabilitdsban. 3 izoformadja ismert: Z4, Z7, ZX. A proteomikai tanulméanyok elsésorban a Z
fehérjék modosulasait vizsgaljak, melyek a malatazas soran kovetkeznek be és Gsszefiiggésbe

hozzak a hab stabilitasaval.

Arpa alfa-amilaz inhibitor-1 dimer
Szamos amilaz inhibitor azonosithat6 a s6rb6l. A hab képz6dését pozitivan befolyasoljak, de
zavarossagot is okoznak. Kelt tésztak esetén is az alfa-amilaz inhibitor-1 dimer fehérje felelos

a gazbuborékok stabilizalasaért.

Hordeinek

A hordeinek a legnagyobb gyakorisagl sorfehérjék, ez a csoport teszi ki 40-50%-at a teljes
fehérjemennyiségnek. Az elektroforetikus mobilitasuk alapjan négy csoportba sorolhatjuk a
hordeineket: B-, C-, D-, y- csoport. A malatazas és a cefrézés soran a malata proteazok
aminosavakra ¢€s kis polipeptidekre bontjdk a hordeineket. A habképzddésben fontos szerepiik

van és a hab frakcioban koncentraltan vannak jelen.
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Eleszt6b6l szarmazé fehérjék

Kétdimenzios gélelektroforézishez kapcsolt tomegspektrométerrel 40 féle élesztd eredetii
fehérjét azonositottak a sorbol. Ilyen példaul az élesztd thioredoxin, mely a habzasra
negativan hat, vagy az ¢€leszté proteinaz A, mely szintén negativan hat a habzasra azaltal,
hogy a lipid transzfer protein 1-et bontja. Az enolaz és tridozfoszfat izomeraz, melyek az
élesztd citoplazmdbdl szarmaznak, az ¢élesztd sejtek karosodasat kovetden keriilnek a sorbe. A
sOrf6zés soran hasznalt ¢élesztok szdmos kdrnyezeti stressznek vannak kitéve: alacsony pH,
magas etanol koncentrdcid, magas ozmotikus nyomas, kevés tapanyag ¢és szélsOséges
hémérsékleti viszonyok. Ezek mind hatassal vannak a habképzddésre és a sor izére. A

proteomikai modszerek segitségével ezek a fehérjék markerként hasznalhatok az élesztésejtek

crer

Allergének

A sorok is tartalmaznak allergén fehérjéket, ilyen a serpin-Z4 és a lipid transzfer protein 1,
melyek a leginkabb allergénhatasuak. Csalankiiitést és anafilaxiat okozhatnak. Mivel a sorok
jelentés mennyiségli gabonafehérjét tartalmaznak, ezért a glutén érzékenyek szédmadra
keriilend6 a fogyasztasuk. A buzabdl szarmazé glutenin és gliadin fehérjék, az arpa eredetli
hordeinek, a rozs secalin fehérjéi és a zab aveninjei okozzédk a sor esetén az allergias reakciot

a glutén érzékenyeknél.

Kombinatorikus peptid ligand konyvtarak

A kiilonb6zo italok esetén a kombinatorikus peptid ligand konyvtarakat hasznaljak
leggyakrabban a nagy gyakorisagt fehérjék csokkentésére, illetve a kis gyakorisagl fehérjék

feldusitasara.

Egy tanulmany soran egy kereskedelmi forgalomban kaphatd gyombér ital fehérje 6sszetételét
vizsgaltak gy, hogy az alacsony expresszids szintet mutatd proteineket keresték. A kis

gyakorisagu fehérjék relativ dusitasat ProteoMiner segitségével végezték el. A projekt soran 5
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sz010 ¢s 1 alma fehérjét sikertilt azonositani az italbol, de gydombérfehérjét egyet sem. A szl
¢s alma fehérje jelenléte nem meglepd, mert az italon feltiintették, hogy sz616 és alma levet is
tartalmaz. Azonban annak ellenére, hogy feltiintették az Osszetevok kozott a gydombér
kivonatot nem detektaltak a gyombér fehérjéinek egyikét sem.

Ezek a vizsgalatok felhivhatjak a figyelmet a fogyasztovédelmi miszeres laboratoriumi

termékellendrzések lehetdségeire, annak eszkoztarara, illetve ezek fontossagara.

A szakirodalomban kozoltek szerint a kombinatorikus peptid ligand konyvtarat a kola,
mandulatej mandulatej szirup vizsgalatanal is hasznaltak. Alkoholtartalmu italok esetében a
peptid ligand konyvtar alkalmazasa aperitifek (olasz cynar és braulio), borok és pezsgék

elemzésénél tortént meg eddig.
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A bor proteomikaja

A szOl6termesztés és a borkészités tobb ezer éves multra tekint vissza. Az egyes orszagokban
az egy fore jutd éves borfogyasztds nagyon széles tartomanyon beliill mozog. Hazankban
atlagosan 23-25 liter bort fogyasztunk évente, mig Franciaorszagban ez az érték 54 liter,
Olaszorszagban 49 liter, a vilagatlag pedig 4 literre tehetd.

A boroknak szamos kedvezd élettani hatdsa ismert, melyek természetesen csak mérsékelt
fogyasztas esetén érvényesiilnek. A benne talalhaté dsvanyi anyagok koziil a magnézium az
izommiikodésre, a mangan az idegrendszer- és a pajzsmirigymikodésre van jotékony
hatassal. A kalcium a csontritkulas ellen, mig a kalium szivritmuszavar ellen hatasos. A vas a
vérképzést, a borkd, a citromsav és a borostyankdsav az emésztést segiti. Vitaminok koziil a
C- és B-vitamin talalhaté meg nagyobb mennyiségben a borokban. Antioxidans tartalma is
jelentds, mely a koleszterinszint csokkentésében jatszhat szerepet. A fenolok a vérrogok
kialakulasat gatoljak és a nitrogén-oxid termelést fokozzak, ezaltal értagitd hatadsuk van. Napi
1-2 dI vordsbor fogyasztdsa 50%-kal csokkentheti a sziv- és érrendszeri megbetegedések

kialakulasanak esélyét.

Borfehérjék

A borok fehérjetartalma 15-230 mg/liter kozott valtozik. A bor fehérjéi szarmazhatnak
magabol a sz616bdl (ez a nagyobb rész), illetve mikroorganizmusokbol (élesztd), melyek az
alkoholos erjedésben jatszanak szerepet. A borfehérjék jelentésége tobbrétli, a bor mindségeét
befolyasoljak, az iz és testesség kialakitasdban is fontos szerepet jatszanak. A pezsgdoborok
esetén a habzasért is a fehérjek felelosek. A borfehérjék azonban negativan is befolyasolhatjak
a bor tulajdonsagait, példaul gyakran zavarossagot okoznak, illetve a borok altal okozott
allergias reakciokért is a fehérjék tehetdk feleldssé.

A szOlobol szarmazo fehérjék nagyon heterogének. Az érés kezdetét kovetéen nd a
mennyiségiik. Funkciojukat tekintve harom f6 csoportba sorolhatok, 34%-uk az
energiahaztartasban jatszik szerepet, 19%-uk az in. patogenezishez kothetd fehérjék, melyek
expresszidja a sejtek védekezési folyamatai soran (korokozok ellen), a kiilonbozé stressz

hatasokra, illetve betegségek és sériilések hatasara novekszik meg. A harmadik f6 csoportot a
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metabolizmushoz kothetd fehérjék teszik ki, ezek Osszessége megkozelitéleg 13%-a a teljes
fehérjeallomanynak.

A sz0loszemek érése soran a fehérje-Osszetétel folyamatosan valtozik. Példaul a szemek
szinvaltozasanak kezdetén a fotoszintézis, a szénhidrdt metabolizmus, a stresszvalasz
fehérjéinek expresszidja né. A szinvaltozasi folyamat végén az antocian szintézis fehérjéi
overexpresszalodnak a termés héjban, ennek hatésara éri el az érett sz6l0szem a ra jellemzo
szint. A sziiretet kovetéen pedig a patogenezishez kothetd fehérjék a legdominansabbak. A
patogenezis kothetd fehérjék koziil legfontosabbak a kitindz és a thaumatin-szert fehérjék, de
az osmothint és a B-1,3-glukanazt is érdemes itt megemliteni. Legfontosabb szerepiik a
gombadk elleni védekezés, igy egészséges novényekben alacsony a szintjiik.

A kitinaz fehérjék olyan enzimek, melyek a kitin nevii anyag bontasara képesek, amely a
gombak sejtfalanak legfontosabb alkotoérésze. Ez az enzimaktivitas teszi lehetévé, hogy a
kitinaz fehérjék a gombak elleni védekezés fontos szereplGivé valhassanak. Levelekben,
gyokérben, szarban is expresszalodnak, de legnagyobb mennyiségben a bogyoban. A
sz6ldszemek érése soran folyamatosan né a mennyiségiik.

A thaumatin-szeri fehérjék a gombak sejtmembranjanak permeabilizalasaban (atjarhatova
valik a membran) jatszanak szerepet, ezaltal fejtve ki antifungalis hatasukat A thaumatin

fehérje alapvetden édes iz, de ezekre a thaumatin-szer(i fehérjékre ez nem igaz.

Borkészités soran a szO6l0 fehérjéi denaturalédnak, kivéve a patogenezishez kothetd
fehérjéket, melyek a proteolizissel és a bor alacsony pH-javal szemben ellenalloak, igy tulélik
a borkészitést. A kitinazok példaul még a borban is aktivak, képesek kotddni a kitinhez.

Altaldnossagban elmondhato, hogy nehézkes izoladlni a bor fehérjéit, ennek oka a sok
polifenol és mas interferald anyag. A fehérborok esetén kicsit konnyebb a dolgunk, ugyanis

ezek a borfajtak (sz6l6fajtak) nem tartalmaznak antocianokat.

Opalossag

A borok opalossagat a tarolas soran fellép6 sz¢élséséges homérséklet okozza. A fehérjék ebben
az esetben aggregalodnak, zavarossagot okozhatnak, és tiledéket képezhetnek.
Ezek negativan befolyasoljak a borok mindségét, ezaltal csokkentve piaci értékiiket. Nem

mindegyik tipusu borfehérje okoz zavarossagot, csak amelyek nem hdstabilak. Az opéalossag
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f6 okozojaként patogenezishez kapcsolodo fehérjéket (Kitinaz, thaumatin-szerii fehérje, p-1,3-
glukanaz) azonositottak. Ezek proteazokkal és savas pH-val szemben ellenalloak, de a magas
hémérséklettel szemben nem. A bentonit (az agyag egy fajtaja) abszorbealja ezeket a

fehérjéket, igy ennek alkalmazasaval megel6zhetd a zavarossag kialakulasa.

Habképzodés

Habképzddésrdl a pezsgd borok esetén beszélhetiink, ebben a folyamatban is jelentds szerep
jut a bor fehérjéinek. Mar két évtizeddel ezel6tt bizonyitottak, hogy pozitiv korrelaci6 all fenn
a fehérje koncentracio és a habképzdédés kozott, és e mellett azt is megallapitottak, hogy a
fehérje degradacio csokkenti a habképzddést és a hab stabilitasat. Ez a jelenség magyarazza a
patogén gombak (pl.: Botrytis cinerea) hab stabilitasra gyakorolt negativ hatasat, ugyanis a
gomba protedzok hidrolizaljak a bor fehérjéit, ezaltal csokkentve mennyiségiiket. A 2D és 1D
poliakrilamid géleken szamos fehérje eltiinik a fert6zott mintakbol, melynek oka a proteolizis
¢s a gombafertdzés miatt megvaltozott expresszio.

A bentonit nevii anyag, mely a zavarossag ellen hatdsos, a habképzddésre és stabilitasra
negativan hat, mivel megkoti a borfehérjéket. Az élesztob6l szarmazd mannoproteinek

azonban elésegitik a habképzodést (sorben is).

Nyomonkovethetdség

A j6 mindségii borok eredetigazolasa kiemelt fontossaggal bir. Az iiveg cimkéjén fel kell
tiintetni milyen tipusi sz6l6bol késziilt a bor és foldrajzilag honnan szarmazik. A borban
talalhat6 tobbféle komponens (DNS, illékony és nem-illékony anyagok, fehérjék) alapjan
lehetséges a borok azonositasa tobbféle, egymastél metodikailag fliggetlen molekularis
biologiai modszer segitségével. A borfehérjék vizsgalatira kezdetben nativ-gélelektroforézist
hasznaltak, majd a kapillaris gélelektroforézis, az SDS-PAGE ¢és az tomegspektrometria alapti
modszerek is segitséget nyujtottak ezen fehérjék vizsgalatira. Habar ezek a moddszerek
manapsag még nagyon 1d0 és koltségigényesek, egyre nagyobb igény lenne ra, hogy
bekeriiljenek a napi gyakorlatba, hiszen fontos szerepet tolthetnének be a fogyasztovédelmi és

az eredetigazolashoz kapcsolodé munjkéaban.
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Nem bor eredetii fehérjék

A borok nyomon-kovethetéségi vizsgalata soran egyre gyakrabban foglalkoznak a nem-bor
eredetli fehérjékkel, melyek a borkészités soran keriilnek a borba. A bordszok gyakran
hasznalnak fehérje-alapti deritbanyagokat, mint példaul a glutén, tej kazein vagy a tojas
ovalbumin, segitségiikkel eltavolithatoak az iiledékek. Ezek a fehérjék sokszor okoznak
problémat a borok eladadsa soran, ugyanis gyakori allergének.

A nem bor eredetli fehérjék kimutatasara ELISA és Western blot technikakat hasznalnak
leginkabb, de ezek detektalasi hatarértéke tal magas (100 pg/liter). Egyre inkabb a
tomegspektrometria alapti modszerek kezdenek elterjedni, mivel ezek sokkal érzékenyebbek.
A kiilonbozd italok esetén leggyakrabban hasznalt eljards a nagy gyakorisagi fehérjék
csokkentésére, ill. a kis gyakorisag fehérjék feldusitasara a kombinatorikus peptid ligand
konyvtarak alkalmazasa. Kombinatorikus peptid ligand konyvtarak segitségével mar 1 pg/liter
kazein mennyiség kimutathato. A fehér borokban leginkabb kazeint hasznalnak
deritéanyagként, mig a voOrés boroknal jellemzOen albumint (tojasbol). Bar egyes olasz
vorosborokban egy kisérlet soran csak kazeint talaltak és ez a cimkézésen nem volt

feltiintetve, pedig a kazein veszélyes allergén lehet.

Fermentacio

A borkészités soran lezajlo fermentacid (alkoholos erjedés) nagyon komplex folyamat
(mikrobiologiai és biokémiai), melyben a Saccharomyces cerevisiae boréleszté jatszik
kozponti szerepet. A fermentacid soran megvaltoznak a kornyezeti feltételek, ehhez a
valtozadshoz az ¢leszté gombdk is igyekeznek alkalmazkodni, megvaltozik a fehérje
Osszetételiik. Fermentacids stressz hatasara bizonyos fehérjék expresszidja csokken
(represszalodnak), mig mas fehérjék expresszidja ndvekszik, illetve bizonyos fehérjék

proteolizise jatszodik le.
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A gabonafélék és proteomjuk

A gabonafélék az emberiség f0 taplalkozéasi alapanyagai, mely a letelepedés ¢és a
novénytermesztés kezdetéig nyulik vissza. A gabonandvények magjai jelentették és jelentik
ma is a kenyérgabonat. Szemtermésiikben magas az energia, vitamin és asvanyianyag
tartalom. Legnagyobb mennyiségben eléforduld vitaminok az E1-, B1-, B2-, B6-vitamin és a
niacin. Asvanyi anyagok koziil a magnézium, kalcium és a cink. A gabonafélék rosttartalma
segiti a bélperisztaltikat, kedvezden hat a bélmiikodésre. A teljes kidrlésii magokbdl késziilt
termékek jelentdsen tobb vitamint és dsvanyi anyagot tartalmaznak, ezaltal csokkenthetik tobb
kronikus betegség kialakuldsanak kockdzatat. A fontosabb gabonafélék harom csoportba
oszthatok: sikérképzd fehérjéket tartalmaznak (buza, rozs, arpa, zab), sikérképzd fehérjéket

nem tartalmaznak (rizs, koles, cirok, kukorica), alternativ gabonafélék (hajdina, amarant).

Buza

A buza a legnagyobb teriileten termesztett gabonaf€le, széleskori elterjedését a fajtak jo
alkalmazkodoképessége teszi lehetové. Felhasznalasa sokréti, elsésorban Orleményeit
hasznalhatjuk a kenyerek, tésztdk alapanyagaként, de takarmanynak is kivalo ¢és
melléktermékei is értékesek. A buzaszem két legfontosabb Osszetevdje a keményitd és a
fehérjék, ezek aranya alapvetden meghatdrozza a biiza mindségét. A magas fehérjetartalom
kedvezd mindséggel parosul. A legfontosabb buzafehérjék az albumin (leukozin), globulin
(edesztin), prolamin (gliadin), glutelin (glutenin) és a nukleoproteidek. Ezek koziil a gliadin és
a glutenin képezik a sikért.

A buizaszemeket kiviilr6l a maghéj veszi kortil, beliil talalhato a csira és az endospermium. Az
endospermium a mag belsé taplaloszovete. Emberi taplalkozds szempontjabol ez a
legfontosabb része a buzaszemnek, mivel itt talalhatoak a fehérjék és a keményitd, és ebbol
késziil a liszt. Ez a leginkdbb tanulmanyozott magrész, kutatdsok igazoltak, hogy az
endospermium fehérjéi hatdrozzak meg a lisztbdl készilt tészta rugalmassagat,
nyujthatosagat, levegOtartasi képességét. Bizonyos amfipatikus fehérjék, mint példaul a
membran fehérjék, az endospermium fehérje matrixa és a keményitd szemcse kozott

helyezkednek el, befolydsolva a mag keménységét és végsé soron a tészta tulajdonsagait.
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Olyan fehérjéket is megtalalhatunk a magban, melyek a rovarok és gombak elleni
védekezésben jatszanak szerepet. Ilyen proteinek az amilaz és proteaz inhibitor molekuldk.
Proteomikai analizisek eredményeként megallapitottak, hogy a kiilsé rétegben baktériumok és
gombdk elleni védekezésben szerepld fehérjék talalhatok, mig a belsé rétegben oxalat

szekretalo baktériumok ellen védo fehérjéket azonositottak.

A buzakorpa nagyrészt a terméshéjbol és az aleuron rétegb6l all. Aleuron réteg az
endospermium része, lizinben gazdag fehérjéket tartalmaz, valamint magas a vitamin ¢és
asvanyianyag tartalma.

A blzamag embrionikus szdvete a csira. Egyre novekvd érdeklédést mutatnak a fogyasztok a
buzacsira irant, hiszen nagyon magas a vitamin- és asvanyianyag tartalma. A buzacsira 2D-
PAGE térképe mar 2006-ban elkésziilt, az azonositott fehérjék kétharmada az embrid
novekedésével ¢&s fejlodésével volt Osszefiiggésben, emellett nagy mennyiségben
azonositottak stresszhez kothetd fehérjéket is, ellentétben az endospermiummal, ahol ez nem
volt jellemz6. Csirdzas soran szamos fehérje expresszidja megvaltozik. Bizonyos proteinek
csokkend expresszios szintet mutatnak, ilyenek példaul az energiatermeld folyamatokhoz, a
fehérje szintézishez, a jelatviteli mechanizmusokhoz, a stressz-hez és metabolizmushoz
kapcsolodo fehérjék. Mas fehérjék megemelkedett expresszios szintet mutatnak, ide tartoznak

az energia €s fehérje degradacidohoz kapcsolodo fehérjék.

Arpa

Az arpa is nagyon fontos gabonaféle, hazankban is nagy teriileten termesztik. A sorkészités
legfontosabb alapanyaga, emellett abraktakarmanyként is jelentds kiilondsen a
sertéstenyésztésben. A legnagyobb gyakorisagli fehérjék a sorben a hordeinek, melyek az
arpabdl szarmaznak, ez a csoport jellemzbéen allergén reakciot kivaltdo fehérjéket foglal
magaba. Arpan vizsgaltdk az aluminium-mérgezés hatasat, mely a savanyu talajok esetén
fontos limitalé faktor.

Az alabbi elektroforetikus gélkép az arpaszem proteomjat valasztja szeék izoelektromos pont
¢s molekulastly szerint nagyfelbontasu poliakrilamid gélen. Az enyhén savas tartomanyban

kozel ezer fehérjefoltot lehet egyedileg elvalasztani.
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12. abra: Arpa mag proteomja 2D-PAGE gélképen (Dai és mtsai., 2013)

Liszt

A liszt fehérjéi befolydsoljak a keverési €s a siitési tulajdonsagokat. A legtobb vizsgalat
glutenin polimerekre (nagy molekulasulyt és kis molekulasilyt alegység) és gliadin
monomerekre iranyul, altalaban kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézissel (2D-PAGE)
¢s tomegspektrométer alapti moddszerekkel analizalhatok. A fehérjék tomegspektrometrias
azonositasa gyakran nehézségekbe litkozik, mivel a homolog fehérjék a hexaploid buza 3
genomjabdl szarmazhatnak, emellett az is neheziti az azonositast, hogy a legtobb glutén
fehérje csak a buzara jellemz6, igy példaul a rizs szekvencia adatbazisok nem hasznalhatoak
az azonositasnal. A glutenin és a gliadin fehérjék mellett az amilaz és proteaz inhibitorok
szintén nagy gyakorisagu fehérjék és ezek fontos esszencialis aminosav forrasok.

A legtobb tudomanyos kozlemény, mely a liszt proteomjaval foglalkozik, az albumin és a

crcr

Az elmult idészakban terjedé 1 iranyvonala a lisztfehérjék kutatdsanak azon fehérjék
vizsgalata, mely a colidkiaval, hétkdznapi nevén a lisztérzékenységgel allnak kapcsolatban.
Ez a teriilet az ételallergiaval, vagyis a gabonafélék humanegészségiigyi vonatkozasaval

foglalkozik. A glutén tartalmt ételek fogyasztasa egyre tobb embernél okoz egészségiigyi
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problémat, egyes becslések szerint az eurdpai lakossag 1-2%-at érinti. A szervezet bizonyos
gabonafehérjékre adott allergias reakcioja szamos kellemetlen és veszélyes tiinettel jar egyfitt,
ugy, mint csalankiiités, emésztérendszeri problémak, depresszid, ekcéma, alacsony szérum
vaskoncentracio, autoimmun reakcid, anafilaxias hiperszenzitivitas. Mint gytjtéfogalom, az
allergén fehérjék azonositasaval foglalkoz6 tudomanyteriilet az ,allergenomics”.
Tomegspektrometria alapti modszerek (LC-MS/MS) segitségével késztermékekbdl az allergén

buza fehérjék, illetve a nem-buza eredeti 6sszetevok mennyiségi meghatarozasa elvégezhetd.

Nemcsak a liszt kapcsan végezhetiink fehérje vizsgélatokat, hanem a beldle késziilt tésztak,
kenyerek esetén is. A kelt tésztdban kialakuld gézbuborékok stabilizaldsdban és a kenyér
belsd szerkezetének kialakitasaban Un. ,hab-képz6” oldhatd fehérjéket azonositottak. Ilyen
fehérjék a béta-amilaz, a tritin és a szerpin. Ezek a proteinek egy elasztikus ,,bélést” alkotnak

a gdzbuborékok kortil, a tészta integritasat biztositjak.

Gabona-proteomikai vizsgalatok gyakorlati jelentosége

A proteomikai modszerekkel betekintést nyerhetlink a gabonaszemek fejlodésének,
taplalkozasi jellemzdinek szabalyozasaba és megfigyelhetjiik a biotikus €s az abiotikus stressz
hatasok okozta valtozdsokat. Az aboitikus stressz vizsgalata kiemelt fontossagu manapsag,
hiszen a globalis klimavaltozas szignifikdnsan befolyasolja a mezdgazdasagot és az
élelmiszeripart. A fehérje vizsgalatok segithetik a klimatikus faktorok altal okozott valtozasok
megertését, mint példaul a fotoszintetikus stressz, a 1égszennyezés, a hd €s hideg stressz, az
ozmotikus stressz (aszaly, arviz) vagy a fém stressz. Ha megismerjiik ezen folyamatok okozta
véltozasok molekuldris hatterét, olyan informacioval rendelkeziink, melyet felhasznalva

csokkenthetjiik ezen faktorok negativ hatasait az élelmiszer-eléallitasban.

Abiotikus stressz

A proteomikai eszkOztar a kornyezeti stresszre adott vélaszreakciok azonositdsara is
felhasznalhat6. Erre konkrét példat nyajt egy tanulmany, melyben buzaszemeken vizsgaltak a
hostressz, a hideg, a szarazsag, €s a s6 hatdsat a mag fehérje-expressziojara. Kétdimenzios

poliakrilamid gélelektroforézissel tobb mint 140 fehérjét azonositottak, melyek kozil 124
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fehérje expressziojaban tortént valtozas, valamilyen stresszfaktor hatasara. E szerint az
azonositott proteinek kozel 90%-anal mennyiségi valtozast indukalt a szuboptimalis kdrnyezet
a gabona szemtermésére. Ezek a vizsgalatok segithetik a stressz tolerancia és adaptacio
megértését. A kiilonbozo stresszfolyamatok sordn azonositott marker fehérjék azonositasa a
nemesitésben, szelekcidoban hasznos eszkoz lehet.

A kukoricanal szarazsagtirésének molekularis hatterének feltérképezése a klimavaltozassal
egylitt jard kihivas, hiszen a szérazsagra adott valasz megértése az elsd 1€pés a tolerans fajtak
termesztésében. Dehidraticiora vald érzékenység szempontjabol két fajtat vizsgaltak, egy
tolerans és egy szenzitiv fajtat. A védekezo és stresszhez kapcsolddo fehérjék expresszioja nd

mindkét fajtandl, de a védekezd fehérjék szintje a szenzitivnél kevésbé ndtt meg, mint a

toleransnal.
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Gyiimolcsok és expresszalt fehérjéik

Az egészséges taplalkozas egyik alappillére a rendszeres, megfeleld0 mennyiségi
gylimolcsfogyasztas. Magyarorszagon évi 73 kg gylimolcsot fogyaszt atlagosan egy 6, sajnos
ez az érték egyre csokkend tendenciat mutat. Egy atlagos eurdpai napi 220 g gyiimolcsot
fogyaszt, az ajanlott mennyiség azonban 500-700 g/nap lenne.

A gyiimolesok koztudottan nagyon egészséges ¢élelmiszerek. Magas a karotinoid, B- és C-
vitamin tartalmuk, emellett jelentds kalium, kalcium, vas és foszfor forrasoknak tekinthetok.
Magas a rost és viztartalmuk, a gylimolcsfogyasztas élettani hatdsai kozott szerepel a sziv és
érrendszeri betegségek, daganatos megbetegedések és hidnybetegségek megeldzése. A
kiegyensulyozott taplalkozas része a napi gylimolcsfogyasztas.

Kémiai 6sszetételiiket tekintve, kiilon kell a szaraztermésii, héjas gylimolcsokrdl és a 1édus
gylim0lcsokrol beszélniink. A széaraztermésiiek alacsony viztartalommal jellemezheték (6-9
%), fehérjetartalmuk: 18-27 %, szénhidrattartalmuk: 4-24 %, zsirtartalmuk: 50-60 %. A Iédus
gyimolesok viztartalma magas 75-90 %, fehérjetartalmuk nagyon alacsony 0,1-1,3 %,
szénhidrattartalmuk 4-24 %, zsirtartalmuk nem jelentds.

A gyiimolcsok esetén végzett proteomikai vizsgalatokndl a leginkdbb tanulményozott
teriletek az érés soran bekovetkezd valtozdsok monitorozasa, a tarolas soran megvaltozo

fehérje-Osszetétel, a kdrnyezeti tényezok, tgy, mint hé, hideg és anaerob koriilmények hatasa.

Erés soran bekovetkezo valtozasok

Az érés a gylimolesok fejloddésének utolsod fazisa, mely soran édesebbek és puhabbak lesznek.
A folyamat soran biokémiai, fiziologiai és génexpresszids valtozasok is torténnek. A klorofill
molekuldk degradalodnak, mig karotinoidok €s antocidnok szintetizalédnak, igy a termés eléri
az érettséget mutatd szinét. Tovabbi folyamat, hogy az etilén receptorok degradaldédnak
(megjegyzés: az etilén novényi hormon, mely gyorsitja az érést), a sejtfalak meglagyulnak, a

keményitd egyszerli cukrokka alakul és illoanyagok keletkeznek.

A citrusfélék a legfontosabb 6rokzold gylimdlesok a vildgpiacon, évi 105 millid tonnat

termesztenek, felhasznalasuk széleskorii. Bogyotermésiik egyediilallo anatomiai struktaraval
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rendelkezik: héjrészbél  (exocarpium + mesocarpium) és  endocarpiumbdl  (1édus
mirigyszorok) all.

A narancs gyiimolcsének érése soran bekovetkezd valtozasokat folyadék kromatografia
MS/MS proteomikai megkdzelitéssel végezve a metabolikus enzimek expresszidjaban
talalhatoak valtozasok. Az invertaz, mely a szachardzt bontd enzim, szintje nem valtozik,
viszont egy invertaz inhibitor expresszids szintje megnd az érés végso fazisaban. A szachardz
foszfat szintaz és szachardz 6-foszfat foszfataz szint novekszik, igy alakul ki a magas

szachar6z szint az érett gylimolcsben.

Az eper az egyik legnépszeriibb gylimdlcs, magas antioxiddns tartalommal rendelkezik.
Kiilonb6z6 proteomikai modszereket alkalmaztak mar az eper termésének vizsgalatara, ugy
mint 1D PAGE, 2D PAGE, DIGE, illetve nanoLC-MS. Az eper fehérjéinek referencia
térképét mar elkészitették. Az érés folyamataban szamos fehérjér6l megallapitottak, hogy
expresszidjuk megvaltozik. Csoportokba sorolva ezeket a fehérjéket az energia és szénhidrat
metabolizmushoz, stressz valaszhoz, sejtalkotok szintéziséhez és transzkripcidhoz kothetd

fehérjékként azonositottak.

A 57016 esetén nem csak taplalkozasi szempontbol, hanem a borkészités kapcsan is végeznek
vizsgalatokat. A sz6l6bdl szarmazd fehérjék nagyon heterogének. Az érés kezdetét kdvetden
tobbségiik expresszidja megvaltozik. Funkcidjukat tekintve harom f6 csoportba sorolhatoak.
Ilyen megkozelitéssel 34%-uk az energiahaztartasban jatszik szerepet, 19%-uk az Un.
patogenezishez kothetd fehérjék, melyek expresszidja a sejtek védekezési folyamatai soran
(kérokozok ellen), a kiilonbozd stressz hatasokra, illetve betegségek és sériilések hatasara
novekszik. A harmadik f6 csoportot a metabolizmushoz kothetd fehérjék teszik ki, melyek
mennyisége a teljes fehérjeallomanynak 1/7 részét jelenti.

A szOlészemek érése soran lejatszodd proteomvaltozasra egy példa, hogy a szemek
szinvaltozasanak kezdetén a fotoszintézis, szénhidrat metabolizmus, stressz valasz fehérjéinek
expresszioja né meg. A szinvaltozasi folyamat végén az antocian szintézis fehérjéi
overexpresszalddnak a terméshéjban, ennek hatasara éri el az érett sz6ldszem a ra jellemzo
szint. A sziiretet kovetden pedig a patogenezishez kothetd fehérjék a legdominansabbak. A
patogenezis kothetd fehérjék koziil legfontosabbak a kitindz és a thaumatin-szerti fehérjék, de
az osmothint és a B-1,3-glukanazt is érdemes itt megemliteni. Legfontosabb szerepiik a

gombak elleni védekezés, igy egészséges novényekben alacsony a szintjiik. A borkészités
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soran a sz6l6 fehérjéinek tobbsége denaturalodik a kialakuld savas kémhatas miatt, a
proteazok aktivitasa miatt degradaldédnak és precipitalédnak. Ezek alol kivételt képeznek a

patogenezisbezn szerepet jatszo fehérjék.

Az éretlen és az érett gytimolcsok fehérjeprofiljanak 6sszehasonlitd analizise a banan esetén is
rendelkezésre all. A banantermésén végzett kétdimenzios DIGE jeldlés és tomegspektrometria
elemzés adta meg a valaszt az érés soran lejatsz6dd folyamatok fehérjeszintli
megismeréséhez. Az éretlen gyiimolcsokben magas a kitinazok mennyisége, mely
kitinazoknak tobb izoformaja is 1étezik, élettani szerepiik a patogének elleni védekezésben
nyilvanul meg, valamint befolyasolja a novekedési és fejlodési folyamatokat is. A pektat-liaz
az érett bananban van talstlyban, szerepe a pektin bontasa, ami a sejtfal f6 komponense, de
csak mérsékelt szerepe van a gyiimdlcs puhasaganak kialakitasaban. A keményitét bontd
enzim is az érett bananban overexpresszalodik, melynek az édes iz kialakitasban van szerepe,
mivel a keményit6t monomerre, vagyis gliikozra bontja. Az érett bananban ezek mellett a
hosokk fehérjék mennyisége is emelkedett szintet mutat. Az érés soran azonositott

funkciondlis fehérjék nagymértékben befolyasoljak az érett gylimodlcs mindségi paramétereit,

crer

Tarolas soran bekovetkezo valtozasok

A gylimdlcsok taroldsa sordn alkalmazott kezelések célja alapvetéen a szavatossagi 1d6

meghosszabbitasa.

Az 6szibarack rovid szavatossagi idovel rendelkezd gylimolesok kozé tartozik. Tobb eljaras
létezik, amivel meghosszabbithaté a szavatossdgi 1dd, ilyenek példaul a hiitve tarolas, a
modositott nyomasviszonyok, az ehetd bevonat, illetve a hokezelés. A hdkezelés soran a
gyiimolesoket 48°C-s vizbe meritik 10 percre, majd a tovabbi tarolasuk szobahémérsékleten
torténik.

A felmeriil6 kérdés az, hogy hé hatasara megvaltozik-e a barack termésének proteomja és ha
igen, az mely fehérjéket érinti. A tanulméanyok szerint a gylimolcsét éré magas homérséklet
hatdsara a reaktiv oxigén gyokok metabolizmusa csokken, valamint néhany allergén fehérje

mennyisége ndvekszik, ugyanigy valtozik a kis molekulastlyt stressz fehérjék mennyisége és
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a sejtfal integritasanak fenntartasaban részt vevo fehérjék expresszioja is. Mindezek mellett a
hokezelésnek negativ hatasa van a glikolitikus utvonalra, ami csokkent energiatermelést

jelent.

Az alacsony homérsékletnek szamos pozitiv hatdsa van a gyiimolcsok taroldsa soran. Ilyenkor
az organikus savak és vitaminok mennyisége megné, a gyiimolcsok husa igy keményebb
marad. Hiitve tarolas soran a pomelo néhany fehérjéjének expresszidja novekedést mutat.
Ilyenek a stresszvalasz fehérjéi, a metabolizmust gatlo fehérjék, és a metabolitok transzportjat
gatld fehérjék. Az alacsony hémérséklet okozta stressz jelatviteli folyamataban a kalcineurin
B-szertli fehérje és a protein kinazok komplexe fontos szerephez jut.

A mandarin gyiimoéles proteomja 4°C-on 85-90%-o0s paratartalom mellett torténd tarolas
hatasara legalabb 74 fehérje expresszidjaban valtozik meg 2D-PAGE ¢s MALDI-TOF-TOF
MS modszer alapjan. Funkciojuk alapjadn, az expresszids valtozadst mutatd proteinek a
szénhidratok metabolizmusa, az aminosav metabolizmus, illetve a betegség rezisztenciaval
kapcsolatos fehérjék csoportjaba tartoznak. A legutobbi csoport fehérjéi kiillonds figyelmet

érdemelnek, mivel befolyasolhatjak a tarolési idétartamot, a gyiimolcs mindségeét.

A térolas soran a gyiimdlesok gyakran ki vannak téve anaerob viszonyoknak, példaul olyan
bevonat van a felsziniikon, ami nem engedi at a gazokat, esetleg nem biztositanak megfeleld
légcserét az adott helyiségben vagy miianyag zsakokban taroljak a gytimolesot. A 10% alatti
oxigéntartalmat és az 5% feletti szén-dioxid tartalmat a citrusfélék nem tudjak toleralni, ez
mar erds stresszfaktorként jelentkezik, ezért az anaerob respiracid nd, etanol és acetaldehid
akkumulalodik, ezaltal izetlen lesz a gyiimdles. A mandarin kiilondsen érzékeny az anaerob
koriilményekre, mert a héja kevésbé permeabilis a gazokra.

2D-PAGE ¢és HPLC/MS/MS modszerekkel vizsgaltdk mandarin és grapefruit esetén az
anaerob koriilmények hatasat a kiilsé héj (flavedo) és gylimolcshtis proteom Osszetételére. A
héjban a mandarin és grapefruit esetén is a stresszhez kdthetd fehérjék expresszidja nd. Az
oxidoreduktaz (melynek feladata a reaktiv oxigén gyokok detoxifikalasa) szint az anaerob
koriilmények kozott tartott grapefruitban magasabb, mint a mandarinban, ezzel magyarazhato,
hogy a grapefruit jobban ellendll az anaerob stressznek. A gylimolcshis esetén az
energiatermeléshez, a sejt ciklushoz és a sejt karosodas elleni folyamatokhoz kapcsolodod
fehérjék expresszidjaban valtozik meg. A mandarinban nagyobb mértékiiek a valtozasok, mint

a grapefruit esetén. Tizszeres expresszids kiilonbséget mutat az alkohol dehidrogenaz fehérje
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az anaerob koriilményekre a mandarin mintaknal, mely jol szemlélteti a mandarin anaerob
stressz érzékenységét, valamint a kis héstressz fehérjék (HSP — heat shock protein)

mennyisége is a mandarin esetén mutat magasabb értéket.

Az etilénes kezelés a gylimolcsok tarolasa soran gyakran alkalmazott modszer, mivel az
etilén, mint névényi hormon elésegiti a gyiimolcsérést. Az alma érése soran is termelédik
etilén, ami etilén kezelésre magasabb koncentraciot ér el, mivel maga az etilén kezelés is
indukalja a gyiimolcs endogén etilén termelését. A 2D-PAGE LC MS/MS metodika igazolta,
hogy etilén hatasara megnovekszik azon fehérjék expresszidja, melyek normal érés soran nem
jelennek meg, illetve bizonyos fehérjék expresszidja csokken, mint példaul a glikolitikus

utvonal utols6 néhany enzimje.

Az 6zon kezelés megakadalyozza a bakteridlis leromlast és néhany betegség kialakuldsat a
az antioxidansok termelését serkenti. Ezen kiviil az 6zon sejthalalt és sejtkarosodast indukald
sejteket is aktival. Az 6zon jelenléte blokkolja a Kivi gyiimolcesok etilén termelését, késlelteti
az érést, stimulalja az antioxidans és szabadgyok képzddést. Az érés alapvetden indukalja a
fehérjék karbonilaciojat, de az 6zon gatolja ezt a folyamatot. A jelenség magyarazata az, hogy
a kivi kandidans fehérjéinek nagy része érzékeny a karbonilacora, ezért képes az 6zon

késleltetni az érést.

A két ismert narancsvaltozat, a vérnarancs €s a narancs proteomja kozotti kiilonbséget 11
fehérje csoportba tartozéd proteinek mutatnak. Ezek funkcidjuk szerint a cukor metabolizmus
(vérnarancsban overexpresszid), stresszvalasz (narancsban overexpresszid), aminosav
metabolizmus  (narancsban  overexpresszid), oxidativ  folyamatok (vérnarancsban
overexpresszi®), transzport (vérnarancsban overexpresszio), védekezés (vérnarancsban
overexpresszid), sejtalkotok biogenezise (narancsban overexpresszid) feladatokat latjak el. A
fehérje csoportok 2/3-a a vérnarancsban mutat emelkedett expressziot, ennek valdszinti oka a
magas antocianin szint. Az antocianin bioszintézis €s a hozza kapcsolodd utvonalak
valtoztatjdk meg a fehérje expressziot. A stresszvalasz fehérjéi a narancsban mutattak
magasabb expressziods szintet, ennek valoszinii oka az, hogy a vérnarancs az antocianin szint
novelésével reagdl a rossz kornyezeti feltételekre, mig a normal narancs a stresszfehérjék

termelésével.
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Allergének

Allergias reakciok elkeriilésének érdekében, meg kell hatarozni, hogy mely névény okozza a
tiineteket, ehhez eldszor azonositani kell az allergén anyagokat. Egy ndvény szdmos allergént
tartalmazhat, ily modon kozel 350 ismert allergénr6l van ismeretiink. Leggyakrabban a
tarolashoz kapcsolodo fehérjék, illetve enzimatikus és szerkezeti fehérjék okoznak allergias
reakciot. Ezen molekulak kimutatasukra leggyakrabban a western blot, ELISA, 2D PAGE +
MS, protein microarray, LC-MS/MS proteomikai modszereket hasznaljak.

A gyakori fehérje allergének kozé tartoznak a patogenezishez kapcsolddd fehérjék (alma,
eper, cseresznye, répa, korte, mogyoro), a profilin (korte, anandsz, banan, alma, eper, répa,
cseresznye, mango) és a nem-specifikus lipid transzfer fehérjék (barack, kivi, alma, mogyord,

kukorica, cseresznye).
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Zoldségek fehérjéi élelmiszeripari szempontbol

A gyiimélcsfogyasztas mellett a megfeleld mennyiségli zoldségfogyasztas is fontos szerepet
jatszik az egészséges taplalkozasban. Magyarorszagon az emberek atlagos zoldségfogyasztasa
évi 90kg, Eurdpaban ez atlagosnak tekinthetd, de dsszetétel szempontjabol nagyon szegényes,
mivel nagyrészt paradicsombol, paprikabol, kaposztabol és voréshagymabol all. Ha a
vilagatlagot tekintjiik, akkor 1970 és 2000 kozott évi 60 kg-rol 105 kg/f6-re ndvekedett a
z0ldségfogyasztas. A zoldségek nem csak fontos tdpanyagok, hanem szdmos pozitiv élettani
hatasuk is jol ismert. Altalaban fehérjékben szegények (kivéve a hiivelyes ndvények, gy,
mint a borso, bab), asvanyianyag-tartalom szempontjaboél a kalium a legjelent6sebb, ezenkiviil
foszfor, kalcium, magnézium, natrium és vas tartalmuk is szamottev$. Vitaminok koziil a D-
¢s B12-vitamin kivételével az Gsszes egyéb vitamin megtalalhato a zoldségekben. Az ajanlott
napi zoldségbevitel egy felndtt ember szamara 40-50 dkg.

A zoldségféléknél, akarcsak a gylimdlesoknél, a proteomikai vizsgalatok elsdsorban az érés
soran bekovetkez6 valtozasok monitorozasara, illetve a tarolas soran alkalmazott kezelések

hatasaira fokuszalnak.

Zoldségek termésének érése

Akarcsak a gyiimolcsoknél, a zoldségek érése soran is kiilonbozd biokémiai, fizioldgiai és
génexpresszids valtozasok torténnek. A folyamat soran a klorofillok degradalodnak, a
karotinoidok és antocianok szintetizalodnak. Etilén receptorok degradalédnak, a sejtfalak
meglagyulnak, a keményitd egyszerii cukrokka alakul, illéanyagok keletkeznek és az

izanyagok akkumulalodnak.

A paradicsom vilagszerte elterjedt zoldségféle, melyet régota hasznalnak modell
szervezetként genetikai, fiziologiai, fejlédéstani és termésérési vizsgalatokban. Tobb
proteomikai vizsgalat sordn tanulmdnyoztdk mar a kutatok a paradicsom érési folyamatat.
Eretlen, kozepesen érett és érett terméseket hasonlitottak Gssze. Megallapitottak, hogy a

pektinészteraz és a GTP-kotd fehérje specifikus marker fehérjék, melyek mennyisége né az
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érés soran, ezek a fehérjék a sejtfalak puhulasaban és ezaltal a paradicsomtermés
keménységének kialakitdsaban vesznek részt.

G¢l alapi proteomikai elemzés szerint a koktélparadicsom termésének érése sordan a
poliakrilamid gélen 1év6 fehérje spotok 8%-a mutat expresszios kiilonbséget. Az érés kezdeti
szakaszaban az aminosav metabolizmus és fehérje szintézis fehérjéi expresszaldodnak nagyobb
mennyiségben. Ezzel ellentétben a szénhidrat metabolizmushoz €s oxidativ folyamatokhoz

kapcsolodo fehérjék expresszioja az érett gyiimdlesben éri el a maximumot.

Az oliva gazdasagilag fontos ndvény, az olivaolaj alapanyaga. Az olivaolaj zsirsavosszetétele
(telitetlen zsirsavak ardnya magas) miatt kedvelt élelmiszer, bizonyos forrasok antikarcinogén
tulajdonsagot tulajdonitanak a kisajtolt olajnak. Az olaj mindségének alakuldsdban a
bogyoban lejatszodo anabolitikus (felépitd) és katabolitikus (lebonto) folyamatok fiiggvénye.

A 2D PAGE és MALDI TOF modszer eredménye szerint az olivabogy6 kiilonb6z6 fejlodési
fazisaban az expresszios profil nem konstans, az folyamatosan valtozik. Ez a jelenség a
fehérjék tobb csoportjat is érinti, funkcionalis csoportok szerint ilyenek az aminosav
metabolizmus, sejtciklus, energia és szén metabolizmus, lipid szintézis, fotoszintézis, fehérje
szintézis, stresszvalasz, allergének szintézise folyamatokban szerepet jatszd proteinek, illetve

a malat-dehidrogenaz enzim (MDH, malic enzyme) mely folyamatosan akkumulalodik.

45 nappal 110 nappal 150 nappal
aviragzas utan aviragzas utan aviragzas utan
4 4 ol > 4 ol y
1163kDa . = =
s74i0a = ~ el e |
663k0a - ~— SER M B 1
55.4kDa = e~ et e 2
IR | es a0 Lo e
36.5kDa ™ o o o ot - v k
31kDa =
21.5kDa
- 3 % "- o - % - -
14kDa - .
6kDa

14. abra: Az olivabogyo kiilonboz6 fejlodési stadiumai (Bianco €s mtsai., 2013)
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Tarolas soran alkalmazott kezelések

Paprika esetén proteomikai modszerek segitségével vizsgaljak a hiitve tarolds hatasat.
Leszedést kdvetden a paprika termését ajanlott minél hamarabb lehiiteni 7,5 °C koriili értékre.
A paprika érzékeny a tulzottan alacsony hémérsékletre, amennyiben 7 “C-nal alacsonyabb
homérsékleten tartjuk, akkor lyukak jelennek meg a felszinén, a magok megbarnulnak, a
termés husa elszintelenedik, nedvességtartalma csokken, masodlagos hatasként reaktiv
oxigéngyokok szabadulnak fel.

2D DIGE + MALDI-TOF MS moddszer alkalmazésa segitett a 10 “C-on tarolt és 1 “C-on tarolt
paprikak terméshusanak proteomja kozotti kiilonbségek megallapitasara. Szemmel lathatod
valtozasok torténnek az 1 °C-on tarolt paprikak esetén és fokozott etilén termelddés is
mérhetd. FO kiilonbségek a redox homeosztdzisban és a szénhidrdt metabolizmusban
mutatkozik. Az eredmények szerint a glikolizis, a Calvin-ciklus és a Krebs-ciklus enzimjei
gatlodik a hiitve tarolas soran. Az enolaz és a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz fehérjék a
f6 okozoi a hiités soran kialakuld karosodasokért. A citoszolban 1évé malét-dehidrogenaz
(MDH) is részt vesz az abiotikus stressz kialakitasaban, korabbi ismeretek szerint csak a

plasztiszokban 1év6 MDH-t tudtak ehhez a stressztipushoz kapcsolni.

Paradicsom esetén is megfigyelhetd a hiitve tarolds kéaros hatédsa, ilyen esetekben eléfordul,
hogy gumiszerivé valik a paradicsom. Fehérje expresszios szinten is tobb valtozas is
bekovetkezik, igy az éréshez kapcsolodo fehérjék expresszidja csokken, ebbe a csoportba
tartozik tobbek kozott a savas invertdz enzim. A fagy tolerancidért felelés fehérjék
expresszidja nd, a kis hésokk fehérjék expresszidja is nd, a sejtfal fehérjék expressziojanak
szintje pedig ugy valtozik, hogy a B-galaktozidaz szint nd, mig a poligalakturondz szint

csokken.

A burgonya tarolasa befolyasolja a gumok riigyezését, mely a késdbbi hozamra van hatéassal.
Az eddig kozolt proteomot érintd atalakulds szerint az expresszids szint megvaltozik a
keményité metabolizmusban, a fehérje konformacido szabalyozasaban, a fehérjék
Ujrahasznositdsaban ¢és a stresszvalasz folyamataban jelenlévd proteinek esetén. A
burgonyagumokban erételjes szabadgyok semlegesités is folyik, igy az oxidativ karosodasok

nem halmozddnak fel a tarolas soran.
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Hagyomanyos és biotermelés

A bio- vagy 6kologiai termelésnek szamos elénye van a hagyomanyos termeléssel szemben.
A biotermelés nagyon komplex, erésen szabalyozott folyamat, mely hatassal van a névények
fiziologias €s mindségi tulajdonsdgaira, és mivel szamos faktor egylittes hatasa jelentkezik,
igy Osszetett és kihivasokkal teli a proteomok kozott eltérést megfeleléen értelmezni és
magyarazni.

A tapanyagpotlas terén jelentkezik az egyik legmarkéansabb kiilonbség a két termesztési mod
kozott, Ggy, mint szerves-, illetve mitragyafelhasznalas. A burgonyatermesztés soran
alkalmazott tragya befolyasolta a burgonya expresszios profiljat. Eziddig 160 olyan fehérjét
ismeriink, melyek termelddése mds volt szerves-, illetve miitragya hatdsira. 17 fehérje a
mitragyas csoportban mutat emelkedett expresszios szintet, mig 143 fehérje a szerves
tragyazas hatasara volt magasabb, ezek kozé tartoztak a fehérjeszintézisben és turnover-ben,
szén és energia metabolizmusban, illetve a védekezési valaszokban részt vevo fehérjék. Ez az
utobbi jelzi, hogy a szervestragyazas a fehérjék alapjan értékelve noveli a stresszvalaszt.

A hagyomanyos ¢€s a biotermesztés soran eldallitott kaposzta proteomjaban 58 fehérje
esetében ismerjiik, hogy megvaltozik az expresszioja, ez hozzavetdlegesen 5%-a az Osszes
detektalt fehérjének. Az expresszidos kiillonbséget mutatd fehérjek foleg a glikolizisben
vesznek részt vagy ahhoz kapcsolodnak. A hagyomanyos termesztés soran a detoxikalashoz
kapcsolodo fehérjék expresszidja nétt meg.

A sargarépa kardgyokerének proteomikai vizsgdlata sordn 68 fehérje esetében ismerjik az
expresszios kiilonbséget a hagyomanyos €s a bio termesztés Osszehasonlitasakor. Ezek a
proteinek a szénhidrat €s polipeptid metabolizmusban ¢és a masodlagos metabolitok
termelésében jatszanak szerepet. A biotermesztés sargarépa esetén negativan befolyasolja a

chaperonok mennyiségét €s a fehérjeszintézishez sziikséges fehérjéket.

Egyéb proteomikai vizsgalatok

A bab és a bors6 a két legfontosabb hiivelyes zoldségféle a humén taplalkozasban.

Mindkettonek elkésziilt mar a 2D-PAGE térképe. Borsd esetében tobb tanulméany a
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korokozok (pl. lisztharmat) hatasat vizsgalta a proteom Osszetételre. A babszemben a nagy
gyakorisagu fehérjék a phaseolin, fitohemagglutinin és a lektinhez kapcsolodo alfa-amilaz

inhibitor.

Cukorrépa levelében és a gyokérében megtalalhatd fehérjék egy része a magas sotartalom
hatdsara expresszios valtozassal reagalnak. A gél alapt vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
legtobb fehérje nem valtozik a s stressz hatdsara, expressziojuk stabil maradt. A levélben 6
fehérje, a gyokérben 3 fehérje expresszidja valtozik meg. Ezek a fehérjék azonban nem

kapcsolhatéak a sohoz val6 alkalmazkodashoz.

Zoldségekbol szdrmazd mintdk esetében is komoly kihivas a nagy gyakorisagu fehérjék
csokkentése, ill. a kis gyakorisagi fehérjék feldusitasa. A kombinatorikus peptid ligand
konyvtarak ezeknél a mintatipusoknal is alkalmasak erre a feladatra. Spenot és olivabogyd

mintak esetén is sikeresen alkalmaztak a kisebb gyakorisagu fehérjék feldisitaséra.
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A hal, mint élelmiszer proteomikaja

Az Eurépai Unidt tekintve Magyarorszagon a legalacsonyabb az évi halfogyasztas. Atlagosan
4,5 kg elésuly/f6 halat fogyasztunk el egy évben, mig az Unids atlag 22 kg élésuly/fo, a
vilagatlag pedig 13,5 kg ¢l16suly/f6. Pedig a halfogyasztasnak szdmos pozitiv élettani hatasa
ismert, ilyen a magas omega-3 zsirsavak aranya, magas fehérjetartalom, alacsony
energiatartalom, mely az alacsony zsirtartalomnak koszonhet6, vitaminok: A, D, E, B1, B2,
asvanyi anyagok: jod, foszfor, natrium, kéalium, vas. Humadn egészségiigyi Vonatkozasa a
halfogyasztasnak az a prevencid, melyet a Sziv- és érrendszeri megbetegedések
kialakulasanak megel6zésével nytjt.

A haltenyésztésben proteomikai modszereket szdmos teriileten alkalmaznak, ilyen a
hamisitasok kiszlrése; az allergének vizsgalata; a tenyésztett és vadvizi allomanyok
Osszehasonlitasa; a post-mortem valtozasok vizsgalata; a mikrobialis leromlas, és veszteségek

meghatarozasa.

Hamisitasok

A haltermékek hamisitasanak leggyakoribb moddja, amikor a cimkézésen nem jelolt fajt
tartalmaz az élelmiszer, illetve amikor mas halfajt, halhtst értékesitenek, tehat a teljes
terméket érinti a hamisitds. Ennek tobb oka is lehet, ilyen példaul, hogy olcsobba vialik a
termék elGallitasa, adokat probalnak elkeriilni, illegalisan kifogott halakat tudnak igy eladni.
A vasarlok félrevezetése mellett, ezek a hamisitdsok egészségligyi kockazattal is jarhatnak,
ugyanis a kiilonboz6 halfajok a leggyakoribb étel allergének. Eppen ezért az Eurépai Unioban
szigorilan szabalyozott jeldlési rendszer van, mely jeloléseket a csomagolason kell feltiintetni.
A csomagolason szerepelnie kell a pontos fajmegnevezésnek, annak hogy az adott hal
tenyésztett vagy vadvizbdl szarmazik, valamint a szarmazasi helynek. Ahhoz hogy ezeket a
szabalyozasokat betartsak, sziikség van pontos, gyors és érzékeny modszerekre, melyekkel
egyszeriien megoldhat6 a halfajok azonositasa barmilyen élelmiszerbdl, hiszen a feldolgozési
eljarasok soran a kiils6 anatdmiai ismérvek alapjan torténd megkiilonboztetés lehetetlenné
valik. Emellett néha még a szakért6knek is nehézséget okoz az azonos ¢él6helyen megtalalhato

nagyon kozeli halfajok elkiilonitése. A kiillonb6zé molekularis bioldgiai moddszerek a
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legalkalmasabbak az egyes halfajok biztos azonositasara. A DNS alapi modszerek mellett
egyre inkabb hasznalnak proteomikai vizsgalatokat is ilyen jellegi fajazonositasra.

A gél és nem-gél alapu proteomikai vizsgalatok kozott egyarant taldlunk példat halfajok
azonositasara. Egydimenzios SDS-PAGE moddszert hasznalva mar 1985-ben Keenan és
Saklee 164 kiilonb6zo halfaj legaltalanosabb enzimfehérjéinek mintazatat publikalta. Ezzel a
modszerrel izomfehérjék alapjan torténd elkiilonités is lehetséges nyers és feldolgozott
halhtisb6l egyarant. Izoelektromos fokuszalas segitségével a parvalbumint, mely egy
kalciumkdotd fehérje az izmokban, hasznalva marker fehérjeként nagyfokt variabilitas
mutathat6 ki egyes halfajok kozott. 2D-PAGE modszer hasznalataval a kétdimenzids fehérje
mintdzatok 0Osszehasonlitdsa végezhetd el. Gélelemzd szoftverek segitségével fehérje
biomarkerek azonosithatoak. Tobbek kozott a tridzfoszfat izomeraz marker fehérje alkalmas
lehet rokon fajok elkiilonitésére, alkalmazasaval igy példaul sikeresen azonosithatd és
elkiilonithetd6 harom tonhalfaj. A  szarkoplazmatikus fehérjék a  siigér fajok
megkiilonboztetését teszik lehetdve, valamint kilenc laposhal faj is megkiilonboztethetd ennek
a markernek a segitségével. A tomegspektrometria alapi modszerek koziil a MALDI-TOF és
az ESI-MS/MS is alkalmas 25 kereskedelmi forgalomban kaphat6é halfaj elkiilonitésére,

szintén szarkoplazmatikus marker fehérjék alapjan.
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15. abra: Kiilonb6z6 halfajok izomfehérjéinek SDS-PAGE mintazata (Bio-Rad Manual)
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Allergének

A kiilonboz6 halfajok nagyon gyakori ételallergének, becslések szerint ez a népesség 0,2-
0,6%-at érinti. Az allergének immunoglobulin E (IgE) altal kozvetitett allergias reakciot
valtanak ki, mely sulyos esetekben életveszélyes is lehet, anafilaxids sokk kialakuldsat
okozhatja. Az allergén molekula kapcsolodik az IgE-hez, melynek hatasara kiilonb6zo
anyagok, igy hisztaminok, citokinek, interleukinok szabadulnak fel a szervezetiinkben,
melyek gyulladdshoz vezetnek. Az Eurdpai Unidés szabvanynak megfeleléen a 14
leggyakoribb allergént fel kell tiintetni az élelmiszerek csomagolasan. Ezek a tej, tojas, zeller,
farkasbab, gluténtartalmu gabondk, puhatestiiek, foldimogyor6, mustar, szezdmmag, szdja,
kagylo, kéndioxid, olajos magvak és ebbe a csoportba tartoznak a halak is. Sajnos a szigoru
szabalyozas ellenére el6fordulhat, hogy az ¢élelmiszer feldolgozasi folyamatok soran
kontamindlodhatnak az egyes élelmiszerek az allergén élelmiszer valamilyen dsszetevojével.
Ezért feltétleniil sziikséges a gyors, pontos, €rzékeny és jo ismételhetd allergén azonositasi
modszerek kidolgozasa. A proteomika vizsgalati modszerei megfelelnek ezeknek a
kritériumoknak.

A parvalbumin, egy kalciumkoté albumin, illetve mas fehérjék a legfontosabb allergének a
halhtisban, melyek biomarkerként hasznalhatbak a proteomikai vizsgalatok soran.
Tomegspektrometridn alapit  modszerekkel lehetséges a parvalbumin  szekvencidk
monitorozasa az élelmiszerekben. Jelenleg a leggyorsabb és legmodernebb eljaras a High
Intensity Focused Ultrasound (HIFU) + Selected MS/MS lon Monitoring (SMIM) + Linear
lon Trap (LIT). A modszer legnagyobb eldnye, hogy kevesebb, mint 2 6ra alatt elvégezhet6 a

parvalbumin szekvenciak azonositasa.

Tenyésztett és vadvizi allomanyok 6sszehasonlitisa

Bizonyos halfaj populaciok egyedszama tekintélyes mértékben lecsokkent a természetes
¢léhelylikon, ez visszavezethetd a nem szabdlyozott haldszatra és a novekvé népesség
haltermékek iranti fokozott igényére. A haltenyésztés biztosithatja a természetes vizek
biodiverzitasanak fenntartasat és kielégitheti a fokozott fogyasztoi igényeket. A haltermelési
rendszerek fejlodésével a sziikségleteknek megfeleld mennyiségii és a specialis igényeknek is

megfeleld mindségii halhus és haltermékek eldallitasara van lehetség.
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Proteomikai modszerek segitségével a tenyésztett ¢és vadvizi alloméanyok proteomjanak
Osszehasonlitdsa soran vizsgalhatjuk a kiilonb6z6 termelési rendszerek / kornyezet kozotti
eltérést. Megallapithatjuk a kornyezeti kiilonbségek (viz mindség, hémérséklet), illetve a
kiilonboz6 takarmanyok milyen valtozast okoznak a fehérje Osszetételben. Halak esetén is
leggyakrabban az izomszoOvetet hasznaljak proteomikai vizsgalatokhoz, mivel konnyen
begylijthetd és kereskedelmi szempontbdl is ez a szovet a legjelentdsebb, hiszen ez jelenti a {6
terméket.

Az aldbbiakban néhany tanulmanyon keresztiil ismertetjiik a halakon végzett, ¢l6helyhez
kothetd proteomikai munkdt. Atlanti tékehal kapcsan a post-mortem degradacid sebessége €s
a vadvizi allomany vs. tenyésztett allomany hatast ugy ismerjiik, hogy a tenyésztett
populaciéban gyorsabb a post mortem degradacido és mivel genetikai tdvolsag nem volt a
tenyésztett és a vadvizi allomany kozott, ezért ez a kiilonbség a kornyezeti kiilonbségbdl
adodik. Ezeknek a tenyésztett egyedeknek a husa kevésbé kemény, magas a viztartalma, az
izomrostok szerkezete is kiilonb6z6. Lehetséges okként a tenyésztés soran fellépd stresszt
emlitik. Az 6rids laposhalnal is ugyanezt a jelenséget figyelték meg a tenyésztett allatok
izomszovetében, ezen kiviil a mitokondriumok szerkezetében is talaltak kiilonbséget, valamint
abnormalis zsirsav lerakodast is tapasztaltak, mely a metabolikus enzimek megvaltozott
fehérje expresszidjara vezethetd vissza, ugyanis ez a valtozas elégtelen zsirsav oxidaciot
eredményez.

A farkassiigér Eurdpa haltenyésztésének egyik f6 terméke. SDS-PAGE segitségével kilenc
fehérje expressziojaban talaltak kiilonbséget a tenyésztett és a vadvizi él6helyrdl szarmazo
halak kozott. A tomegspektrometrias azonositast kovetéen megallapitottak, hogy a szénhidrat
metabolizmus enzimjei a tenyésztett allatoknal overexpresszalodtak, mig a kreatin kinaz,
nukleozid difoszfat kinaz B és a parvalbumin expresszioja csokkent a tenyésztett allomanynal.
Ezek alapjan megallapithatd, hogy a tartasi koriilmények befolyasoljdk a tenyésztett allatok
izomfejlodését.

Szivarvanyos pisztrang proteomikai vizsgalata sordn a dezmin fehérje, ami egy sejtvaz
fehérje, expresszidja mutat kiillonbséget. Mennyisége kevesebb a tenyésztett allatokban,
ezaltal azok husanak kevésbé kedvezdek a hismindségi paraméterei.

Tengeri siigér esetén is arra a megallapitasra jutottak, hogy a tenyésztés hatassal van az izom
Osszetételre, mivel a glikolitikus enzimek és parvalbumin frakcié expresszidja eltérd volt a

vadvizi ¢és a tenyésztett allomanyok kozott.
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Az izomszoveten kiviil majbol és vérbdl is lehetséges a fehérje vizsgalatok elvégzése. Ilyen
jellegli munka volt, amikor szivarvanyos pisztrangoknal megallapitottak, hogy az emelt
szOjatartalmti tap, valamint a rovid ideig tartd ¢éhezés moddositja a mdj proteomjanak
Osszetételét.

Aranydurbincs egyedeken tanulmanyoztdk, hogy a hideg hatdsara hogyan valtozik a ma4j
proteomja, illetve a melyek a tenyésztés soran fellépd stresszhatasok fehérjeszintii
kovetkezményei. Ezek hatterében az all, hogy a hideg hatasara a hepatocitdkban oxidativ
karosodasok alakulnak ki, illetve a maj proteomjaban szdmos fehérje 0sszefliggésbe hozhat6 a
stresszel.

A vérplazma mintékat leggyakrabban az immunrendszer feltérképezésére hasznaljak a halak

esetén.

Postmortem valtozasok

Az allatok vagasat kovetden az izomszdvetben bizonyos kémiai valtozasok mennek végbe,
ezeket  nevezzilk  post-mortem  valtozasoknak. A fehérjék  szempontjabol
megkiilonboztethetiink enzimatikus és nem enzimatikus moddositdsokat a post-mortem
folyamatok soran.

Enzimatikus autolizis esetén a nagyméretli miofibrillaris fehérjék (miozin, aktin, titin) a
protedzok enzimatikus aktivitdsdnak hatdsara kisméretli peptidekre hasadnak (proteolizis). Ez
a folyamat nagymértékben meghatarozza a hus izét, texturajat és illatat. A vagas elotti
események, mint példaul a fizikai aktivitas, stressz, meghatarozo hatast gyakorol az izom
post-mortem tulajdonsagaira. Ezek a tényez6k befolyasoljak a hus glikogén tartalmat, pH
valtozasat. A nem enzimatikus modositasok k6zé sorolhatjuk az oxidaciot, karbonilaciot, tiol-
oxidaciot, aromas hidroxilaciot, és egyéb folyamatokat. Ezek a reakciok hatassal vannak a
halhus mindségére, mert megvaltoztathatjak a fehérjék oldhatosagat, aggregéacios képességét
és hidrofobitasat is.

A tarolasi koriilmények szintén hatassal vannak a post-mortem folyamatokra. A tarolési
hémeérséklet példaul, hatdssal van a proteolizis mértékére, mert alacsonyabb hdmérsékleten
kevésbé aktivak a proteolitikus enzimek. Kiilonb6zd vizsgalatokbol kideriilt, hogy a tarolas
id6tartama nagyobb hatdssal van a halhtis fehérje Osszetételére, mint a tarolasi homérséklet.
Tokehalaknal végeztek olyan vizsgalatokat, melyekkel a halhis frissességét probaltak

megallapitani. Talaltak egy olyan 16 kDa nagysagu fehérjét, mely a tarolasi id6
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elorehaladtaval degradalodik, eltiinik a gélképrdl, igy a degradacié mértékébdl megallapithato
az eltelt id6. Durbincsok esetén is talaltak olyan fehérjéket, melyek a tarolasi idével hozhatok
Osszefliggésbe, ezek az alfa-actin és a tropomiozin, melyek a vagast kovetd 6. napig stabilak,
majd degradalédnak. A parvalbumin fehérjérdl, mely a f& allergénje a haltermékeknek,
megallapitottak, hogy mennyisége a taroléas soran csokken.

Nem csak a tarolas koriilményei, hanem maga a vagas is befolyasolja a késObbi hismindséget.
Kiilonb6z6 vagasi technikakat, tigy, mint asphyxia levegdn, asphyxia jégben, gerincveld
atvagasa, 2D-DIGE modszerrel 0Osszehasonlitva az tapasztalhato, hogy az izom
fehérjedsszetételét tekintve a gerincvel$ atvagas a legidealisabb modszer, mert ennél az
esetnél Orizték meg integritdsukat leginkabb a fehérjék, aminek valdszinlileg az az oka, hogy

itt érte a legkevesebb stressz az allatokat.

Mikrobialis leromlas, veszteség

A mikrobialis leromlas az a folyamat, mely soran kiilonb6z6 biokémiai valtozasok torténnek
mikrobidlis aktivitds hatdsdra. Ez a jelenség kdros, mivel gazdasigi veszteséget és stlyos
¢lelmiszer eredetii megbetegedéseket okozhatnak. A folyamat soran aminok (pl. hisztamin),
alkoholok, ketonok, aldehidek, keletkeznek, melyek kellemetlen iziiek, vagy izetlenné teszik a
hast. Az é¢élelmiszer mikrobioldgiaban nagy kihivast jelent, hogy megismerjék ezeknek a
patogéneknek a viselkedését magaban az élelmiszerben. Ehhez nyUjthat segitséget a
proteomika. TOmegspektrometria-alapl modszerekkel sokféle patogént lehet azonositani
nyers, fistolt és vakuum csomagolt halfelekbdol.
Ilyen példaul a Listeria monocytogenes, a liszteriozis korokozdja, mely az egyik leggyakoribb
élelmiszer utjan terjedd baktérium, az altala okozott megbetegedés halalos kimenetelii is lehet.
Sikeriilt megallapitani, hogy a folyékony fiist (természetes flistaroma vizes oldata) valtozast
okoz a proteom Osszetételiikben, ezaltal csokkenti a novekedésiiket és tulélésiiket. Ezzel
magyarazhatdé, hogy a flsttel tartositott halfélék fogyasztasa esetén ritkan alakul Ki
liszteriozis.
Hasonloan élelmiszer-romlast €s emberi megbetegedést okoznak az alabbi baktériumok:

- Gram-negativ: Pseudomonas spp., Aeromonas hydrophila, Acinetobacter baumanii,

Enterobacter spp., Campilobacter spp., Escherichia coli, Salmonella spp.;

- Gram-pozitiv: Carnobacterium spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp.
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