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BEVEZETES

A hiivelyesek (Leguminosae vagy Fabaceae) rendjébe tartozd novények fontos szerepet
toltenek be a human taplalkozasban azaltal, hogy kitiind forrdsai a szénhidratoknak, rostoknak,
asvanyi anyagoknak és fehérjéknek, melyek bioaktiv szerepe az utdbbi évek taplalkozastudomanyi
kutatasainak jelentOs részét képezi. Esszencialis aminosavakban, példaul lizinben gazdagok, viszont
tapértékiiket limitalja, hogy kéntartalmt aminosavakban szegények. Gabonafélékkel kombinalva
azok alacsony lizin tartalmat jol kiegészitik, igy egy kiegyensulyozott étrend részei lehetnek. A
tartalékfehérjéket képez6 albumin és globulin frakcid mellett, a kutatasok eléterébe keriiltek olyan
minor fehérjekomponensek, amelyek féleg biologiailag aktiv fehérjékbol allnak.

A biologiailag aktiv komponensekkel végzett korai kutatasok elsGsorban az antinutritiv
anyagok negativ hatdsat vizsgaltdk a laboratoriumi €s a haszondllatok tdpanyag hasznositasaban. E
vizsgélatok hasznos mennyiségi és mindségi informaciokat szolgaltattak a karos hatas jellemzésére.
Igy indulhatott meg a nemkivanatos hatast csokkent6 eljarasok Kifejlesztése is.

Az utdbbi évtizedben azonban szemléletvaltas kovetkezett be, mely jelent6s fejlodést
eredményezett a taplalkozasban betoltott szerepiik megitélésében. A tudomanyos érdeklodés egyre
inkdbb e komponensek egészséggel és életmindséggel kapcsolatos eldnyos alkalmazasanak
iranyaba fordult. Kiemelt szerepet kapott a tapcsatornaval valo kolesonhatasuk vizsgalata, tobbek
kozott a metabolizmus, a hormon- és az immunregulacio, melyekkel kapcsolatban még ma is sok a
feltarni vald ismeret. Ezért, a témaban ¢€lenjard kutatok az ,antinutritiv”’ kifejezés helyett ,,a nem
tapanyaghordozo, bioaktiv komponensek™ kifejezést részesitették eldnyben.

A genetikailag modositott novények Kifejlesztésével e komponensek egy egészen 1j,
novényvédelmi alkalmazasi teriilete is reflektorfénybe keriilt.

Ilyen, biologiailag aktiv fehérjék csoportjaba tartoznak a foként babokban (Phaseolus
vulgaris) eléfordulé alfa-amilaz inhibitorok (aAl), amelyeket egy k6zos lektin-géncsalad kodol. Ez
a géncsaladd harom fehérjét expresszal, a lektin aktivitassal rendelkezd fitohemagglutinint (PHA) és
ennek csonkitott valtozatait, mint az amilaz inhibitor aktivitassal rendelkezé aAl-t és az arcelint
(Arc). Ez utobbi szerepe a ndvényben még nem egészen tisztazott, elsésorban a novény rezisztencia
tulajdonsagaival hoztak Osszefliggésbe. Az oAl az alfa-amilaz emésztéenzim katalizisét gatolja
enzim-inhibitor komplex kialakitasa révén. Az aAl-1 a human és a rovar nyal és pankreasz eredetii
enzimeivel szemben hatasos. A novényi fehérjeszintézist kovetden az aAl-1 egy funkciondlisan
inaktiv eléfehérjébdl poszt-transzlacios modosulasok alkalmaval aktiv alegységekké bomlik. Ezen

inhibitor aktivitasuk miatt az aAl-1-ek az utobbi években tobb kutatds kozéppontjaba keriiltek.
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Gatlo hatasuk miatt @ novényi kartevok szénhidrat- és energiahasznosulasat karosan befolyasoljak,
igy a ndvényi védéfehérjék csalddjaba sorolandok. A bab eredetii aAl-1fehérjét kodold gén borsoba
(Pisum sativum) valé transzformalasa jelentésen megnovelte aAl-1fehérje expresszidjat, ezaltal
eredményesnek bizonyult a borsé kartevéjével (Bruchus pisorum) szembeni védekezés soran.
Azonban a kutatok korében vitat valtott ki és megkérddjelezésre keriilt a fehérje borsoban vald
poszt-transzlacids modosulasa soran megfigyelt szerkezeti és ebbdl kifolydlag immunolédgiai
tulajdonsagainak megvaltozasa. Ezért Gijabb kutatasok iranyultak a bab aAl-ok szerkezetének és
funkcidjanak vizsgalatara.

Tovabba, a bab aAl-ok a human szénhidrat metabolizmusban bet6ltott szerepiik miatt is
fontos targyat képezik a kutatasoknak az egészségmegorzes és életmindség javitasa szempontjabol.
Mivel az aAl-1 a keményit6 lebontasat befolyasolja, ezaltal igéretes Gsszetevo lehet az elhizottak és

Bar szamos kutatds indult e fehérje szerkezeti és funkciondlis tulajdonsdgainak jellemzésére,
még tobb nyitott kérdés maradt a kutatas szamara. Ezért az értekezés célja a fehérje szerkezetének
pontosabb megismerése olyan 11j informaciokat eredményez6 modszerekkel, mint pl. a proteomika,
indokolt. A szerkezet és funkcido kapcsolatanak megismerése és Osszekotése olyan biologiai
aktivitas vizsgalatokkal, mint pl. az antigenitas vagy allergenitas még tovabbi kutatast igényel. A
tapcsatornaban vald viselkedésiik €s rezisztencia esetén kifejtett enzimgatld vagy immunmodulaléd
hatdsuk megismerésében ma még sok feltaratlan teriilet maradt. Ez utobbiak fontosak mind a

taplalkozastudomanyi ismeretek bdvitése, mind pedig az élemiszerbiztonsadg szamara.
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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Hiivelyes novények szerepe a taplalkozasban

A globalis gazdasag- és népességnovekedés kovetkezményei az agrargazdasagban is
megfigyelhetéek. A vildg népességének ellatasahoz 2050-re 70 %-kal tobb élelmiszerre lesz
sziikség (BRUINSMA, 2009). A hus- és tejtermékek iranti ndvekvo kereslet miatt az allattenyésztés
is kihivasok elé néz, melynek kritikus pontja lehet a takarmanyozas. Az utdbbi években emiatt
fontos agrargazdasagi feladat lett a fehérjendvények termesztési teriiletének és hozamanak
novelése.

A hiivelyesek (Leguminosae és a Fabaceae), a gabonafélék utan, a masodik legfontosabb
gazdasdgi novények. Magas fehérjetartalmuk miatt jelentds szerepilk van az dllatok
takarmanyozasaban. Fontos szerepiik van a fenntarthaté mezdgazdasagi rendszerek kialakitasaban,
mind a fejlett és fejlodd orszagok fehérjeellatasaban (POPELKA, 2004). A vilag term6fold
teriiletének 15 %-an termesztenek hiivelyeseket, amelyek a fehérjeellatas 33 %-at és a névényi olaj
ellatas 35 %-at adjadk (GRAHAM ¢és VANCE, 2003). Legf6bb képviseldik a szojabab, lencse, bab,
borsd, csillagfiirt és a foldimogyord. A szdjabab foleg az 4zsiai orszagokban elterjedt, a lencse és a
csicseriborsd a mediterran orszagok f6 hiivelyes taplaléka, a babfélék leginkabb a Kozép-és Eszak
Amerika orszagai mellett, ma mar Eurdopdban is egyre gyakrabban fogyasztott fehérjeforrasok
(SCHNEIDER, 2002). Ugyanakkor a hiivelyes fehérjék a human taplalkozasban gyakori kiegészit6i
mas fehérjeforrasoknak (DURANTI, 2006). A funkcionalis novényi fehérjék egyre novekvd piaca
igényli az alternativ, eddig kevésbé hasznositott fehérjeforrasok felderitését, kutatasat.

Ugyanakkor a gazdasagilag fejlett orszdgokban, ahol szemben a novényi fehérjékkel a nagy
energiatartalmu és elsdsorban allati eredetli fehérjék fogyasztasdnak tulstilya dominal, az elhizasos
megbetegedések szdma megsokszorozddott, vilagméretli, népegészségiigyi problémava valt. Az
elhizas kovetkezményében kialakuld megbetegedések koz¢ tartozik a diabétesz, kardiovaszkularis
megbetegedések, iziileti gyulladdsok €és a stroke. A WHO becslései szerint 2020-ra a globalis
megbetegedések kétharmada az elhizds és azzal kapcsolatos betegségeknek lesz tulajdonithato
(BABOOTA ¢és mts., 2013). Az elhizds elleni készitményeknek, amelyek csokkentik vagy
kontrollaljak a testsulyt, szdmos nem kivanatos mellékhatdsat bizonyitottak, melyek vetekednek a
tényleges hatassal. Ezért lett fontos az utobbi években a nem gydgyszeralapu alternativak kutatasa
az elhizds megeldzésére és kezelésére. Tobb hiivelyesben eldforduld biologiailag aktiv fehérje
bizonyitottan hatassal van a human metabolizmusra, ezért sziikség van ezek szerepének pontosabb

megismerésére iranyulo kutatasokra.
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1.2. Hiivelyes fehérjék jellemzése

A hiivelyesek fehérjetartalma szarazanyagra vonatkoztatva atlagosan 20-40 %. A
fehérjetartalom a babokban 20-28 %, a borsoban 21-28 %, mig a sz6jaban és a csillagfiirtben 38-40
% (DURANTI, 2006) (1. tablazat).

1. tablazat: Hiivelyes élelmiszerndvények 100 g szarazanyag tartalomra vonatkoztatott
fehérjetartalma (COMAI és mts., 2007)

Hitvelyesek fehérjetartalom
(g/100g szarazanyag)
Bab (Phaseolus vulgaris) 28,1
Borso (Pisum sativum) 22,8
Csicseriborso (Cicer arietinum) 23,9
Lencse (Lens culinaris) 27,6
Csillagfiirt (Lupinus albus.) 39,4
Szdja (Glycine max) 38,3
Foldimogyoré (Arachis hypogaea) 28,4

A hiivelyesekben talalhaté fehérjék harom csoportba sorolhatok: tartalékfehérjék,
biologiailag aktiv fehérjék és allergén fehérjék.

A tartalékfehérjék a novény fejlodése soran a magvakban képzdédnek €s a membran
organellumokban (protein testek) raktarozodnak. Legtobbjik nem rendelkezik Kkatalitikus
aktivitassal, a ndvény csirdzasa soran hidrolizisen mennek at és annak tovabbi fejléddése soran szén,
nitrogén és kénforrasként szolgalnak (DURANTI és GIUS, 1997). A hiivelyesek két 06
tartalékfehérje frakcioi: az albuminok és a globulinok (MONTOYA, 2010). Az albuminok
kiegyensulyozott aminosav Osszetételiiek, fOleg kéntartalmi aminosavakban gazdagok. A
globulinok szedimentacios koefficiensiik (S) alapjan két tovabbi frakciora oszthatok: a 11S
(legumin) és 7S (vicilin) tipusu globulinok (CASEY, 1986). Ez a két csoport szerkezeti eltérést
mutat, ami poszt-transzlacios modosulasok kovetkezménye (SHEWRY, 1995). Mindkét csoport
ciszteinben és mentioninban szegény. A két globulin aranya fajonként valtozo, példaul a szojaban
¢s a csillagfiirtben a 7S vicilin nagyobb ardnyban van jelen, mint a 11S legumin, a borsdban és
egyes babfajtakban pedig a 11S leguminok dominalnak (JEZIERNY, 2010). A 11S leguminok hat
alegységpart tartalmaznak, amelyek nem kovalensen kapcsolddnak egymashoz. Mindegyik

alegységpar felvaltva tartalmaz egy diszulfid hiddal 6sszekapcsolt savas (40000 Da) és egy bazikus
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(20000 Da) alegységet (SHEWRY, 1995). A legumin tipusu fehérjék altalaban nem glikozilaltak,
kivétel ezalol a csillagfiirt leguminja (DURANTI, 1998). A 7S vicilinek trimer szerkezetii fehérjék,
molekulatomegiik 150000-190000 Da kozotti, az alegységek 40000 és 80000 Da kozottiek. Nem
tartalmaznak cisztein aminosavat, ezért diszulfid hidak kialakitasara nem képesek. Az alegységek
szerkezete széles korli valtozatossagot mutat a poszt-transzlaciés modosulasok eltéréd mértéke miatt.
A borso vicilin alegysége kezdetben egy 47000 Da molekulatomegl polipeptidként szintetizalodik,
de kés6bb a poszt-transzlacid sordn glikozildlodik, ami megnoveli az alegység molekulatomegét
(CASEY, 1986). A bab és a szbdja 7S vicilinjei eltéré szerkezetet mutatnak a borsoban talalhato
vicilint6l az erésebb glikozilacios mértékiikk miatt. Példaul a Phaseolus vulgaris 7S vicilinje
glikozilalt alegységekbdl all, melyek molekulatomege 43000- 53000 Da kozotti (CHRISPEELS és
RAIKHEL, 1991).

A hiivelyesekben jelent6s aranyban talalhatoéak olyan bioldgiailag aktiv komponensek,
amelyek ugyan nem tapanyagként szolgalnak, de pozitiv vagy negativ hatassal lehetnek a human és
az allati tapanyaghasznositasra. Ett6l a pozitiv vagy negativ hatastol fliiggéen a szakirodalomban
tobbféle megnevezést hasznalnak ezekre az Osszetevokre, mint példaul toxikus komponensek
(LIENER, 1976; LIENER és mts., 1986), antinutritiv faktorok (THOMPSON, 1993; SHAHIDI,
1997; ROY és mts,. 2010), nutritiv faktorok vagy bioaktiv dsszetevok (SAVAGE és DEO, 1989) ¢s
fitokemikaliak (FERGUSON, 1999). Azokat a biologiailag aktiv vegyiileteket antinutritiv
faktoroknak nevezziik, melyek tartos, folyamatos fogyasztasa negativ hatassal van a tapanyagok
hasznosuldsdra, emiatt a hiivelyes magvak fogyasztdsa korlatozott. Ezek lehetnek fehérje
természetll, illetve nem-fehérje természetli antinutritiv komponensek (DURANTT és mts., 1997). A
nem fehérje természetii antinutritiv komponensek lehetnek fitatok, alkaloidok ¢és fenolos
komponensek, mint példaul a tanninok. A legtobbet tanulmanyozott antinutritiv komponensek a
fehérje természetli enzim inhibitorok és a lektinek (MUZQUIZ ¢s mts., 2012). Az antinutritiv
fehérjék hosszu ideig tartd, folyamatos etetetése a kisérleti allatokban a tapanyag hasznosulas
elmaradasat, gyenge novekedési erélyt, csokkent emészthetdséget és felszivodast eredményeznek.
Megfigyelték tovabba, a tdpanyagok lassabb tovabbitasat a tapcsatornaban, a vékonybélfal
szerkezeti valtozasat és karosodasat, illetve koros hasmenés kialakuldsat is. Mivel e komponensek
technologiai kezelések soran torténd viselkedésével (hostabilitas, kémiai vagy enzimes kezelés,
csiraztatas, fermentacid, stb.) kapcsolatban féleg laboratériumi kisérletes adatok allnak
rendelkezésre, ezért a kozelmult célzott kutatasaiban a tapcsatornaval vald kolcsonhatasuk
megismerése keriilt inkabb eldtérbe. Ezen belill is az anyagcsere, illetve a luminalis antigénekre
kialakult immunvélasz mindsége kapott hangstlyt.

A szerin protedz inhibitorok antinutritiv tulajdonsaguknal fogva stabil kotés kialakitasaval

az olyan emészté enzimek aktivitasat gatoljak, mint a tripszin és a kimotripszin. A tripszin
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inhibitoroknak kiilénboz6 izoformait azonositottak hiivelyesekben (GUILLAMON és mts., 2008a;
MUZQUIZ ¢és mts., 2012). Ezek az inhibitorok a Kunitz (KTI) és a Bowman-Birk (BBI)
fehérjecsaladokhoz tartoznak. A tadpcsatornaban tuléld és funkciondlisan aktiv proteaz inhibitorok
csokkentik a tapfehérje emészthetdségét, tobbek kozott a gasztrin peptid hormon lebomlasat. Ennek
kovetkezményeként fokozodik a sosav €s pepszin szekrécid a gyomorban, tovabba a hasnyalmirigy
gyors ndvekedése (hipertrofia) és tilzott enzimszekrécioja (hiperplazia) figyelheté meg. Ez fokozott
endogén fehérje kivalasztast eredményez a vékonybélben (PUSZTAI és mts., 1997). Ugyanakkor az
elmult két évtizedben ezeknek az inhibitoroknak pozitiv, egészségmegdrz hatasaira is. felfigyeltek
(GELENCSER, 2009; CHAMP, 2002; LAJOLO és GENOVESE, 2002; ROY és mts., 2010;
MUZQUIZ és mts., 2012), melyek szerint antikarcinogén agensek is lehetnek. A BBI fehérjérol
mind in vitro é mind in vivo kisérletek soran bebizonyitottak, hogy a karcinogenezist
visszaszorithatia (MUZQUIZ ¢és mts.,, 2012). Patkdnyokban a vastagbél daganatos
megbetegedésének eléfordulasat és gyakorisagat csokkentette. Ezt a hatast azonban a fehérje
hokezelt formajaval nem érték el, tehat a nativ inhibitor aktivitas sziikséges az antikarcinogén hatés
elérésé¢hez (KENNEDY ¢és mts., 2002). Huméan klinikai vizsgalatok soran nem volt bizonyithat6 a
BBI toxicitasa (AMSTRONG és mts., 2000).

Az alfa-amildaz inhibitorok (aAl) a szénhidrat metabolizmusban fontos enzimek, az alfa-
amilazok (EC 3.2.1.1) a,1-4 glikozidos kotéseket bontd aktivitdsat gatoljak. A szénhidrat
anyagcserében betoltott szerepiik miatt fontos bioldgiailag aktiv fehérjék, a vér gliikoéz szintjét
csokkentd hatdsukat irtak le, ami a keményitébontas gatlasanak kovetkezménye. Ezen antinutritiv
tulajdonsaguk miatt az aAl-t ,starch blocker”-ként, azaz a keményitd lebontdsit blokkolod
kiegészitésében (BARRETT és UDANI, 2011). Ez a tulajdonsaguk azonban vitatott, mivel a
készitmények tobbsége nagyon alacsony inhibitor aktivitassal rendelkezett, amely mellett jelen volt
a PHA toxikus hatisa is. Az amildz enzim gatlason alapuld hatast a novényi kartevok elleni
védekezésben a modern biotechnologia is alkalmazza (SCHROEDER és mts., 1995; PRESCOTT és
mts., 2005).

Az enzim inhibitorok mellett a masik antinutritiv fehérjecsoport a lektinek, melyek gyakran
glikoprotein tipust fehérjék. A lektinek reverzibilis kapcsolodasra képesek szénhidratokkal, a
kovalens kotésszerkezet megvaltoztatdsa nélkiil. Cukorkotd képességiik réven felismerik a
vorosvértestek sejtfelszini receptorait, ezaltal a sejtek agglutinacidjat (hemagglutininek) okozzak in
vitro. A hemagglutinacios aktivitas fiigg a hokezelés modjatol és idejétél valamint a hiivelyes
novényfajtol (ETZLER, 1985). A nyalkahartya sejtfelszini receptoraihoz kotddd, Gn. mitogén
lektinek proliferacids aktivitdsuk miatt a vékonybél tulzott ndovekedését (hiperplazia) képesek

kivaltani patkanyban. Sejtfelszini receptorokhoz kapcsolodva a tapcsatorndval kolcsonhatisba
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lépnek és az anyagcserét megvaltoztatidk (GELENCSER, 2009). Tartds etetésiik toxikus lehet
(ZUCOLOTO ¢és mts., 1991). Elsddleges strukturdjukat tekintve a hiivelyes lektinek nagyfoku
homologiat mutatnak egymassal, azonban a szénhidrat specificitdsukat valtozatossdg jellemzi
(NASI és mts., 2009). A bab (Phaseoulus vulgaris) agglutinin (PHA) felismeri és specifikusan
kotédni képes az emlds glikoproteinek komplex gliikan részében 1évo terminalis galaktoz, az N-
acetilgliikozamin és manndz végcsoportjaihoz (CHRISPEELS és RAIKHEL,1991). A leuko-
agglutininek (PHA-L) a mononuklearis sejtekre gyakorolt proliferacios hatasuk miatt, a luminalis
antigénekre adott immunvalasz mindségét is képesek megvaltoztatni. Ezt a hatdst tripszin
inhibitorokban ¢és lektinben das albumin koncentratummal patkanymodellben bizonyitottak
(GELENCSER, 2009). Az eritroagglutininek (PHA-E) erds eritro-agglutinaciés képességgel
rendelkeznek. Amig néhany lektin hére labilis, masok hoérezisztensek lehetnek ¢és nagyobb
menniységli, nem megfeleléen hdkezelt hiivelyes mag fogyasztdsa utdn az aktiv lektin
vorosvérsejtek agglutinaciojat valtja ki, amely hemolizishez és extrém esetben halalhoz vezethet
(LIENER ¢és mts.,, 1986). A lektinek toxicitasarol, specificitasuktol fiiggéen, egymasnak
ellentmondé nézetek ismertek. PEUMANS és VAN DAMME (1995) szerint a lencse és borsd
lektinek nyersen fogyasztva toxikusak az emberi szervezetre, mig masok (GONZALEZ ¢és mts.,
2005) a lencse, borsd ¢és csicseriborsd lektint nem talaltak toxikusnak. Mas tanulmanyokban,
csicseriborsoban lektin aktivitast mutattak ki, azonban ez a toxicitast kivaltdé hatarérték alatt volt
(SINGH és mts., 1982). Az inhibitorokhoz hasonl6an a lektineknek is lehetnek az egészségre nézve
elényds tulajdonsagai; bélfunkcidt stimulald és tumor novekedést limitald hatassal rendelkeznek
(MUZQUIZ és mts., 2012; GELENCSER, 2009). Patkdnyokon végzett kisérletek soran a bab
fitohemagglutinin preparatum csokkentette a tumor novekedés mértékét (PRYME és mts., 1998).
PUSZTALI ¢és mts. (1998) kisérletei soran elhizott patkdnyokban csokkent a lipid akkumulacio,
amikor nyers vesebabot tartalmazo diétan tarottak Oket. Ez feltehetden kapcsolatban volt a lektin
altal indukdlt inzulin szint csdkkenésével. A 2. szdmu tdblazat a hiivelyesekben eléfordulod

biologiailag aktiv komponenseket és azok fiziologiai hatasait foglalja ssze.
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2. tablazat: Egyes hiivelyes novényekben megtaldlhatd bioldgiailag aktiv komponensek és azok
fiziologiai hatasa (MUZQUIZ és mts., 2012)

KOMPONENS FIZIOLOGIAI HATAS FAJ
Fehérje eredetiiek: novekedés gatlas, lencse
- proteaz inhibitorok hormonalis egyensulyzavar,
- lektinek vékonybél karosodas bab
Glikozidazok: flatulancia, farkas bab
- o-galaktozidaz gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz
- vicin/convicin enzimhiany, csillagfiirt
- szaponoinok csokkent vékonybél ateresztd
képesség z6ldborsé
Egyéb: asvanyianyagok
- fitatok felszivodasanak csokkentése, sz0ja
- alkaloidok novekedés gatlas,
- polifenolok fehérjék  emészthetdségének z6ldbors6
csokkentése

1.2.1. Allergén fehérjék

Az élelmiszer allergia fontos egészségiligyi problémat jelent a vildg szamos orszagaban, a
népesség 1-2 %-a szenved valamilyen allergids megbetegedésben (HELM és BURKS, 2000;
JACKSON, 2003), amely a gyerekek 5-8 %-at, a felndttek 2-4 %-at érinti (MILLS és mts., 2003;
JACKSON, 2003; SICHERER és SAMPSON., 2010).

Az ¢élelmiszerallergia az immunrendszer tilzott reakcidja valamely artalmatlan anyagra,
amely legtobbszor fehérje. Az élelmiszerallergiak nagy része IgE medialt immunreakcio, amit |.
tipusu talérzékenységi reakcionak is neveznek. Az IgE-medialt allergia mechanizmusanak elsd
fazisa egy érzékenyitési szakasz, amelynek soran az antigént prezentalo sejtek (APC) az antigént a
T-sejteknek prezentaljak, amelyek ezzel aktivalodnak és Th2 limfocitakka differencialédnak (1.
abra). Ezek a limfocitak I1L-4 és IL-13 interleukinokat termelnek, amelyek hatasara a B-sejtek IgE
ellenanyag termelé plazmasejtekké alakulnak. Az IgE molekuldk a szovetekben jelen 1évd
hizdsejtek és bazofil granulocitdk IgE-kotd receptoraihoz kapcsolddnak. A mechanizmus masodik

fazisa az, amikor a szervezet ismételten talalkozik az antigénnel. Ekkor az antigén keresztkotést
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alakit ki a hizosejtekhez és a bazofil sejtekhez kotott IgE ellenanyaggal. Ez a kotés a hizosejtek
degranuldlasat eredményezi és tiineteket kivaltdé mediatoranyagokat (hisztaminok) szabadit fel,
amelyek a vérbe és a szovetekbe keriilve gyulladést valtanak ki. A tiinetek kiilonbozdéek lehetnek;
igy bértiinetek (ekcéma), 1égzdszervi tiinetek (asztma, rhinitis) és/vagy emésztérendszeri tiinetek
(hasmenés). Az IgE medialt allergidk esetében a tiinetek az élelmiszer elfogyasztasa utan azonnal,

vagy néhany percen beliil fellépnek.
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1. abra: Allergias reakcié mechanizmusa és tiinetei
Joost Smit, University Utrecht; http://ucfa.nl/food-allergy/mechanisms/

Az allergén fehérjék kozos jellemzdje, hogy antigén determindnsokkal, un. epitdpokkal
rendelkeznek. Az epitdp kifejezést eldszor Niels Jerne haszndlta 1960-ban az antigéneknek arra a
szakaszara, amelyeket az elleniik termelddott ellenanyag molekulak felismernek (JERNE, 1960).
Az epitop az antigén molekuldnak tehat az a kotdhelye aminosav szinten, amely kapcsolatot 1étesit
az immunglobulinokkal. A kapcsolodas antigénspecifikus és nem érinti a teljes molekulat.
Megkiilonboztetiink folytonos (lineéaris) vagy szekvencidlis epitopokat, és nem folytonos vagy
konformalis epitopokat. A legtobb T-sejt epitop linearis és a legtobb B-sejt epitop pedig
konformdlis epitop (LAVER ¢és mts., 1990). A linearis epitopok a fehérje harmadlagos
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szerkezetének megvaltozasa, felbomlasa utan is megmaradnak, az ellenanyagok ezutén is felismerik
Oket. A konformalis epitépok - mivel a fehérjelancon egymadstdl tavol esé aminosavak kozott
jonnek Iétre - a harmadlagos szerkezet felbomldsa utdn mar nem tartjdk meg az eredeti
konformaciojukat, igy, mar az ellenanyaghoz sem képesek kapcsolodni. Ha két antigénmolekula
hasonld epitép szerkezettel rendelkezik, megtorténhet, hogy mindkettd képes ugyanazon
ellenanyaghoz kapcsolddni, ami ezzel kereszt-reaktivitast eredményez (JACKSON, 2003).

Az allergiat kivaltd fehérjék legtobb esetben glikoproteinek. Az €16 sejtekben lejatszodo
fehérjeszintézist kovetden a fehérjemolekuldk tovabbi, kiilonbozé szerkezeti valtozasokon mennek
keresztiil, melyeket poszt-transzlacids moddosulasnak neveziink. Ezek a valtozdsok szoros
Osszefiiggésben vannak a fehérjék biologiai mukddésével és meghatirozdoak azok funkcidjat
tekintve. Tobbek kozott egyik ilyen szerkezeti valtozas a glikozilacid, amely soran monoszacharid
vagy oligoszacharid lancok kapcsolodnak a fehérjét alkotd bizonyos aminosavakhoz. Ez a
kapcsolodas torténhet N- vagy O-glikozilacié révén. Az O-glikozildcid sordn a szénhidrat a Ser
(szerin) vagy Thr (treonin) aminosav oldallancainak hidroxil csoportjdhoz kapcsolodik O-
glikozidos kotéssel. Az N-glikozilacid soran az oligoszacharid egységek az Asn (aszparagin)
aminosav aminocsoportjdhoz kapcsolddnak N-glikozidos kotéssel (2. dbra). A szénhidrat csoportok
kapcsolodasa a fehérjelanchoz meghatarozza a fehérje funkcidit, bioldgiai aktivitasat, stabilitdsat,
immunoloégiai viselkedését. Immunologiai viselkedést tekintve a poszt-transzlacios modosulas soran
glikozilacioval kialakulhatnak olyan szénhidrat-keresztkoté determinans (CCD) csoportok a
fehérjéken, amelyek a szénhidrat receptoron keresztiil képesek az ellenanyag molekuldhoz
kapcsolodni. Ezek az Un. szénhidrat epitopok, melyeket az IgE ellananyagok felismernek. A CCD
csoportok altaldban novényi eredetli glikoproteineken taldlhatdéak, amelyeket felismerd IgE
ellenanyagok bioldgiai aktivitasa alacsony és ez pozitiv RAST (RadioAllergen Sorbent Test) tesztet
eredményez klinikai tiinetek megjelenése nélkiil is (VAN DER VEEN és mts., 1997).
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2. abra: N-glikozilacio abraja
A fehérje aszparagin aminosavjan keresztiil N-glikozidos kdtéssel két N-acetil
glilkozaminbo6l (G) harom mannoz (M) egy xiloz (X) és egy fukoz (F) kapcsolodik.

Az allergenitas tehat egy genetikailag is meghatarozott, fajspecifikus tulajdonsag, amely

fiigg az atopids egyének variabilitdsatol és ezért nem becsiilhetd kizarodlagosan egy adott fehérje
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tulajdonsagai alapjan. Az allergias reakciok gyakorisaga és specificitasa foldrajzi €s kornyezeti
faktoroktdl is fligg.

Az allergén fehérjék tehat olyan antigének, melyek IgE-medialt immunvalasz kivaltasat
eredményezik. A f6 allergénekhez soroljuk azokat, amelyek az arra érzékeny egyének legaldbb
50%-anal (legalabb 10 érzékeny egyént tekintve) kivaltjak az allergiés tiineteket (MILLS ¢és mts.,
2003). A Pfam adatbazis a 3D szerkezet alapjan megallapitott szerkezeti homologia, illetve a
lehetséges funkciok szerinti fehérje csaladokba sorolja az élelmiszer allergéneket (BREITENEDER
¢s CLARE MILLS, 2005). A novényi allergén fehérjék csaladokba sorolhatok szerkezeti és
funkcionalis tulajdonsagaik alapjan. A tapcsatornan keresztiil érzékenyitd f6 fehérjecsaladok a
prolamin és a kupin csalad, valamint a novényi védekezd-rendszerben szerepet jatszo fehérjecsalad
(BREITENEDER ¢és RADAUER, 2004). A hiivelyes novényeknek nagy fehérjetartalmuk
kovetkeztében fontos szerepiik van az allergenitdas kialakulasdban. A prolamin fehérjecsalad
elnevezés a magas prolin és glutamin tartalmi gabona-prolaminokbol ered, melyek a gabonafélék
o tartalékfehérjéi. Ebbe a fehérjecsaladba tartoznak a 2S albuminok, a nem-specifikus lipid
transzfer fehérjék (nsLTP) és a gabona eredetii tripszin/alfa-amilaz inhibitorok. Ezek a fehérjék
szerkezeti hasonlosdgot mutatnak egymadssal, €és ellendlloak a hdkezeléssel és proteolizissel
szemben (BREITENEDER és CLARE MILLS, 2005). Funkciojukat tekintve tripszin/o-amilaz
inhibitorok, illetve lipid transzfer fehérjék, melyek diszulfid hidakkal keresztkotottek €s igy ho- és
kémiai kezelésnek, proteolizisnek ellenallé komponensek. A kupin csalad funkcionalisan valtozatos
fehérjéket tartalmaz (BREITENDER és CLARE MILLS, 2005). Legfontosabb allergének a
hiivelyesekben a vicilin-tipusa (7S) és a legumin-tipusu (11S) tartalékfehérjék. A noévényi
védekezd-rendszerhez tartoz6 fehérjéket a Bet v 1 szupercsaladba soroltak, melynek jelentds tagja a
PR (pathogenesis-related) fehérjecsalad. Ennek tagjai foként olyan proteaz inhibitorok, amelyek a
patogénekkel és a kornyezeti stresszel szemben védik a ndvényeket (RAUDER és BREITENEDER,
2007). A profilinekhez kis molekulatomegli fehérjék tartoznak, altaldban hére érzékenyek, ezért a
profilinek altal kivaltott allergia leginkabb nyersen fogyasztott zoldségek, gylimdlcsok esetében és
léguti allergia formajaban nyilvanul meg (BREITENEDER és RADAUER, 2004).

A hiivelyesek altal kivaltott allergének koziil eddig legtdbbet tanulmanyoztdk a szdja és a
foldimogyoro allergén fehérjéit. Legfobb szdja allergénként azonositottak a Gly m Bd 30K (P34)
thiol-proteaz fehérjét (OGAWA és mts., 1991; HELM ¢és BURKS, 2000). Emellett {6 allergének
tovabba a 7S albumin frakcidoban 1év6 béta-conglycinin tartalékfehérje (Gly m 5) (OGAWA, 1995;
HOLZHAUSER ¢és mts., 2009) és a 11S albumin frakcioban 1évé glycinin tartalékfehérje (Gly m 6)
(HOLZHAUSER ¢és mts., 2009). Kisebb jelent6ségili allergének a szoja lektin és a Kunitz-tipusu
inhibitor (BURKS ¢és mts., 1994). F6ldimogyoroban szintén tobb allergén fehérjét azonositottak. F6

allergének a 7S globulin tartalékfehérjékhez tartozo Ara h 1 (BURKS és mts., 1991; RABJOHN és
19



mts., 1999), a 2S-albumin csaladhoz tartozé6 Ara h 2 (BURKS és mts., 1992; RABJOHN és mts.,
1999), a 118 globulinokhoz tartozé Ara h 3 fehérje (KOPPELMAN és mts., 2003) tovabba az Ara h
4 Arah 5, Ara h 6, Ara h 7 fehérjék (RABJOHN és mts.,1999). A borsé {6 allergénjei a vicilin és
konvicilin frakcioban taldlhatoak (SANCHEZ-MONGE és mts., 2004). Kevesebb adat all

rendelkezésre bab fehérjék allergén hatasara vonatkozoan.

1.2.2. Hiivelyes fehérjék emészthetosége

A biologiailag aktiv fehérjék felszivodasa és hasznosulasa akkor torténik meg, ha azok a bél
nyalkahartyajat megfeleld szerkezeti épségben vagy nagyobb fragment formajaban érik el, melynek
feltétele, hogy az emésztéenzimekkel szemben rezisztenciat mutassanak és igy a gasztrointesztinalis
emésztés soran aktivitdsukat meg tudjék Orizni.

Szamos olyan novényi fehérjét talaltak, amelyek az emésztérendszer enzimeivel szemben
rezisztensek voltak. Ezt azok szerkezeti tulajdonsagaival magyaraztak (CARBONARO ¢és mts.,
2006; DESHPANDE ¢és mts., 1989).

A harmadlagos szerkezetet tekintve az allati eredetli fehérjékkel szemben a hiivelyes eredetli
fehérjéket magasabb szamu B-lemez és alacsonyabb szamu o-hélix jellemezi (CARBONARO és
mts., 2006). Ilyen szempontbol az allati eredetli fehérjék koziil kivétel a tehéntejben talalhato B-
laktoglobulin, amelynek nehezebb emészthetdségét valdsziniileg annak magas szamu f-lemezes
szerkezete okozza (SAWYER és mts., 1993). A novényi fehérjék magas cisztein tartalommal
rendelkezd frakcioit talaltak rezisztensnek enzimes (tripszin, kimotripszin és pepszin) proteolizissel
szemben. Ezt a stabilitast a nagyszamu diszulfid-hid eredményezi az alacsonyabb molekulatomegii
fehérjékben, mit példaul a Bowman-Birk inhibitor (BBI) (FARIS ¢és mts.,2008). A BBI fehérjék
hiivelyesekben 14 konzervalt cisztein szerkezettel rendelkeznek és a lancok kozott diszulfid hidak
vannak. Az ilyen stabil szerkezetli novényi fehérjék képesek az emésztdenzimeknek ellendllva a
gasztrointesztinalis rendszeren, a bél nyalkahartyan is tovabbhaladni és akdr az immunrendszert
érzékenyiteni. Tovabba ezeknek a fehérjéknek a hipervariabilis régioit tobb esetben IgE-reaktivnak
talaltak (MORENO ¢és CLEMENTE, 2008). KUMAR ¢és mts. (2011) vords vesebabok fehérjéinek
emészthetdségét és IgE-reaktivitasat vizsgalva 6t olyan fehérjesavot talalt a 170, 100, 43, 34 és 20
kDa molekulatdmeg tartomanyban, amelyek ellenalltak az in vitro pepszines emésztésnek és IgE-
reaktivitas mutattak. LE GALL és mts. (2007) a bors6 fehérjefrakcidinak emészthetdségét vizsgalta
sertés etetési kisérletek soran. A gyomorban a vicilin, lektin és az albumin frakci6 egyaltalan nem,
mig a legumin részlegesen emésztédott. A legumin és a vicilin frakcié a vékonybélben mar

kevesebb, mint 3 ora alatt teljesen elbomlott. Az emésztést kovetden a vékonybélben az albumin
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frakcio egy 15 kDa molekulatomegi peptidjét és egy 20 kDa molekulatomegii lektint azonositottak,

melyek az emésztéssel szemben rezisztenciat mutattak.

1.3. Babok (Phaseolus vulgaris) fehérjéi

A babok fehérjetartalma szarazanyag tartalomra vonatkoztatva atlagosan 20-28 %. A
legnagyobb frakciohoz a tartalékfehérjék tartoznak, amelyek a teljes fehérjetartalom 80 %-at
jelentik.

A tartalékfehérjék frakcioi a phaseolin (7S globulinok) és a legumin (11S globulinok). Az
un. APA-fehérjék (alfa-amilaz inhibitorok, oAl; fitohemagglutininek, PHA; arcelinek, Arc)
valamint a lektin-tipusu polipeptidek (SPARVOLI és BOLLINI, 2014) a bioaktiv fehérjék
csoportjaba sorolhatok (DURANTI, 1996). Mas hiivelyesekkel ecllentétben a phaseolin a teljes
magfehérje 50 %-at jelenti, amig a legumin csak 10 %-at. Az APA-fehérjék a teljes magfehérje
tovabbi 15 %-at jelentik, melyek novényi kartevok elleni védd funkcioval rendelkeznek. Ezt a

harom fehérjét egy multi-géncsaldd kodolja, amely egy k6zos lektin-génbdl alakult ki (3. dbra).

3. abra: Az APA-fehérjék linearis és 3D szerkezetének 0sszehasonlitasa
(SPARVOLI és BOLLINI, 2014)

A PHA-L linearis szerkezetében a sarga pontok a szénhidratkotd helyeket jelolik. A fehér keretek
az Arc és az oAl 3D szerkezetében talalhatod delécids részeket mutatjak, ellentétben a PHA-L 3D
szerkezetével, ahol a megfeleld delécids helyek fekete kerettel jelzettek. A barna €s a rdézsaszin
nyilak az a Al enzim felismerd helyeit jelolik. A ciklamen nyil azt az aminosav poziciot jeloli, ahol
az aAl prekurzora aktiv inhibitorra processzalodik.

Az oAl és az Arc a PHA csonkitott formai, amelyben az egy vagy két szénhidratkotd helyet

tartalmazo rész hianyzik. Az oAl esetében a fehérje aktivalodasdhoz a prekurzor polipeptid két
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kisebb alegységre vald bomlasa sziikséges. Az igy aktivalddott fehérje az emlds és a rovar alfa-
amildzok inhibitora. Az Arc bioldgiai aktivitdsarol még hidnyosak az ismeretek, azonban jelenléte
szintén Osszefligg két f6 kartevo, a bab zsizsik (Acanthoscelides obtectus) és a mexikodi bab zsizsik
(Zabrotes subfasciatus) elleni rezisztenciaval. A phaseolin és az APA-fehérjék altalaban
rezisztenciat mutatnak a human ¢és monogasztrikus allatok emésztéenzimeinek proteolizisével
szemben, melyben foként a mésodlagos szerkezeti elemek konformacidjabol adodd sajatossagok
jatszanak szerepet. Ezek a magas B-lemez és gliikan szerkezet arany, amelyek limitaljdk az
emésztéenzimek hozzaférhetOségét a fehérjéhez, ezaltal rezisztenssé teszik azt a proteolizissel
szemben. A babfajtak (P. vulgaris és P. occineus) természetes variabilitasatol fliggden a kiilonb6zo
genotipusokban kiilonb6zé kombinaciokban lehetnek jelen a tartalékfehérjék. Példaul, mig a
legtobb genotipusban a PHA és aAl nagy aranyban van jelen, addig az Arc csak a kozép-mexikoi
vad fajtakban talalhaté meg. Vannak APA-mentes genotipusok és néhany csak oAl-t tartalmazo
genotipust is leirtak, de phaseolint nem tartalmazé genotipus csak a Phaseolus coccineus fajtak
kozott talalhato. Ennek a variabilitasnak koszonhetéen a babok termesztése soran fontos szempont
lett azok fehérje Osszetételének figyelembevétele a magasabb tapértékii fajtak termesztése
érdekében. Példaul a kéntartalm(i aminosav Gsszetétel novelése érdekében phaseolin-mentes fajtak
nemesitése jelenthet megoldast, illetve PHA- és Arc-mentes fajtak nemesitésével magasabb aAl

tartalmat érhetiink el (SPARVOLI és BOLLINI, 2014).

1.3.1. Bab eredetii aAl-0k

Hat kiilonb6z6 oAl csaladot azonositottak novényekben. Ezek a lektin tipusu, a gabona
tipusu, a Knottin tipust, a I'-phurothionin tipust, a Kunitz tipusti és a Thaumatin tipusu oAl
csaladok (BELLINCAMPI és mts., 2004). A legjobban tanulméanyozott aAl-ok a gabonafélékben és
hiivelyesekben talalhatbak (LE-BERRE-ANTON és mts., 1997). Eddigi tanulmanyok szerint
btuzaban (SAUNDERS és mts., 1973; SILANO ¢és mts., 1973; BUONOCUORE és mts., 1977),
rizsben (IULEK és mts. 2000), kolesben (RAJENDRAN ¢s THAYUMANAYAN 2000), arpaban
(GOESAERT ¢és mts. 2001), amarantban (WANG ¢és mts. 2004), mogyordban (IRSHAD ¢és mits.,
1981), csicseriborsoban (SINGH és mts., 1982) és babokban (BOWMAN, 1945; MARSHALL és
LAUDA, 1975) azonositottak aAl-okat. JAFFE és mts. (1973) amilaz inhibitor aktivitast detektalt
79 hiivelyes fajtaban, melyek koziil a legnagyobb aktivitassal a vesebab fajtdk rendelkeztek (JAFFE
¢s mts., 1973).

Babokban elsdként 1945-ben azonositottak oAl-t (BOWMAN, 1945), majd eldszor
Marshall és Lauda izolaltak 1975-ben fehér vesebabbol (MARSHALL és LAUDA, 1975). Azéta

tobb babfajtabol is sikeresen izoléltak inhibitort, tobbek kozott vords vesebabbol (POWERS és
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WHITAKER., 1977), fekete babbdl (FILHO és LAJOLO., 1985), tarkababbol (YAMADA ¢és mts.,
2001) és fehér vesebabbol (YANG és mts., 2008).

Az oAl-ok gatoljak bizonyos alfa-amilaz enzimek aktivitasat, viszont nem gatoljak a
novényi alfa-amildz aktivitast. A novényi oAl fehérjéknek hdrom izoformaja létezik; az aAl -1, az
aAl -2 és az aAl-3 (vagy aAl-L; alfa-amilaz inhibitorhoz hasonld). A babokban 1évé aAl-1 gatolja
a human ¢és a rovar nyal- és pankreatikus alfa-amilaz aktivitasat (BELLINCAMPI és mts., 2004).
Az aAl-2 kizarolag némely rovar enzimét gatolja (SVENSSON ¢és mts., 2004) és nem gatolja az
emlOsok enzimének aktivitasat az aAl-1-el szemben (MORTON és mts., 2000). A harmadik forma,
az oAl-3 teljesen inaktiv az alfa-amilaz enzimmel szemben, ez a forma feltételezhetéen egy
evolucidos koztes termék a fitohemagglutinin (PHA) ¢és a masik két aktiv forma kozott
(BELLINCAMPI ¢és mts., 2004). Az inhibitor egy eléfehérjébdl szarmazik, amelynek a nativ
molekulatomege 28 kDa koriili (MORENO és mts., 1990). Ez az eléfehérje az endo-plazmas
retikulumban szintetizalodik. A Golgi-apparatusban gliikkan részek kapcsolodnak a fehérjelancra,
igy megnovelve annak tomegét 32-36 kDa-ra. Végiil a fehérje tarold vakuolumokba keriil, ahol a C-
termindlis végeken az aszparagin részek levalasa két alegységet (a- €s B-lanc) eredményez.

A bab oAl-ok szerkezete tobb forras alapjan is ismert. Tanulmanyozasukra bioanalitikai és

proteomikai modszereket alkalmaztak.

1.4. Elektroforetikus modszerek fehérjék molekulatomeg és izoelektromos pont szerinti

jellemzésére

Egydimenzios Qélelektrofozésis (1-DE). Az elektroforézis napjaink egyik legelterjedtebb
fehérjevizsgalati modszere. Lényege, hogy az oldatban 1évé makromolekuldk elektromos erdtérben
elektromos toltésiiknek, méretiiknek, és alakjuknak megfeleléen vandorolnak. A fehérjék semleges
pH-n pozitiv vagy negativ toltéssel rendelkeznek, elektromos erdtérben toltésiikkel ellenkezd
toltésti polushoz vandorolnak. A PAGE kozegeként hasznélt poliakrilamid gél akrilamid és N,N’-
metilén-biszakrilamid keresztkotéseivel és gyokos polimerizacidjaval alakul ki, amely soran igy,
egy térhalds szerkezetli gél jon létre. A polimerizaciét az ammoénium-perszulfat és a TEMED
katalizatorok segitik. A gél porusszerkezete valtoztathatd, ennek koszonhetéen molekulasziird
tulajdonsaggal rendelkezik, igy a fehérjék nemcsak toltésiikk, hanem méretiik szerint is
pedig a fehérjék gélen keresztiili vandorlasi sebessége is csokken. A gélek mechanikai tulajdonsagai
altaldban 5 és 15% akrilamid koncentracid kozott kedvezdek. A kiillonbozé molekulatomegi

fehérjék elvalasztasahoz sziikséges akrilamid koncentraciokat a 3. tdblazat mutatja.
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A keresztkotést kialakito N,N’-metilén biszakrilamid mennyisége altalaban az akrilamid 1-3 %-a. A
poliakrilamid tovabbi eldnyds tulajdonsaga, hogy hidrofil, nem hordoz téltéseket és kémiailag stabil

¢s az elvalasztando fehérje mintaval nem 1ép kolcsonhatasba.

3. tablazat: Poliakrilamid géleknél hasznalt akrilamid koncentraciok az elvalasztando fehérjék
molekulatomegének fiiggvényében

Akrilamid Az elvalasztas linearis
koncentracio (%) tartomanya (kDa)
15 12-43
10 16-68
7,5 36-94
5,0 57-212

Az elvélasztas hatékonysagat az akrilamid koncentraciéo mellett a pH helyes megvalasztdsa
befolyasolja, ami pedig a gélben 1év6 puffer és az elvalasztashoz hasznalt (puffertartalyban) puffer
pH-jat jelenti. Az elvalasztast az izoelektromos pontnal magasabb pH értéken végezziik, amikor a
fehérjék toltése negativ. A puffer szerepe a pH allando értéken tartdsa mellett az dram vezetése is.
Ha az elektroforézist nem denaturald (nativ) kézegben és alacsony hdmérsékleten végezziik, akkor
az enzimek megOrzik aktivitisukat ¢és nativ szerkezetiiket, igy az aktivitdsuk alapjan is
kimutathatéak a gélen.

Lehetdség van a fehérjék denaturdlt allapotaban torténd elvéalasztasra is, erre alkalmas a
SDS-PAGE, ahol a gél natrium-dodecilszulfatot (SDS) tartalmaz. Ez a detergens hd hatasara a
fehérjék hidrofob részeihez kapcsolodva azokat ugy denaturalja, hogy kitekeri a fehérjelancot, és
negativ toltést kolcsondz nekik. A fehérjeoldatokhoz B-merkaptoetanol redukaloszert adva, a peptid
lancok kozotti diszulfid hidak felbomlanak és a fehérje alegységeire bomlik. Az SDS-al kezelt
fehérje nettd toltése egyenesen aranyos lesz a méretével, s igy a mobilitdsat mar csak a mérete és a
molekulatdmege hatarozza meg. A kisebb molekulatomegli fehérje gyorsabban halad a gélben. A
fehérjék detektalasara az elvalasztds utdn tobbféle festési eljards hasznalatos. A leggyakrabban
alkalmazott a Coomassie Blue R-250 és a nagyobb érzékenységii eziistfestés.

Izoelektromos  fokuszalas. Az izoelektromos foOkuszalas egy pH gradiensen zajlo
elektroforézis, amelynek soran a fehérjéket izoelektromos pontjuk szerint valasztjuk el. Ekkor a
fehérjék netto toltése fligg a kozeg pH értékétdl. Ha a fehérje izoelektromos pontjanal alacsonyabb
a kozeg pH értéke, akkor a fehérje toltése pozitiv lesz €és a katdd felé vandorol. Ha a kozeg pH
értéke a fehérje izoelektromos pontjanal magasabb, akkor az andd felé torténik a vandorlas. Ha a

kozeg pH értéke megegyezik a fehérje izoelektromos pontjaval, akkor a fehérje netto toltése nulla
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lesz, az elektromos erétérben nem tud elmozdulni €s megéll az izoelektromos pontjanak megteleld
pH értéknél. Az elvalasztdo gél alacsony koncentracidban akrilamidot és amfoter elektrolitokat
(amfolitok, 300-900 Da) tartalmaz. Az amfolitok a gélben a fehérjékhez hasonléan vandorolnak
mikdzben pH gradienst alakitanak ki. Ezeknek kiilonb6zo toltésti valtozatai vannak, igy kiilonb6zo
gradienst kialakitdé amfolit keverékek szerezhetéek be kereskedelmi forgalomban. A
legelterjedtebbek a pH 3-10 vagy pH 4-7 kozotti gradiens gélek. Gyartotol fliggben tartalmazhatnak
karboxil-, amino- és szulfo csoportokat (HAJOS és IDEI, 2001).

Kétdimenzios gélelektroforézis (2-DE). A kétdimenzids elektroforézis modszer kidolgozasa
O’Farrell (1975) ¢és Klose (1975) nevéhez flizédik, akik komplex fehérjemintak (testfolyadék,
sejtek, szovetek, organizmusok) elvalasztisara alkalmaztdk elészor a modszert. Amig az SDS-
PAGE clvalasztassal a fehérjék molekulatomegérél kapunk informaciét, az izoelektromos
fokuszalassal pedig csak azok savas vagy bazikus jellegérél. Ezt a két metodikat kombinald, a
proteom Osszetételét leginkabb lathatova tevé moddszer a kétdimenzios gélelektroforézis
(RABILLOUD, 2002). Ennek soran a fehérjéket az els6 dimenzidban izoelektromos pontjuk alapjan
valasztjuk el izoelektromos fokuszalassal, majd a masodik dimenzioban pedig a SDS-PAGE
modszert alkalmazzuk. Igy az ugyanazon izoelektromos ponttal rendelkezé, de eltérd
molekulatomegli fehérjék is elvalaszthatoak egymastol, tovabbi informaciét adva a keresett
fehérjékrdl. Az élelmiszer analitikdban, novényi és allati fehérjék vizsgalataban és Osszetételiik
meghatarozasaban, valamint a fehérje kutatdsban fontos szerepe van a 2-DE alkalmazasanak. A
madszer jobb reprodukalhatosaganak érdekében kifejlesztették az immobilizalt pH gradienst (IPG)
tartalmaz6 gélcsikokat. Az elsé dimenzidban torténd izoelektromos fokuszalas eldtt a gélesikokat
rehidratalni kell, ami 4ltalaban nagy karbamid tartalm(, nem-ionos detergenst tartalmaz6 oldat
jelenlétében torténik. A fokuszalast kovetd equilibracio célja pedig a fehérjék SDS-el torténd
burkolésa, és az egységes pH kialakitdsa. Ezt koveti az SDS-PAGE elvélasztas a fentiekben
ismertetett modon.

Kapillaris elektroforézis. Az 1980-as években gyors fejlodés indult a kapillaris
elektroforézis alkalmazas technikajaban. JORGENSON és LUKACS (1981) elkészitették az elsé
kapillaris elektroforézis berendezést, amelynek miikodési elve az elektro-ozmotikus aramlason
alapul. Az elvalasztas egy vékony molekulasziird géllel toltott kapillarisban torténik. A kis belsd
atmérdji (75 pum) kapillarisban kialakulé elektro-ozmotikus aramlas a részecskéket minimalis
diszperzioval szallitja. El6nye, hogy minimalis minta mennyiséget igényel (1-10 nl), és
automatizalhatd a rendszer. A kapilldris falan elektromos t6ltésti csoportok (altaldban negativ)
vannak. Negativ t6ltésli csoportokat tartalmazo kapillaris esetében az elvalasztandé mintdban 1évo
kationok a falhoz vandorolnak, ahol egy kett6s réteget alakitanak ki. A kapillaris két végére

fesziiltséget kapcsolva a feliileten 1év6 kationok elmozdulnak a negativ toltésti elektrod iranyaba,
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igy mozgasba hozva a minta ionjait. Mivel ez az elektro-ozmotikus aramlas nagyobb, mint az
anionok effektiv mozgékonysaga, azért azok is vandorolni fognak. gy analizalhatéak egyarant a
kationok ¢és anionok is. A kapillaris nagy elektromos ellenallasa miatt rendkiviil nagy térerd alakul
ki, a folyamat kdzben kevés ho fejlodik, amely a kapillaris nagy feliilet/térfogat aranya miatt jol
eloszlik. A nagy elektromos térerének kdszonhetden rovidiil a mérési id6 és nagy az elvalasztas
hatékonysaga. A kapillaris elektroforézis szamos elényének kdszonhetéen ma mar miniatiirizalt,
folyadékokban végrehajtott vizsgalatok teriiletén rohamosan fejlédik, ami egyre nagyobb
mintaszamu, viszont kisebb térfogati mintak elemzését teszik lehetové.

,,Lab-on-a chip” technika (LOC). Az elvalasztas technika miniatiirizalasanak egyik ma mar
hasznalatos példaja a chip-technika. Napjainkban, ezért egyre nagyobb igény van a nagy
hatékonysagl, automatizalt és miniatiirizalt rendszerek fejlesztésére. Ezek a fejlesztések
megjelentek az elektroforézis korében is, amikor az 1990-es években kifejlesztették az
elektroforetikus chip-technikat, amit ,lab-on-a chip” technikanak is neveznek. Az elvalasztas
kisméreti tiveglapokban kialakitott csatorndkban torténik. A  tobbcsatornas rendszernek
koszonhetden egyidejiileg tobb minta is elemezhetd. A csatorndk a chip felszinén nyildsokkal
rendelkeznek, amelyek az oldatok (minta, gél, pufferek) bejuttatdsira szolgalnak. A nyildsokba
meriild elektrodok segitségével elektromos mezd alakul ki, amely a mikro-chipen 1évé mintak
mozgasat ¢és elektroforetikus elvalasztasat teszi lehetévé. A detektalds 1ézer altal indukalt
fluoreszcens modon torténik. A technika legfobb elénye a hagyomanyos elektroforézissel szemben
a kevesebb mintamennyiség, a gyors elvalasztas, a nagy érzékenység, a jo reprodukalhatosag és az
egyszeril kezelhet6ség. A festés és a detektalas automatikusan zart rendszerben torténik (BOUSSE
¢és mts., 2001).

1.5. A fehérjék elvalasztasara hasznalt kromatografias modszerek

A kromatografia korébe tartoznak azok az elvéalasztastechnikai modszerek, amelyeknél a
vizsgadlandd minta komponensei egy allofazis ¢€és egy azzal érintkezd6 mozgotazis kozott
anyagatmeneten vagy a két fazissal vald, eltérd kolcsonhatas alapjan valnak szét. A fehérjek
elvalasztasaban négy f6 kromatografias eljaras hasznalatos: az ioncserés, a méretkizarasos, hidrofob
kolcsonhatasu és az affinitas kromatografia (KENNEY és FOWELL, 1992). Ezek koziil azokat
részletezem, amelyeket kutatdsaim soran alkalmaztam.

loncserés kromatogrdfia. Mivel a fehérjék toltéssel rendelkezé molekulak, hatékonyan
elvalaszthatok ioncserés kromatografias oszlopon, ahol az oszlop tdltete egy olyan oldhatatlan
hordoz6 (matrix), amelynek felszinén elektrolitos disszociaciora képes csoportok vannak. A matrix

toltott csoportjai koriil ellentétes toltésii ionok ionfelhét képeznek, amelyben az ionok reverzibilisen
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kicserélhetok a mozgd fazis hasonlo jellegli ionjaival. Ha a matrix toltése pozitiv, akkor az oldatbol
negativ ionokat kot meg, ezért anioncserélonek nevezziik. Ha a matrix toltése negativ, akkor
kationcserélorol beszéliink. Az ioncserés elvalasztas sordn a fehérjék nettod toltése hatarozza meg
azt, hogy kation vagy anioncserél6t kell-e hasznalnunk. Az elvalasztast a kromatografalas
hémérséklete, az eluald puffer ionkoncentracioja és pH-ja hatarozza meg. Fehérjék és peptidek
elvalasztdsdhoz szintetikus miigyantakat, celluloz alapu ioncseréloket vagy ioncseréld géleket
alkalmaznak. A legelterjedtebb kationcseréld celluldz szarmazékok a karboxi-metil- (CM) celluloz,
¢és foszforilalt (P) celluléoz. Az anioncserélok koziil pedig a dietil-amino-etil- (DEAE) cellulozt
alkalmazzak leggyakrabban (BOMAN ¢s WESTLUND, 1956).

Meéretkizarasos kromatografia. A méretkizarasos kromatografiat mas néven gélsziirésnek is
nevezik. Ennek az a Iényege, hogy a szétvalasztandd komponensekbdl allo elegyet duzzasztott
gélszemesékbdl 4ll6 rendszerre vissziikk, amelyen az eltér6 méretli komponensek kiilonb6zd
sebességgel haladnak keresztiil és ennek megfelelden elkiiloniilve hagyjak el a rendszert. Az oszlop
toltete egy 10-300 pm atmérdjii gdombokbdl allo, hidrofil gél, amelynek szelektivitasat a porusméret
hatarozza meg (ANDREWS, 1965).

Forditott fazisu kromatogrdfia. A forditott fazisti kromatografias elvalasztasok a hidrofob
kolesonhatdsok elvén miikodo elvalasztasok kozé tartoznak. Az 4ll6 fazis feliilete apolaris, a mozgd
fazis feliilete polaris. All6 fazisként leggyakrabban modositott szilikagélt alkalmaznak (a szilikagél
feliilete C6-, C8-, C18- fenil csoporttal modositott). Ekkor az apolaros molekulak retencios ideje
hosszabb, ellentétben a normal fazisti oszlopokkal, ahol az apolaros molekula hagyja el legeldszor
az oszlopot. A f6 elualdé komponens (a mozgd fazis) a viz, amely modosithatd acetonitrillel,
metanollal. A detektalas torténhet UV-detektorral vagy fluoreszcens detektorral, melynek
kivalasztasa mindig a szétvalasztando komponensek tulajdonsagaitol fiigg (KENNEY és FOWELL
1992).

1.6. Proteomikai és tomegspektrometrias modszerek a fehérjék szerkezetének vizsgalataban

Proteomika. A proteomika Kkifejezés az ¢él6 szervezetekben (sejtekben, szovetekben)
megtalalhat6 fehérjedllomany (proteom) vizsgélatait foglalja 6ssze (ANDERSON és ANDERSON.,
1998). A fehérjék vizsgalatan belill ma mar egyre tagabb értelmezésben is hasznalatos. A
proteomikan beliil, az utobbi években, eldtérbe keriiltek a kvantitativ fehérje meghatarozasi
modszerek. Ezek célja a fehérjék illetve azok modosulasainak (pl. poszt-transzlaciés modosulasok)
azonositasa, feltérképezése, a fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgélata, tovabba szerkezet és

funkci6 vizsgalatok. Mar az 1970-es években leirtak a kétdimenzios elektroforézis alapjait, amelyek
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fontos részét képezik a mai proteomikai kutatdsoknak (O’FARREL, 1975). Az 1990-es évektdl a
proteomika masik legfontosabb eszkdze a tomegspektrometria lett. A tomegspektrometrian alapuld
fehérjevizsgalati modszerek alapkovetelménye volt a megfeleld ionizacids technikdk kifejlesztése.
A legnagyobb attorést két i) un. kiméletes (soft) ionizacids eljaras kifejlesztése jelentette az 1980-as
¢vekben, amelyet ma is alkalmaznak fehérjék €s peptidek azonositasara. Ezek a matrix altal segitett
l1ézerdeszorpcios ionizacio (MALDI) (KARAS és HILLENKAMP., 1988) és az elektroporlasztasos
ionizéacio (ESI) (FENN és mts., 1989). A fehérjék elvalasztasa és azonositasa utdn a harmadik f6
protecomikai modszer a protein informatika, ami kiilonb6z6 algoritmusok és adatbazisok
segitségével nagymértékben hozzajarul a kutatdsokhoz. Ezek napjainkban is rohamosan fejlédnek
¢s egyre boviilé adatbazisok allnak rendelkezésiinkre.

Tomegspektrometria. Az elektroforézis technikdk esetében a fehérjék azonositasanal
problémat jelenthet a detektalas gyengesége. Amikor egy martixban kis mennyiségben eléforduld
fehérjét szeretnénk azonositani akkor érzékenyebb ~modszerre van - sziikségiink. A
tomegspektrometria kis mennyiségben (femtomdlnyi) és bonyolult matrixokban jelen 1évo
komponensek  kvalitativ és  kvantitativ meghatdrozdsara is alkalmas modszer. A
tomegspektrometrids vizsgalatoknal a minta ionos részecskéit valasztjuk el fajlagos tomegiik (m/z)
szerint csokkentett nyomason elektromos vagy magneses mezok segitségével. Az elvalasztott ionok
intenzitasat mérjiik, igy kapjuk meg a tomegspektrumot. Az ionintenzitas a molekulatomegre €s a
szerkezetre jellemzd. A vizsgélni kivant vegyiiletbdl pozitivan vagy negativan toltott ionokat
hozunk létre, amelyeket fajlagos tomegiik (m/z) szerint valasztunk el, majd detektalunk. A
tomegspektrométer részei a mintabeviteli rendszer, az ionforrds, az analizator, a detektor, a
vakuumrendszer, az adatkezeld és S szabalyozd szamitogeép. A mintabevitel torténhet gaz, folyadék
vagy szilard formaban. A szilard mintat elparologtatjuk, majd a gaz vagy folyadék halmazallapott
mintat egy erre megfeleld eszkozzel bejuttatjuk a rendszerbe. Az ionforras feladata, hogy a
mintabol gerjeszté energia segitségével ionokat hozzon létre, és az analizatorba juttassa azokat. Ez
az 1onizacié létrejohet elektroniitkdztetéssel, kémiai 1onizacioval, gyors atombombazasos
ionizacioval, matrix kozvetitett lézer deszorpcids ionizacioval (MALDI), vagy elektrospray
ionizacioval (ESI). Az ionforrasbol érkezd ionokat az analizator fajlagos tomegiik szerint valasztja
szét. A detektor feladata, hogy az ionok szamaval azonos intenzitdsu jelet adjon. Az ionok
repiiléséhez sziikséges szabad utat a vakuumrendszer biztositja. A tomegspektrometria rohamos
fejlodésével egyre tobb ionizacids mddszer és analizator 1étezik, ezek koziil azokat ismertetem
részletesen, amelyekkel a kutatasaim soran dolgoztam.

Az elektrospray ionizacio egy porlasztason alapul6 ionizacid, ahol a minta folyadékaramon
keresztiil egy fesziiltség alatt 1év0 kapillarisba keriil. A kapillaris €és egy ellenelektrod kozott

kialakulé elektrosztatikus tér hatdsara, a kapillarisbol kilépd folyadék, toltéssel rendelkezd
28



cseppekre esik szét. A nagy fesziiltség mellett porlasztd gaz (nitrogén) segiti az ionizaciot, majd a
szabadda valt ionok az analizatorba keriilnek. Az ESI technika a nagy ionizdci6s hatdsfoka miatt
rendkiviil érzékeny modszer (1072 - 10 mol), amely alkalmas ionos, poléris és polarizalhato
vegylletek vizsgalatara mind pozitiv, mind negativ t6ltésti ionok létrehozasaval. Tobbszordsen
toltott ionok (3-100 szoros) képzdodése lehetové teszi a nagy molekulatomegli vegyliletek
(proteinek, glikoproteinek, oligonukleotidok) vizsgalatat. Egyszeriien kapcsolhatdé kromatografias
modszerekkel ¢és mennyiségi meghatarozasra is alkalmas. Hatranya, hogy csak illékony
oldoszerekkel (pl. ammonium-acetat) alkalmazhato, mivel a kevésbé illékony olddszerek €s a sok
elszennyezik az ionforrast, €s ez csokkenti a modszer érzékenységét.

Az ionforrasban keletkez0 pozitiv toltésii ionokat az ionforrds egy negativ U gyorsitd
fesziiltség bekapcsolasaval inditja az analizatorba. A repiilési id6 (TOF, time of flight)
analizatorokban az ionoknak ismert hosszasagli utat kell megtenniiik, és az ehhez sziikséges id6t
mérik. A kiilonb6z0d tomegili ionok kiilonb6z6 sebességgel repiilnek, €s idében kiilon-kiilon érik el a
detektort. A repiilési id6 fligg az ionforras-detektor tavolsagtol, a gyorsitd fesziiltségtdl és a fajlagos
todmegtdl. Igy a detektorban adott pillanatban mért intenzitas adott ionhoz rendelhetd.

Biologiai mintdkbol szarmazé fehérjék azonositdsara két f6 tomegspektrometrids modszer
terjedt el. Ezek az un. ,buttom up” és a ,top down” moddszerek. A ,buttom up” eljardssal
enzimesen hasitott fehérjéket vizsgalunk. Az emésztés torténhet oldatban vagy 1-DE illetve 2-DE
elvalasztast kovetden. Az emésztésbol nyert minta akar tobb szdz peptidet is tartalmazhat. A
komplexitas csokkentése érdekében az emésztett mintat kromatografiasan is elvalaszthatjuk. A ,,top
down” eljaras soran a tomegspektrométerbe juttatott intakt fehérjék ionizalt molekuldit tudjuk
vizsgalni. Ezeknél a vizsgalatoknal ESI vagy MALDI ionizacidt alkalmaznak. A ,top down”
technika eldénye, hogy nincs sziikség a fehérjék 1déigényes enzimes emésztésére, igy a teljes protein
szekvencia vizsgalhatd, ¢és lehetdség van poszt-transzlacios moddosuldsok analizisére is.
Tobbszorosen toltott ionok keletkezése a MALDI ionizacidval szemben elény0s, viszont az igy
kapott tomegspektrumok értelmezése bonyolultabb, nehézkesebb. Hatranya ezen kiviil, hogy a
vizsgéalandd fehérjék molekulatomegének felsd korlatja 50 kDa. A ,top down” modszerekhez
rendelkezésre allo bioinformatikai eszkdzok, adatbazisok még kevésbé fejlettek, mint a ,,buttom up”

modszer eszkozel.

1.7. Elvalasztastechnikai modszerek alkalmazasa a bab aAl-ok izolalasa és jellemzése soran

A bab aAl-ok izolalasara edddig tobbféle eljarast dolgoztak ki. Marshal és Lauda fehér
vesebabbol natrium-kloriddal vald extrakcid utan desztillalt vizzel szembeni dializist kévet6en

harom tovabbi kromatografias (DEAE-cellul6z, Sephadex G-100, CM-celluldz) 1épéssel végezte az
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izolalast. Az izolalt fehérje molekulatomegét 45000-50000 Da-nal allapitottak meg Sephadex G-
200 oszlopon. A hostabilitas vizsgalata soran 10, 20 ¢és 30 percig 100°C-0S kezelés utan
megfigyelték, hogy a fehérje 10 perc utan teljesen inaktivalodik (MARSHALL ¢és LAUDA, 1975).
Késébb, POWERS és WHITAKER (1997) etanolos frakcionalas utan DEAE- és CM- cellul6z
kromatografids oszlopon tisztitotta a fehérjét voros vesebabbol, amelynek molekulatomegét szintén
49000 Da-nal detektaltak. Merkapto-etanol redukaloszer jelenlétében harom f6 fehérjesavot
detektaltak az alacsonyabb molekulatomeg tatomanyban, ezek 15000-17000; 12000-15000; 11000-
12000 Da molekulatomegek, valamint két kisebb savot a 28000-32000 Da tartomanyban. A f6bb
savok izoelektromos pontjat 4,65, a kisebb savok izoelektromos pontjat 4,5 pH értéknél allapitottak
meg. Tovabba meghataroztak az izolalt a Al aminosav Osszetételét is, amely szerint az oAl magas
aszparaginsav, glutaminsav, szerin, treonin és valin tartalommal rendelkezik, viszont alacsony a
cisztein tartalma és egyaltalan nem tartalmaz prolint (POWERS és WHITAKER, 1977).
YAMAGUCHI 1993-ban fehér vesebabbol izolalt aAl-t, és az aminosav Osszetételrol tovabbi
részleteket publikalt. A fehérjeizolalast ammonium-szulfatos kicsapassal és phenyl-Sepharose
oszlopon valo elvalasztas utan acetat pufferrel szembeni dializist kovetéen CM-Sepharose oszlopon
végezte. A tisztitott fehérjét denaturald koriilmények kozott zajlo méretkizarasos kromatografiaval
alegységekre szeparélta és meghatarozta az alegységekre vonatkozo aminosav Osszetételt, mely
szerint az a-alegység nem tartalmazott triptofant, és ciszteint csak nyomokban. A B-alegységhen
nem detektalt ciszteint, viszont csak nyomokban talalt metionint. Mindkét alegységben volt viszont
aAl aktivitas. (YAMAGUCHI, 1993). MORENO és mts. affinitas kromatografiaval izolaltak bab
aAl-t, melynek SDS-PAGE mintazatan 6t fehérjesavot azonositottak 15000 és 19000 Da kozott és
egy tovabbi savot a 32000 Da taromanyban (MORENO és CHRISPEELS, 1989; MORENO, 1990).
Tovabbi kutatasok az a-lanc szerkezetében két glikozilacios helyet hataroztak meg, melyek foként
manndzbol allnak. Ezek a Mang-GIcNAC, (Man6) és Mang- GIcCNAC; (Man9). gy, az a-alegység
molekulatomege 11647 Da. A B-lancon egy glikozilacios helyet azonositottak, a MansXylGICNAC,,
ennek molekulatomege pedig 16526 Da (PRESCOTT és mts., 2005).

1.8. Alfa-amilaz inhibitorok biotechnolégiai jelentésége és élelmiszer-biztonsagi kockazata

A ndvényi rovar kartevok jelentés mezOgazdasadgi problémat jelentenek, vilagszerte
csokkentik a terméshozamot. A hiivelyes ndvényeknél is fenndll a rovar kartevOok altal okozott
veszteségek veszélye. Egyes kartevok, mint a tehénborso €s az azuki bab kartevdje a tarolas alatt
tamadjak meg a novényt. Ezzel ellentétben a zoldborso kartevdje a borso zsizsik (Bruchus pisorum)
a termdfoldon fejlédésben 1évé ndvényt karositja (SCHROEDER és mts., 1995). A termés

veszteség pedig akar 40 % is lehet (SMITH, 1990). A borsd zsizsik alfa-amilaz enzimének
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aktivitasat, ezaltal a szénhidrat hasznosulasat a babokban talalhatdé aAl-1 fehérje gatolni képes, igy

a kartevo még larva allapotban elpusztul.

1.8.1. Bab alfa-amilaz inhibitorok biotechnologiai jelentosége

A modern biotechnologia segitségével az ausztral CSIRO kutatéi a Tendergreen bab
(Phaseolus vulgaris vs Tendergreen) aAl-1 fehérjét kodold gént borsoba (Pisum sativum)
transzformaltak, ezzel védelmet biztositva a novény szamara a kartevo ellen (SCHROEDER ¢és
mts., 1995). A genetikailag moddositott (GM) borsé tehat egy Agrobacterium-medialt
transzforméci6 terméke (SCHROEDER ¢és mts.,1995). A kiméra aAl-1 gént tartalmazd plazmid gén
(pMCP3) konstrukcidjat SHADE és mts.(1994) irtak le. Mig a babokban a teljes fehérjetartalom 1-2
%-a az aAl-1, addig a GM borsoban a transzformaciot kovetéen ez az arany 3 %. Ez a
transzformacio jo stratégianak bizonyult a borsé kartevd elleni védekezésben (MORTON és mts.,
2000).

Egy 2005-ben megjelent tanulmény szerint a Tendergreen bab eredeti aAl-1 borsoban vald
expresszalodasa soran a fehérje szerkezete moddosul, kiilondsen annak glikozilacids foka, amely
megvaltoztatja a fehérje immunogén jellegét, és ebbdl kdvetkezden annak allergén potencialjat is
(PRESCOTT, 2005). MARSH ¢és mts (2011) tomegspektrometrias eredményei alapjan a
Tendergreen bab és a GM borso eredetti aAl-1 glikozilaciés mintazata kiilonb6ozo, viszont ez a
kiilonbség kisebb mértékii, mint mas babok aAl-ai kozotti glikozilacios kiillonbség. Egy késdbbi
tanulmanyban CAMPBELL és mts. (2011) nagyobb felbontasti tandem tomegspektrometrias
modszerrel tovabb vizsgalva az aAl-1-t, szintén szerkezeti kiilonbségeket talalt a Tendergreen
babbol és a GM borsébodl izolalt aAl-1-ben, de nem taldltak magyarazatot a borsdban vald eltérd
immunogenitasra. Eredményeik alapjan, mind a GM borsobol, mind a Tendergreen babbol illetve
mas babfajtakbol (Cannellini bab, Voros vesebab, Tarkabab) izolalt aAl-1, Thl és Th2 tipust
ellenanyag valaszt indukalva hasonldé immunoldgiai reakcidt valtottak ki. Ennek alapjan
feltételezhetd, hogy az aAl-1 mindkét névényfajban immunogén tulajdonsaggal bir. LEE és mts.
(2013) tovabbi vizsgalataik soran nem talaltak erésebb ellenanyagvalaszt a GM borsonal a babhoz
képest. Bab oAl-1-t tartalmazé transzgenikus hiivelyes novények (csicseriborsd, tehénborso)
minimalis kiilonbséget mutatnak az aAl-1 szerkezetében (CAMPBELL ¢és mts., 2011). LEE és mts.
(2013) szerint az aAl-1 immunogenitas szempontjabdl nem mutat kiilonbséget a transzgénikus
hiivelyesekben ¢és a babban. LEE ¢és mts. (2013) tanulmanya igy, ellentmondasba keriilt
PRESCOTT (2006) publikacidjaval, mely szerint a GM borso allergids immunvélaszt valtott ki
egerekben, mig a bab nem. Az eltéré eredmény lehetséges magyarazata az érzékenyitési kisérletben

alkalmazott egerek tartasi- és etetési koriilményei lehetnek. Mig PRESCOTT ¢és mts. kizardlag a
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GM borsoé hatasara irt le allergids immunvalaszt, addig LEE és mts. a Tendergreen babbal és a nem-
GM borsoval etetett egereknél a GM borsdhoz hasonldé immunvalaszt detektalt. Magyarazatuk
szerint, a borsoban 1évo lektin keresztreakcioba 1ép az aAl-1-el. Azonban arra nem talaltak valaszt,

hogy ez a tipusu immunvalasz bioldgiailag relevans-e a huméan immunvalasszal.

1.8.2. Ujonnan expresszalédott fehérjék allergén kockazatianak vizsgalata

A genetikai modositas soran expresszalodott uj fehérjék allergén kockdazatbecslése. A
genetikai modositas hatdsara expresszalodott 1) fehérjék allergén kockazatbecslésénél az EFSA
(2011) egy integralt, esetrdl esetre torténd megkozelitést javasol, ahol az evidenciak stlyozasa
alapjan van lehetéség annak becslésére, hogy fenndll-e a tényleges kockazat. Ennek soran
elsdsorban vizsgalani kell az j fehérje allergén kockazatat, potencidlis adjuvans hatésat, illetve a
teljes GM-novény allergén kockazatat. Egy Gjonnan expresszalodott fehérje vizsgalatanal fontos
tényez06 az eredeti és az Gjonnan expresszalodott fehérje kozotti szerkezeti, bioldgiai és fizikokémiai
ekvivalencia.

Az 0j fehérjék allergén kockazatanak vizsgalataban az alabbi szempontokat kell tehat figyelembe
venni:
- fennall-e az aminosav szekvencia homologia és/vagy a strukturalis hasonldsag az Gjonnan
kifejez6dott fehérje és az ismert allergének kozott;
- szekvencia homoldgia esetén, fendll-e a kockazata annak, hogy az Ujonnan expresszalt
fehérje képes-e allergén valaszt kivaltani egy mar érzékenyitett betegben;
- elbomlik-e vagy képes biologiai aktivitasat megtartani az 0j fehérje a pepszines emésztés
soran;

- képes- az Gj fehérje de novo allergén reakciot kivaltani.

Ennek megfeleléen IgE kresztreaktivitds kockazata all fenn, ha a teljes lanchosszban
minimum 35 %-0s Szekvencia homologia és/vagy strukturalis hasonlosag figyelhet6 meg az
adatbazisokbol (UNIPROT, SDAP, FARRP, ADSF, ProAP) mar ismert allergén szekvenciakkal
vagy 6 egymast kovetd aminosav teljes homoldgidt mutat a szekvencidkban. Az adatbazisok
mindségét és teljességét a stlyozasnal azonban figyelembe kell venni. Ha fennall a szekvencia
homologia vagy a szerkezeti hasonlosag lehetdsége ismert allergénekkel, akkor in vitro IgE
reaktivitds vizsgéalata sziikséges allergids egyének vérszérumaival attdl filiggéen, hogy a
transzformalt gén ismert allergénforrasbol szarmazik-e vagy nem. A szelekcio soran olyan egyének
szérumait hasznaljak, akik érzékenysége klinikailag bizonyitott. A specifikus IgE reaktivitast

ellenanyagon alapulé immunanalitikai modszerekkel kell vizsgalni. Itt az antigén-ellenanyag
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els6dleges kapcsolddasa pillanatszerii, nem-kovalens kotésen alapuld reverzibilis folyamat,
amelynek a fiziologias koriilmények kedveznek. Az elektroforetikusan (1-DE vagy 2-DE)
elvalasztott fehérjék immunanalitikai vizsgalata membranra vald blottolas utan torténik. A
membranon rogzitett antigént a specifikus ellenanyaggal inkubaljak, majd egy enzimmel
(leggyakrabban torma-peroxidazzal, HRPO) jelolt masodlagos ellenanyaggal (konjugatum) valo
inkubalas utan az enzimhez adott szubsztrattal torténé szinreakcid alapjan detektaljak az
immunkomplex kialakulasat. Ezt az eljarast immunblottnak vagy Western-blottnak nevezzik.
Napjainkban, a proteomikat eredményesen alkalmazzak az 1j fehérjék azonositdsaban ¢és
kvantifikalasaban (CHEN és mts., 2009). Az uj fehérjék allergén kockazatanak vizsgalataban
gyakran alkalmaznak az antigén-ellenanyag elsédleges kapcsolodasan alapulo jelzéses modszereket
(ELISA, RIA) kvantitaiv célra.

Tapcsatorna rezisztencia vizsgalatok. Az allergén fehérjék kozos jellemzdje, hogy a
gyomorban termelddd emésztdenzimmel, a pepszinnel szemben rezisztenciat mutatnak
(ASTWOOD és mts., 1996) és az IgE epitopok a gyomorban 1évé alacsony pH értéken is stabilak
maradnak (BREITENEDER ¢és CLARE MILLS., 2005). Annak ellenére, hogy megallapitast nyert,
hogy nincs kozvetlen korrelacios kapcsolat az allergén aktivitds és a pepszines emésztés kozott,
mégis a kockazatbecslés altalanos szempontjai kozott ezt a kritériumot is fontosnak taldltdk a
sulyozasban (FU és mts., 2002; EFSA, 2010c).

Az ¢lelmiszer-Osszetevok gasztrointesztinalis emésztése soran bekovetkezé valtozasok
vizsgalatara az in vitro emésztési modellek széles korben elterejdtek. A modellek segitségével
vizsgalhato a komponensek emészthetdsége, a szerkezeti valtozasok, valamint a komponensek
felszivodasa. Az in vitro emésztési modellek a fobb élelmiszer-komponensek emésztéenzimeit
alkalmazzak, mint példaul a fehérjék emésztéséhez proteazokat, lipidek emésztésre lipazokat és a
keményité emésztésére amilazokat. Az alacsony pH és nagy pepszin/fehérje arany mellett végzett
pepszines emésztés nem tiikrozi a fizioldgias koriilményeket, de meglehetdsen standardizalt
koriilmények mellett kivitelezhetd. Bizonyos koriilmények valtoztatdsaval, e modszer lehetdséget
ad a még kifejletlen immunrendszerli 0jsziilottek emésztését is modellezni, illetve a matrixhatast
elemezni. A végeredmény fiiggvényében lehetdség van az intakt €s a pepszinesen emésztett fehérje
IgE reaktivitdsanak Osszehasonlitdsara is, mivel az Ujonnan expresszalt fehérje immunologiai
tulajdonsagai az emésztés soran megvaltozhatnak. Az in vivo moddszerek, mint az allati- vagy
human modellek alkalmazasa biztositja altalaban a legpontosabb eredményeket, azonban ezek
sokkal idGigényesebbek és nagyobb koltséggel jarnak, mint az in vitro modszerek. Ezért inkabb az
in vitro modszereket fejlesztették, finomitottak (HUR és mts., 2011), mert ezek jo alternativai az
allati- és human modelleknek és rovidebb id6 alatt érheté el eredmény. Az in vivo emésztést

befolyasoljak a jelenlévd gasztrointesztinalis kornyezet fiziologiai kotiilményei, mint a pH, a
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hémérséklet, ionok Osszetétele és koncentracidja és az emésztés ideje, amelyeket az in vitro
emésztés soran nehéz reprezentalni.

In vivo dllatmodellek. Az in vivo allatmodellek nélkiilozhetetlenek az élettudomanyi
kutatasaokban és mindenképp sziikségesek a tudomany fejlédése szempontjabol. Azonban az
allatmodelleknek szamos korlatja 1ézezik, legfontosabb a fajok kiilonb6z6 genetikai hattere, amely
problémat okozhat, igy nem biztos, hogy az eredmények vonatkoztathatéak a human esetekre. Uj
lehetdségek igérkeznek humanizalt allatok létrehozéasaval, amelyek a fajok kozotti genetikai
kiilonbségek kikiiszobolésére iranyulnak. Bizonyos T-sejt és B-sejt hidnyos egerekben torténd 112
azok a human immunrendszert tudtdk reprezentalni (SHULTZ és mts., 2012). Ezek a humanizalt
egerek rendkiviil meghatarozoak lehetnek pre-klinikai vizsgalatok soran humdan-specifikus fert6zo
agensek vizsgélatdban, ugyanigy az allergia vizsgalatokban is (BREHM és mts., 2014). Az yj
fehérjék vizsgalatara még nem léteznek validalt in vitro sejtvonalra alapozott, illetve in vivo
allatmodell alapu tesztek sem, pedig ezek fontosak lennének az ujonnan expresszalt fehérjék de
novo szenzitizacidja szempontjabol is. Napjainkra az in silico bioinformatikai modszerek
kiegészitéivé valtak az in vitro és in vivo vizsgalatoknak, melyek segitségével lehetéség van a
fehérjék szekvencidja alapjdn, az enzimes emésztéssel kapott fragmentek azonositasara. A
kiilonb6z6 algoritmusok és adatbazisok segitségével torténd azonositasok nagymértékben
hozzajarulnak a kutatdsokhoz. Ezek napjainkban is rohamosan fejlddnek ¢€s egyre boviild
adatbazisok allnak rendelkezésiinkre. Fontos azonban megjegyezni, hogy ezek a programok nem
adnak biztos valaszokat, inkabb kiegészitdi a bioldgiai kutatdsoknak, segitenek lesziikiteni a
lehetdségeket és kozelebb keriilni a pontos eredményekhez, segitséget nyujtanak a kisérletek

tervezésében.
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2. CELKITUZESEK

A biologiailag aktiv ¢és antinutritiv fehérjék taplalkozasban betdltott szerepének
megitélésében a kozelmultban jelentds szemléletvaltozas kovetkezett be. Az alfa-amilaz
inhibitoroknak az alfa-amilaz emésztéenzim gatlasa kovetkeztében egyrészt a novényi kartevok
illesztve fejthetik ki hatasukat. A novényi kartevok elleni védekezésben a modern biotechnologia
tudta ezeket hasznositani, viszont az 0j fehérje expresszalodasa élelmiszerbiztonsagi aggalyokat
vetett fel. Indokolt tehat ezen fehérje szerkezeti, bioldgiai és immunoldgiai vizsgalata. A
cukorbetegek ¢€s elhizottak szénhidrat anyagcseréjének szabalyozasaban valo szerepe miatt indokolt

a tapcsatornaban valo talélésének vizsgalata. Ezért célkitiizéseim a kdvetkezok voltak.

1. Szamos kutatdsi eredmény all rendelkezésre a bab eredetli aAl-1-ek szerkezet és funkcid
kozotti kapesolatanak feltardsara. Ismert tény, hogy bab inhibitorok aktiv a- és B-lancainak
bioldgiai aktivitasa az aminosav Osszetétel és a gliikan szerkezet fliggvényében eltéré, mégis
tovabbi adatok sziikségesek az allergén kockazat és az egészséggel kapcsolatos pozitiv
allitdsok igazolasara. Ezért célul tiztem ki a Magyarorszagon termesztett babfajtakbol
(Phaseoulus vulgaris L.) tisztitott aAl-1-k Gsszehasonlitd, proteomikai vizsgalatat egy mar
jol jellemzett babfajtabol (Phaseoulus vulgaris L. cv. Tendergreen) izolalt aAl-1-el, illetve

ennek borsoban (Pisum sativum L.) expresszalt, tisztitott formajaval.

2. A Tendergreen bab eredetli aAl-1 expresszidja GM borsdban eltérd gliikan szerkezetli és
immunogenitast fehérjét eredményezett, azt sugallva, hogy ez akar allergén kockazatot is
jelenthet. Ismert tény, hogy az oAl szupercsaldd tagjai atopids betegekben allergiat
valthatnak ki. Ugyanakkor az allergén reakciok fajspecifikus volta miatt nincs validalt in
vivo modell az allergén aktivitas/keresz-reaktivitas vizsgalatara. Ezért célom volt a donor
Tendergreen bab, és a transzformalt GM borso eredetii a Al-1 immunogenitasanak vizsgalata
sulyos kombindlt immunhidnyos humanizalt egérmodellben (HuSCID) ordlis érzékenyitést
kovetden. Tovabbi célom volt a Tendergreen bab, a GM borso eredeti aAl-1 és a nGM
bors6 IgE-reaktiv epitop mintazatanak 0Osszehasonlitd vizsgalata a kisérletekbdl nyert
egérszérumokkal szemben, a klinikilag igazolt hiivelyes allergidban szenvedd betegek, aAl-

1 specificitassal rendelkez6 szérumaval 6sszehasonlitasban.
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3.

Ismert, hogy aAl-1 az emldsok nyal és pankredsz eredetli amildz enzimek miikodését
gatolja, ezaltal blokkolja a keményitd lebomlasat az emésztés soran. Ezt felismerve szdmos
aAl-1 preparatumot, beleértve a bab eredetii inhibitort is, alkalmaztak elhizottak és 2. tipusu
cukorbetegek  diétajaban, illetve testtomeg kontrolljaban. Ugyanakkor klinikai
vizsgalatokban a tisztitott készitmények kevésbé voltak hatékonyak a részlegesen tisztitott
készitményekkel szemben, melynek okat nem sikeriilt érdemben feltarni. Ezért célom volt
az altalam izoldlt bab eredeti oAl-1-k viselkedését megismerni szimulalt
gyomorfolyadékban, illetve egy aAl-1 tartalmi tarkabab bab drlemény tapcsatornaban valo
viselkedését megismerni akut patkdnymodellben, kiilonds tekintettel az immunreaktiv és az

enzimaktiv szerkezet megOrzésére.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényi magok, izolalt fehérjék és szérumok

Referencia anyagok (EU FP7 GMSAFOOD projekt keretében, az ausztral CSIRO (Higgins T.J.V.)

intézet (AU) altal biztositott 6rlemények és izolatumok):

Donor Tendergreen bab 6rlemény (Phaseolus vulgaris L. vs Tendergreen, TG) és tisztitott
aAl-1 (MARSHALL és LAUDA, 1975) liofilizalt formaban

Genetikailag modositott (GM) borsé (Pisum sativum L.), mely egy Agrobacterium-medialt
transzformaci6 eseményeként (SCHROEDER és mts.,1995) a kiméra aAl-1 gént tartalmaz6
plazmid gén (pMCP3) expresszios terméke (SHADE és mts.(1994) és a tisztitott aAl-1
(MARSHALL ¢és LAUDA, 1975) liofilizalt formaban

Genetikailag kozel allo nem GM (nGM) borsé (Pisum sativum L.) érlemény

Kereskedelmi forgalombol szerzett (KF) borso (Pisum sativum L.) érlemény

Magyarorszagi kereskedelmi forgalombdl szerzett babfajtak:

Huanita szarazbab (Phaseolus vulgaris) (HSZ)

Bokorbab (Phaseolus vulgaris) (BO)

Voros vesebab (Phaseolus vulgaris) (VV)

Tarkabab (Phaseolus vulgaris) (TA)

Babokbol és GM borsobol tisztitott (NAIK-EKI) alfa-amilaz inhibitorok.

Mivel dolgozatomban az aAl-1 tipusu inhibitorokkal foglalkoztam, ezért az egyszeriiség

kedvéért a tovabbiakban az aAl jelolést alkalmaztam.

Szérumok:

Klinikailag igazolt hiivelyes allergias anonim human szérumok (Allergo-Derm Bakos Kift.
Etikai bizottsag jovahagyasanak szama: GH277-1/2011). Ismeretlen eredetii csalankititéses,
vagy hiivelyes terhelést kovetden, kronikus és néhany esetben léguti klinikai tiineteket
produkalé anonim felndtt betegek, illetve hiivelyes allergia tiineteit nem produkalo
egészséges anonim donorok szérumai. A vizsgalatba vont betegek, hiivelyes terhelést
kovetden a nativ hiivelyes novénnyel szemben pozitiv allergén specifikus “Prick in Prick”
teszteredményt produkaltak. A klinikai tlinetek erdsségének fiiggvényében a skalan névekvo
értékek szerepeltek (1:+, 2: ++, 3: +++). Négy hetes eliminacids diéta utan egy ismételt

hiivelyes terhelést kdvetden a klinikai tiinetek ismételt megjelenését tapasztaltak.
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- HuSCID egerek szérumai (EU FP7 GMSAFOQOD projekt keretében a Bécsi Orvostudomanyi
Egyetem kisérleteib6l szarmazé HuSCID egér szérumok, LEE és mts., 2013). A sulyos
kombinalt immunhidnyos humanizalt egerekbe oAl specificitdsssal rendelkezd hiivelyes
allergias betegek és egészséges donorok periférialis vér mononuklealis sejtjeit (PBMC)
vitték be. Az egereket 1 honapon keresztiil, heti egy alkalommal GM bors6, nGM borso és
Tg bab drleménny PBS szuszpenzidjaval érzékenyitették. A negativ kontroll egereket PBS-
sel érzékenyitették. Az érzékenyitési protokoll végén az egereket 1 dozist aAl fehérjével
vagy PBS-sel immunizaltdk intranazalisan. Harom nap mulva elvégezték a klinikai
vizsgalatokat €s a szérumgytijtést.

- TG bab oAl ellen nytlban termelt poliklonalis ellenanyag (anti-aAl nyual IgG), az EU FP7
GMSAFOOD projekt keretében a NAIK-EKI Biologia Osztilyan (Dr. Nagy Andras, Dr.
Takéacs Krisztina) fejlesztettek ki (HARBOE ¢és INGILD, 1973).

A kisérletek soran alkalmazott reagenseket az M1 melléklet, a hasznalt oldatok és pufferek pontos

Osszetételét az M2 melléklet tartalmazza.

3.2. Elektroforézis és immunblott modszerek

3.2.1. Nativ-PAGE és oAl festés (NAGY-GASZTONYI és mts., 2010)

Mintaelokészités. Az 6rleményekbdl 60 mg-ot oldottam 150 pl szachardz tartalmu mintaoldo
pufferben, a fehérje extraktumokbdl 50 pl mintat oldottam 50 pl szachardz tartalmi mintaoldd
pufferben.

Az elvalasztas 10 %-os nativ poliakrilamid gélen TRISZ-glicin tartalmu futtaté pufferben
tortént (200 V, 47 mA). A mintakbol 10ul-t vittem fel a gél zsebeibe. Az elvalasztas utan a géleket
1 pl a-amilaz enzimet tartalmaz6 40 ml extrakcios oldatban 30 percig szobahémérsékleten, majd 1
%-0s keményitdt tartalmazd 40 ml extrakcids oldatban 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltam.

Desztillalt vizzel valo alapos 6blités utan kalium-jodid oldattal tettem lathatova az aktiv savokat.

3.2.2. Natrium-dodecil-szulfat (SDS) poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) (LAEMMLI,
1970)

Mintaelokészités. A magyarorszagi kereskedelmi forgalombol szerzett babokat Retsch

Grindomix GM-200 laboratériumi malomban 5 percig, 10000 rpm fordulatszamon 400 pm
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szemcseméretlire Ordltem. Az igy kapott babliszteket Laemmli mintaold6 pufferben oldva, 5 percig
forraltam.

A gél zsebeibe 5-10 ul mintat vittem fel, amelybe el6zéleg futtato-pufferben oldott
bromfenolkék jelzofestéket pipettaztam. Az elektroforézis MINI-PROTEAN 3-CELL (Bio-Rad)
késziilékben zajlott 15 %-os elvalasztogélt és 6 %-os gyiijtogélt alkalmazva, TRISZ-SDS-glicin
tartalmt futtato-pufferrel, 200 V, 400 mA paraméterekkel 50-70 percig. Az elvalasztas utan a
fehérjéket 20 percig fixaltam, majd a maradék fixalé oldatot PAGE-moso oldattal eltavolitottam és
Coomassie Blue R-250 festékkel tettem lathatova a fehérjesavokat. A maradék festéket a hattérbol
festékmoso oldattal tavolitottam el 10 perc utan. A géleket Gel Doc 2000 (Bio-Rad) rendszerben

dokumentaltam.

3.2.3. Kétdimenzios gélelektroforézis (2-DE) (HAJOS és mts., 2004)

Mintaelokészités. Az 6rleményekbdl 800 g mennyiséget, a tisztitott fehérjékbdl 50 ug
mennyiséget oldottam 250 pl rehidratalé pufferben.

Az elsé dimenzidban immobilizalt pH gradienst (pH 3-10) tartalmaz6 7 cm-es gélcsikon,
izoelektromos pont szerint szeparaltam a fehérjéket linearisan 250V- 24.000 Vh novekedd
fesziiltség mellett. A gélcsikokat 15 percig 3 ml DTT tartalmu equilibralé oldatban, majd tovabbi 15
percig 3 ml jodacetamidot tartalmazd equilibraldé oldatban inkubaltam. Mésodik dimenzidban a
fehérjéket molekulatomegiik szerint SDS-PAGE-n MINI-PROTEAN 3-CELL (Bio-Rad)

késziiléken szeparaltam a 3.2.2. pontban leirtak alapjan.

3.2.4. Lab-on-a-chip (LOC) elektroforézis

Mintaelokészités. A mintaelOkészités soran 4 pl mintat 2 ul B-merkaptoetanol redukaldszert
tartalmazd mintaoldoban oldottam és 95 °C-on torténd 5 perces hdkezelést kovetéen 84 pl
desztillalt vizzel higitottam.

A tiszta fehérjék és az allatkisérletbdl szarmazo mintak analizise Experion Pro260 Analysis
Kit (Bio-Rad) automatizalt rendszerben tortént. A kit tartalmazza a géloldatot, a festékoldatot, a
mintaoldd puffert és a molekulatomeg markereket. Az oldatokat a gyartd utasitasa szerint mértem
Ossze, igy 520 ul géloldathoz 20 pl festékoldatot mértem, majd sziirés és centrifugalas utan a chip
megfeleld celldiba injektaltam. Az eldkészitett mintdkbol 6 pl mennyiséget injektdltam a chip
megfeleld cellaiba. Az elektroforézis utan a kiértékelés a retencios idok alapjan Experion Pro260

szoftverrel tortént.
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3.2.5. Immunblott technika (HAJOS és mts., 2003)

A blottolas célja, hogy a méret szerint elvalasztott fehérjéket elektromos aram segitségével
egy stabil, szilard feliiletre vigyiik at. Az ontott géleken molekulatomeg szerint (1-DE) illetve
izoelektromos pont és molekulatomeg szerint (2-DE) elvalasztott fehérjéket 0,45 um porusméretii
PVDF membranra (Millipore) blottoltam Trans Blott Semy Dry Transfer Cell (Bio-Rad)
késziilékkel a kovetkez6 paraméterekkel: U=0,25 V; 1=0,08 mA/cm2. A géleket az elektroforézis
utan 15 percig katod-pufferben, a membrant 15 masodpercig metanolban, majd 2 percig desztillalt
vizben és 5 percig anod II. pufferben dztattam. Azonos méretli szlirOpapirokat andd 1. illetve anod
II. pufferekben vald aztatas utan a kovetkezOképpen rendeztem el a blott késziilékben (alulrél
felfelé): 2 db szlirépapir (anod I. pufferben atnedvesitve); 1 db szlrdpapir (anod II. pufferben
atnedvesitve); membran; gél; 3 db sziir6papir (katdd pufferben atnedvesitve). A blottolas ideje 1-
DE-t kovetéen 1 ora, 2-DE-t kovetéen 1,5 ora volt. A blottolas utan a membrant 40 percig 1 %
BSA tartalma blokkol6 oldatban inkubéltam a szabadon maradt kot6helyek lefedése céljabol. A
nem kotédott BSA-t 10 ml moso oldattal 3x10 perces mosassal tavolitottam el. Ezutdn nytlban
termelt Tendergreen bab aAl elleni specifikus ellenanyaggal (1:40) illetve hiivelyes allergias human
szérummal (1:20) egy éjszakan at szobahdmérsékleten inkubaltam a membrant. Masnap a nem
kotodott ellenanyag eltavolitasa utdn kecskében termelt, tormaperoxidaz enzimmel (HRPO) jelolt
anti-nytl 1gG (1:500) illetve kecskében termelt HRPO jel6lt anti-human IgE (1:100) masodlagos
ellenanyaggal 2 6rdn 4t szobahdmérsékleten inkubaltam a membrant. A nem ko6tddott elsddleges és
masodlagos ellenanyagot is 10 ml moso oldattal tavolitottam el a rendszerbdl 3x10 perces mosassal.
Az immunreaktiv fehérjék eléhivasa H,O, /4-kloro-1-naftol szubsztratoldat hozzaadasaval tortént.

Fehérjék deglikozilalasa membranon (WOODWARD, 1984). A blottolas utan a membrant
40 percig blokkolo oldatban inkubaltam, majd 50 mM natrium-acetat pufferrel (pH 4,5) 3x5 percig
mostam, amit ezutdn 50 mM Na-acetat pufferben oldott 20 mM nétrium-metaperjodattal, majd
PBS-ben oldott 50 mM natrium-borohidriddel 30-30 percig s6tétben inkubaltam. A deglikozilalas
utan, annak igazolasara Schiff-reagenssel festettem meg a membrant.

Schiff festées (ZACHARIUS, 1969). A fehérjéket PVDF membranra torténdé blottolas utan
desztillalt vizzel mostam, utana 1 % perjodsavat tartalmazé 3 % ecetsavban 30 percig razattam,
majd 1 % metabiszulfittal (10 mM sdsavban oldva) mostam és ezutan sététben inkubaltam 1 6ran at
Schiff-reagensben és 30 percig 0,1 % metabiszulfitban (10 mM soésavban oldva). Végiil 0,5 %

metabiszulfittal (10 mM sésavban oldva) mostam a membrant.
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3.3.  Alfa-amilaz inhibitorok izolalasa és aktivitasuk mérése (MURAO, 1981)

A babliszteket és GM borséd lisztet desztillalt vizzel 1:10 aranyban (tf %) extrahaltam
szobahdmérsékleten, magneses keverdvel, 1 oran keresztiil, 1400 rpm fordulatszdmon. Ezt a fehérje
extraktumot 10 percig 10000 g értéken centrifugaltam (IEC Multi RF centrifuga) és a feliiltszot
gytjtottem. Ezutdn cink-hidroxidos kezeléssel dusitottam az aAl frakciot a feliiliszobol, amelyhez
meghataroztam az optimalis cink-hidroxid mennyiséget. A fehérje koncentracié meghatarozésa
Qubit-fluoriméterrel (INVITROGEN) tortént a késziilék gyartéjanak Gtmutatoja szerint. A cink-
hidroxidos kezelés utan kapott feliilluszobol tovabbi kromatografias 1épésekkel tisztitottam az aAl-t.
A feliilaszot 20 mM kalium-foszfat (pH 7,5) start-pufferrel higitottam majd 15 cm®-es Express lon
D (DEAE) anioncseréld oszlopra vittem 1 ml/perc aramlési sebességgel. Ezutan 0,25 mM NaCl-ot
tartalmazo 10 mM start-pufferrel eludltam az oszlopon megkotott fehérjéket. Az igy nyert frakciot
Centricon+70 koncentratorral koncentraltam (vagoérték: 3000 Da), és 200 ul-enként Superose 12
(FPLC) gélsziiré oszlopon kromatografaltam.

Az oAl aktivitds mérése soran 50 pl inhibitor tartalmu fehérjeoldathoz (0,4 mg fehérje/ml)
0,15 ml sertés pankredsz eredetii alfa-amilaz enzimet (0,18 U) adtam. Kontrollként az inhibitor
oldat helyett desztillalt vizet adtam az enzimhez, vak oldatként pedig 0,2 ml desztillalt vizet
hasznaltam. Az igy elkészitett oldatokat 37 °C-on inkubaltam 5 percig, majd 0,2 ml 1,5 %-0s
keményit6 oldatot (0,1 M TRISZ-HCI-ben oldva, pH 7) mértem hozza, amivel szintén 37 *C-on 10
percig inkubaltam. Ezutan 0.5 ml savoldattal (1:5 aranya 0,5M HCI és 0,5M CH3;COOH) allitottam
le a reakciot és 0,02 ml végoldathoz 1 ml 0,005 % jodoldatot adtam. Szobahdmérsékleten 20 percig
valo inkubdlas utan az abszorbancidt 660 nm-en mértem. Az abszorbancidk alapjan az egyes
mintakban a kovetkez6 egyenlet segitségével hatdroztam meg az a Al aktivitasokat:

Inhlbltor akthltéS (%) = ODminta - ODkontro” / ODvak - ODkontro” X 100

3.4. Hemagglutinacioés teszt (CUADRADO és mts., 1998)

A heamagglutinacios tesztethez 5 g bab illetve borsd 6rleményt és 2,5 ml 0,9 % NaCl
oldatot mértem be 5 ml-es centrifugacsObe, majd 1 oran keresztiil szobahémérsékleten razattam.
Ezutan 10 percig 5000 g értéken centrifugaltam. A feliillusz6 100 pl-ét kétszeres tovafutd higitassal
mértem mikrotitrald lemezre. Ezutan tizszeres higitasi EDTA alvadas gatlot tartalmazo csébe levett
patkanyvér 100 pl-ét adtam mindegyik mintdhoz. Szobahdmérsékleten 20 percig allni hagytam a
mikrotiter lemezeket, majd az agglutinacié mértékét negativ és pozitiv kontrollhoz viszonyitva

értékeltem ki. Negativ kontrollként 0,9 % NaCl oldatot hasznaltam, pozitiv kontrollként pedig jo
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agglutinalo képességgel rendelkez6 bab lektint alkalmaztam. A hemagglutinacios tesztet az
6rlemények mellett elvégeztem a Tendergreen babbol és GM borsobol izolalt aAl-ral is, ahol 1
mg/ml-es oldatbol kiindulva kétszeres tovafutod higitassal dolgoztam, ugyanigy a pozitiv kontrol
PHA esetében is.

3.5. Peptidek LC-TOF-MS elvalasztasa

Tripszines emésztés (KERKAERT és mts., 2013). Az izolalt aAl-ok 2-DE szeparalast
kovetden molekulatomeg és izoelektromos pont szerint azonositott fehérjefoltjait kivagtam a gélrol.
A g¢él darabokbol 100 mM (NH4)HCOsz:metanol (1:1), és 25 Mm (NH4)HCOgz:acetonitril (1:1)
oldattal eltavolitottam a Coomassie Blue festéket. A gél darabokat nitrogén aram alatt szaritottam,
majd 2 pL RAPIGEST oldatot és 2 pL tripszin (0.1pg/uL) oldatot adtam hozza, amellyel 37°C-on
egy €jszakan at inkubaltam.

Tripszinnel emésztett peptidek LC-TOF-MS elvdlasztisa (KERKAERT és mts., 2013). A
tripszinnel emésztett mintak 2 pL-é&t Zorbax 300 SB-C8 (3.5 micron, 2.1x150mm, Agilent
Technologies) oszloppal rendelkezé Ultimate 3000 RSLC (Dionex, Germany) késziilékbe
injektaltam. Az aramlasi sebesség 0.2 mL/perc, az oszlop allandé hémérséklete 40 °C volt. A
mozgd fazis osszetétele a kovetkez6 volt: 90 % desztillalt viz/10 % acetonitrilben 0,1 % ecetsav (A
eluens) és 10 % desztillalt viz/ 90 % acetonitrilben 0,1 % ecetsav (B eluens). A gradiens elucio
alkalmazasa: 0-1 perc: 10 % B; 1-11 perc: 10-100 % B; 11-16 perc: 100 % B; 16-16.5 perc: 100-10
% B és 16.5-21 perc: 10 % B. Az oszloprol leoldott peptideket 214 nm-en és 280 nm-en UV
detektor és microTOF II (time-of-flight) repiilési id6 analizator (Bruker Daltonics, Germany)
analizalta. Az electrospray ionizacios forras pozitiv moédban miikodott; 2 bar N, nyomdson, 4 L/perc
aramlasi sebességgel 200 °C homérsékleten. A kapillaris fesziiltség 5800 V, a kilépd fesziiltsége
150 V volt. A spektrumok felvétele 100-3000 m/z tomegtartomanyban tortént. Az aAl peptideket in
silico emésztett peptid markerek (Phaseolus vulgaris a Al P02873, UniProt) alapjan azonositottam.

Szekvencia  homologia  meghatdrozasa ismert allergén  szekvencidkkal. UniProt
(http://lwww.uniprot.org/) fehérje adatbazisbol kapott bab (Phaseolus vulgaris) eredetli aAl
szekvencidjat az EFSA-val megegyez6, FAO/WHO kritériumait tartalmazd adatbazisok
segitségével elemeztem az allergenitas szempontjabol. Ezek az adatbazisok az SDAP (Structural
Database of Allergenic Proteins, https://fermi.utmb.edu/SDAP/) adatbazis; az ADSF (Allergen
Database for Food Safety, http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/); a ProAP adatbazis (Protein
Allergenicity Prediction, http://gmobl.sjtu.edu.cn/proAP/main.html).
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Linedris B-sejt epitépok predikciéja. Immun-epitop predikcios szoftver (http://immuneepitope.org)
segitségével a potencialis linearis B-sejt epitopokat térképeztem fel az a Al alfa- és béta lancan azok

aminosav szekvencidja alapjan.

3.6. Hiivelyes allergia klinikai tiineteit mutaté human szérumok szelekcidja aAl specifikus

antigén érzékenységre

Pozitiv szérumok (18 db). A hiivelyes allergia bor (kronikus csalankiiités, szajkoriili kilités)
¢s léguti (asztmas tiinetekkel kisért 1éguti allergénekkel szembei tulérzékenység) tlineteket mutatod
felnott betegek (80 db), akik a ,,Prick in Prick” tesztben nativ babbal és/vagy borsoval szemben erds
klinikai tiineteket mutattak (Skala érték: 3).

Negativ szérumok (2 db). Nem mutattak klinikai tiineteket nativ babbal és/vagy borsoval
szemben.

Pozitiv szérumok aAl érzékenyitéssel (3 db). A rendelkezésiinkre bocsatott hiivelyes pozitiv,
anonim szérumok (80 db) IgE reaktivitdsat immunblottal vizsgaltam. Az 1-DE szeparalt ¢€s
deglikozilalt aAl antigént blottolas utan a pozitiv human szérumokkal (1:20) inkubaltam. Pozitiv
reakcio esetén a kialakult immunkomplexet (aAl/human IgE) anti-human IgE kecske IgG HRPO

enzimmel jel6lt konjugatummal (1:100) azonositottam.

3.7. Az aAl in vitro pepszines emésztése (THOMSAS és mts., 2004; KUMAR és mts., 2011)

A kisérlet soran 1,5 ml SGF oldatot 37 °C-on, 10 percig eldinkubaltam Eppendorf csében,
melyhez 90 pl Smg/ml-es oAl oldatot adtam. Kontrollként alkalmaztam egy jol emészthetd fehérjét
(BSA) és egy nehezen emészthetd fehérjét (B-laktoglobulin). Ezeknek szintén 90 pl 5 mg/ml-es
oldatat adtam kiilon-kiilon SGF fazisokhoz. Révid keverés utan 37 °C-os vizfiirddbe helyeztem az
eppendorf csoveket. Kiilonb6z6 idépontokban (2, 10, 30, 60 perc) 200 ul mintat vettem mindegyik
csébdl, és az enzimreakciot 70 pl 0,2 M NaHCOs-tal allitottam le, majd 70 pl 4x Laemmli
mintaold6 puffert adtam hozza. Az igy kapott mintakat 100 °C-on, 5 percig kezeltem, majd
mindegyikbdl 15 pl-t 15 %-0s SDS-PAGE-n megfuttattam a Laemmli modszer (1970) szerint.

3.8. Az gAl tapcsatornaban torténo tialélésének vizsgalata akut patkanymodellben

Az allatkisérletek a FOvéarosi Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellen6rzé Allomashoz
benytjtott ,,Allatkisérlet végzésére szolo allategészségiigyi hatosagi engedély iranti kérelem”-nek
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(ny.sz. 65/2001) megfelelden torténtek. A kifejlett immunrendszerti him Wistar patkanyokat
(TOXI-COOP Kft.) négy napon keresztiil 16 %-os fehérjetartalma (16 % tojasfehérje, 10 %
kukoricaolaj, 5 % asvanyi anyag ¢és vitaminpremix, kukoricakeményitd) tap és viz ad libitum
fogyasztasa mellett csoportos anyagcsere ketrecben tartottuk. A kisérleti napon 8 oras tapmegvonast
kovetéen 1 ml 0,9 % NaCl oldatban feloldott 5 mg aAl-t tartalmazé nativ és hékezelt (100 °C, 30
perc) tarkabab (Phaseolus vulgaris) lisztet juttattunk be az allatokba hajlékony gyomorszondan
keresztiil (3 allat/tesztcsoport). Ezt kdvetéen 60 perc elteltével az allatok Ontudatvesztését okozd
kabitasa (cervicalis diszlokacid) mellett azonnali halalt okozé moédszerrel, életiik kioltdsa tortént
(dekapitalas). Teljes kivérzést kovetéen a hasilireg feltarasa utan a gyomrot és a beleket

eltavolitottuk (4. abra).

oAl tartalmt minta bevitele
gyomorszondan keresztiil

60 perc

Gyomor €s vékonybél
mosasa aprotinin tartalmt

pufferoldattal

L

4. abra: Az oAl tapcsatornaban valo talélésének vizsgalati 1épései akut patkanymodellben

Gyomor és vékonybél tartalom kinyerése (LE GALL ¢és mts., 2007). A gyomor tartalmakat 1 ml, a
vékonybél tartalmakat 2 ml mosdoldattal mostam ki, majd liofilizaltam. A liofilizalt mintakat az
analizisig -20 °C-on taroltam. Analizis eldtt a liofilizalt bablisztekbdl és gyomor mintakbol a
fehérjéket extrakcios puffer I-gyel extrahaltam 90 percig szobahOmérsékleten razatva (10 g

babliszt/L puffer; 50 g gyomortartalom/L extrakcios puffer I). A liofilizalt vékonybél mintakbol
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extrakcios puffer II-vel extrahaltam a fehérjéket szintén 90 percig szobahémérsékleten razatva (200
g vékonybél tartalom/ L extrakcios puffer I1). A kioldott fehérjetartalmakat QUBIT fluoriméterrel

mértem.
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4. EREDMENYEK

4.1. Magyarorszagon termesztett babfajtak (Phaseoulus vulgaris L.) és tisztitott aAl-ok
osszehasonlito, proteomikai vizsgalata valamint az inhibitor- és lektinaktivitas vizsgalata egy

mar jol jellemzett Tendergreen bab és a GM borso felhasznalasaval

A szerkezet és funkcio jellemzése céljabol az alabbi vizsgalatokat tartottam célszerlinek
elvégezni.

4.1.1. A magyarorszagi babfajtak, a Tendergreen bab, a GM borsé és a nGM borso
elektroforetikus  fehérjemintazatainak  Gsszehasonlito  vizsgalata a  referenciaként

rendelkezésre allo Tendergreen bab és GM borso eredetii a Al segitségével

Célkitlizésem volt az oAl-0k fehérjeszerkezetének és variabilitdsanak vizsgalata hazai
babfajtakban egy mar jol jellemzett Tendergreen babban valamint GM borséban (PRESCOTT és
mts., 2005; CAMPBELL és mts., 2011; MARSH és mts., 2011) expresszalt, referencia aAl
segitségével. Ennek érdekében eldszor a bab és borso drlemények fehérjéit vizsgaltam SDS-PAGE
segitségével. Az elvalasztas utan kapott fehérjemintazatokat az 5. abra szemlélteti. A 15 kDa
molekulatomegli markerfehérje tartomanyban, ami egyben az aktiv aAl-0k molekulatomeg
tartomanya is (POWERS és WHITAKER, 1977, MORENO és CHRISPEELS, 1989; CAMPBELL
és mts., 2011), a babok és a GM bors6 mintazataban intenziv savok voltak detektalhatoak
ellentétben a NGM borso fehérjemintazataval. A 25 és 37 kDa markerfehérjék kozott a babokban
egyforman jelen volt egy intenzivebb sav, amely az aAl pre-proteinjének jelenlétére utal (POWERS
és WHITAKER, 1977; MORENO és CHRISPEELS, 1989; CAMPBELL és mts., 2011), a borsok
esetében Vviszont mas mintazat lathato ebben a régioban. A Tendergreen bab oAl szintén a 15 kDa
¢s 30 kDa molekulatomeg tartoményban tartalmazott sdvokat szemben a GM borso izolatummal,
amelynél csak a 15 kDa aktiv inhibitor tatomanyban detektaltam fehérjesavokat.

Az SDS-PAGE mintazat alapjan nem donthetd el pontosan, hogy melyik sav milyen fehérjét
jelent. Ezért nem denaturdld kozegben Nativ-PAGE-n is elvégeztem az elektroforézist, majd
keményitovel valo inkubalds utan kalium-jodiddal festettem meg az aAl-aktiv savokat. Az 6. abran
lathat6, hogy a GM borso - szemben a nGM borsoval és egy kereskedelmi forgalombol beszerzett
kontroll borsoval - a bab 6rleményekhez hasonléoan oAl aktivitdst mutatott. A nativ-PAGE
elvalasztasnal nincs lehetdség molekulatomeg markereket alkalmazni, ezért egyértelmiien nem lehet

meghatarozni, hogy pontosan melyik fehérjesav rendelkezik aktivitassal. Masik hatranya ennek az
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elvalasztasnak, hogy nem Kvantitativ modszer, ezért az aktivitasméréseket spektrofotometriasan is
elvégeztem. Ennek eredményeit az 4. tidblazatban foglaltam Ossze. Az eredmények alapjan
elmondhato, hogy legnagyobb inhibitor aktivitissal a GM borsé rendelkezett (58%), mig a
legalacsonyabb aktivitast a Bokorbab o6rleményben mértem (38%). A nGM és a KF borsod

6rlemények nem mutattak oAl aktivitast.

MM 1 2 3 4 5 6
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5. abra: Bab és borso érlemények SDS-PAGE mintazata
MM: All Blue molekulatomeg marker
1.TG bab; 2. HSZ bab; 3. BO bab; 4. VV bab; 5. TA bab; 6. GM borso; 7. N"GM bors6
8. TG bab oAl 9. GM borso aAl

6. abra: Bab és borso érlemények Nativ-PAGE mintazata oAl aktivitasra festve
1. TG bab; 2. KF borso; 3. nGM borso; 4. GM borso; 5. HSZ bab; 6. BO bab; 7. VV bab; 8. TA
bab; 9. Buza oAl
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4. tablazat: A bab és borso extraktumok spektrofotometrias modszerrel meghatarozott a Al
aktivitas értékei (%)

nGM
TG bab KF borsé borsd GM bors6 | HSZ bab BO bab VV bab TA bab
52 +1,5% 0% 0% 58+15% | 42+15% | 38+1,2% | 49+2,0% | 53+2,6 %

Egy fehérje izolalasahoz mindig sziikséges az izoelektromos pont ismerete, amelyrdl az

izoelektromos fokuszalas soran kaphatunk informaciot, egy pH gradiensen torténd elvalasztassal. A

bab és borsod drlemények fehérjéit ezért 2-DE moddszerrel is elvalasztottam, ahol az elsé dimenzid

maga az izoelektromos fokuszalas. Az elvalasztas eredményét a Tendergreen bab (7. abra) és a

GM/nGM borso (9. abra) mintakon mutatom be. A magyarorszagi babfajtak 2-DE mintazata az M3

mellékletben talalhatd. A 2-DE mintdzat kiértékelése rendszerint szoftveresen torténik, marker

fehérjék segitségével, amelyek a minta fehérjéivel egyidejiileg egy matrixban szeparalédnak. Az

Orlemények fehérjéinek elvalasztasa utan a 2-DE marker fehérjék jelenléte megnehezitené a

kiértékelést, ezért nem alkalmaztam ezeket az drlemények esetében. A mintdzatrdl lathatd, hogy a

pH 4 és pH 8 kozotti izoelektromos pontnal jelentek meg fehérjefoltok.

pH 3

10

7. abra: TG bab 6rlemény fehérjéinek szeparalasa 2-DE modszerrel
Felvitt mennyiség: 800pug sz.a./250ul rehidratalo puffer

Az oAl kimutatasara az O6rleményekbdl Tendergreen bab oAl ellen nytalban termelt

specifikus ellenanyagot hasznaltam. A 2-DE elvalasztas utdn membranra blottoltam a fehérjéket, a

specifikus ellenanyaggal €s masodlagos ellenanyagkonjugatummal inkubatam, majd eléhivtam az
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immunreaktiv fehérjefoltokat, melyet a 8. dbra szemléltet. Az oAl eldfehérje tartomanyaval
megegyez0 29 — 37 kDa molekulatdmeg tartomanyban és a pH 4 - 5 koriili pl tartomanyban
jelennek meg az anti-aAl-ral specifikusan reagaldo immunreaktiv fehérjefoltok. LAJOLO ¢és FILHO
(1985) Phaseolus vulgaris eredetii aAl izoelektromos pontjat hasonléan pH 4,35-nél hataroztak
meg izoelektromos fokuszalassal. Ezt az izoelektromos pontot vettem figyelembe a fehérjetisztitas
soran. Az aktiv inhibitor molekulatomeg tartomanyaban (15 kDa) az érlemények esetében nem
detektaltam fehérjefoltokat, ez magyarazhatd azzal, hogy az oAl az drleményekben alacsony (1-

2%) szazalékban talalhato, ezért is sziikséges a fehérje izolalasa.

pH 3 10

8. abra: TG bab 6rlemény immunblott mintazata
Felvitt mennyiség: 800pug sz.a./250ul rehidratalo puffer
Els6dleges ellenanyag (anti-aAl nyul IgG) 1:40 higitasban, masodlagos ellenanyag (anti-nyul 19G
HRPO konjugatum) 1:500 higitasban
MM: Broad Range molekulatomeg marker

4.1.2. A GM borso és a nGM borso fehérjéinek dsszehasonlitasa 2-DE elvalasztast kovetoen, a

genetikai modositasbol eredo kiilonbségfehérjék detektalasa érdekében

A nagyobb felbontds érdekében 2-DE modszerrel is elvalasztottam a fehérjéket. A borso
Orlemények 2-DE szeparalt mintazatait a 9. abra szemlélteti. A teljes fehérjetérkép dsszehasonlitasat
és a kiilonbségek pontos feltarasait PDQUEST szoftver segitségével végeztem el. A GM ndvényben
79, a nGM ndvényben 54 fehérjefoltot detektaltam (M4 meléklet). CHEN és mts. 2009-ben
proteomikai vizsgalatok soran az aAl fehérjén kiviil tovabbi 33 0j fehérjét talalt a GM borsoban,

melyek koziil csupan 3 fehérjérdl volt bizonyithatd, hogy azok aAl-ként expresszalddtak. A
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maradék 30 fehérje az Agrobaktérim-medialt transzformacio utan keletkezett. Ezek kozil 16
fehérjét MALDT-TOF-TOF-MS modszerrel azonositottak, melyek tartalékfehérjék, legumin,
vicilin, convicilin, phaseolin és kupin tipusu fehérjék voltak (CHEN és mts., 2009).

A 10-15 kDa kozotti molekulatomeg tartomanyban a GM borsé mintadzatdban szemmel
lathatoan is tobb fehérjefolt volt jelen. A 10. abran a kiilonbségfehérjék mintazata lathato, ahol a
referencia képen pirossal jelzett fehérjefoltok kizarélag a GM borsdban jelenlévo fehérjéket jelolik,
mig a zdlddel jeldlt foltok mindkét fehérjemintazatot jellemzik. (Kékkel jelolt foltok nem lathatdak,
ami azt jelenti, hogy nem detektalhato olyan fehérjefolt, ami kizarélag a nGM borsdban taldlhato).
Az SSP (Single Spot Position) szadmmal jelzett foltok intenzitas értékeit hasonlitjdk ossze a 10.
abran talalhaté oszlopdiagramok. Az elsé oszlop a GM borsé mintaban talalhat6 foltok intenzitasat
mutatja (maximum), ez tekintendé a referencia mintanak, mert ebben van benne az Osszes
keresend6 fehérje, ennek relativ értéke a jobb felsé sarokban talalhaté. A masodik oszlop a nGM
borsd ugyanabban a pozicidban 1évé foltjanak intenzitasat jeloli a maximumhoz képest, ennek
pontos értéke nem lathatd. Az a Al molekulatomeg tartomanyaban talalhatoak olyan fehérjefoltok (4
db), amelyek kizarolag a GM borsoé liszt 2-DE mintazataban detektalhatoak. Ezek tobbek kozott a
SSP0001, SSP0101, SSP0201 és SSP9102 szamu foltok (11. dbra). Detektaltam olyan fehérjéket is,
amelyek mindkét borsoban megtalalhatoak, azonban intenzitasuk a GM borsoban novekedett.
Ilyenek a SSP 0601 és az SSP9302 foltok. Az M4 mellékletben megtalalhat6 az 6sszes SSP szam és

a hozzajuk tartozo hisztogramok.
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9. abra: AnGM (A) és a GM (B) borsolisztek 2-DE szeparalt mintazatai
MM: All Blue molekulatomeg marker
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10. abra: Kiilonbségfehérjék detektalasa a nGM és GM borsolisztek 2-DE szeparalt
fehérjemintazatai k6zott. A referencia kép a GM borsoéliszt mintazata. A pirossal jelzett foltok a GM
borsoban jelenlévd fehérjéket jelolik, a zolddel jeldlt foltok a nGM és a GM borsoban taldlhatod

fehérjéket jelolik.
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11. abra: A GM borsdliszt és a NGM borsdliszt 2-DE térképén detektalt foltok intenzitas értékeinek
PDQUEST szoftveres 6sszehasonlito vizsgalata (SSP: a szoftver altal az egyes foltoknak adott
jelzészam)
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4.1.3. A hokezelés hatasanak vizsgalata az aAl-ok aktivitasara

A bioaktiv fehérjék vizsgalatanal mindig fontos szempont a héstabilitas. Ezért az aAl-ok
aktivitasat a bab ¢s borso lisztek extrakcidjat (3.3. fejezet) kovetéen 60 °C, 80 °C és 100 °C-on
torténd 10 perces hokezelés utdn mértem. Az 5. tdblazatban lathato, hogy a 60 °C-on vald hokezelés
soran atlagosan 15 %-kal csokkent az extraktumok inhibitor aktivitdsa. A legnagyobb csokkenés a
Bokorbabnal volt megfigyelhetd, ez 32 %. A 80 °C-on valé hékezeléssel az aktivitas mar atlag 83
%-kal csokkent; legnagyobb aranyban, 91 %-kal a Vords vesebabban, mig a 100 °C-os hokezelés

utdn mar nem volt mérhetd aktivitas egyik extraktumban sem.

5. tablazat: A 10 perces h6kezelések hatasa a kiilonb6z6 bab és borso extraktumok aAl aktivitasara

oAl aktivitas értékek (%)
H6- | ropay | KF | "M GMiborss | HSZbab | BObab | VVvbab | TAbab
kezelés borsé borsé
- 52+1,5% 0% 0% 58+15% | 42+15% |38+1,2% | 49+2,0% | 53+2,6%
60 °C | 45 +4,5% 0% 0% 53 +2,5% 41 +4,1% | 26 +2,0% | 40+1,0% | 45 +4%
80°C | 12+1,5% 0% 0% 8 +3,0% 7 +2,0% 7 +0,5% 4 +3,2% 11 +4,5%
100 °C 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

4.1.4. A magyarorszagi babfajtak, a Tendergreen bab, a GM borsé és a NGM borso, valamint
a negativ kontrollként hasznalt Tendergreen bab é GM borso eredetii aAl-ok lektin

aktivitasanak vizsgalata hemagglutinacios probaval

A bab aAl-ok elddleges szerkezetiik alapjan nagyfoku hasonlosagot mutatnak a lektinekkel,
amelyek hemagglutinacios aktivitassal rendelkeznek (MORENO ¢és CHRISPEELS, 1989) ¢s a PHA
szénhidratkotéhelyet nem tartalmazé csonkitott formai az aAl-ok (SPARVOLI és BOLLINI, 2014).
A Pfam fehérjeadatbazis alapjan az oAl és a bab lektin a koncavalin-tipusu lektin (CLO004)
szupercsaladba és azonbeliil a legumin lektin (Lectin legB, PF00139) csaladba tartozik. Ezért
indokolt volt az oAl lektin aktivitdsanak vizsgalata agglutindcidés probaval. A lektinek a
vorosvérsejtek agglutinacigjat valtjadk ki, ezért a teszt sordn a fehérjéket vordsvérsejtekhez
adszorbedltatjuk, majd szobahdmérsekleten vald inkubdlds utan az agglutinacié mértéke szemmel is
jol lathato.
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A 12. abran a mikrotiter lemezek els6 helye a negativ kontroll (K), a fehérje nélkiili minta. A
masodik helyen a fehérje minta kiinduldsi koncentracioja (100 pl 0,5 g/2,5 ml), a harmadik helytdl
a minta kétszeres tovafutd higitdsu sorozata és a tizszeres higitasi vér agglutinacioja lathato. Az
,»A” abra bab PHA hemagglutinacios aktivitdsat mutatja, ahol a 16x higitdsig szemmel lathato a
hemagglutinacio.

A bab extraktumokkal végzett hemagglutindciés proba sordn megallapitottam, hogy az
egyes babfajtak kozott a hemagglutinacids aktivitasban kiillonbozoéek lehetnek. A Bokorbab (D), a
Voros vesebab (E) és a Huanita szarazbab (F) a 32x higitasig, mig a Tarkabab csak a 8x higitasig
mutat aktivitast. A vizsgalt babfajtak koziil tehat a Tarkababnak a legkisebb a lektinaktivitasa,
amely taplalkozastani szempontbol elényds lehet a PHA toxicitasa miatt. A Tendergreen babbol
izolalt oAl (B) azonban nem mutatott lektin aktivitast, hasonléan a GM borsobol izolalt aAl-hoz
(C). A GM borso extraktum viszont 128x higitasig jol lathatéan aktivitast mutat, amellyel a borsé

lektin jelenlétét igazoltam.
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12. abra: Hemagglutinacios teszt
K: negativ kontroll, 0: kiindulasi koncentracio
A. 1 mg/ml PHA; B. 1 mg/ml TG bab oAI; C. 1 mg/ml GM borso aAl; D. BO bab E. VV bab;
F. HSZ bab; G. TA bab; H. GM borso
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4.1.5. Kromatografias fehérjetisztitasi modszer kidolgozasa aAl izolalasara Magyarorszagon

termesztett Phaseolus vulgaris babfajtakbol illetve a GM borsobél

Az aAl-0Kk izoldlasara mar tobb eljarast dolgoztak ki, melyek mindegyike tobb 1épéses,
idbéigényes modszer. Marshall és Lauda 1975-ben 1% NaCl oldatos extrakcido utdn hokezelést
alkalmazva inaktivaltdk az alfa-amildz enzimet és a kiséré holabilis fehérjéket. Az igy kapott
fehérjeoldatot dializaltdk, majd egy anioncsréld (DEAE) valamint két gélszliré kromatografias
oszlopon (Sephacryl S-200, Sephadex G-50) val¢ tisztitassal nyerték ki az aAl-t.

Kutatdsom soran célom volt egy olyan kevésbé iddigényes, hatékony moddszer kidolgozasa
az oAl tisztitasara, amelyet a biologiai aktivitds mérésével nyomon tudok kdvetni.

A cink-hidroxid [Zn(OH),] egy nagy fehérjemegkotd kapacitassal rendelkezdé szervetlen
adszorbens. Eldszor az 1930-as években alkalmaztak fehérjék eltavolitasara vércukor meghatarozasi
modszerekben (SOMOGYI, 1930). Sikeresen alkalmaztadk még enzimtisztitas soran (SCOPES,
1982). NOLTMANN (1964) nyul izombol foszfogliik6z-izomerazt izolalt, késébb NOLTMANN ¢és
NAKAGAWA (1965) sorélesztébdl szintén foszfoglilkdz-izomerazt izolaltak Zn(OH), segitségével.
A Zn(OH), fehérje-adszorpcidés mechanizmusa azonban maig nem ismert.

Az oAl izolalasara bab és GM borsd lisztekbdl vald extrakcid (3.3. fejezet) utan
alkalmaztam a Zn(OH),-ot, amely azért bizonyult megfeleld eljarasnak, mert az extraktumban 1évé
fehérjék nagy részét megkototte, viszont az aAl oldatban maradt. Ezt a Zn(OH),-dal valo kezelés
elotti és utani aktivitdsmérésekkel igazoltam. Korabban alkalmazott oAl tisztitasi eljarasokkal
szemben ez egy egyszeriibb, kevesebb Iépésbdl allo modszer (SZAMOS és mts., 2012).

Az optimalis Zn(OH), mennyiségét gy hataroztam meg, hogy 1-4 tf% tartomanyban
adagoltam a rendszerhez a Zn(OH),-ot és a nem kotédott fehérjefrakcioban mértem az aAl
aktivitast. A kiilonboz6 sszetételit Zn(OH), oldatokat a vizsgaland6 fehérje extraktum térfogatara
vonatkoztatott mennyiségii cink-acetat és natrium-hidroxid elegyébdl allitottam eld. Példaul, az 1
tf% Zn(OH),- dal valo kezelés soran 0,10 x V ml 1M cink-acetatot, 0.18 x V ml 1M NaOH-dal
mértem Ossze €s az igy kapott csapadékot roviden vortexel dsszekevertem. Ezutan 0,21 x V ml
desztillalt vizet adtam a csapadékhoz majd erbteljesen Gsszekevertem és 4000 g értéken 5 percig
centrifugaltam. A feliiluszot leontottem, a Zn(OH), pellethez V ml fehérjeoldatot adtam ¢s
homogenizaltam, majd 10000 g értéken 5 percig centrifugaltam. A feliiliszo tartalmazta a Zn(OH),

altal nem megkotott fehérjéket. Az oldatok dsszetevdinek pontos leirdsat az 6. tablazat tartalmazza.
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6. tablazat: A cink-hidroxid 0sszetevOinek szazalékos Osszetétele

1tf % 2tf % 3 tf % 4tf %
Zn(OH)2 Zn(OH)2 Zn(OH)2 Zn(OH)2
1M 0,10 ml 0,20 ml 0,30 ml 0,40 ml
ZnCHg(COO)Z
1M NaOH 0,18 ml 0,37 ml 0,55 ml 0,74 ml
Desztillalt viz 0,21 ml 0,43 ml 0,65 ml 0,86 ml

Az 1-4 tf% tartomanyban a megkotott fehérje mennyisége 44 %-rol 98 %-ra nott, mig az
aAl aktivitdsa 90 %-r6l 4 %-ra csokkent. A megkotott fehérje mennyisége az alkalmazott Zn(OH),
mennyiségével 3 tf %-ig linearisan nétt, 3 tf % Zn(OH), alkalmazasakor azonban mar jelentdsen

csokkent az aAl aktivitasa (13. abra). A 2 tf % Zn(OH), alkalmazasaval értem el a legnagyobb aAl

aktivitast, 96 %-ot.

A fehérje extrakt 2 tf % Zn(OH),-dal torténd kezelése utan a 15 kDa és a 30 kDa
tartomanyban 1évo fehérjesavok jelentds részét nem kotdtte meg az adszorbens, az extraktban 1évo
tobbi fehérjével szemben (14. abra). Igy, ez az Ssszetétel bizonyult optimalisnak a kisérd fehérjék
eltavolitasara a rendszerbdl, és az oAl frakcid dusitasara. Ezért a tovabbiakban a 2 tf% Zn(OH),-

oldatot alkalmazva izolaltam az oAl-t a magyarorszagi babokbodl és a GMSAFOOD keretében

kapott GM borsobol.
100 - 96 100
98 98
8090 -80 3
53 69 %
8 60 - - 60 o
% a0 M4 40 3
< 26 ®
. - X
20 s 20 Z
0 . . -0
1 2 3 4
Zn(OH); (%)
| —ill— megkotott fehérje AAI aktivitas |

13. abra: A Zn(OH), altal a TA bab fehérje extraktumbdl megkotott fehérjék mennyiségének

valtozasa és az oldatban maradt fehérjék aAl aktivitdsanak alakuldsa
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14. abra: TA bab fehérje exrtaktumanak (A) és a TA bab 2 tf% Zn(OH),-dal val6 kezelése utan
kapott fehérjeoldatanak (B) SDS- PAGE mintazata

MM: All Blue molekulatomeg marker

1. TA bab fehérje extraktum; 2. Zn(OH)2-dal kezelt TA bab fehérje extraktum

A 2 tf% Zn(OH),-0s kezeléssel kapott feliiliszobol anioncserélé oszlopon tovabb dusitottam

az oAl frakciot, majd gélszlir6 oszlopon megkaptam a tiszta fehérjét. A gélsziirés utani

kromatogramokat ¢s a hozzajuk tartozo paramétereket a 15. abra mutatja a TA babbol és a GM

borsobol izolalt a Al példajan.
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15. abra: TA babbol (A) és GM borsébol (B) izolalt a Al kromatogramja Superose 12 FPLC
(Pharmacia) gélsziir oszlopon
Injektalt minta: 200pl, eluens: PBS. Aramlasi sebeség: 0,5 ml/perc, nyomas: 0,6 MPa

4.1.6. Az izolalt fehérjék azonositasa molekulatomeg (1-DE, immunblott, LOC, Schiff-festés)

szerint valamint Tendergreen bab aAl-1 ellen nyilban termelt ellananyaggal

A babokbdl és a GM borsobol izolalt aAl-ok tisztasagat elektroforetikus elvalasztassal
ellendriztem. Az elvalasztast elvégeztem a GMSAFOOD palyazat keretében kapott Tendergreen
bab és GM bors6 aAl-okkal is. Az SDS-PAGE mintazatokat a Tarkabab és a GM borso eredetii
aAl-ok példajan mutatom be (16. abra). A bab izolatumban a 15 kDa molekulatomeg tartomanyban
voltak detektalhatoak fehérjesdvok, valamint 25 és 37 kDa kozotti molekulatomeg tartoméanyban,
feltételezhetéen az aAl nem processzalddott eldproteinje (pre-aAl) volt lathatd. Mivel a tisztitast
aAl aktivitds alapjan végeztem, ezért a processzalodott aktiv tartomdny jelentdsen feldusult az
eléfehérjével szemben. A magyarorszagi babokbdl izolalt aAl-ok hasonlé mintazatot mutattak. A
GM borso eredetli aAl esetében azonban csak az aktiv fehérje molekulatomeg tartoméanyaban (15

kDa) voltak detektalhaté savok. Az eldfehérje a borsoban valdsziniileg teljes mértékben
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processzalodott. MORENO és mts. (1990) SDS-PAGE modszerrel bab aAl-ban 6t fehérjesavot
detektaltak a 15 kDa és a 19 kDa kozotti régioban, tovabba a 28 kDa régioban eléfehérjét talaltak.
Egy késobbi publikacidban szintén a 14 kDa és 31 kDa molekulatomegnél azonositottak a bab aAl-
t (DAYLER és mts., 2005). CAMPBELL ¢s mts. SDS-PAGE mintazaton szintén 10 és 20 kDa
tartomanyban azonositottak aAl fehérjesavokat kiilonb6z6 babokbdl és GM borsobol izolalt aAl-

okban, valamint a bab izoldtumok 30 kDa molekulatdomeg tartomanyaban azonositottak az

eléfehérjét is (CAMPBELL és mts., 2011).

37kDa

25 kDa
s

15 kDa
e

16. abra: TA babbdl (A) és GM borsobdl (B) izolalt aAl 15 %-0s SDS-PAGE mintazata
MM: All Blue molekulatomeg marker

A bab eredetii aAl-0k azonositasara Tendergreen bab aAl ellen nyulban termelt poliklonalis
ellenanyagot hasznaltam. Immunreaktiv fehérjesavokat detektdltam a magyarorszagi babokbdl
izolalt aAl-ok esetében a processzalt 15 kDa illetve a nem processzalt 30 kDa molekulatomeg
tartomanyaban és a GM borsé aAl processzalt inhibitor tartomanyaban (17. abra). PUEYO és mits.
szintén immunreaktivnak talaltak a bab oAl 30 kDa régioban 1év0 polipeptidjét valamint a

processzalt fehérjét is a 15-18 kDa tartomanyban (PUEYO ¢és mts., 1993).
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17. abra: TA bab oAl (1) és GM borso oAl (2) immunblott mintazata nylban TG bab oAl ellen
termelt ellenanyaggal (1:40) és anti-nytl IgG HRPO konjugatummal (1:500)
MM: Low Range molekulatdémeg marker

A magyarorszagi babokbol izolalt fehérjéket LOC technikaval is elvalasztottam, melynek
mintazatat mutatja a 18. abra. A mintazatokat a retencios id6 alapjan (tr) értékeltem. Az izolatumok
25-29 masodperc kozotti tg-vel jellemezhetdek, ezen kiviil a bab izolatumoknal tapasztalhatd egy
30 masodpercnél megjelend sav is, ami valosziniileg az eléfehérje retencios ideje. A Huanita
szarazbab, a Voros vesebab és a GM borso izolatumokban négy, mig a Bokorbab és a Tarkabab bab
izolatumokban hét tg jellemzi az aktiv fehérjetartomanyt. A tg-ket a hozzajuk tartozo fehérje
mennyiségekkel a 7. tablazat foglalja 6ssze, a 19. abra pedig a Bokorbab izolatum és a GM borso

izolatum példajan keresztiil szemlélteti a bab és borso inhibitor kozotti kiilonbséget.
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18. abra: A kiilonbdz6 magyarorszagi babfajtakbol és a GM borsobol izolalt aAl-ok LOC
elektroforetikus elvalasztasa
L: molekulatomeg markerek (kDa); 1. HSZ bab aAl; 2. BO bab oAl 3. VV bab aAT; 4. TA bab

oAl 5. GM bors6 oAl

7. tablazat: A hazai termesztési babfajtak aAl-ainak LOC elvalasztasa soran kapott gorbék

paraméterei

tr: retencids idé (masodperc);
t: az adott fehérjesav szazalékos aranya az sszfehérje mennyiségben (%)

s;lizg;)t:b Bokorbab Voros vesebab Tarkabab GM borsoé
aAl aAl oAl oAl
oAl
tr t tr t R t tr t tr t
(mp) (%) (mp) (%) (mp) (%) (mp) (%) (mp) (%)
24.97 3.52 24.91 8.34 25.04 1.41 24.92 8.28 25.14 34.02
26.74 28.30 26.13 39.92 26.85 25.40 26.22 40.66 27.05 44.45
27.40 10.20 26.69 20.40 27.43 13.98 26.79 20.25 27.99 5.74
28.35 50.51 27.46 8.62 28.31 49.93 27.52 8.07 28.43 13.42
30.07 3.97 27.81 9.37 30.12 2.99 27.93 9.55
28.48 3.56 28.51 3.56
29.19 1.15 29.23 1.20
30.01 6.68 30.12 6.84
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19. abra: BO babbol és GM borsobdl izolalt aAl-ok elektroforetogramja LOC elvalasztast
kovetden

A tisztitott aAl-okat Schiff-reagenssel festettem meg annak érdekében, hogy a fehérjén 1évo

szénhidratokat lathatova téve a fehérje glikoprotein jellegét igazoljam. Az eljaras soran a
szénhidraton 1év6 aldo-csoportokat perjodsavval aldehiddé oxidaljuk, majd az aldehideket fukszint
tartalmaz6 aldehid reagenssel, u.n. Schiff-reagenssel mutatjuk ki.
A 20. abra szemlélteti a Bokorbab és a GM bors6é aAl-ok Schiff-reagenssel valod reakcidjanak
eredmeényét. Lathato, hogy az aktiv régioban 1évd inhibitor magenta szinli sadvokat ad, tehat ez a
régio glikoproteint tartalmaz. A poszt-transzlacidos modosulasokon keresztiilment fehérje az alfa- és
béta alegységekre vald szakadasakor glikozilalodik (MORENO és mts., 1990). A bab esetében a 30
kDa eléfehérje tartomanyban viszont nem lathatoak savok, ez igazolja azt, hogy ez a sav még a
poszt-transzlaciés mdodosulas eldtti nem processzalodott fehérje, ahol a szénhidratrészek még nem
kapcsolodtak a fehérjelanchoz. A Tendergreen bab oAl és a magyarorszagi babfajtakbol izolalt
aAl-ok a 15 kDa tartomanyban festédtek meg a Schiff-reagenssel.
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20. abra: BO bab aAl és GM borsé a Al SDS-PAGE mintazata (A) és Schiff-reagenssel valo festés
utan (B)
MM: All Blue molekulatomeg marker
SDS-PAGE: 1A: BO bab aAl; 2A: GM borsé oAl
Schiff-festés: 1B: BO bab aAI; 2B: GM borsd aAl

4.1.7. Az izolalt aAl-ok a- és p-alegységeinek marker peptidek alapjan torténé 2-DE

elvalasztast koveto tomegspektrometrias azonositasa

Az elvalasztas hatékonysaganak novelése érdekében 2-DE modszerrel szeparaltam az izolalt
oAl-okat. Igy, azok az elsé dimenzidban az izoelektromos pontjuk alapjan valnak szét, a masodik
dimenzidoban pedig a molekulatomegiik szerint. Ennek eredményeképpen az egydimenzids
elvalasztashoz képest extra fehérjefoltokat tudtam detektalni. A Coommasie Blue festést kdvetden
kapott 2-DE mintazatokat Tarkabab és GM borsoé izolatumanak példajan a 21. abra mutatja. A 2-DE
szeparalast elvégeztem a referenciaként hasznalt Tendergreen bab és GM borsd aAl-okkal (ref.),
valamint a magyarorszagi (ZnOH), modszerrel izolalt aAl-okkal és a GM borsobdl a (ZnOH),
modszerrel izolalt aAl-al, annak érdekében, hogy Gsszehasonlitsam a preparatumok tisztasagat is. A
fehérjesavok izoelektromos pontjainak €és molekulatomegeinek értékeit PDQUEST (Bio-Rad)
szoftver segitségével értékeltem ki. A kapott értékeket a 8. tablazat foglalja dssze. A Tendergreen
bab oAl és a magyar babfajtakbol izolalt aAl-ok esetében harom {6 fehérjefoltot, mig a GM

borsobol szarmazo aAl-ok esetében két £6 fehérjefoltot detektaltam.
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21. abra: TA bab oAl (A) és GM bors6 aAl (B) 2-DE szeparalt fehérjemintazata
A pirossal bekarikazott és szamozott foltok az oAl szeparalt polipeptidjei, a feketével bekarikazott
foltok a 2-DE markerfehérjék [MW/(kDa)/pl]
Molekulatomeg markerek: MM: All Blue molekulatomeg marker
Molekulatomeg és izoelektreomos pont markerek (MM/pl): amilogliikkozidaz (79/3,8); ovalbumin
(45/5,1); karbon-anhidraz (29/7,0); mioglobin (17/7,6)

63



8. tablazat: A bab ¢és borso eredetli aAl-ok PDQUEST szoftveres kiértékeléssel kapott
molekulatomegei (MM, kDa) és izoelektromos pontjai (pl) 2-DE elvalasztast kovetéen

TG bab GM borsé
aAl HSZ bab 8(3 :Iab V\G/L :I""b T's :Iab aAl GM borsé
(ref) oAl (ref) aAl
Fehérjefolt | MM | " MM [ "[MM [ " [MM [ “[MM [ “[MM [ [ MM [
«pa) | P | koa) | P | kpa)| P |kpa)| P | kpa)| P' | kpa)| P' | (kDa) | P
1 1317 | 4,7 | 14-18 | 51 | 13-15| 4,7 | 14-17 | 48 | 14-18 | 49 | 14-16 | 48 | 13-16 | 48
2. 16 |57| 16 | 60| 16 |58 | 17 |58 | 17 |59 | 16 |57 | 16 | 58
3. 30 |48 31 |53 31 |49 | 32 | 48] 31 |50

Az aktiv inhibitor molekulatomeg tartomanyaban két kiilonb6z6 izoelektromos pontnal
azonositottam fehérjefoltokat. Ezek a folt 1 (MM 13-18 kDa; pl 4,7.-5,1) és a folt 2 (MM 16-17
kDa; 5,7-6,0). Mind az 6t bab és mind a kétféle GM borsod izolatum 2-DE mintazataban jol
elkiilonithetd a két izoelektromos pontnal 1évo fehérjefolt, ezzel az egydimenzids szeparalashoz
képest tobblet informaciot kaptam. A pre-proteinnek megfelelé molekulatomeg tartomanyban az
egydimenzids elvalasztdshoz hasonldan a bab izolatumoknal fehérjefoltot azonositottam a 30 - 32
kDa kozott 4,8 — 5,3 pl-nal (folt 3). Ebben a molekulatomeg tartomanyban nem detektaltam
fehérjefoltot a GM borsobol szarmazd oAl esetében sem a referencia fehérjében, sem az altalam
izolalt fehérjében. DE LA FUENTE ¢s mts. (2011) bab (Phaseolus vulgaris) fehérjéinek 2-DE
elvalasztasa utan tomegspektrometrids azonositassal hasonloan a 15,1 kDa és 27,2 kDa
molekulatomeg tartomanyban és 4,4 izoelektromos pontnal azonositott aAl-t. A Tendergreen bab
aAl ellen nyalban termelt poliklonalis ellenanyag 2-DE szeparalast kovetd immunblotton felismerte
mindharom fehérjefoltot a bab izolatumokban és mindkét fehérjefoltot a bors6 izolatumokban (22.

abra).
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22. abra: TA bab (A) és GM borsé (B) aAl 2-DE szeparalast kdveté immunblott mintdzata
Tendergreen bab aAl ellen nyulban termelt antitesttel (1:40) és anti-nyal IgG HRPO
konjugatummal (1:200)

Az 1. és 2. fehérjefoltok az aktiv aAl polipeptidjei, a 3. fehérjefolt a nem-processzalt inhibitor
forma
MM: All Blue molekulatomeg marker

A 2-DE szeparalt aAl fehérjefoltokat LC-ESI-TOF-MS médszerrel azonositottam (MACZO
¢s mts., 2014). Ezeket a vizsgalatokat a COST Infogest FA 1005 projekt keretében a Genti Egyetem
Elelmiszerbiztonsagi- és Mindségi Tanszékének Elelmiszerkémiai és Taplalkozastudomanyi
Kutatocsoportjaban végeztem.

A gélrdl kivagott fehérjefoltokat tripszinnel emésztettem, majd az emésztett peptideket az
aAl a- és B-lancainak marker peptidjei alapjan azonositottam. A UniProt adatbazis segitségével
megallapitottam az oAl (Phaseolus vulgaris, Kidney bean, French bean, P02873) in silico
tripszinnel emésztett peptidjeinek elméleti molekulatomegét (9. tablazat). Az o-lanc 77

aminosavbol all (24-100 pozicio), mig a B-lanc 139 aminosav hosszisagu (101-239 pozicio).
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9. tablazat: Az a- és B- lanc in silico tripszinnel emésztett peptidjei
* marker peptidek

Alfa-lanc Béta-lanc
pozici6 szekvencia MM pozicio szekvencia MM
EVYDWVSVGFSATSGAYQWS
37-65 | TNLILQGDATVSSNGNLQLSYNSYDSMSR | 1574,7462 | 193-226 1953,383
YETHDVLSWSFSSK
76-94 | DSTTGNVASFDTNFTMNIR 1045,9760 | 143-159 | SVPWDVHDYDGQNAEVR 993,9506
24-36 | ATETSFIIDAFNK 728,8695 | 101-117 | SAVGLDFVLVPVQPESK * 892,9932
66-75 | AFYSAPIQIR * 583,3218 | 118-131 | GDTVTVEFDTFLSR 793,8885
95-97 | THR 207,1164 | 168-180 | VFSVSLSNPSTGK 661,8511
98-100 | QAN 166,5819 | 181-192 | SNNVSTTVELEK 660,8357
132-142 | ISIDVNNNDIK 622,8277
160-167 | ITYNSSTK 457,2349
227-231 | FINLK 317,6998
235-237 | SER 196,1004
232-234 | DQK 195,6028
238-239 | SN 110,5500

CAMPBELL ¢és mts. (2011) két marker peptidet hataroztak meg a Tendergreen bab oAl a- és -

lancénak detektédldsara. Ezek az AFYSAPIQIR szekvencia a 66-75 aminosav pozicional az a- lancra

¢s az SAVGLDFVLVPVQPESK szekvencia a 101-117 aminosav pozicional a f-lancra

vonatkozoan. A 23. abra az a-¢s - lancok kromatogramjait mutatja.

23. abra:
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A vizsgalat sordn a tripszinnel emésztett peptideket és kiilonds tekintettel a két marker
peptidet kerestem a fehérjefoltokban. A 10. tablazat 6sszegzi, hogy mely aAl, mely 2-DE szeparalt
foltjaban azonositottam az a- illetve a B-lancokhoz tartozo6 peptideket. El8szor 6sszehasonlitottam a
két referencia aAl-ban detektalt peptideket (10. A tablazat). A Tendergreen bab és a GM borsé
eredetli a Al processzalt (aktiv) fehérje tartomanyban (folt 1 és folt 2) az a-lancbdl szarmazé
peptidek szama megegyezik. Négy peptidet, kdztiik a marker peptidet (37-65; 76-94; 24-36; 66-75)
detektaltam a folt 1-ben, ami 92 %- os szekvencia lefedettségnek felel meg. A folt 2-ben viszont
csak a marker peptid (66-75) volt detektalhaté, ami egy 10 aminosavbol allo peptid, igy a
szekvencia lefedettség 13 %-o0s. A B-lancbol szarmazo peptidek szama szintén egyezett, kilenc
peptidet, beleértve a marker peptidet detektaltam a Tendergreen bab és a GM borso aAl-ban a folt
1-ben (143-159; 101-117; 118-131; 168-180; 181-192; 132-142; 227-231; 235-237; 232-234), ez
68 % szekvencia lefedettséget jelent. Azonban eltérést talaltam a B-lanchoz tartozo peptidekben az
aktiv inhibitor tartomany magasabb izoeletromos pontjanal (folt 2), ugyanis egyetlen peptidet sem
detektaltam a GM borso aAl-ban ellentétben a Tendergreen bab aAl-val (24. abra).

A magyarorszagi babfajtakbol és a GM borsobdl Zn(OH); mddsezrrel izolalt aAl-okban detektalt
peptideket a 10. B tablazat Gsszegzi. A babokbol izolalt inhibitorok o-lancaiban csak a marker
peptidek voltak detektalhatoak a folt 1-ben és folt 2-ben (66-75) 13-13 % szekvencia lefedettséggel,
kivétel a Huanita szarazbab, ahol egyetlen peptid sem volt detektalhaté a folt 2-ben.

A B-lancot tekintve a folt 1-ben a Huanita szarazbab és a Bokorbab oAl-ban 44 %-0s szekvencia
lefedettséggel 6t peptidet (101-117;_118-131; 168-180;_181-192; 227-231), a Vords vesebab aAl —
ban 22 %-os lefedettséggel két peptidet (101-117; 118-131) és a Tarkabab oAl-ban 60 %-0s
lefedettséggel nyolc peptidet (143-159; 101-117; 118-131; 168-180; 181-192; 227-231; 235-237;
232-234) detektaltam. Az aktiv inhibitor tartomany magasabb izoelektromos pontjanal (folt 2),
Voros vesebab esetén, csak a B-lanc marker peptidjét detektaltam (101-117), ami 12 %-0s
szekvencia lefedettségnek felel meg. A Tarkabab esetén viszont a marker peptid mellett még négy
peptid volt detektalhat6 (101-11; 118-131; 168-180; 181-192; 227-231), ez a szekvencia lefedettség
44 %-0s volt. Nem detektaltam B-lanchoz tartozo peptideket ebben a tartomanyban a Huanita
szarazbab és a Bokorbab aAl-ban.

detektalhatosagaban a kiilonb6zé babok esetében. A Tendergreen bab, a Huanita szarazbab és a
Tarkabab aAl-ok ebben a tartomanyban tartalmaztak mind az a-és B-lanc marker peptidjét. A
Bokorbab és a Voros vesebab aAl-ok ugyanezen molekulatomeg tartomanyaban egyetlen peptidet
sem detektaltam (10. B tablazat). Azonban ezek a fehérjefoltok immunologiai reaktivitast mutattak
a Tendergreen bab aAl elleni poliklonalis antitesttel. Feltételezhetéen az ebben a molekulatomeg

tartomanyban taldlhatd pre-protein genetikailag kozel allo mas fehérjéket is tartalmazott, vagy
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teljesen processzalodott illetve részlegesen processzalédott. CAMPBELL ¢és mts. (2011) két
kontaminans fehérjét azonositottak a pre-protein régioban, ezek a fitohemagglutinin (PHA, trEMBL
Q8RVXS) és egy inhibitor-tipusu fehérje (AIL, GenBank BAA86927). Tovabba CAMPBELL és
mts. (2011) a kiilonb6zé Phaseolus vulgaris babfajtakbol izolalt aAl-ok aminosav szekvenciajaban
eltéréseket mutatott ki (pl. Voros vesebab és Tarkabab). Mivel a magyarorszagi babokbol szarmazo
aAl-ok aminosav szekvencidja pontosan nem ismert, azokban is el6fordulhatnak aminosav
kiesések, illetve cserélédések, melyek nehézséget okozhatnak a peptidek tomeg alapjan torténd
azonositasaban. A Zn(OH), moddszerrel izolalt GM borsé oAl-ban ugyanazokat a peptideket
azonositottam, melyeket a referencia GM borsé aAl-ban, ezzel igazoltam a tisztitdsi modszer

hatékonysagat.

10. tablazat: A referencia Tendergreen bab és GM borso eredetli aAl (A) és a magyarorszagi
babfajtakbol izolalt aAl-ok (B) 2-DE szeparalt fehérjefoltjaiban azonositott peptidek, alahtizassal
jelolve a marker peptidek

folt 1 folt 2 folt 3
A
a-lanc B-lanc a-lanc B-lanc a-lanc B-lanc
143-159
101-117 101-117
118-131 118-131
TG bab oAl %:gi 108-180 168-180
(ref) 24-36 181-192 66-75 181-192 66-75 101-117
66-75 132-142 227-231
227-231 235-237
235-237 232-234
232-234
143-159
101-117
118-131
GM borsé %gi 168-180
oAl 181-192 66-75 - nem vart | nem vart
24-36
(ref.) 66-75 132-142
I 227-231
235-237
232-234
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folt1

folt 2

folt 3

o-lanc

B-lanc

o-lanc

B-lanc

o-lanc

B-lanc

HSZ bab oAl

66-75

101-117
118-131
168-180
181-192
227-231

66-75

101-117

BO bab
aAl

66-75

101-117
118-131
168-180
181-192
227-231

66-75

VV bab
aAl

66-75

101-117

66-75

101-117

118-131

TA bab
aAl

66-75

143-159
101-117
118-131
168-180
181-192
227-231
235-237
232-234

66-75

101-117
118-131
168-180
181-192
227-231

66-75

101-117

GM borso
aAl

37-65
76-94
24-36
66-75

143-159
101-117
118-131
168-180
181-192
132-142
227-231
235-237
232-234

66-75

nem vart

nem vart
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24. abra: TG bab és GM borso aAl-0k 2. szamu foltjaban detektalt a- és B- lanc peptid
markereinek kromatogramjai 2-DE elvalasztas utan

4.2. A Tendergreen bab és a GM borsé aAl immunogenitasanak vizsgalata sulyos kombinalt

immunhianyos humanizalt egérmodellben (HuSCID) oralis érzékenyitést kovetéen

Az allergids immunvalasz fajspecifikus, ezért ennek vizsgalatara még nincs validalt
modszer.

4.2.1. A bab aAl aminosav szekvencia in silico homologia vizsgalata mar ismert allergén

szekvenciakkal

Az allergenitds vizsgalatanal el0szor az oAl szekvencidjanak mar ismert allergének
szekvenciaihoz torténd Osszehasonlitdsat végeztem el. Mivel, ma mar szamos adatbazis all
rendelkezésiinkre a fehérjék allergenitasdnak szekvencia alapjdn valod becslésére, ezért tobbféle
adatbazis segitségével probaltam esetleges szekvencia homoldgiat keresni mas fehérjékkel.
Mindegyik esetben a UniProt fehérjeadatbazisbol kapott a Al aminosav szekvencia informacidval
dolgoztam (25. abra).

Az adatbazisokban tobbféle kritérium alapjan van lehetdség homologia keresésre. Az EFSA
(2011) és a FAO/WHO (2001) altal meghatarozott kritériumok alapjan keresztreakcid lehetdsége all
fenn a genetikai modositas alkalmaval expresszalt 0j fehérjék esetében, ha 35 %-0s szekvencia
homologia figyelhetd meg mar ismert allergén szekvencidkkal vagy 6 egymast kdvetd aminosav
teljes homologiat mutat a szekvenciakban. A Full FASTA formatum alapon a teljes szekvencia

alapjan torténik a predikcio. Ez ugyan nem képezi részét az EFSA kritériumoknak, viszont a
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nagyobb foku homolégidk keresésénél gyakori a hasznalata. A szekvencia illesztés torténhet 80
aminosav alapjan, ahol szintén 35 % szerkezeti azonossag felett beszélhetiink homologiardl.

Mindharom kritériumot figyelembe vettem az aAl szekvencia homoldgia vizsgalatanal.

10
MIMASSKLLS

60
GNLQLSYNSY

110
SAVGLDEVLV

160
YDGONAEVRI

210
GFSATSGAYQ

20 30
LATFLALLSH ANSATETSFI

70 80
DSMSRAFYSA PIQIRDSTTG

120 130
PVQPESKGDT VTVEFDTFLS

170 180
TYNSSTRVES VSLSNPSTGK

220 230
WSYETHDVLS WSFSSKFINL

40
IDAFNKTNLI

90
NVASFDTNET

140
RISIDVNNND

190
SNNVSTTVEL

240
KDQKSERSNI

50
LQGDATVSSN

100
MNIRTHRQAN

150
IKSVPWDVHD

200
EREVYDWVSV

VLNKIL

25. abra: Phaseolus vulgaris eredetii o Al aminosav szekvenciaja (P02873) a UniProt adatbazis

alapjan

Az SDAP adatbazis ,,FAO/WHO Allergenicity Test” alapjan a bab oAl aminosav
szekvencia az elsé 80 aminosavat tekintve 51,21 % homologiat mutatott egy mar ismert szoja
allergénnel, a Gly m lektinnel. Hat egymast kdveté aminosav (SLALFL) megtalalhato volt a Gly m
TI (sz6ja Kunitz tripszin inhibitor) szekvencidjaban is, tovabba 6t olyan peptid szakasz volt a Gly m
lektin aminosav szekvenciajaban, amely hat aminosavbol all ¢és a bab oAl szekvencidja is
tartalmazza ezeket (ILQGDA, VEFDTF, HDVLSW, DVLSWS, VLSWSF). Ha a teljes aminosav
szekvenciat vessziik figyelembe, akkor a bab aAl 41,06 %-ban mutatott szekvencia azonossagot a
Gly m lektinnel (Full FASTA illesztés).

Az ADSF adatbazisban a teljes lanchosszat tekintve 33,7 %-ban talaltam szekvencia
azonossagot egy ismert allergénnel, a mogyoro Ara h allergénjével. Hat folytonos aminosavat nézve
ez az adatbazis a Kunitz tripszin inhibitor mellett szintén talalt hasonlésagot az Ara h allergénnel
(TGNVASF).

A ProAP adatbazis szerint a 80 aminosav alapjan torténd illesztéssel az Ara h allergénnel
kaptam 28,75 %-os szekvencia azonossagot. Hat egymast koveté aminosav a Gly m (SLALFL) és
az Ara h (TGNVAS) allergénekben megegyezett az aAl szekvenciajaban talalhatdo ugyanazon hat
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egymast kovetd aminosavval. A 11. tablazat a harom adatbazisbol kapott eredményeket foglalja

0ssze.

11. tablazat: Az adatbazisokban talalt szekvencia homologidk 6sszegzése

SDAP ADSF ProAP
szekvencia szekvencia szekvencia
Allergén | homologia Allergén homoldgia Allergén homologia
(%) (%) (%)
80 51,25 % Arah 38,75 %
aminosav | Gly m lektin | (pozici6 1- - - (pozici6 1-
alapjan 80) 80)
GlymTI SLALFL .
GI%rT/silijr? | SLALFL | clymTI SLALFL
6 folytonos | Gly m lektin | ILQGDA, inhFi)bitor
aminosav VEFDTF,
alapjan HDVLSW, Arah
DVLSWS, Arah TGNVASF TGNVASF
VLSWSF
Teljes
lanchossz
alapjan | Gly m lektin | 41,06 % Ara h 33,7% - -
(Full
FASTA)

Az allergiat kivaltdo fehérjék legfobb jellemezdje, hogy IgE epitopokat hordoznak.

Napjainkban szamos bioinformatikai mddszer all rendelkezésre, melyek a laboratoriumi kisérletek

megtervezését segitik. Egy predikcios szoftver (IEDB) segitségével a bab oAl aminosav

szekvenciajan potencialis linearis B-sejt epitopokat térképeztem fel. Ezeket a potencialis

immunepitop aminosavakat a 12. tablazatban tlintettem fel.
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12. tablazat: A bab aAl szekvenciajan predikcios alapon feltérképezett potencialis linearis B-sejt
epitopok

No Start pozicio Végpozicio Peptid Peptid hossz
1 22 26 NSATE 5
2 45 50 ATVSSN 6
3 73 84 QIRDSTIGNVAS* 12
4 112 122 VQPESKGDTVT 11
5 137 144 NNNDIKSV 8
6 146 157 WDVHDYDGQNAE 12
7 174 185 SNPSTGKSNNVS 12
8 203 214 SATSGAYQWSYE 12
9 232 237 DQKSER 6

TGNVAS*: Az Ara h allergénnel homolog szekvencia

A predikcio alapjan 9 peptid szakasz tekintheté potencialisan B-sejt epitopnak. Ezek koziil a 6
aminosavbol allé 79-84 pozicidban 1évé TGNVAS szakasz (*) az ADSF és ProAP adatbazisban

Ara h allergénnel azonositott homolog szekvencia.

4.2.2. Hiivelyes allergia klinikai hatterével rendelkezé és egészséges donoroktdl szirmazo
anonim human szérumok szelekcioja bab eredetli oAl specificitasra 1-DE/ és 2-

DE/immunblot segitségével

Az epitop predikcid alapjan a bab aAl potencialis B-sejt epitdpokat hordoz, ezért célom volt
a fehérje IgE reaktivitasanak vizsgalata. Mivel az allergia egy fajspecifikus immunvélasz, ezért az
allergiat kivaltd IgE-reaktiv polipeptidek azonositisa céljabol human mononukledris sejtekkel
rendelkezé egerek (HuSCID) vérszérumait immunblotton vizsgaltam. Ehhez elsé 1épésként a
rendelkezésemre allo hiivelyes allergia klinikai tiineteivel és ,,Prick in Prick” teszttel pozitivnak
(Skala érték: 3) mindsitett, anonim human szérumoknal mind a 18 esetben, immunblottal igazoltam
a hiivelyes fehérjékkel szembeni IgE reaktivitast (26. abra). Kontrollként indiferens fehérjéket

(gliadin, ovalbumin, kazein) hasznaltam.
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26. abra: Klinikailag igazolt hiivelyes allergias anonim human szérumok (1:20) IgE reaktivitasa 15
% SDS-PAGE/immunblotton
A: pozitiv szérum (20. sz.); B: negativ szérum (21. sz.)
Alkalmazott konjugatum: kecskében termelt anti-human IgE HRPO (1:100)
MM: All blue molekulatémeg marker
1. sz6ja; 2. zoldborso; 3. lencse; 4. bab; 5. amerikai mogyoro; 6. szezam; 7. gliadin; 8. ovalbumin;
9. kazein

A hiivelyes fehérjékkel szemben IgE-reaktivitast mutatd pozitiv szérumok koziil, a
szénhidrat epitopok (CCD) kizéarasat kovetéen, 3 db szérum esetében detektaltam oAl-ra
specificitast (27. abra). A nem peptid specifikus CCD epitopok eliminalasahoz a szeparalt
fehérjéket enyhén savas kozegben deglikozilaltam és Schiff-festéssel bizonyitottam a szénhidratok
eliminalasat (28. abra).

MM 1 2 3

-
—

37kDa__ |

19 kDa
_

27. abra: Bab ¢s borso aAl specifikus human szérum (20. sz) (1:20) immunblott mintazata
kecskében termelt anti-humén IgE HRPO konjugatummal (1:100)
MM: Broad Range molekulatomeg marker
1. TG bab oAl 2. TA bab aAl; 3. GM bors6 aAl
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28. abra: A TG bab és GM borsé a Al SDS-PAGE elvalasztast (A) kdveté membranon torténd
Schiff-festése (B), majd a fehérjék deglikozilalas utani Schiff-festése (C) és a 20. sz. human
szérummal (1:20), majd kecskében termelt anti human IgE HRPO konjugatummal (1:100) vald
inkubalast kdvetden eldhivott IgE-reaktiv fehérjesavok (D)

MM: Broad Range molekulatomeg marker
1.TG bab aAl; 2. GM borso oAl

A szelektalt pozitiv human szérumok bab aAl-ral szembeni IgE reaktivitasat 2-DE szeparalast
kovetden is megvizsgaltam. Mind a Tendergreen babbdl, mind a magyarorszagi babokbol izolalt
aAl-0k IgE-reaktivitast muntattak a fehérje mindharom 4.1.7. fejezetben azonositott foltjaval (folt
1, folt 2, folt 3) szemben (29. abra). A GM borsobol izolalt aAl-hoz tartozo 4.1.7. fejezetben
azonositott két fehérjefolt (folt 1, folt 2) szintén IgE-reaktivitast mutatott a szelektalt human

szérumokkal szemben.
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29. abra: TG bab oAl 2-DE szeparalasat és deglikozilalasat koveté immunblott mintazata a
szelektalt IgE-reaktiv human szérummal (1:20) szemben, melynek azonositasa kecskében termelt
anti-human Ig HRPO konjugatummal (1:100) tortént
MM: Low Range molekulatdémeg marker

4.2.3. HuSCID modell a Tendergreen bab és a GM borsoé eredetii aAl immunogenitiasanak
igazolasara, tovabba az egérszérumokkal azonositott IgE-reaktiv polipeptidek human pozitiv

szérumokkal valo 6sszehasonlité vizsgalata

Az oAl specificitassal rendelkezd hiivelyes allergias betegszérumok segitségével azonositott
beteg és egészséges donorok vérébol nyert immunkompetens sejteket (PBMC) HuSCID egérbe
vitték be, majd az egereket egy asztma protokol szerint érzékenyitették aAl-ral (13. tablazat).
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13. tablazat: Hu-SCID egér érzékenyitsési protokol sémadja

Intranazalis
Intragasztralis erzel((oe:lryltes
. ;s ] -
Csoport érzekenyités nyélkahartyan HuSCID egér/ 10" sejt
(szajon at) .
keresztiil)
aAl pozitiv
Egészscges hiivelyes allergias
donorbol betegdonorbdl
szarmaz6 PBMC) | szarmazo PBMC)
A PBS PBS HAL-HAS5 PAL-PAS
C TG bab TG bab oAl HC1-HC5 PC1-PC5
D nGM borso nGM borsé aAl HD1-HD5 PD1-PD5
E GM borsé GM borsé oAl HE1-HE5 PE1-PES
N - - N1-5 N1-5

A HuSCID egérmodellbdl szarmazo szérumok IgE-reaktivitdsdnak vizsgalatabol egyrészt arra
szerettem volna kovetkeztetni, hogy az asztma protokol szerint érzékenyitett allatokban az aAl-
tartalmt diéta (TG bab, GM bors6d) képes-e specifikus IgE-tipust ellenanyagvalasz kivaltasara,
szemben a nGM tartalmu diétat fogyasztd allatokkal, illetve a PBS-sel kezelt kontroll vagy
kezeletlen naiv allatokkal szemben. Amennyiben az egérszérumokban aAl-specifikus IgE-tipusa
ellenanyag termelddott a 2-DE szeparalt és a membranra rogzitett, deglikozilalt aAl-antigénben
reaktiv polipeptideket talal. Ezért a kovetkez6 kérdés az volt, hogy pozitiv ellenanyagvalasz csak
allergias betegdonorbdl (P) szarmazé PMBC-ben vagy egészséges donorbdl (H) szarmaz6 PBMC-
ben is kivalthato-e. Tovabbi kérdés volt, hogy a felismert polipeptidek megegyeznek-e a human
szérumokkal mar azonositottakkal. Mivel korabbi vizsgalataimban azt tapasztaltam, hogy a
Tendergreen babban 1évé aAl szintje nem biztosit megfeleld érzékenységet a fenti kérdések
tisztazasara, ezért ebben az esetben oAl izolatummal, mig GM és nGM borsé esetén 6rleményben
vizsgaltam az IgE-reaktiv polipeptideket. Az érzékenyitésre felhasznalt fehérje antigéneket (TG bab
aAl, GM borso6 6rlemény, nGM bors6 6rlemény) 2-DE-el szeparaltam, majd membranra blottoltam
¢s deglikozilaltam. Az IgE-reaktiv polipeptideket a HuSCID egerek szérumaival €és anti-huméan IgE
konjugatummal detektaltam. Az azonositds érdekében, a szoftveres kiértékelés soran, az
Orlemények esetében is haszndltam marker fehérjéket. Eredményeim azt mutattdk, hogy az aAl-
tartalmt diéta specifikus IgE-ellenanyagok termelését inditotta. A részletes eredményeket az MS

melléklet tartalmazza. A felismert polipeptidek az esetek tobbségében a human szérumokkal mar
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jellemzett polipeptid mintazatot mutattak. Néhany esetben az egészséges donor PBMC-ket kapott
allatokbol nyert szérumokkal is talaltam pozitiv felismerést. Ezt LEE és mts. (2013b) azzal
magyaraztak, hogy az alkalmazott HUSCID modell nem tudott érdemi kiilonbséget tenni abban,
hogy az els6 érzékenyités mar korabban (allergids betegek) vagy csak érzékenyitési protokoll soran
tortént meg. Tovabbi megfigyelés volt, hogy a nGM borsé szintén mutatott IgE-keresztreaktivitast,
amit LEE és mts. (2013a) a borso lektin és a Tendergreen bab oAl k6zott meglévé immunologiai
kersztreaktivitasnak tulajdonitottak. A PBS-sel kezelt, illetve naiv egerekbdl szarmazé szérumokkal
szemben nem mutattam ki IgE-reaktiv epitopokat. A 30. abran a Tendergreen bab aAI HuSCID
szérummal (PC1) felismert IgE reaktiv polipeptid mintazat mutatom be (A abra), illetve egy PBS-
sel kezelt egér szérummal (PA2) el6hivott immunblottot (B abra). A PC1l szérum a hiivelyes

allergias szérumhoz hasonléan mindharom azonositott aAl foltot IgE-reaktivnak ismerte fel.

MM pH 3 10

37kDa. _ 3.@

1o0a, | I.O O

MM pH 3 10

30. abra: TG bab aAl 2-DE elvalasztasat kdvetden a hiivelyes allergias egyén mononuklearis
sejtjeit hordozo és TG babbal érzékenyitett HUSCID egér szérumaval (PC1) (1:10) felismert IgE
reaktiv polipeptid mintdzata (A) és hiivelyes allergids egyén mononuklearis sejtjeit hordozo és PBS-
sel kezelt HUSCID egér szérumanak (PA2) (1:10) immunblott mintazata anti-human IgE
konjugatummal (1:100) (B)

MM: Broad Range molekulatomeg marker
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4.3. A bab aAl-ok viselkedésének vizsgalata szimulalt gyomorfolyadékban, illetve egy
Tarkabab orlemény tapcsatornaban vald viselkedésének vizsgalata akut patkanymodellben,

kiilonos tekintettel az immunreaktiv és az enzimaktiv szerkezet megorzésére

A bab illetve a GM borsdban expresszalodott aAl tapcsatorndban valod viselkedésének
megismerésével képet kaphatunk arr6l, hogy a fehérje képes-e immunreaktiv és/vagy enzimaktiv
forméban tulélni az emésztést, megnovelve ezzel az allergén kockazatot, illetve képes-e az amilaz

enzimmel komplexbe 1épve beavatkozni a szénhidrat metabolizmusba.

4.3.1. Az aAI-ok in vitro pepszines emésztése

A hazai bab aAI-ok in vitro pepszines emésztését szimulalt gyomorfolyadékban (SGF)
végeztem a referenciaként hasznalt Tendergreen bab ¢és GM borso oAl-al torténd
Osszehasonlitasban. A 31. abra Tendergreen bab és GM borsdé aAl emésztése soran, kiilonb6zo
idopontokban vett mintdk SDS-PAGE mintazatait mutatja be. Egy jol emészthetd kontroll
fehérjeként BSA-t és egy nehezebben emészthetd kontroll fehérjeként B-laktoglobulint hasznaltam.
A BSA molekulatomeg tartoméanyaban (70 kDa) mar a 2. perc utan eltlint a fehérjesav, mig a -
laktoglobulin 60 perc utan is detektalhaté volt a 20 kDa koriili molekulatdmeg tartomanyban. Ez azt
bizonyitja, hogy a BSA mar 2 perc utan lebomlott szemben a B-laktoglobulinal, mely ellenallt a
pepszines emésztésnek. A Tendergreen babbol és GM borsobol izolalt aAl-nal, hasonldéan a -
laktoglobulinhoz a 2, 10, 30 és 60 perces emésztési id6 utdn is ugyanolyan intenzitasu fehérjesavok
voltak lathatoak a 15 kDa molekulatomegnél, amely alapjan elmondhat6, hogy a bab oAl ellenallt

az in vitro pepszines emésztésnek.
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30. perc 60. perc

10. perc

2. perc

60. perc

10. perc 30. perc

2. perc

31. abra: A TG bab oAl (A) és a GM borso aAl (B) pepszines emésztése (pH 2) soran a 2., 10., 30.
és 60. percben vett mintak 15% SDS-PAGE mintazata

MW: All Blue moleklulatomeg marker
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A kiilonb6z6 magyarorszagi babfajtakbol izolalt aAl-ok in vitro emésztése utan kapott
elektroforézis mintazatat mutatja be a 32. A abra. Mindegyik izolatumban detektalhaté volt az aAl
60 perc utan a 15 kDa molekulatomeg taroméanyban, azonban az eléfehérje a 30 kDa tartomanyban
az emésztett mintak esetén nem detektalhatd, feltehetéleg alegységeire bomlott. A 37 kDa
molekulatdomeg tartomanyban az emésztett mintak esetén jol lathatd a pepszin savja. Az in vitro
emésztett fehérjék immunreaktivitasat nyalban Tendergreen bab oAl ellen termelt antitest
segitségével vizsgaltam. Mind a négy babfajtabol izolalt a Al megtartotta immunreaktivitdsat a
pepszines emésztés alatt (32. B abra). Hasonldé eredményt kaptam a GM borsé oAl 60 perces
emésztését kovetden is (33. abra).

Az emésztett fehérjék inhibitor aktivitasat Nativ-PAGE-n vizsgéaltam, ahol kontrollként
intakt aAl-t és bluza eredetli aAl-t hasznaltam. A 34. dbran lathatd, hogy az oAl a 60 perces

pepszines emésztés soran elveszitette inhibitor aktivitasat.

aAl A B

32. abra: Kiilonboz6 babfajtakbol izolalt aAl-ok 60 perces in vitro pepszines emésztését kovetd
mintak 15% SDS-PAGE (A) és immunblott (B) mintazata Tendergreen bab aAl ellen nytGlban
termelt antitesttel (1:40) és anti-nytl IgG HRPO konjugatummal (1:200)

MM: All Blue molekulatomeg marker
Kontroll: 1. nativ TG bab aAl; 60 perces in vitro pepszines emésztés utani mintak: 2. HSZ bab aAl;
3. BO bab oAI; 4. VV bab aAl; 5. TA bab aAl
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33. abra: A GM borsobol izolalt a Al 60 perces in vitro pepszines emésztését kovetd 15 % SDS-
PAGE (A) és immunblott (B) mintazata Tendergreen bab oAl ellen nytlban termelt antitesttel
(1:40) és anti-nytl IgG HRPO konjugatummal (1:200).

MM: All Blue molekulatomeg marker
1. nativ GM bors6 aAl; 2. GM borsé aAl pepeszines emésztést kdvetden

34. abra: Magyarorszagon termesztett babfajtakbol izolalt a Al-ok 60 perces in vitro pepszines
emésztését kovetd Nativ-PAGE mintazat
Kontroll mintak: 1. nativ TG bab aAl; 6. buza aAl; 7. nativ GM borso aAl.
Emésztett mintak: 2. HSZ bab oAl 3. BO bab aAl; 4. VV bab aAl; 5. TA bab oAl 8. GM borsd
oAl

Az 1980-as években bab oAl-t tartalmazo étrend kiegészitdé készitményt forgalmaztak
Amerikaban, amely a szénhidrat anyagcsere szabalyozasara az a-amilaz enzimet blokkolta. Klinikai
vizsgalatok soran szonban a készitmény hatasat nem sikeriilt igazolni. Késébb, a Mayo Clinic
kutatocsoport bab fehérje nyers kivonatat tartalmazé készitményt fejlesztett ki elhizottak és a 2.

tipusu diabéteszben szenvedd betegek étrendjének kiegészitésére, amely mar hatdsosnak bizonyult
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(BARRETT ¢és UDANI, 2011). Ezért megvizsgaltam a bab extraktumok szimulalt
gyomorfolyadékban vald viselkedését is (35. abra). Az izolalt aAl-okkal szemben az extraktumok
részlegesen megtartottak inhibitor aktivitasukat az emésztés alatt (35. B abra). Ez valosziniileg azzal
magyarazhat6, hogy az oAl inhibitor aktivitas alapon torténd izoldldsa soran a 30 kDa oAl-
eléfehérje koncentracidja 1ényegesen lecsokkent szemben az extraktumokéval. A pepszines
emésztés soran az aktiv lancok bar elveszitették inhibitor aktivitasukat, ennek ellenére az eléfehérje

valdszintileg aktivalodott.

A B

35. abra: Bab és borso lisztek fehérjéinek amilaz inhibitor aktivitasfestése Nativ-PAGE-n torténd
elvalasztast kovetden in vitro pepszines emésztés eldtt (A) és emésztés utan (B)
1. TG bab; 2. KF borso; 3. nGM borso; 4. GM borso; 5. HSZ bab; 6. VV bab; 7. TA bab; 8. BO
bab; 9A. TG bab oA 9B. buza oAl

4.3.2. Az aAl tapcsatornaban torténé talélésének vizsgalata akut patkanymodellben

Mivel a bab nyersfehérje extraktumok in vitro pepszines emésztés alatt részlegesen
megtartottak aAl aktivitasukat, igy ezek az a-amilaz emésztéenzim blokkolasa révén igéretes
Osszetevoi lehetnek bizonyos szénhidrat anyagcserét befolyasold készitményeknek. Ennek
bizonyitasara indokolt volt a babfehérjék viselkedésének tanulmanyozasa akut patkanymodellben in
vivo koriilmények kozott. A kisérlet soran az allatok Tarkabab extraktummal vald etetése utan
eltavolitott gyomor és vékonybél mintaiban elektroforézissel, immunblottal és aktivitasfestéssel
monitoroztam az aAl tdpcsatorndban valo talélését. Korabbi eredményeim alapjan (4.1.3.) az aAl
100 °C-on elvesziti inhibitor aktivitasat, azonban a szimulalt gyomorfolyadékban vald pepszines

emésztés soran arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a bab extraktumban nagyobb ardnyban
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eléforduld pre-protein aktivalodni képes az emésztés soran, ezért 100 °C-on hdkezelt bab
extraktummal is elvégeztem az etetési kisérletet, melynek eredményébdl arra szerettem volna
valaszt kapni, hogy az eléfehérje hokezelt formaban is képes-e aktivalddni.

A gyomor mintdkbol extrahalt fehérjéket el6szor LOC elektroforézissel szeparaltam. A 36.
abran az elektroforetikus mintazat lathatd. Azonban ennél pontosabb informaciét kapunk a retencios
id6k alapjan térténé azonositassal (37. abra). A processzalt oAl azonositasat a gyomor és vékonybél
mintakbol a tisztitott bab oAl-ok retencios ideje (24-28 masodperc) alapjan (4.1.6. fejezet, 7.
tablazat) végeztem. A pre-aAl a tiszta preparatumokban 30,01 és 30,12 masodperc kozotti retencids
idoénél detektalhato (4.1.6. fejezet, 7. tablazat). A pepszin retencids ideje 32.76 és 33.76 masodperc
volt. A kontroll allat gyomraban nem Volt detektalhatdo fehérjesav az oAl retencids idejének
megfeleld tartomanyban, szemben a bab extraktumokkal etetett allatok gyomraval. A nativ bab
extraktumot evett patkany gyomrabol extrahalt fehérjékben négy kiilonb6z6 retencids idépontnal, a
24,36; 26,54; 27,81; 29,54 masodpercnél azonositottam az aAl-nak megfeleld fehérjesavokat. A
hokezelt bab extraktumot evett allat gyomrabol extrahalt fehérjékben szintén detektaltam négy
fehérjesavot az aAl tartomanyaban a 24,87; 25,91; 26,55; 27,93 masodperc retencios idoknél. A
gyomor mintakban, az el6fehérjére jellemz6 30,01 és 30,12 masodperc kozotti retencids idénél nem
detektaltam savokat, ami azt jelenti, hogy az eléfehérje aktiv lancokra bomlik az emésztés hatasara.
Ennek tovabbi igazolasara a fehérjék immunreaktivitasat és inhibitor aktivitasat vizsgaltam.

A vékonybélbdl extrahalt fehérjéket retencios 1d6 alapjan nem tudtam azonositani, mivel a
vékonybélben taldlhatd emésztéenzimek (tripszin, kimotripszin) retencios ideje nagyon kozeli az
aAl retencios idejéhez. Ezért ezeket a mintakat csak immunreaktivitas és inhibitor aktivitas alapjan
vizsgaltam (38. abra). Az oAl megtartotta immunreaktivitasat mind a nativ és mind a hdkezelt
babbal etetett allatok gyomraban, mivel az oAl molekulatomeg tartomanyaban (15 kDa)
Tendergreen bab aAl ellen nyulban termelt ellenanyaggal szemben immunreaktiv savok voltak
detektalhatoak. Tobb immunreaktiv fehérjesavot is detektaltam a magasabb molekulatomeg
tartomanyban, ami azonban felveti a keresztreakci6 lehetdségét is, ugyanis a bab lektin (PHA) és a
pre-aAl hasonldé molekulatomeg tartomanyban detektalhatd. Nativ-PAGE elvalasztast kovetéen
mind a nativ és mind a hékezelt babfehérjét evett allat gyomraban erds aAl aktivitast detektaltam.
Ez az aktivitds azonban mar nem volt tapasztalhato ugyanezen allatokbdl szdrmaz6 vékonybél
mintakban, melybdl arra kovetkeztettem, hogy a gyomorban aktivalodott pre-aAl a vékonybélbe
keriiléskor a pankredsz o-amildz enzimével taldlkozva komplexbe lépett a pankredsz eredetii

amilazzal (39. abra).
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36. abra: Akut patkanymodellb6l szarmazo gyomor és vékonybél mintak fehérjéinek LOC
elektroforézis mintdzata
L: molekulatomeg markerek; 1. nativ TA bab fehérje; 2. hkezelt TA bab fehérje; 3. TA babbol
izolalt aAl; 4. kontroll allat/gyomor; 5. nativ TA bab fehérjét evett allat/gyomor; 6. nativ TA bab
fehérjét evett allat/vékonybél; 7. hokezelt TA bab fehérjét evett allat/gyomor; 8. hékezelt TA bab
fehérjét evett allat/vékonybél; 9. kontroll allat/ bél
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B: A tisztitott bab aAl (piros) és a nativ bab fehérjét evett allat gyomrabol extrahalt fehérjék (kék)
elektroforetogramja. Az aAl retencios ideje: 24,96; 26,76; 27,36; 28,29; 30,04 masodperc. A
gyomor mintaban 1év6 fehérjék retencios ideje: 24,36; 26,54; 27,81; 29,54 masodperc.

C: A tisztitott bab aAl (piros) és a hokezelt babot evett allat gyomrabol extrahalt fehérjék (kék)
elektroforetogramja. Az aAl retencios ideje: 24,96; 26,76; 27,36; 28,29; 30,04 masodperc. A
gyomor mintaban 1évo fehérjék retencios ideje: 24,87; 25,91; 26,55; 27,93 masodperc.

A A tisztitott bab oAl (piros) €s a kontroll allat gyomrabo6l extrahalt fehérjék (kék)
elektroforetogramja. Az aAl retencios ideje: 24,96; 26,76; 27,36; 28,29; 30,04 masodperc. A

37. abra: LOC elektroforetogramok

pepszin retencids ideje: 32.76; 33.76 masodperc.
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38. abra: Nativ babot (A) és hokezelt babot evett patkany (B) gyomor és vékonybél mintdibol
extrahalt fehérjék elektroforetikus (a) és immunblott (b) mintazata a 60 perces emésztést kovetden
MM: All Blue molekulatomeg marker

1. TG bab oAl 2. pepszin; 3. kontroll gyomor; 4. gyomor; 5. vékonybél; 6. kontroll vékonybél
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39. abra: Nativ ¢és hokezelt babot evett patkdny gyomor és vékonybél mintaibol extrahalt fehérjék
festése alfa-amilaz inhibitor aktivitasra Nativ-PAGE-n
1. TG bab oAl 2. nativ bab/gyomor; 3. nativ bab/vékonybél; 4. hokezelt bab/gyomor; 5. hokezelt
bab/vékonybél; 6. buza aAl; 7 kontroll gyomor; 8. kontroll vékonybél
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Cink-hidroxid szervetlen adszorbens alkalmazasaval az izolalasi id6t jelent6sen lerdviditd )
kromatografids modszert dolgoztam ki bab aAl izoldlasara. A modszerrel négy hazai
babfajtabol (Phaseolus vulgaris vs. Huanita szarazbab, Bokorbab, V6rds vesebab, Tarkabab)

készitett izolatum oAl aktivitasat mutattam ki.

Bab és GM bors6 eredetli aAl-okban proteomikai uton nem processzalodott, Schiff-festéssel
nem fest6dd, a Tendergreen bab eredetii aAl-specifikus ellenanyagokkal keresztreaktivitast
mutatd eldfehérjéket azonositottam, a nem processzalodott alfa- és béta lancok variabilitdsat

igazoltam.

Babbol és GM borsobdl izoldlt aAl-okban processzalodott glikozilalt izofehérjéket
azonositottam a 13-18 kDa molekulatomeg tartomanyban 4,7-5,1, valamint 5,7-6,0
izoelektromos pontnal. Az alfa- és béta lancok variabilitdsat mutattam ki a processzalodott

fehérjékben is.

aAl specificitasat bizonyitottam klinikailag igazolt hiivelyes allergidban szenvedd betegek

szérumaban az allergiakutatdsokban még jnak szamité HuSCID egérmodellel.

Immunreaktivitast és részleges inhibitor aktivitast mutattam ki bab és GM bors6 aAl-okban
szimulalt gyomorfolyadékban in vitro pepszines emésztés utan, amelyet az extraktumban

1év6 eléfehérje bomlasakor keletkez6 aktiv lancok okozhatnak.

Bizonyitottam, hogy a 100 °C-on hodkezelt Tarkabab fehérje extraktum akut
patkanymodellben torténd in vivo emésztése utan az aAl a gyomorbol szarmazé mintakban
immunogén ¢€s inhibitor aktiv formdban is kimutathatdo, mig a vékonybélben mar nincs

aktivitas.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Els6 célkitiizésemnek megfelelden, 0j tudomanyos eredményeim alapismeretekkel jarultak
hozza a Magyarorszagon termesztett Phaseolus vulgaris babfajtakban talalhatdo aAl-ok biokémiai
tulajdonsagainak megismeréséhez. Az aAl a- és B-lancainak detektaldsa soran variabilitast talaltam
a kiilonb6z6 babokbol izolalt aAl-okban. Mivel a detektalas a Tendergreen bab oAl aminosav
szekvenciajara leirt marker peptidek alapjan tortént, ezért a munka folytatdsaként sziikségesnek

tartom a magyarorszagi babokbdl izolalt a Al-ok pontos aminosav szekvenciajanak meghatarozasat.

Masodik célkitlizésem szerint, az aAl fehérje vizsgalata soran arra szerettem volna valaszt
kapni, hogy jelent-e az oAl élelmiszerbiztonsagi szempontbol kockazatot a hiivelyes allergias
egyének szamdra. Mivel a rendelkezésemre allo, klinikailag igazoltan hiivelyes allergids anonim
human szérumok koziil sikeriilt olyanokat szelektdlnom, amelyek aAl specificitassal rendelkeztek,
elmondhat6, hogy az aAl potencialis allergénforras lehet az arra érzékeny betegek szamara. Mivel
az allergia koros, fajspecifikus immunvalasz eredménye, ezért nincs validalt allatmodell ennek
vizsgalatara. Ugyanakkor a human vizsgalatoknal szamos etikai korlat meriil fel. Ezért az EU FP7
GMSAFOOD keretprogram altal biztositott egylittmiikodés keretében lehetdségem nyilt az
allergiakutatasban még jnak szamitd sulyos kombindlt immunhianyos humanizalt egérmodellben
(HuSCID) a bab és GM bors6 eredetii aAl ellenanyagvalaszat tanulmanyozni. A HuSCID egér
modellben lehetdség nyilt a bab és GM bors6 eredetli aAl immunvalaszanak megismerésére a
tapcsatornan keresztiil torténé érzékenyitést kovetéen. Sajat tapasztalataink és LEE és mts. (2013Db)
eredményei szerint, a modell csak bizonyos korlatokkal alkalmazhaté. A HUSCID modell ugyanis
nem tudott érdemi kiilonbséget tenni abban, hogy az elsé érzékenyités mar kordbban (allergids
betegek) vagy csak az érzékenyitési protokoll soran tortént meg. Tovabbi megfigyelés volt, hogy a
nGM borso szintén mutatott IgE-keresztreaktivitast, amit LEE és mts. (2013 a) a borso lektin és a
Tendergreen bab oAl kozdtt meglévé immunologiai kereszt-reaktivitdsnak tulajdonitottak.
Ugyanakkor pozitiv tapasztalat volt, hogy a kisérletekbdl szdrmaz6 ellenanyagok IgE

felismerdhelyei jO egyezést mutattak a szelektalt human szérumok IgE felismerdhelyeivel.

Harmadik célkitlizésem volt annak megismerése, hogy az aAl immunreaktiv és enzimaktiv
formaban ¢éli-e tul a tapcsatorna degradald hatdsat, mivel csak ebben az esetben jelenthet potencialis
allergén kockézatot a hiivelyes allergias betegek szamara, vagy léphet interakcioba az a-amilaz
enzimmel, gatolva ezzel a szénhidratok lebontasat. Eredményeimbdl arra kdvetkeztettem, hogy a

kevésbé tisztitott aAl tartalmu preparatumok azért tudtak nagyobb inhibitor aktivitast mutatni
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klinikai koriilmények kozott, mivel nagyobb mennyiségben tartalmaztak a 30 kDa molekulatomeg
tartomanyban 1évé pre-aAl-t, mig az enzimaktivitds alapjan tisztitott oAl fehérjékben ez az
inhibitor aktivitds szempontjabol inaktiv frakciéo lecsokkent. Az eldfehérje ugyanis a szimulalt
gyomorfolyadékban vagy a patkanymodellben torténé gyomoremésztés soran inhibitor aktiv
alegységekké degradalodott. Erdekes tapasztalat volt, hogy mig a nativ bab fehérje extraktumokban
az inhibitor aktivitas mar 80°C-on jelentsen csokkent és 100°C-on teljesen megsziint, a 100°C-on
hokezelt Tarkabab fehérje extraktum in vivo gyomoremésztése soran mégis inhibitor aktivitast
tapasztaltam. Tovabbi vizsgalatok lennének sziikségesek annak megismerése, hogy az eléfehérje
milyen konforméacids valtozasokat szenvedett a hokezelés soran és a hokezelés hogyan hat mas
fehérjékre, mint pl. a lektinek vagy allergének szerkezetére. Ez utdbbi azért is érdekes, mivel aAl-
specifikus ellenanyagokkal végzett vizsgalataim szerint az oAl fehérjék immunreaktiv formaban
¢élték tul az emésztést. Tovabbi vizsgalatok lennének azonban sziikségesek annak megismerésére,
hogy maradtak-e aktiv IgE-reaktiv epitopok is. Mivel a vékonybélben valé emésztést kdvetéen az
inhibitor aktivitisa mar nem detektalhato, valdsziniileg komplexet képzett a pankredsz a-amildz
enzimmel, amely soran gatolni képes az enzim miikodését. Igy, hatisos Gsszetevéje lehet az
vizsgalatok sziikségesek. Ugyanakkor, mai tudasom szerint, a fehérje étrendkiegészitében vald
alkalmazasa egészségiigyi kockazatot is jelenthet az aAl-ra érzékeny allergias betegek szamara.
Tovabba az étrendkiegészitOben alkalmazott bab extraktum alacsonyabb vagy magasabb lektin
aktivitassal rendelkezhet eredetétdl fiiggden, amely szintén egészségligyi kockazatot jelenthet, ezért

sziikségesnek tartok erre iranyul6 tovabbi vizsgalatokat.
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OSSZEFOGLALAS

Napjainkban egyre tobb kutatas iranyul a hiivelyes névényekre azok jelentds fehérjetartalma
miatt. Ugyanakkor szamos kutatas bizonyitotta, hogy a névényi fehérjéket kiséré antinutritiv
komponensek a kémiailag elvarhatonal rosszabb tapanyaghasznositast eredményeznek. Az utdbbi
évtizedben bekovetkezett szemléletvaltas azonban jelentds fejlodést eredményezett e komponensek
egészséggel és életmindséggel kapcsolatos elényOs alkalmazasanak iranyaba. Kiemelt szerepet
kapott a tapcsatornaval vald kolesonhatasuk vizsgalata, melynek alapjan megitélésiiknél a bioaktiv
kifejezést részesitették elényben.

A WHO becslései szerint 2020-ra a globalis megbetegedések kétharmada az elhizés és azzal
kapcsolatos betegségeknek, mint példaul a 2. tipust diabétesznek lesz tulajdonithato. Ugyanakkor
az elhizas elleni készitményeknek, szdmos nem kivénatos mellékhatdsat bizonyitottdk, melyek
vetekednek a tényleges hatassal. Ezért lett fontos a nem gydgyszeralapu alternativak kutatasa az
elhizas megel6zésére és kezelésére. A babokban (Phaseolus vulgaris) talalhaté aAl-ok szénhidrat
metabolizmust befolyasold funkciojuk miatt (an. ,,starch blocker”) kinaltak egy alternativ
lehetdséget az ¢életminéség javitasaban. A tisztitott aAl klinikai koriilmények kozott kevésbé volt
hatdsos a részlegesen tisztitott bab fehérje extraktumokkal szemben. Ennek megértése wjabb
kutatasokat igényelt.

Az 1) biotechnologiai kutatasokban ugyanezt a szénhidrat metabolizmust befolyasold
funkciot eredményesen hasznositottak a névényi kartevok elleni védekezésben. A Tendergreen bab
(Phaseolus vulgaris L. vs Tendergreen) eredetii oAl gén borséba (Pisum sativum) valo
transzformalasa hatasosnak bizonyult a borsd kartevé (Bruchus pisorum) elleni védekezésben.
Tovabbi kutatasok azonban ravilagitottak arra, hogy az oAl transzformacidja a fehérje
immunologiai jellegének megvaltozasat eredményezte. Ez felvetette az allergén kockéazat veszélyét
is, mely fontos élelmiszerbiztonsagi kérdés. Ezért tovabbi kutatdsok irdnyultak a bab eredetli aAl-
ok szerkezet funkcié kapcsolatanak vizsgalatara. igy deriilt fény arra a megfigyelésre, hogy az aAl-
ok nemcsak a GM borsoban, hanem egyes babfajtakban is hasonlé immunogén jelleggel birnak.
Mivel az allergének fajspecifikusan képesek koros immunvalasz kivaltasara és a human vizsgalatok
szamos etikai problémat vetnek fel, jelenleg sincs validalt allatmodell ennek vizsgalatara. Ezért,
tovabbra is nyitva maradt az a kérdés, hogy aAl fehérje jelent-e allergén kockazatot a humén
szervezetben.

A tapcsatorndban a fehérjék tobbsége lebomlik ¢és igy jarul hozza a szervezet
létfenntartashoz és az egészség meglrzéséhez sziikséges energia- és esszencidlis aminosav

ellatasahoz. In vitro emésztési vizsgalatokban a bab oAl azonban rezisztenciat mutat a tapcsatorna
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enzimekkel szemben. Tapcsatornaban valo viselkedésiik és rezisztencia esetén kifejtett enzimgatld
vagy immunmodulél6 hatdsuk megismerésében ma még sok feltaratlan teriilet maradkt.

Ezért célul tiiztem ki, hogy ujabb ismereteket szerzek a Magyarorszagon termesztett
babfajtakbol izolalt (Phaseoulus vulgaris L.) aAl-ok szerkezetére és funkcidjara vonatkozoan egy
mar jol jellemzett babfajtabol (Phaseoulus vulgaris L. cv. Tendergreen) izolalt aAl-ral, illetve
ennek borsoban (Pisum sativum L.) expresszalt, tisztitott formajaval 6sszehasonlitasban. Célom volt
tovabba egy sulyos kombinalt immunhidnyos humanizalt egérmodellben (HuSCID) donor
Tendergreen bab, ¢és a transzformalt GM borsé eredetli aAl-1 immunogenitasanak és IgE-reaktiv
epitop mintazatanak vizsgalata, Klinikilag igazolt hiivelyes allergidban szenvedd betegek, aAl
specificitassal rendelkez6 szérumaval Osszehasonlitasban. Az altalam izolalt bab eredetli aAl-ok
szimulalt gyomorfolyadékban és a Tarkabab fehérje extraktum tapcsatornaban valé viselkedését az
immunreaktiv és az enzimaktiv szerkezet megdrzésére szempontjabol kivantam megismerni.

Munkam soran 0j kromatografias modszert dolgoztam ki az oAl tisztitasara cink-hidroxid
adszorbens alkalmazasaval, amely jelendsen leroviditi az izolalas idejét korabbi moédszerekhez
képest. Négyféle, Magyarorszagon termesztett Phaseolus vulgaris babfajtabol (Huanita szarazbab,
Bokorbab, Voros vesebab, Tarkabab) és a GM borsobol sikeresen izolaltam aAl-t, melyeket
molekulatdmeg és izoelektromos pont szerint jellemeztem, valamint az aAl két alegységének (a- és
B-lancok) variabilitasat detektaltam az egyes babfajtak aAl-ai kozott a Tendergreen babra jellemzd
marker peptidek alapjan. Tendergren bab aAl ellen nyulban termelt poliklonalis ellenanyag
segitségével immunologiai homologiat mutattam ki a magyarorszadgi babokbol, a Tendergreen
babbdl és a GM borsobol izolalt aAl-ok kozott. A tisztitott fehérjék a-amildz inhibitor aktivitast
muttak és nem rendelkeztek lektin aktivitassal. Allergenitas vizsgalata soran klinikailag Prick in
Prick teszttel igazolt hiivelyes allergias human szérumok koziil szelektaltam aAl-ra specifikusakat.
Az igy azonositott beteg és egészséges donorok immunkompetens (PBMC) sejtjeit hordozo,
tapcsatornan keresztiil aAl-val érzékenyitett HUSCID egerekbdl szarmazo szérumok altal felismert
IgE-reaktiv polipeptidek mintazata a Tendergreen bab, a GM és nem GM borsé specifikus IgE
tipusu ellenanyag termelését inditotta. A specifikus IgE ellenanyagok az érzékenyité antigénekben
hasonld felismerést mutattak, mint az oAl specificitassal rendelkezé klinikilag igazolt hiivelyes
allergias betegek szérumai. Szimulalt gyomorfolyadékban valé in vitro pepszines emésztést
alkalmazva, az izolalt aAl fehérjék immunologiailag aktiv formaban élték til az emésztést, azonban
extraktumok in vitro pepszines emésztését kovetéen az inhibitor aktivitas viszont részlegesen
detektalhato volt. A 100 °C-on hékezelt Tarkabab fehérje extraktum akut patkanymodellben valo in
Vivo emésztése utan az aAl a gyomor mintakban immunogén formaban €s inhibitor aktiv formaban

is detektalhatdo volt. Az aktivitds a vékonybélben azonban mar nem volt detektalhatd, mivel
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valosziniileg az inhibitor és a pankredsz eredetli a-amildz enzim komplexet formalt. igy,
valdszintileg gatolni képes az enzim miikddését, ezért hatdsos Osszetevdje lehet az elhizottak és 2.
tipust cukorbetegek diétdjanak.

Uj tudomanyos eredményeim hozzajarultak a Magyarorszagon termesztett babokban
eléforduld aAl-ok biokémiai tulajdonsdgainak pontosabb megismeréséhez. A szerkezet és funkcid
megismerésében, az inhibitorok aktivitasardl, potencidlis allergén hatasarol és tapcsatorndban vald
talélésérél uj eredményeket nyertem, melyek egyarant hozzajarultak a taplalkozastudomanyi

ismeretek €s élemiszerbiztonsagi ismeretek bovitéséhez.
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SUMMARY

Food legumes play important and diverse role in the human nutrition and animal feeding around the
world. Recent studies have demonstrated that antinutritional compounds of legumes, like lectins and
protease inhibitors may have beneficial properties also. These compositional aspects have received
considerable attention by the nutrition community and have been associated with beneficial health-
promoting properties, such as managing high cholesterol and type-2 diabetes and in the prevention
of various forms of cancer.

According to the World Health Organization (WHQO) by 2020, two thirds of the global
disease will be attributable to obesity and obesity associated complications. Existing anti-obesity
drugs have displayed undesirable side effects which counterweigh their beneficial effects. Therefore
it is reasonable to search for non-pharmacological alternatives for the prevention of obesity. The
common bean, Phaseolus vulgaris, contains a glycoprotein, namely aAl-1 that inhibits the activity
of mammalian and insect a-amylases, but not of plant a-amylases. The aAI-1 is derived from a pre-
pro-protein, of which the native or unprocessed molecular weight has been estimated to be around
28 kDa. It is synthesized on the endo-plasmic reticulum and after the cleavage of the signal peptide,
glycans are added in the Golgi apparatus which leads to an increase in the molecular weight of the
pre-protein to 32-36 kDa. Finally the pre-protein is transported to protein storage vacuoles, where
proteolytic cleavage results two subunits (a- and f-chains) of the inhibitor. More recently, common
bean derived alpha-amylase inhibitor (aAl) has been tested in clinical studies for its application in
weight loss and glycemic control as they delay carbohydrate absorption. However, clinical studies
have shown that crude preparation of bean oAl had no inhibitor-activity effect, while a partially
purified bean product was found to indicate body weight loss and reduce spikes in blood sugar due
to its aAl-1 activity. Up to now there is not enough experimental data to understand why a less
purified preparation of aAl-1 can be more effective physiologically. To understand the mechanism
of this action requires further researches.

As the oAls play an important role in the starch digestion of animals, plants and
microorganisms, the modern biotechnology has utilized this property in the plant protection against
insects. The introduction of the bean (Phaseolus vulgaris) aAl-1gene in pea (Pisum sativum) leads
to expression of seed-specific aAl-1 protein accumulated at high level and undergoes post-
translational modification as it traverses the seed endomembrane system. This proved to be a good
strategy for protection of the plant from damage by pea weevil (Bruchus pisorum) under greenhouse
and field growth conditions as well. However, a study demonstrated that the aAl-1 expressing pea

led to the synthesis of a modified form of the protein with altered immunogenicity. This
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modification was thought to be responsible for the reported allergenicity in mice of the transgenic
pea but not the bean. The authors presumed that the differences are due to the post-translational
modifications. Further investigations revealed some heterogeneous structural variations in
genetically modified pea and bean due to differences in glycans, but no evidence was found for the
increased immunogenicity of the aAl-1 in pea. The aAl-1s from the two sources can induce similar
immune responses, both aAl-1 forms elicited Thl and Th2 antibody responses, suggesting that both
forms can be immunogenic. Therefore the allergenic effect of the aAI-1 is still controversial.

Most of the proteins are hydrolyzed in the gastrointestinal tract, but some bioactive proteins
can show resistance against the digestive enzymes. There are informations about the enzyme
inhibitory effect of the bean derived aAl-1 proteins, but the digestibility of this protein is still an
open question.

Therefore my aims were (i) to characterize aAl-1s obtained from Hungarian Phaseolus
vulgaris bean varieties in comparision with aAI-1 obtained from Phaseolus vulgaris L. cv.
Tendergreen and a genetically modified pea (Pisum sativum L.) expressing aAl-1 regarding their
structures and functions; (ii) to investigate the IgE-reactivity of the Tendergreen bean and the GM
pea oAl-1s using sera obtained from severe combined immunodeficient mouse model in
comparision with clinically proved legume allergic human sera; (iii) to describe the difference in the
digestive fate of common bean alpha-amylase inhibitor released from the purified aAI-1 and the
crude protein extracts using simulated gastric fluid and acute rat digestion model.

In my PhD study a new zinc-hydroxide based chromatographic method was developed for
aAl-1 isolation. aAl-1s were isolated from four Hungarian bean varieties and a GM pea. The
purified proteins were identified by their molecular weight and isoelectric point using 2-DE
separation. The processed forms of aAl-1s were characterized as isoproteins at two isoelectric point
values. The purified aAl-1s showed inhibitory activities, but did not have lectin activities.
Antibodies against Tendergreen bean aAl-1 developed in rabbit recognised all the investigated aAl-
1s in immunoblotting. Mass-spectrometry was used to assess the presence of tryptic digested
peptides including two peptide markers (AFYSAPIQIR for the a-chain, and
SAVGLDFVLVPVQPESK for the B-chain) in the aAl-1s after 2-DE separation. Differences were
observed in the presence of a-and -chain peptides in the different aAl-1s.

Legume allergic anonym human sera with aAl-1 specificity were selected by immunoblot.
The PBMC (periferial blood mononuclear cell) cells of the selected sera were introduced to severe
combined immunodeficient mice, which were then sensitized with the aAI-1. Similar IgE-
recognition patterns in immunoblot were observed in sera obtained from the human patients in

comparision with sera obtained from the mouse model.
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Using simulated gastric fluid for in vitro digestion, the purified oAl-1s showed
immunologically active, but not inhibitory active form after a 60 min pepsin digestion. In contrary,
the raw bean protein extracts was still active after the in vitro digestion process. To understand the
digestion process under physiological circumstances an acute rat digestion model was applied.
Similar observations took place in stomach digesta samples of rat. As the bean extracts contained
the pre-protein in higher concentration than the purified aAl-1 did, the aAI-1 may became active
during digestion in the stomach. The protein survived the passage through the stomach in inhibitory
active form and it was able to form an enzyme-inhibitor complex in the small intestine after when
its inhibitory activity was not detectable anymore. A highly heat treated Pinto bean extract was
prepared as well to reduce the potential harmful effects of other soluble antinutritive proteins
present in such preparation. The results concerning the digestive fate of aAl-1 released from the
heat treated bean protein extract obtained from the rat digestion model were similar. In this way the
common bean protein extract even the heat treated one containing aAl-1 precursor can be active
against the alpha-amylase digestive enzyme in the gastrointestinal tract. Further studies are
necessary to conclude on the safe use of such preparation.

My new scientific results have contributed to the understanding of biochemical properties of
aAl-1s found in Hungarian common bean varieties. | have obtained new results about the structural
pattern, potential allergenicity of the bean derived aAl-1s and its activity in the gastrointestinal
tract, assisting to the nutrition and food safety knowledge.
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MELLEKLETEK

M1: Reagensek

Molekulatomeg markerek (Bio-Rad Magyarorszdag Kft):
- All Blue: 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 kDa
- Broad Range: 6, 19, 29, 37, 52, 79, 116, 199 kDa
- Low Range: 6, 14, 21, 31, 45, 66, 97, 116, 200 kDa

Molekulatomeg és izoelektromos pont markerek (Sigma-Aldrich Kft.):
- amilogliikkozidaz: 79/3,8 (MT/pl)
- ovalbumin: 45/5,1 (MT/pl)
- karbon-anhidraz: 29/7,0 (MT/pl)
- mioglobin : 17/7,6 (MT/pl)

Egyéb reagensek
- Anti-nyul IgG HRPO konjugatum (Sigma-Aldrich Kft.)
- Anti-human Ig HRPO konjugatum (Sigma-Aldrich Kft.)
- Sertés pankreasz eredetii alfa-amilaz enzim (Sigma-Aldrich Kft.)
- Sertés eredetli pepszin (Sigma-Aldrich Kft.)
- Bab lektin, PHA-L (Sigma-Aldrich Kft.)
- Analitikai tisztasagli oldoszerek, reagensek és egyéb vegyszerek (Sigma-Aldrich Kft., Bio-
Rad Magyarorszag Kft., Invitrogen, Millipore, Reanal Finomvegyszergyar Zrt.)

M2: Oldatok és pufferek osszetétele

SDS-PAGE-nél és 2-DE-nél hasznalt pufferek:

15 %-o0s elvalaszté gél osszetétele (2 gélhez):

Desztillalt viz 2,06 ml
30 % akrilamid 4ml
1,5M TRISZ-HCI (pH 8,8) 1,8 ml
10 % SDS 50 ul
10 % ammonium-perszulfat 50 ul
TEMED 6 ul
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6 %0-o0s gyiijto gél osszetétele (2 gélhez):

Desztillalt viz 1,6 mi
30 % akrilamid 0,5ml
1,5M TRISZ-HCI (pH 6,8) 0,33 ml
10 % SDS 27,5 ul
10 % ammonium-perszulfat 25 ul
TEMED 3ul

Laemmli mintaoldo6 puffer (pH 6,8):

3% SDS; 62 mM TRISZ; 8,7% glicerin; 10% [-merkaptoetanol
Futtato- puffer (pH 7,0):

0,0035 M SDS; 0,025 M TRISZ; 0,193 M glicin

PAGE-mos6 oldat:

10 % etanol; 5 % ecetsav

Fixalo oldat:

20 % TCA

Coomassie Blue festék:

0,2 % Coomassie R-250; 45 % etanol; 9 % ecetsav
Festékmoso oldat:

10 % ecetsav

Rehidratalo puffer:

8 M karbamid; 1 % CHAPS; 20 mM DTT

DTT tartalmu equilibralé oldat:

200 mg DTT; 6 M urea; 2 % SDS; 1,5 M TRISZ-HCI (pH8,8); 20 % (v/v) glicerol
Jodacetamid tartalmu equilibralo oldat:

250 mg jodacetamid; 6 M urea; 2 % SDS; 1,5 M Tris-HCI (pH8,8); 20 % (v/v) glicerol
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Nativ-PAGE-nél hasznalt pufferek:

10 %-os nativ gél osszetétele (2 gélhez):

Desztillalt viz 3,4 ml
30 % akrilamid 2,66 ml
1,5 M TRISZ-HCI (pH 8,8) 1,8 mi
10 % ammonium-perszulfat 50 ul
TEMED 6 ul

Futtatoé-puffer (pH 7,0):

0,025 M TRISZ; 0,193 M glicin
Mintaoldé puffer:

0,585 M szacharoz a futtato-pufferben
Extrakcios puffer:

40 mM TRISZ; 1 mM CaCl; (pH 8,0)
Kalium-jodid oldat:

1 mM Iy; 0,5 M KI

Immunblotthoz hasznalt pufferek:

Katod-puffer (pH 9,4):

0,25 M TRISZ bazis; 0,4 M glicin; 10 % metanol
Andd 1. puffer (pH 10,4):

0,3 M TRISZ; 10 % metanol

Anéd II. puffer (pH 10,4):

0,25 M TRISZ; 10 % metanol

Blokkol6 oldat:

0,05 % Twin20; 1 % BSA
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PBS (pH 7,5):

0,136 M NacCl; 0,0026 M KCI; 0,018 M Na;HPO4 X H,0; 0,002 M KH,PO4
Moso oldat:

0,05 % Twin 20 tartalmu PBS

4-chloro-1-naphftol szubsztrat oldat:

0,48 mM 4-chloro-1-napftol; 50 mM TRISZ-HCI; 0,2 M NaCl; 17 % metanol
500 mM kalium-foszfat puffer (pH 7,5):

0,5 M K;HPOg; 0,5 M KH,PO4

In vitro emésztéshez hasznalt oldatok:

SGF oldat (pH 2,0):
1,5 ml 0,03 M NaCl; 3,2 mg pepszin; 4 ul 4 M CaCl,

In vivo emésztéshez hasznalt oldatok:

Mosdoldat a gyomor és vékonybél tartalmak Kinyeréséhez:
15 mM EDTA; 1 mM Na-azid; 2 mM PMSF

Extrakcios puffer I. (pH 8,0):

16 mM TRISZ-HCL,; 140 mM SDS

Extrakciés puffer I1. (pH 8,0):

10 mM H3BO3; 150 mM NaCl
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M3: Magyarorszagi Phaseolus vulgaris babok fehérjéinek 2-DE mintazata

pH3 10 pH3 10

Vv
Vv

Tarkabab/Phaseolus vulgaris Voros vesebab/Phaseolus vulgaris

pH?3 10 pH?3 10

Vv
Vv

Bokorbab/ Phaseolus vulgaris Huanita szarazbab/ Phaseolus vulgaris

40. abra: Magyarorszagi Phaseolus vulgaris babok fehérjéinek 2-DE mintazata

Felvitt mennyiség: 800ug sz.a./250ul rehidrataléd puffer
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M4: Kiilonbségfehérjék a GM és NnGM borsdlisztben

14. tablazat: A GM ¢és nGM borsoban detektalt kiilonbség fehérjék mennyiségi dsszetétele
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TOTALS:
Miztchad Spots:
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41. abra: A GM és nGM borsoban detektalt kiilonbség fehérjék mennyiségi hisztogramjai
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M5: HuSCID egérszérumokkal azonositott IgE-reaktiv polipeptidek human pozitiv

szérumokkal valo 6sszehasonlito vizsgalata
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42. abra: Tendergreen bab aAl-ban azonositott 2-DE foltok

15. tablazat: Tendergreen babban azonositott 2-DE foltokhoz tartoz6é SSP szamok

SSP szdm MT, kDa pl
2301 30 4,8
2101 17 4,7
2001 15 4,7
1001 13 4,7
5101 16 57
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16. tablazat: A nGM bors6 érleményben azonositott 2-DE foltokhoz tartozé SSP szamok

43. abra: A nGM borsé 6rleményben azonositott 2-DE foltok

SSP szam MT, kDa pl
5601 53 5.2
3501 46 5.0
5502 46 5.2
5202 31 5.3
3201 30 5.0
4101 25 5.1
5101 25 5.2
9201 29 7.0
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44. abra: A GM borso6 6rleményben azonositott 2-DE foltok

17. tablazat: A GM bors6 érleményben azonositott 2-DE foltokhoz tartoz6é SSP szamok

SSP szam MT, kDa pl
6801 48 5.4
5702 46 5.0
5702 46 5.2
5501 34 5.0
5501 34 5.1
6301 26 5.0
6201 25 5.1
3101 17 4.8
3201 20 4.8
9301 30 6.9
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18. tablazat: Human szérumok IgE-reaktiv kotOhelyeinek 6sszehasonlitdsa humanizalt egér

szérumok IgE-reaktiv kotdhelyeivel

IgE-reaktiv Azonositott
Donor polipeptid IgE reaktiv
Csoport** | Antigén*** Szérum (MT/pl) peptidek
PBMC* .
MT I aranya****
(kDa) | P
B PBS (A) | TG bab oAl PA2 - - 0/5
B PBS (A) nGM borso PA3 31 53
Orlemény 30 50
25 51
25 5,2
B PBS (A) GM borso PA4 -
Orlemény
- - TG bab aAl 20. sz. 30 4,8 5
human 17 4.7
15 4,7
13 4,7
16 57
B TG bab TG bab oAl PC1 30 4,8 5/5
aAl (C) 17 4,7
15 4,7
13 4,7
16 57
B TG bab TG bab aAl PC2 17 4,7 4/5
aAl (C) 15 4,7
13 4,7
16 57
B TG bab TG bab aAl PC3 30 4,8 5/5
aAl (C) 17 4,7
15 4,7
13 4,7
16 57
B TG bab TG bab aAl PC4 17 4,7 4/5
aAl (C) 15 4,7
13 4,7
16 57
B TG bab TG bab oAl PC5 - - 0/5
aAl (C)
- - nGM borso 20. sz. 53 5,2 8
Orlemény human 46 5,0
46 52
31 9,3
30 50
25 51
25 52
29 7,0
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nGM nGM borsd PD1 31 5,3 4/8
borso Orlemény 30 5,0
Orlemény 25 51
(D) 25 5,2
nGM nGM borsd PD2 53 5,2 7/8
borso Orlemény 46 5,0
Orlemény 46 5,2
(D) 31 53
30 5,0
25 51
25 5,2
nGM nGM borsd PD3 53 52 8/8
borso drlemény 46 5,0
Orlemény 46 5,2
(D) 31 53
30 5,0
25 51
25 52
29 7,0
nGM nGM borsd PD4 53 52 5/8
borso Orlemény 46 5,0
Orlemény 46 5,2
(D) 31 53
30 5.0
nGM nGM borsod PD5 31 5.3 2/8
borso Orlemény 30 5,0
Orlemény
(D)
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PBS (A) TG bab aAl HA2 30 4,8 5/5
17 4,7
15 4,7
13 4,7
16 5,7
PBS (A) nGM borsé HA3 31 5,3 4/8
Orlemény 30 5,0
25 51
25 5,2
PBS (A) GM borso HA4 - - 0/10
Orlemény
TG bab TG bab aAl HC1 - - 0/5
aAl (C)
TG bab TG bab aAl HC2 - - 0/5
aAl (C)
TG bab TG bab aAl HC3 30 4,8 5/5
aAl (C) 17 4,7
15 4,7
13 4,7
16 5,7
TG bab TG bab aAl HC4 - - 0/5
aAl (C)
TG bab TG bab aAl HC5 - - 0/5
aAl (C)
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TG bab oAl SN2 0/5
nGM borsd SN3 0/8
Orlemény
GM borsd SN4 0/10
Orlemény
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