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Osszefoglalas

Az allattenyésztésben jelenleg fizioldgiai, szaporodasbioldgiai, immunologiai, hus- és tejtermelés
biologiai kisérletekben hasznalnak proteomikai vizsgélatokat, bar ezek felhasznalasi teriiletei
még korlatozottak. Mas moddszerekkel ellentétben, melyek egy idéoben mindossze néhany fehérje
meghatarozasat végzik, a proteomikai vizsgalatokkal lehetdség nyilik egy mérésen beliil tobb
ezer fehérje meghatarozasara, igy nyomon kovethetjilk a sejtek valaszait a kisérleti beallitasok
hatasara bekovetkezd valtozasokra. A tojas proteomjanak poliakrilamid gél alapu analizise még
nem kiforrt, a nemzetk6zi irodalomban kevés szdmu részletesen kozolt protokoll talalhato, igy a
mintatisztitds és frakcionalas lépései igen hosszii optimalizalast igényelnek. Ezek mellett a
tojasfehérje mintak fehérjefrakcidjanak 77%-at harom nagy gyakorisagl fehérje teszi ki: a nagy
aranyban el6forduléd fehérjék a gélképeken elfedhetik a szdmunkra nagyobb jelentdséggel bird
kisebb gyakorisagii proteineket, ezért a tojasfehérje mintaknal nagy kihivast jelent, hogy
csOkkentsiik ezek gyakorisdgat. Munkank soran tobb minta-elokészitési és frakcionalasi modszert
teszteltiink: kiilonbozd Osszetételti lizispufferekkel szolubilizaltuk a fehérjéket, molekulasuly
szerint frakcionaltunk szeparald oszlopok segitségével. A nagy gyakorisagl fehérjék szdmanak
csokkentését egy fehérje-specifikus peptid-ligand kotédésen alapuld rendszerrel végeztiik. Egy
optimalizalt eljaras kidolgozasadval megnd annak a valdszinilisége, hogy az adott kezelésre reagalod
fehérje-biomarkereket azonositsuk.

Kulcsszavak: tojas, proteomika, poliakrilamid gélelektroforézis

Possibilities of sample preparation and fractionation in egg proteomics
Abstract

The application of proteomics is relevant to physiology, reproduction, immunology, muscle and
lactation biology in animal science, although its use is still limited. Thousands of proteins can be
analysed using proteomics in an experiment, while other methods analyse just a few proteins at a
time. Consequently, the cell response to the altered environment can be thoroughly monitored by
proteomic tools. 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. In addition, three high-abundance
proteins represent 77% of egg white proteins. These proteins make the detection of low-
abundance proteins very difficult, so the dynamic range of protein concentrations should be
reduced. The aim of this study was to test different sample preparation and fractionation methods.
Egg proteins were solubilized with different lysis buffers and separated based on molecular
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weight of proteins with ultrafiltration. A highly diverse bead-based library of combinatorial
peptide ligands was used to reduce the high-abundance proteins in egg samples. Development of
an optimised method can increase the chance of identification of protein biomarkers.

Keywords: egg, proteomics, polyacrylamide gel electrophoresis

Irodalmi attekintés

Mias modszerekkel ellentétben, melyek egy idében minddssze néhany fehérje
meghatarozasat végzik, a proteomikai vizsgalatokkal lehetdség nyilik egy mérésen beliil tobb
ezer fehérje meghatarozasara (Lippolis és mtsai, 2008). A proteomikai vizsgalatok szamos
bonyolult moédszert kombinalnak a fehérjék azonositiasara és mennyiségi meghatarozasara (Dutt
és mtsai, 2000). Leggyakrabban hasznalt eljaras az egy- és kétdimenzids poliakrilamid
gélelektroforézissel (1D ¢és 2D PAGE) szepardlt fehérjék enzimes hidrolizis utani
tomegspektrometridas ~ meghatarozdsa. Az allattenyésztésben  jelenleg  fiziologiai,
szaporodasbiologiai, immunologiai, hus- és tejtermelés biologiai kisérletekben hasznalnak
proteomikai vizsgalatokat, bar ezek felhasznalasi teriiletei még korlatozottak (Bendixen és mtsai,
2011).

A tojas kétdimenzios poliakrilamid gél alapt analizisének metodikdja még nem kiforrt, a
nemzetkozi irodalomban kevés szamu részletesen kdzolt protokoll talalhato, igy a mintakezelés,
tisztitas, frakciondlds lépései igen hosszi optimalizalasi munkat igényelnek. Ezek mellett a
tojasfehérje mintdk fehérjefrakcigjanak 77%-at harom, nagy gyakorisagi fehérje teszi ki: 54%
ovalbumin, 12% ovotranszferrin, 11% ovomucoid (Boschetti és Righetti, 2008), a tojas
sargdjaban is megtaldlhatd szdmos nagy gyakorisdgu fehérje. Ezek a nagy szdmban eléforduld
fehérjek a gélképeken elfedhetik a szdmunkra nagyobb jelentdséggel bird kisebb gyakorisagu
proteineket (Farinazzo és mtsai, 2009), ezért nagy kihivast jelent, hogy csokkentsiik ezeknek a
fehérjéknek a gyakorisagat. A 2D gél alapu vizsgalatok sikerességét nagymértékben befolyasolja
a minta el6készitése (Molloy, 2000). Figyelembe kell venniink a vizsgalt fehérjék oldhatosagat,
méretét, toltését, izoelektromos pontjat, melyek alapjan kiilonb6z6 fehérjefrakciokat hozhatunk
1étre.

Jelen tanulméanyban célul tiztiik ki, hogy kiilonb6z0 minta-elékészitési és frakcionalasi
lehetoségeket teszteljiink tojasfehérje ¢és tojassargdja mintakon, melyek segitségével a
késobbiekben a tojasmintak proteomikai elemzésének hatékonysaga javulhat.

Anyag és modszer

Mintagyiijtés

Friss tojast gyljtottiink ketreces tartastechnologiaban tartott tyakoktol. A tojasfehérjét és -
sargajat elvalasztottuk egymastol, majd a tojasfehérjét magneses keverdvel homogenizaltuk, hogy
csokkentsiik a viszkozitasat (Qiu és mitsai, 2012). A mintdkat a tovabbi felhasznalasig
cryocsovekben, -80°C-on taroltuk.

Mintatisztitas és frakciondlas

A -80°C-on tarolt mintdkbol, a tojasfehérje ¢és -sargdja esetében is, 30ul-t
homogenizaltunk 500ul lizispufferben. Két kiilonb6z6 lizispuffert teszteltiink: 1. puffer: 2M
thiourea, 8,5M urea, 4% CHAPS, 60mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte, 2. puffer: 8,5M
urea, 2% CHAPS, 50mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte. Egy orat jégen inkubaltuk a
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mintakat gyakori vortexelés mellett, ezt kovetden 15000g-n 45 percig centrifugaltuk. A feliiluszot
hasznaltuk a késobbi vizsgalatokhoz.

Tovabbi kezelésként a feliiliszo egy részét 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad) segitségével is
tisztitottuk. A kit megszabaditja a mintat a detergensekt6l, soktol, nukleinsavaktol és lipidektdl,
valamint koncentralja a fehérjéket. A tisztitds sikerességét egy- és kétdimenzios
gélelektroforézissel ellendriztiik.

A méret szerinti frakcionalas szeparald szlrdk segitségével tortént: harom kiilonbozé
mérettartomany filtert hasznaltunk: 100kD, 50kD ¢és 30kD. 1 ml (1mg/ml) mintat vittiink fel a
100kD-o0s centrifugalis szlirére, melyet 700g-n 30 percig centrifugaltunk. Az atfoly6d fehérje
oldatot az 50 és a 30kD-os fehérje szeparald sziirre vittiik tovabb, majd 10000g-n 30 percig
centrifugaltuk (Greening és Simpson, 2010). A frakcionalas hatékonysagat egydimenzios
gélelektroforézissel vizsgaltuk.

A nagy gyakorisagu fehérjék szamanak csokkentése ProteoMiner Kittel (Bio-Rad) tortént
(a gyarto altal javasolt protokollt kovetve). A kit fehérje-specifikus elvalasztast tesz lehet6ve,
mely  peptid-ligand  kotddésen  alapul. Az elvalasztds  sikerességét egydimenzios
gélelektroforézissel ellendriztiik.

Eqy- és kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis

Az egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézist megeldzden a mintdkat SDS tartalmu
pufferben forraltuk 5 percig. 30ug fehérjét vittiink fel a 4-12%-os gradiens gélekre, majd 170V
fesziiltséggel futtattuk, mig a jelz6 festék el nem érte a gél aljat.

A kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézishez a kiilonb6z6 modon eldkészitett
mintak mindegyikébdl 200pg fehérjét vittink fel a 7cm-es pH 3-10-es és pH 5-8-as IPG
stripekre. A rehidratalé oldat 6sszetétele: 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 hasznaltunk 1:2 ardnyban. Az izoelektromos fokuszalas 1épései: 1. 1épés
250V 20min Linear Ramp; 2. 1épés 4000V 2,5h Linear Ramp; 3. 1épés 4000V 10000Vh Rapid
Ramp, 20°C-on 50pA/strip. A fokuszalt stripeket az SDS-PAGE el6tt equilibraltuk. 10 percig
inkubaltuk az equilibralé 1. oldatban (6M urea, 2% SDS, 0,05M Tris/HCI pH 8,8, 20% glycerol,
2% DTT), majd 10 percig az equilibralo II. oldatban (6M urea, 2% SDS, 0,05 M Tris/HCI pH
8,8, 20% glycerol, 2,5% iodoacetamide). Masodik dimenzidoban 12%-0s géleken tortén a fehérjék
molekulatomeg szerinti elvalasztasa. A futtatdo puffer 1X Tris-Glycin-SDS oldat volt. A
poliakrilamid géleken 1évé fehérjefoltok lathatova tételére Colloidal Coomassie G-250 festéket
hasznaltunk (Dyballa és Metzger, 2009).

Eredmények és értékelés

Szamos teszteld futtatast kovetden kivalasztottuk a nagyobb hatékonysagl lizispuffert,
melynek Osszetétele a kovetkezd volt: 2M thiourea, 8,5M urea, 4% CHAPS, 60mM DTT, 0,2%
100X Bio-Lyte ampholyte. A tojassargaja és a tojasfehérje mintdk esetén is ezt a puffert
alkalmaztuk a tovabbi vizsgalatoknal. Az [. és 2. abran lathatd a tojasfehérje €s tojassargaja
poliakrilamid gélképe a kétdimenzios elvalasztast kovetéen. 2-D Cleanup Kit (BioRad)
segitségével tiszitottuk tovabb a feliiliszokat, majd egy- és kétdimenzids poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el a fehérjéket. A tojassargdja mintdk esetén a 2D gélképeken a
Cleanup Kit 20%-kal novelte a lathatd fehérje spotok szamat, a tojasfehérje mintaknal ezt nem
tapasztaltuk. Az 1D géleken egyik mintatipusnal sem tortént javulas Cleanup Kit hatasara (3.
dbra). Tojassargaja és -fehérje mintak esetén a centrifugalis sziirk segitségével végzett
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szeparalassal nem értiik el a kivant eredményt. Harom kiilonb6zé mérettartomanyu filtert
teszteltiink (100kDa, 50kDa és 30kDa). A 100kDa-0s sziir6k, melyeknek a 100kDa-nal kisebb
fehérjéket at kellene engedniiik, szinte a teljes fehérjemennyiséget visszatartottak. A 100kDa-0s
szlirén tortént szeparalast kovetden a fennmaradt fehérje frakcid egydimenzios gélképe a 4. abrdan
lathat6. Ennél a két mintanal csak a 100kDa-nal nagyobb régioban szabadna savoknak
megjelenni a gélen. Az 50 és 30kDa-0s szlir6kkel sem értiik el a kivant eredményt. Ennél a két
tipusnal, a gyart6 ajanlasa alapjan, a 100kDa-os sziir6n atfolyd fehérje frakciot hasznaltuk a
szeparalashoz. Szintén a 4. dbrdn lathato a szeparalas eredménye; megfigyelhetd, hogy az 50 és a
30 kDa-nal nagyobb régidokban is tobb fehérje sav talalhato. Azt valoszinisitjiik, hogy a minta
komplexitasa miatt nem muikodtek megfeleld hatékonysaggal a méret szerint szeparald
centrifugalis sziirdk.

A fehérje-specifikus elvalasztast ProteoMiner (BioRad) kittel végeztiik, mely egy peptid-
ligand kotédésen alapuld rendszer. A kereskedelmi forgalomban nem kaphatok olyan peptid-
ligand konyvtarak, melyek a tojasmintdkban 1évé nagy gyakorisagu fehérjék szamat
csokkentenék, de a vérplazmara optimalizalt kitek esetleg miikdodhetnek tojasmintak esetében is.
A 3. abra 5. oszlopaban ProteoMiner Kkittel tisztitott tojassargdja mintdk lathatok. Ha
Osszehasonlitjuk ezeket a 2. oszlopban 1évé csak lizispufferrel kezelt mintaval, lathato, hogy a
ProteoMiner hasznalataval a 100-200kDa-0s, valamint az 50-75kDa-os régidban tobb fehérjesav
valt lathatova. A ProteoMiner-rel tiszitott tojasfehérje mintaknal az egydimenzios poliakrilamid
géleken nem jelentek meg Uj savok (3. dbra 6. minta) a csak lizispufferrel kezelt mintakhoz
képest (3. dbra 1. oszlop), de a nagy gyakorisagu fehérjék, pl. a 45 kDa koriil lathatdo ovalbumin
¢s a 70kDa-nal lathat6 ovotransferrin mennyisége csokkent.

1. dbra: Tojasfehérje 2D PAGE gélképe, pH 3-10 és pH 5-8 stripek hasznalataval
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Fig. 1: Two-dimensional gelelectrophoresis of egg white, pH ranges are 3-10 (left) and 5-8
(right)
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Fig. 2: Two-dirﬁensional geleleétrbphoresis of egg yolk, pH fanges are 3-10 (left) and 5-8 (right)

3. dbra: Tojasmintak egydimenzids gélképe 2D-Cleanup Kit és ProteoMiner Kit hasznalatat
kovetden
1. tojasfehérje, 2. tojassargaja, 3. tojassargaja (2D-Cleanup Kit), 4. tojasfehérje (2D-Cleanup Kit),
5. tojassargéja (ProteoMiner), 6. tojasfehérje (ProteoMiner)

Fig. 3: One-dimensional gelelectrophoresis of egg samples using 2D-Cleanup Kit and

ProteMiner Kit
1. egg white, 2. egg yolk, 3. egg yolk using 2D-Cleanup Kit, 4. egg white using 2D-Cleanup Kit,

5. egg yolk using ProteoMiner, 6. egg white using ProteoMiner



Gulyds et al. | AWETH Vol 9.3. (2013) 158

4. abra: Méret szerinti frakcionalas centrifugalis sziirokkel
1. tojassargaja 100kDa>fehérjék, 2. tojasfehérje 100kDa>fehérjék, 3. tojassargaja
50kDa<fehérjék, 4. tojasfehérje S0kDa<fehérjék, 5. tojassargaja 30kDa<fehérjek, 6. tojasfehérje
30kDa<fehérjek
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Fig. 4: Fractionation using centrifugal ultrafiltration
1. egg yolk 100kDa>proteins, 2. egg white 100kDa>proteins, 3. egg yolk S0kDa<proteins, 4. egg
white 50kDa<proteins, 5. egg yolk 30kDa<proteins, 6. egg white 30kDa<proteins

Kovetkeztetések és javaslatok

A minta-el6készités és frakcionalas soran harom fontos tényez6t kell szem el6tt tartanunk.
Az egyik a fehérjék kinyerésének hatékonysdga, a masik kettd pedig az id6- és
koltségtakarékossag.

A megfeleld lizispuffer kivalasztasa sarkallatos pontja a proteomikai vizsgalatoknak,
hiszen itt d6l el, hogy mennyi fehérjét tudunk oldatba vinni. Jelen esetben a magasabb
koncentracioban jelen 1évé kaotropikus és redukald agenseket (urea, thiourea, DTT), valamint
denaturalo szert (CHAPS) tartalmazé oldat bizonyult hatékonyabbnak. A pH 5-8-as stripek
hasznalataval jobb felbontast érhettiink el az adott tartomanyban, bar igy azok a fehérjék, melyek
ezen a région kiviil estek nem latszottak a gélen. A Cleanup Kit hasznalata sok mintatipusnal
elengedhetelen (pl. vérplazma), mert a magas sokoncentracié lehetetlenné teszi az izoelektromos
fokuszalast. A tojassargaja mintdk esetén a 2D gélképeken a Cleanup Kit 20%-kal ndvelte a
lathatd fehérje spotok szdmat. A tobbi esetben nem tapasztaltunk szignifikdns javulast. A
ProteoMiner Kit hasznalata az egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis alapjan tojassargaja
mintak esetén indokolt, a tojasfehérje mintaknal nem novelte a fehérje sdvok szamat.
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