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OSSZEFOGLALAS

Jelen tanulmdnyban célul tiztiik ki, egy olyan kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (2D PAGE) metodika kidolgozdsdt, mely
segitségével a legtobb egyedi fehérjét tudjuk azonositani a hdzityiik mdj proteomjdban, valamint arra is kerestiik a vdlaszt, hogy milyen
vdltozdsok torténnek a csirkemdj fehérje expressziojaban szelén indukcio hatdsdra. A proteomikai vizsgdlatba 12 broiler csirkét vontunk be. A
kontroll csoportban (6 egyed) a takarmdnyban 1évé szelén koncentrdcidja 0,2 mg/kg, a kisérleti csoportndl (6 egyed) a takarmdny Se-
koncentrdcioja 4,25 mg/kg volt. Szamos teszteld futtatdst kovetden optimalizdltunk egy olyan 2D PAGE metodikdt, mely alkalmas nagyszamii
egyedi fehérje elkiilonitésére. A szelén kiegészitésben részesiilt dllatok mdjmintdiban dtlagosan 747 fehérjepontot tudtunk egymdstol
elkiiloniteni a géleken, a kontroll csoportban 741-et. Hat olyan fehérjét taldltunk, melyek csak a kisérleti csoport egyedeinél expresszdlodtak. A
tovdbbiakban tomegspektrometridval azonositjuk ezeket a fehérjéket és Osszefiiggéseket keresiink a szelén élettani hatdsai és e fehérjék
expresszidja kozott.
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SUMMARY

The aims of the present study were to optimize a two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis method to chicken liver proteome
and to determine the changes of protein expression caused by selenium. Twelve broiler chicken were used in this experiment. The selenium
intake was 0,2 mg/kg in the control group (6 chicken) and 4,25 mg/kg in the experimental group (6 chicken). Using the optimized proteomic
approach, we have succesfully separated 747 proteins in the experimental group and 741 proteins in the control group. We found six proteins,
wich expressed only in the samples of experimental group. Further investigations need to determine these six proteins with mass spectrometry
(MS) and look for the correlation between the physiological effects of selenium and the expression of these proteins.
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BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A szelén esszencidlis szerepet jdtszik a bioldgiai folyamatokban. Elsédleges feladata a szabadgyokok
semlegesitése, tehat az antioxiddns funkcid, emellett részt vesz a szervezet védekezdképességének novelésében, a
sejthartya stabilizdlasdban (Navarro-Alarcon és Cabrera-Vique, 2008). Az antioxiddns enzimek koziil tobb is
szelén-dependens, példdul a glutation peroxidaz (5 féle izoformdja 1étezik), mely védi a sejteket és a membranokat
az oxidativ stressztdl, a hidroperoxiddz redukdldsdval (Watanabe et al., 1997). Az un. szelenoproteinek
specifikusan szelént épitenek be, ezek metabolikus funkciéja még nem tisztazott (Wang és Xu, 2007).

Elettani hatdsa ambivalens, ugyanis hidnydban betegségek alakulnak ki, tdladagoldsa azonban mérgezéshez
vezet (Gergely, 2006). Takarmanyozési kisérletek sordn megéllapitottdk, mennyi az ajdnlott és a maximum szelén
koncentracié a takarmdnyban csirkék esetén. Az ajanlott érték 0,15 mg Se/kg (NRC, 1994), maximum érték 0,3
mg Se/kg az USA-ban (Payne et al.,, 2005), mig az Eurépai Uniéban 0,5 mg Se/kg (Zoidis et al., 2010).
Embereknél 40pg/map a minimum érték, 55ug/map az ajanlott és a 400pg/nap a még tolerdlhaté maximum érték.
Napi 300pg szelén bevitel mellett érik el a szelén-dependens enzimek a maximum expresszios szintjiiket és ez az a
mennyiség mely csokkenti a rdk kialakuldsanak kockdzatdt (Thomson, 2004). Magyarorszagon kiilondsen fontos
lenne az élelmiszerek szelénszintjének emelése, hiszen talajaink és ezért élelmiszereink is szelénhidnyosak. Egy
szelénben gazdag étrend 30-50%-kal csokkentheti a daganatos megbetegedések eldforduldsat (Clark et al., 1996).

Mivel a szelén a szovetekben fehérjékkel 1ép kapcsolatba (Burk és Hill, 1993), ezért a proteomikai vizsgalatok
megfeleldek arra, hogy nyomon kovethessilk a szelén hatdsdra bekovetkezd expresszids véltozdsokat. A
proteomikai kutatdsok az 4llattenyésztési tudomdnyok teriiletén igen kis részardnyt képviselnek, ellentétben a
humén kutatdsokkal (Lippolis és Reinhardt, 2008). A gél alapui proteomikai vizsgilat nagyon érzékeny metodika,
szdmos faktort valtoztathatunk a mintatisztitds, az elsé dimenzié és a masodik dimenzié sordn is, melyek mind
befolyasoljdk az elvalasztds eredményességét.

Jelen tanulmdnyban célul tlztiik ki, egy olyan két-dimenziés poliakrilamid gélelektroforézis (2D PAGE)
metodika kidolgozdsit, mely segitségével a legtobb egyedi fehérjét tudjuk azonositani a hdazitydk ma4j
proteomjdban, valamint hogy megéllapitsuk, milyen valtozdsok torténnek a csirkemdj fehérje dsszetételében szelén
indukci6 hatésara.
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ANYAG ES MODSZER
Allatok és kezelés

A Kkisérletet 12 Cobb 500 broiler csirkével allitottuk be. Két vizsgdlati csoportot hoztunk létre, az egyik a
kontroll (6 egyed), melynek takarmanykeverékében 0,2 mg/kg Se volt. A madsik a kisérleti csoport (6 egyed), ahol
a takarmdny Se-koncentriciéja 4,25 mg/kg volt. A takarmanyozds 7 héten &t tartott. A szelén kiegészités
LactoMicroSel adalék hozzdadasaval tortént, mely baktériumokban termeltetett elemi szelént tartalmaz. A kisérleti
csoport takarmanykeverékében 1év6 szelén mennyisége, tobbszorose az Eurdpai Uniéban megengedett maximum
értéknek (0,5 mg/kg), erre azért volt sziikség, hogy a szelén hatdsira a fehérjék expresszigjadban esetlegesen
bekovetkezd véltozdsok kimutathatésdgdnak valdszinliségét noveljiik.

Mintagyiijtés

A mintagyijtés 7 hét takarmanyozast kovetéen az allatok vagasakor tortént. Kozvetleniil az allat kivéreztetése
utdn orvosi szikével 0,5 g mdj mintdt gy(jtottiink 3 ismétlésben cryocsovekbe, melyeket azonnal folyékony
nitrogénbe helyeztiink, a tovdbbi tdrolds -80 °C-on tortént. Az egyedileg tarolt mintat tobb pontmintdbdl alkottuk,
a mintdkat a szovet felszine alatti 1 cm-es mélységbdl vettiik.

Mintatisztitas

A -80 °C-on térolt mintdb6l 500 mg-ot kimértiink, dérzsmozsarban folyékony nitrogénnel porrd tortiik. A
fehérjék oldatba vitelére két modszert teszteltiink:

1. A homogenizalt mintdbdl 100 mg-ot kimértiink, hozzdadtunk 80ul-t a 25x-0s protease inhibitor cocktail-bél,
majd 1ml lizis puffert (két kiilonbozd 6sszetételt lizis puffert is teszteltiink: 1. 2M thiourea, 8M urea, 2% CHAPS,
50mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholyte-ot haszndltunk
1:2 ardnyban mindkét lizis puffer esetében 2. 8,5M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, 60mM DTT, 0,2% 100X Bio-
Lyte 3/10 ampholyte). Egy 6rdt szobahémérsékleten inkubdltuk, ezt kévetéen 15 000 g™ 45 percig centrifugéltuk.
Bradford reagens segitségével lemértiik a koncentraciéjat.

2. A homogenizalt mintdbol 100 mg-ot kimértiink, hozzdadtunk 80pl-t a 25x-0s protease inhibitor cocktail-bél,
majd 1ml lizis puffert (2M thiourea, 8M urea, 2% CHAPS, 50mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, a
pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot haszndltunk 1:2 ardnyban). Egy 6rdt szobahdémérsékleten
inkubdltuk, ezt kdvetden 15 000 g™ 45 percig centrifugaltuk. A feliilisz6t ReadyPrep 2-D Cleanup Kit (BioRad)
segitségével tisztitottuk tovdbb. A kit eltdvolitja a mintdkbdl a detergenseket, sdkat, nukleinsavakat és lipideket,
melyek zavarhatjdk az izoelektromos fokuszéldst. A tisztitott mintdk koncentracidjat Bradford médszerrel mértiik.
A fehérje koncentratumokat felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (2D PAGE)

A mintdkbdl 150, 200 ill. 300 pg-ot vittiink fel a 17cm-es pH 3-10-es és pH 5-8-as IPG stripekre. Két
kiilonb6z6 rehidratalé oldatot teszteltiink:

1. normdl rehidratdlé oldat: 2M thiourea, 8M urea, 2% CHAPS, 50mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte 3/10
ampholyte, 0,002% Bromphenol Blue, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznaltunk 1:2
ardnyban;

2. deStreak rehidratdlé oldat: 2M thiourea, 8M urea, 2% CHAPS, 15mg/ml DeStreak reagens, 0,2% 100X Bio-
Lyte 3/10 ampholyte, 0,002% Bromphenol Blue, a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznéltunk
1:2 ardnyban.

Az elsd dimenziéndl kiprébaltuk az egy 1épésben torténd fokuszildst és a tobblépéseset is. Egy 1épésben:
10 000 V=50 000 Vh Rapid Ramp. Tobb lépésben: 1. 1épés -250 V 20min Linear Ramp 2. 1épés -10 000 V 2,5 h
Linear Ramp 3. 1épés -10 000 V 40 000 V-h Rapid Ramp, 20 °C-on 50uA/strip, 6sszesen kb. 50 000 Vh. A
fokuszalt stripeket az SDS-PAGE el6tt equilibraltuk. 10 percig inkubéltuk az equilibrdl6 I. oldatban (6M urea,
2%SDS, 0,05M Tris/HCI pH 8,8, 20% glycerol, 2%DTT), majd 10 percig az equilibrdlé II. oldatban (6M urea,
2%SDS, 0,05M Tris/HCI pH 8,8, 20% glycerol, 2,5% iodoacetamide).

Misodik dimenzidban a gélek futtatdsa a BioRad Protean Plus Dodeca cell rendszerben tortént, igy egyszerre
12 gélt tudtunk kezelni, ezzel prébéltuk elkeriilni a nem egy idében torténd futtatdsokbdl eredd eltéréseket a gélen.
A poliakrilamid gélek 12%-os koncentraciéjiak voltak. A futtaté puffer 1X Tris-Glycin-SDS oldat.

A poliakrilamid géleken 1év6 fehérje foltok lathatéva tételére kétféle eljarast haszndltunk, az egyik egy
eziistfestés (Shevchenko et al., 1996), a masik pedig egy fluoreszcens jelolés (Sypro Ruby). Mindkét festék
érzékenysége 1Ing. Az eziistfestés 1épései: 1. fixdlds: 50% metanol, 5% ecetsav 2. mosds: 50%metanol 3.
érzékenyités: 1,27 mM sodium thiosulfate pentahydrate 5. festés: 0,15% eziist nitrdt 7. elShivis:
0,04%formaldehid, 2% natrium karbonét 8. ledllitas: 5% ecetsav. A Sypro Ruby festés 1épései: a géleket eldszor
egy prefixdlé oldatba helyeztiik, melynek osszetétele: 50% metanol, 10% ecetsav. Ezt kovette maga a fest6 oldat:
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Sypro Ruby Protein Gel Stain (Lonza). Végiil a postfixdlé oldatba keriiltek: 10% metanol, 7% ecetsav. A gélek
elemzését a PDQuest (BioRad) software segitségével végeztiik.

EREDMENYEK

Szamos teszteld futtatdst kdvetden optimalizdltunk egy olyan 2 D PAGE metodikét csirkemdj mintdkra, mely
alkalmas nagyszdmu egyedi fehérje elkiilonitésére. A megfeleld lizis puffer osszetétele: 8,5M urea, 2M thiourea,
4% CHAPS, 60mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte. A tisztitdsndl a Cleanup Kitre nincs sziikség, mert
fehérjeveszteséget okoz. A pH 3-10-es IPG stripekre 150 pg fehérjét vittiink fel, ez az a mennyiség az, ahol a
pontok nem folynak 6ssze, de még jol lathatéak. Az I. dbrdn egy olyan gélképet mutatunk be, melynél a felvitt
fehérje mennyisége 300 pug, a pH 5-10-es, 70-240 kDa-os tartomdnyban, ahol a legtobb fehérjét varnank, nem
tudunk megkiilonboztetni egyedi pontokat, mert a nagy anyagmennyiség miatt 6sszemosddnak.

1. dbra: Til nagy fehérjemennyiség a gélen
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Figure 1: High sample load
Isoelectric point(1), Molecular weight(2)

A DeStreak reagenst tartalmazoé rehidratdlé oldat csokkentette a gélek bazikus régidjaban lathatd vizszintes
csikozottsagot, ezért ezt az oldatot haszndltuk a gélek rehidratdldsara: 2M thiourea, 8M urea, 2% CHAPS,
15mg/ml DeStreak reagens, 0,2% 100X Bio-Lyte 3/10 ampholyte, 0,002% Bromphenol Blue. Az izoelektromos
fokuszaldsndl a tobb 1épéses mddszernél jobb eredményeket értiink el, mint az egylépésesnél. A 2. dbra az
egylépéses fokuszdlds hibajat mutatja. Az egész gélen vizszintes csikozottsdg lathatd, melyet valdsziniileg a

kezdeti nagy fesziiltség okoz.

2. dbra: Egy lépéses izoelektromos fokuszalas
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Figure 2: One step isoelectric focusing
Isoelectric point(1), Molecular weight(2)
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A gélek festésére teszteléskor eziist-nitratot hasznaltunk. Nagy mintaszdm esetén azonban ez a festési méd nem
a legmegfelelobb, mivel az ismételhetdsége nem tokéletes. Ezért nagyszamu gél egyidejii festésére Sypro Ruby
Protein Stain (Lonza) festéket hasznéltunk, melynek érzékenysége az eziist-nitrat festékével megegyezd (1ng). Az
3. dbrdn lathatjuk azt a gélképet, melyet e kondiciok haszndlataval készitettiink.

3. dbra: Csirkemaj proteomjanak gélképe
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Figure 3: Chicken liver proteome
Isoelectric point(1), Molecular weight(2)

A szelén kiegészitésben részesiilt dllatok mdjmintdiban atlagosan 747 fehérjepontot tudtunk egymadst6l
elkiiloniteni a géleken, a kontroll csoportban 741-et. Hat olyan fehérjét taldltunk, melyek csak a kisérleti csoport
egyedeinek gélképein detektalhatok (4. dbra), ebbdl hdrom a semleges kémhatasi régidban taldlhatd, kettd az
enyhén bazikus, egy pedig az er0sen bazikus tartomanyban.

4. dbra: A kontroll és a kisérleti csoport fehérje expresszigjaban mutatkozé kiilonbségek
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Figure 4: The differences between liver proteome of control and experimental group
Isoelectric point(1), Molecular weight(2)

KOVETKEZTETESEK

A tovabbiakban tomegspektrometridval azonositjuk ezeket a fehérjéket és Osszefiiggéseket keresiink a szelén
élettani hatdsai és e fehérjék expresszidja kozott. Tobbféle fehérje adatbazis 1étezik, melyekkel dsszevethetjiik a
tomegspektrometrids adatainkat, pl.: Uniprot, SWISS-2D-PAGE, World-2DPAGE, PIR. A hat fehérje azonositasa,
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abbdl a szempontbdl lesz nehézkes, hogy mindegyik csak kis mértékben expresszalédott, nehéz feladat ezeket a
kis pontokat kivagni a gélbdl. A pontok méretét novelhetjiik, ha nagyobb mennyiségli fehérjét visziink fel az els6
dimenziéban az IPG stripekre, ez azonban egyiitt jarhat azzal, hogy a fehérjepontok Osszeolvadnak, és igy nem
tudjuk djra detektdlni ezt a hat fehérjét.

KOSZONETNYILVANITAS

A publikéci6 elkészitését a TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0024 szami projekt timogatta. A projekt az Eurépai
Unié tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasdval valésult meg.

IRODALOM

Burk, R. F.—Hill, K. E. (1993): Regulation of selenoproteins. Annual. Review Nutrition. 13: 65-81.

Clark, L. C.—Combs, G. F.—Turnbull, B. W.-Slate, E. H.—Chalker, D. K.—Chow, J.-Davis, L. S.—Glover, R. A.-Graham, G. F.-Gross, E. G.—
Krongrad, A.-Lesher, J. L.—Park, K.—Sanders, B. B.—Smith, C. L.-Taylor, R. (1996): Effects of selenium supplementation for cancer
prevention in patients with carcinoma of the skin. Journal of the American Medical Association. 276: 1957-1985.

Gergely V. (2006): Fehérje-elvélasztdsi modszerek bevezetése a szelén mddosulat-analitikdba. Budapesti Corvinus Egyetem. Alkalmazott
Kémia Tanszék. Doktori értekezés.

Lippolis, J. D.—Reinhardt, T. A. (2008): Centennial Paper: Proteomics in animal science. Journal of Animal Science. 86: 2430-2441.

National Research Council (1994): Nutrient Requirements of Poultry, 9" rev. ed. National Academy Press. Washington. DC.

Navarrro-Alarcon, M.—Cabrera-Vique, C. (2008): Selenium in food and the human body: A review. Science of the Total Environment. 400:
115-141.

Payne, R. L.—Lavergne, T. K.—Southern, L. L. (2005): Effect of inorganic versus organic selenium on hen production and egg selenium
concentration. Poultry Science. 84: 232-237.

Shevchenko, A.—Wilm, M.—Vorm, O.—Mann, M. (1996): Mass spectrometric sequencing of proteins silver-stained polyacrylamide gels.
Analytical Chemistry. 68.5: 850-858

Thomson, C D. (2004): Assessment of requirements for selenium and adequacy of selenium status: a review. European Journal of Clinical
Nutrition. 58: 391-402.

Wang, Y-B.—Xu, B-H. (2007): Effect of different selenium source (sodium selenite and selenium yeast) on broiler chickens. Animal Feed
Science Technology. 144: 306-314.

Watanabe, T.—Kiron, V.=Satoh, S. (1997): Trace minerals in fish nutrition. Aquaculture. 151: 185-207.

Zoidis, E.—Pappas, A. C.—Georgiou, C. A.—Komaitis, E.—Feggeros, K. (2010):Selenium affects the expression of GPx4 and catalase in the liver
of chicken. Comparative. Biochemistry and Physiology. Part B. Biochemistry and Molecular Biology. 155. 3: 294-300.

13



