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A tojas proteomjanak frakcionalasa folyadék kozegben az izoelektromos pont alapjan
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OSSZEFOGLALAS

A proteomikai vizsgalatoknal mindig komoly problémat jelent a mintak komplexitasa, hiszen egy-egy szovettipus akar tobb ezer kiilonbozé
fehérjét is tartalmazhat. Ezért is okoz nehézséget, hogy megtaldaljuk azokat a fehérjéket, melyek ténylegesen reagalnak az altalunk elvégzett ke-
zelésre. A mintdk el6készitése sordan ezt az dsszetettséget elé-frakcionaldssal csokkenthetjiik, ezaltal ndvekedhet a detektalhato fehérjék szama.
Szamos frakcionalasi modszer koziil valaszthatunk, melyek alapjaul a fehérjemintak kiilonbozo fizikai és kémiai tulajdonsagai szolgalnak,
ilyen modszer a folyadék kozegben izoelektromos pont szerinti frakcionalas. Munkank soran célul tiztiik ki, hogy tojassargadja és —fehérje
mintak folyadék kozegben torténd izoelektromos pont szerint frakciondlasat elvégezziik. Ehhez optimalizaltuk a késziilékre felvitt fehérje-
mennyiséget és ampholyte koncentraciot, teszteltiik melyik az alkalmasabb mintapuffer és az elektroforézis soran milyen fesziiltség beallita-
sokat hasznaljunk. Tojassdargdja mintak esetén kivalasztottuk a frakciondlas szempontjabol optimalis beallitasokat: fehérjemennyiség 3 mg;
ampholyte koncentracio 2 v/v%, minta puffer osszetétele: 7 M urea, 2 M thiourea, 2 m/v% CHAPS, glycerol 10 v/v%, elektroforézis kondicioi:
150 V=10 min, 200 V-10 min, 300 V—60 min. Tojasfehérje mintak esetén nem sikeriilt megtalalni az optimalis frakciondlasi bedllitasokat.

Kulcsszavak: tojas, izoelektromos pont, proteomika
SUMMARY

The application of proteomics is relevant to physiology, reproduction, immunology, muscle and lactational biology in animal science,
altough its use is still limited. One of the greatest challenges of proteome analysis is the reproducible fractionation of the complex protein
mixtures. The fractionation methods can increase the probability of biomarker protein discovery. The fractionation by liquid-phase isoelectric
focusing is one of the prefractionation methods. As a result, protein fractions can be easily collected, pooled and refractionated. There is a lack
in the knowledge of gel-based proteomic methods of egg as only a limited number of protocols can be found in the literature, thus sample
purification and fractionation require a time consuming optimisation procedure. The aim of this study was to fractionate egg yolk and white
proteins by isoelectric point in liquid phase.
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BEVEZETES akrilamid gélben (strip) valasztjuk el az izoelektromos
pontjuknak megfeleléen (Rabilloud et al., 2010).
Az allattenyésztésben jelenleg élettani, szaporodas- Lehetdséglink van azonban folyadék kozegben is
biologiai, immunoldgiai, hus- és tejtermelés bioldgiai elvégezni ezt az izoelektromos fokuszalast pl. az un.
kisérletekben hasznalnak proteomikai vizsgalatokat, bar MicroRotofor (BioRad) késziilék segitségével. A fo-
ezek felhasznalasi teriiletei még korlatozottak (Bendixen lyadék kozegben torténd elvalasztas eredményeként
et al., 2011). A proteomikai vizsgalatoknal mindig ko- l1étrejovo frakciok kdnnyen begytijthetok, csoporto-
moly problémat jelent a mintdk komplexitasa, hiszen sithatok és akar ujra frakcionalhatok mas modszerek
egy-egy szovettipus akar tobb ezer kiillonbozo fehérjét segitségével. Kiillondsen alkalmas a nem-oldhaté fe-
is tartalmazhat. Ezért is okoz nehézséget, hogy meg- hérjék vizsgalatara, illetve minden mds olyan fehérje
talaljuk azokat a fehérjéket, melyek ténylegesen reagal- esetén, melyek nehezen valaszthatok el a gél alapu izo-
nak az altalunk elvégzett kezelésre (Molloy, 2000). A elektromos fokuszalassal (Hey et al., 2008).
mintak el6készitése soran ezt az Osszetettséget eld- Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy tojassargaja
frakcionalassal csokkenthetjiik, ezaltal novekedhet a ¢és —fehérje mintak folyadék kozegben torténd izoelekt-
kimutathat6é fehérjék szdma. Szamos frakcionalasi romos pont szerint frakcionalasat elvégezziik és a fo-
mddszer koziil valaszthatunk, melyek alapjaul a fehérje lyamatot optimalizaljuk.

molekulék kiilonb6z6 fizikai és kémiai tulajdonsagai ] )
szolgalnak, mint példaul a fehérjék oldhatdsaga, sejten ANYAG ES MODSZER
beliili elhelyezkedése, mérete, tdltése, izoelektromos

pontja (Matt et al., 2008). Mintagyiijtés
Az izoelektromos pont (pl) az a pH érték, amelynél

a pozitiv és a negativ toltések kiegyenlitik egymast, Friss tojast gylijtottiink ketreces tartastechnoldgia-
azaz az aminosav neutralis viselkedést mutat elektro- ban tartott tyukoktol. A tojasfehérjét és sargdjat el-
mos térben. Az izoelektromos pont alapjan torténd el- valasztottuk egymastol, majd a tojasfehérjét magneses
valasztas a kétdimenzios poliakrilamid gélelektrofo- keverével homogenizaltuk, hogy csokkentsiik a visz-
rézis elsé dimenziodjat képezi, ez az izoelektromos fo- kozitasat (Qiu et al., 2012). A mintakat a tovabbi fel-
kuszalas. Az izoelektromos fokuszalas soran a fehérjé- hasznalasig cryocsdvekben, -80 °C-on taroltuk.

ket egy mar eldre kialakitott pH gradiensti vékony poli-

39



GulyasG et al.:.Layout 1 3/20/14 9:18 AM Page 2

&

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2014/57.

Mintatisztitas és frakcionalas

A -80 °C-on tarolt mintakbol a tojasfehérje és sar-
gaja esetében is 30 pl-t homogenizaltunk 500 pl lizis-
pufferben, melynek 6sszetétele: 2 M thiourea, 8,5 M
urea, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte
ampholyte. Egy orat jégen inkubaltuk a mintakat gya-
kori vortexelés mellett, ezt kovetden 15 000 G-n 45 per-
cig centrifugaltuk. A feliiliszot hasznaltuk a késébbi vizs-
modszer segitségével hataroztuk meg.

A MicroRotofor késziilékkel elvalasztani kivant fe-
hérje mennyisége 2—7 mg kozott valtozott. Az elektro-
forézishez sziikséges ion cserélé membranokat felhasz-
nalas eldtt legalabb egy éjszakan at equilibraltuk, az
anod membrant 0,1 M H5PO, oldatban, mig a katod
membrant 0,1 M NaOH oldatban.

Kiilonbdz6 mintapuffereket teszteltiink, melyek
mind befolyasoljak az elektroforézis sikerességét. Ezek
a kovetkezdk voltak: nagy tisztasagu proteaz mentes viz,
rehidratald puffer 1 (7 M urea, 2 M thiourea, 2 m/v%
CHAPS, glycerol 10 v/v%), rehidratalo puffer 2 (7 M
urea, 2 M thiourea, 4 m/v% CHAPS, glycerol 10 v/v%,
1 m/v% DTT). Valtoztattuk az ampholyte koncentra-
ciot is, mely szerepe az altalunk kivalasztott pH tarto-
many létrehozésa (esetiinkben pH 3—10), az ampholyte
koncentraciot 0,5-2,5 v/v%-os tartomanyon beliil tesz-
teltiik. Az elektroforézist minden esetben 20 °C-on vé-
geztiikk. Kétféle beallitast teszteltiink az elektroforézis
kondicidival kapcsolatban. Egyik esetben konstans 1 W
teljesitményt alkalmaztunk maximum 500 V fesziiltség
mellett, masik esetben egy tobblépéses beallitast hasz-
naltunk: 150 V-10 min, 200 V-10 min, 300 V-60 min.
Az elektroforézist kovetden 10 frakciot kiilonitettiink
el a pH 3—10-es tartomanyon beliil, az egymas melletti
frakcidkat csoportositottuk, igy végsé soron 5 kiilon-
boz6 fehérje frakeio kertilt kialakitasra, melyek tovabbi
szeparalasat egydimenzios poliakrilamid gélelektro-
forézissel végeztiik el.

Egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE)

Az egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézist
megeldzden a mintdkat SDS tartalmu pufferben (10%
SDS, 10 mM DTT, 20% glycerol, 0,2 M pH 6,8 Tris
HCI, 8 M urea) forraltuk 5 percig. 30 pg fehérjét vit-
tiink fel az eldre gyartott 4—12%-os gradiens gélekre
(Lonza), majd 170 V fesziiltséggel futtattuk, mig a jel-
z0 festék el nem érte a gél aljat. A futtatd puffer 1X
Tris-Glycin-SDS oldat volt. A poliakrilamid géleken 1¢-
v6 fehérjesavok lathatova tételére Colloidal Coomassie
G-250 festéket hasznaltunk (Dyballa és Metzger, 2009).

EREDMENYEK

A MicroRotofor késziilékkel végzett pH szerinti
frakciondlds soran mind a tojasfehérje mind tojas-
sargaja mintak esetén teszteltiik az elvalasztas haté-
konysagat. Optimalizaltuk a késziilékre felvitt fehérje
mennyiséget és ampholyte koncentraciot, teszteltiik
melyik az alkalmasabb minta-puffer és az elektroforé-
zis soran milyen fesziiltség beallitdsokat hasznaljunk.

pH 3-10 tartomanyban 6sszesen 10 folyadék frakciot
valasztottunk el, az egymas melletti frakciokat csopor-
tositottuk, igy végsé soron 5 kiilonbozo fehérje frak-
cio kertlt kialakitasra. Egydimenziés SDS poliakril-
amid géleken molekulasuly szerint tovabb szeparaltuk
ezeket a frakciokat

Tojassargaja mintak esetén kivalasztottuk a frak-
cionalas szempontjabol optimalis beallitasokat: fehérje
mennyiség 3 mg; ampholyte koncentracio 2 v/v%; min-
ta puffer osszetétele: 7 M urea, 2 M thiourea, 2 m/v%
CHAPS, glycerol 10 v/v%; elektroforézis kondicioi:
150 V-10 min, 200 V-10 min, 300 V-60 min. Az ezek-
kel a beallitasokkal végzett frakcionalast kdveté SDS
gélelektroforézis soran készitett gélkép az /.abran lat-
hat6. Az eredmény értelmezése céljabol az /. abran
lathato gélképet Osszevethetjiik a tojassargaja kétdi-
menziods poliakrilamid gélképével (2. dbra), ahol a tel-
jes tojassargaja proteom lathatd izoelektromos pont és
molekula tdmeg szerint elvalasztva. Teljes parhuzam
nem vonhato a két gélkép kozott (az izoelektromos
pont szerinti frakcionalas kiillonbdzdsége miatt), de ha-
sonlosagok megfigyelhetok. Az erdsen savas és bazikus
tartomanyban lathatjuk a legkevesebb fehérjét mindkét
gélképen. A fehérjék nagy tobbsége a pH 5-8-as tarto-
manyban helyezkedik el.

1. abra: 1zoelektromos pont alapjan frakcionalt tojassargaja
proteom SDS-poliakrilamid gélképe

Megjegyzés: 1. fehérje standard; 2. teljes tojassargaja proteom; 3.
pH 2,5-4-es frakcid; 4. pH 4—6-os frakcio; 5. pH 6-7,5-6s frakcio;
6. pH 7,5-8,5-0s frakcio; 7. pH 8,5-10,2-es frakcio.

Figure 1: SDS-PAGE of egg yolk fractionated by isoelectric
point
Note: 1. protein standard; 2. total egg yolk proteom; 3. fraction pH
2.5-4; 4. fraction pH 4-6; 5. fraction pH 6-7.5; 6. fraction pH 7.5—
8.5; 7. fraction pH 8.5-10.2

40



GulyasG et al.:Layout 1 3/20/14 9:18 AM Page 3

&

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2014/57.

2. abra: Tojassargaja kétdimenzios poliakrilamid gélképe

pH3 pH10

Figure 2: Two-dimensional gelelectrophoresis of egg yolk

Tojasfehérje mintak esetén nem sikeriilt megtalalni
az optimalis frakcionaldsi beallitasokat. Ennek valdszi-
ntileg az az oka, hogy a tojasfehérje proteomjanak 70%-at
harom nagy gyakorisagu fehérje teszi ki (ovotransferrin
pH 6,69; ovalbumin pH 5,19; ovomucoid pH 4,82).
Ezek a fehérjék nagy mennyiségiikbdl kifolyoan, a
frakcionalas ideje alatt teljes mennyiségiikben nem
tudnak a sajat izoelektromos pontjukra vandorolni, igy
mindegyik pH frakcioban megjelennek. A 3. abran 1at-
hatjuk az egyes frakciok molekulastly szerinti elva-
lasztasanak eredményét. Az ovalbumint csak a 2-es,
mig az ovotransferrint csak a 3-as frakcioban kellene
latnunk, ennek ellenére mindegyik frakcidban megje-
lennek. Ha kétdimenzids gélképen (4. abra) vizsgaljuk
ezeket a fehérjéket, akkor azon is megfigyelhetd, hogy
az ovalbumin és az ovotransferrin nem csak a sajat izo-
elektromos pontjan jelenik meg, hanem egy-egy viz-
szintes csikként mas pH tartomanyban is megfigyel-
hetd.

KOVETKEZTETESEK

Vizsgalatunk soran azt a célt tliztiik ki, hogy tojas-
sargaja ¢és —fehérje mintak folyadék kozegben torténd
izoelektromos pont szerinti frakcionalasat elvégezziik
¢és a folyamtot optimalizaljuk. A frakcionalasi modsze-
rekkel a fehérje mintak komplexitasa csokkentheto, igy
megndvelhetd a marker fehérjék kimutatasanak valo-
szintisége.

Megallapitottuk, hogy tojassargaja mintak esetén a
folyadék kdzegben torténd izoelektromos pont szerinti
frakcionalas jo hatékonysaggal alkalmazhatd. Tovabbi
optimalizalassal valosziniileg még tovabb ndvelhetd a
frakcionalas eredményessége, Ezzel ellentétben a tojas-
fehérje mintaknal nem volt sikeres az optimalizalas.
Ennek valdsziniileg az a harom nagy gyakorisagu fe-
hérje az oka, melyek a tojasfehérje fehérje allomanya-
nak tobb mint 70%-at alkotjak és nagy mennyiségiik-

bdl kifolydan nem csak a sajat izoelektromos pontju-
kon jelennek meg.

3. dbra: 1zoelektromos pont alapjan frakcionalt tojasfehérje
proteom SDS-poliakrilamid gélképe

ovotransferrin

ovalbumin

Megjegyzés: 1. teljes tojasfehérje proteom; 2. pH 2,5-4-es frakcio;
3. pH 4-6-o0s frakcio; 4. pH 6-7,5-6s frakcio; 5. pH 7,5-8,5-0s frak-
cio; 6. pH 8,5-10,2-es frakcid

Figure 3: SDS-PAGE of egg white fractionated by isoelectric
point
Note: 1. protein standard; 2. total egg white proteom; 3. fraction pH
2.5-4; 4. fraction pH 4-6; 5. fraction pH 6-7.5; 6. fraction pH 7.5—
8.5; 7. fraction pH 8.5-10.2

4. dbra: Tojasfehérje kétdimenzios poliakrilamid gélképe

pH3 pH10

Figure 4: TTwo-dimensional gelelectrophoresis of egg white
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