BUDAPESTI

COR\/INUS

EGYETEM

Elelmiszertudomanyi Kar

BAB EREDETU ALFA-AMILAZ ENZIM INHIBITOROK, MINT BIOLOGIAILAG
AKTIV FEHERJEK VIZSGALATA

Macz6 Anita

PhD értekezés tézisei

Késziilt a Kozponti Elelmiszer-tudoméanyi Kutatointézet
Bioldgia Osztalyan
Jogutddja: Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios Kdzpont
Elelmiszer-tudomanyi Kutatdintézet

Bioldgia Osztaly

Budapest

2015



A doktori iskola
megnevezése:
tudomanyaga:

vezetdje:

Témavezeto:

Elelmiszertudomanyi Doktori Iskola

Elelmiszertudomanyok

Dr. Felfoldi Jozsef, PhD

egyetemi tanar

Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar,
Fizika-Automatika Tanszék

Dr. habil Gelencsér Eva, CSc

egyetemi magantanar, tudomanyos tanacsado

Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios Kozpont; Elelmiszer-tudoményi
Kutatointézet, Biologia Osztaly

A jel6lt a Budapesti Corvinus Egyetem Doktori Szabalyzataban eldirt valamennyi feltételnek
eleget tett, az értekezés mihelyvitajaban elhangzott észrevételeket és javaslatokat az értekezés
atdolgozasakor figyelembe vette, ezért az értekezés nyilvanos vitara bocsathato.

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezet6 jovahagyasa



1. BEVEZETES

A hiivelyesek (Leguminosae vagy Fabaceae) rendjébe tartozd névények fontos
szerepet toltenek be a human taplalkozasban azaltal, hogy kitlin forrasai a szénhidratoknak,
rostoknak, asvanyi anyagoknak és fehérjéknek, melyek bioaktiv szerepe az utdbbi évek
taplalkozastudomanyi kutatésainak fontos részét képezik. A tartalékfehérjéket képezd albumin
¢s globulin frakci6 mellett, a kutatdsok eldterébe keriiltek olyan minor fehérjekomponensek,
amelyek féleg biologiailag aktiv fehérjékbdl allnak.

A Dbiologiailag aktiv komponensekkel végzett korai kutatdsok elsdsorban az
antinutritiv anyagok negativ hatdsat vizsgaltak laboratoriumi €s haszonallatok tapanyag
hasznositasaban. E vizsgalatok hasznos mennyiségi €s mindségi informéciokat szolgaltattak a
karos hatas jellemzésére. Igy indulhatott meg a nemkivanatos hatast csokkenté eljarasok
fejlesztése is. Az utobbi évtizedben azonban szemléletvaltas kovetkezett be, mely jelentds
fejlodést eredményezett taplalkozasban betoltott szerepiik megitélésében. A tudomanyos
érdeklédés egyre inkdbb e komponensek egészséggel és €életmindséggel kapcsolatos eldnyos
alkalmazasdnak irdnydba fordult. Kiemelt szerepet kapott a tapcsatornaval valo
kolcsonhatasuk vizsgalata, tobbek kozott a metabolizmus, a hormon- €s az immunregulécio,
melyekkel kapcsolatban még ma is sok a feltarni valo ismeret. Ezért, a témaban élen jaro
kutatok az ,antinutritiv” kifejezés helyett ,,a nem tapanyaghordoz6, bioaktiv komponensek”
kifejezést részesitették elonyben. A genetikailag modositott ndvények fejlesztésével e
komponensek egy egészen uj, novényvédelmi alkalmazasi teriilete is reflektorfénybe keriilt.

Ilyen, biologiailag aktiv fehérjék csoportjaba tartoznak a féként babokban (Phaseolus
vulgaris) eléforduld alfa-amilaz inhibitorok (oAl), melyeket egy ko6zos lektin-géncsalad
kodol. Az oAl az alfa-amilaz emésztdenzim katalizisét gatolja enzim-inhibitor komplex
kialakitasa révén. Az oAl-1 a human illetve rovar eredetii nyal és pankreasz enzimeivel
szemben hatdsos. A ndvényi fehérjeszintézist kdvetden az aAl-1 egy funkcionalisan inaktiv
eléfehérjébdl poszt-transzlacids modosulasok alkalmaval aktiv alegységekké bomlik. Gatld
hatdsuk miatt a ndvényi kartevok szénhidrat és energiahasznosulasat karosan befolyasoljak,
igy a novényi védofehérjek csaladjaba sorolandok.

Az 1j biotechnoldgiai kutatasokban ugyanezt a szénhidrat metabolizmust befolyasolo
funkciot eredményesen hasznositottdk a novényi kartevok elleni védekezésben. A

Tendergreen bab (Phaseolus vulgaris L. vs Tendergreen) eredetli aAl-1 gén borsoba (Pisum



sativum) valo transzformalasa hatasosnak bizonyult a borsé kartevé (Bruchus pisorum) elleni
védekezésben. Tovabbi kutatasok azonban ravilagitottak arra, hogy az aAl-1 transzformacidja
a fehérje immunologiai jellegének megvaltozasat eredményezte. Ez felvetette az allergén
kockazat vesz€lyét is, mely fontos élelmiszerbiztonsagi kérdés. Ezért tovabbi kutatasok
iranyultak a bab eredetii aAl-1-ek szerkezet funkcié kapcsolatinak vizsgalatara. Igy deriilt
fény arra a megfigyelésre, hogy az aAl-1-ek nemcsak a GM borsdban, hanem egyes
babfajtdkban is hasonlé immunogén jelleggel birnak. Mivel az allergének fajspecifikusan
képesek koéros immunvalasz kivaltasdra és a humdan vizsgélatok szamos etikai problémat
vetnek fel, jelenleg sincs validalt allatmodell ennek vizsgélatara. Ezért, tovabbra is nyitva
maradt az a kérdés, hogy aAl-1 fehérje jelent-e allergén kockazatot a human szervezetben.

A bab oAl-1-ek a huméan szénhidrat metabolizmusban betoltott szerepiik miatt is
fontos targyat képezik a kutatdsoknak az egészségmeglrzés és ¢Eletmindség javitdsa
szempontjabol. Mivel az aAl-1 a keményitd lebontdséat befolyasolja, ezaltal igéretes 0sszetevd
lehet az elhizottak és cukorbetegek diétdjaban. Ugyanakkor az elhizds elleni
készitményeknek, szamos nem kivanatos mellékhatasat bizonyitottak, melyek vetekednek a
tényleges hatdssal. Ezért lett fontos a nem gyogyszeralapu alternativak kutatdsa az elhizas
megel6zésére és diétas alkalmazasara. A babokban (Phaseolus vulgaris) talalhato aAlI-1-ek
szénhidrat metabolizmust befolyasold funkciojuk miatt (n. ,,starch blocker”) kinaltak egy
alternativ lehetdséget az életmindség javitdsaban. A tisztitott aAl-1 klinikai koriilmények
kozott kevésbé volt hatdsos a részlegesen tisztitott bab fehérje extraktumokkal szemben.
Ennek megértése ujabb kutatasokat igényel.

Ismert, hogy a fehérjék tobbsége lebomlik az emésztés sordn, hozzajarulva ezzel a
szervezet létfenntartasdhoz €s az egészség meglrzéséhez sziikséges energia- €s esszencialis
aminosav ellatdsdhoz. Mig szamos kutatds folyt az oAl-1 enzimgatld hatdsardl a
tapcsatornaban, addig az inhibitor sorsardl a tapcsatorndban csak kevés adat all rendelkezésre.
Tapcsatorndban vald viselkedésiik és rezisztencia esetén kifejtett enzimgatlo vagy
immunmodulalé hatasuk megismerésében azonban még sok feltaratlan teriilet maradt.

Béar szamos kutatds indult e fehérje szerkezeti és funkcionalis tulajdonsdgainak
jellemzésére, még tobb nyitott kérdés maradt a kutatas szamara. gy, a fehérje szerkezetének
pontosabb megismerése olyan 10 informaciokat eredményez6 moddszerekkel, mint pl. a
proteomika, indokolt. A szerkezet és funkcid kapcsolatdnak megismerése és Osszekotése
olyan biologiai aktivitas vizsgalatokkal, mint pl. az antigenitas vagy allergenitds még tovabbi
kutatast igényel. Ez utobbiak fontosak mind a taplalkozasi ismeretek bdvitése mind pedig az

élelmiszerbiztonsag szamara.



2. CELKITUZESEK

- Szamos kutatasi eredmény all rendelkezésre a bab eredeti aAl-1-ek szerkezet és funkciod
kozotti kapcsolatdnak feltarasara. Ismert tény, hogy bab inhibitorok aktiv a- és B-lancainak
bioldgiai aktivitdsa az aminosav dsszetétel €s a gliikkan szerkezet fliggvényében eltérd, mégis
tovabbi adatok sziikségesek az allergén kockazat és az egészséggel kapcsolatos pozitiv
allitasok igazoldsara. Ezért célul tlztem ki a Magyarorszdgon termesztett babfajtakbol
(Phaseoulus vulgaris L.) tisztitott aAl-1-k 6sszehasonlito, 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.

- A Tendergreen bab eredetli aAl-1 expresszidja GM borsoban eltéré glikkan szerkezetli és
immunogenitasu fehérjét eredményezett, azt sugallva, hogy ez akar allergén kockazatot is
jelenthet. Ismert tény, hogy az oAl szupercsalad tagjai atdpias 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 borsé eredetii aAl-1 immunogenitasanak vizsgalata
sulyos kombinalt immunhidnyos humanizalt egérmodellben (HuSCID) orélis érzékenyitést
kovetden. Tovabbi célom volt a Tendergreen bab, a GM bors6 eredetli aAl-1 és a nGM
bors6 IgE-reaktiv epitdop mintdzatanak Osszehasonlité vizsgalata a kisérletekbdl nyert
egérszérumokkal szemben, a klinikilag igazolt hiivelyes allergiaban szenvedo betegek, aAl-

1 specificitassal rendelkez6 szérumaval 6sszehasonlitasban.

- Ismert, hogy aAl-1 az emldsdk nyal és pankredsz eredetli amildz enzimek miikodését
gatolja, ezaltal blokkolja a keményitd lebomlasat az emésztés soran. Ezt felismerve szamos
aAl-1 preparatumot, beleértve a bab eredetii inhibitort is, alkalmaztak elhizottak és 2. tipusu
cukorbetegek  diétajaban, illetve testtomeg kontrolljaban. Ugyanakkor  klinikai
vizsgélatokban a tisztitott készitmények kevésbé voltak hatékonyak a részlegesen tisztitott
készitményekkel szemben, melynek okat nem sikeriilt érdemben feltarni. Ezért célom volt az
altalam izolalt bab eredetii aAl-1-k viselkedését megismerni szimuléalt gyomorfolyadékban,
illetve egy oAl-1 tartalmu tarkabab bab Orlemény tapcsatorndban vald viselkedését

megismerni akut patkdnymodellben, kiilonos tekintettel az immunreaktiv €s az enzimaktiv

szerkezet megorzésére.



3. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Babok és izolalt fehérjék

Referencia anyagok (EU FP7 GMSAFOOD projekt keretében, az ausztral CSIRO (Higgins
T.J.W.) intézet (AU) altal biztositott drlemények és izolatumok):

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

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

- Genetikailag kozel all6 nem GM (nGM) borso (Pisum sativum L.) 6érlemény

- Kereskedelmi forgalombol szerzett (KF) borso (Pisum sativum L.) 6rlemény

Magyarorszagi kereskedelmi forgalombol szerzett babfajtak:

- Huanita szarazbab (Phaseolus vulgaris) (HSZ)

- Bokorbab (Phaseolus vulgaris) (BO)

- Vor6s 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 egyszerliség

kedvéért a tovabbiakban az a Al jelolést alkalmaztam.

3.2.Vérszérumok

- Klinikailag igazolt hiivelyes allergias anonim human szérumok (Allergo-Derm Bakos Kft.
Etikai  bizottsdg jovahagydsdnak szama: GH277-1/2011). Ismeretlen eredeti
csalankiiitéses, vagy hiivelyes terhelést kovetden, kronikus és néhany esetben léguti
klinikai tiineteket produkalé anonim felndtt betegek, illetve hiivelyes allergia tiineteit nem

produkald egészséges anonim donorok szérumai. A vizsgalatba vont betegek, hiivelyes



terhelést kovetden a nativ hiivelyes ndvénnyel szemben pozitiv allergén specifikus “Prick
in Prick” teszteredményt produkaltak. A klinikai tiinetek erdsségének fiiggvényében a
skalan novekvo értékek szerepeltek (1:+, 2: ++, 3: +++). Négy hetes eliminacids diéta utan
egy ismételt hiivelyes terhelést kovetéen a klinikai tiinetek ismételt megjelenését
tapasztaltak.

- HuSCID egerek szérumai (EU FP7 GMSAFOOD projekt keretében a Bécsi
Orvostudomanyi Egyetem kisérleteibdl szarmazé HuSCID egér szérumok, (LEE és mts.,
2013). A stlyos kombinalt immunhianyos humanizalt egerekbe aAl-1 specificitasssal
rendelkez0 hiivelyes allergias betegek ¢€s egészséges donorok periféridlis vér
mononukledlis sejtjeit (PBMC) vitték be. Az egereket 1 hoénapon keresztil, heti egy
alkalommal GM bors6, nGM borsé és Tg bab 6rlemény PBS szuszpenzidjaval
érzékenyitették. A negativ kontroll egereket PBS-sel érzékenyitették. Az érzékenyitési
protokoll végén az egereket 1 dozist aAl-1 fehérjével vagy PBS-sel immunizaltak
intranazalisan. Harom nap mulva elvégezték a klinikai vizsgalatokat €s a szérumgyijtést.

- TG bab oAl ellen nyulban termelt poliklonalis ellenanyag (anti-aAl nyul IgG), az EU FP7
GMSAFOOD projekt keretében a NAIK-EKI Biolégia Osztalyan (Dr. Nagy Andrés, Dr.
Takacs Krisztina) fejlesztettek ki (HARBOE és INGILD, 1973).

3.3. Vizsgalati modszerek

- A kereskedelmi forgalombol szerzett és referenciaként alkalmazott 6rleményekbdl
desztillalt vizzel 1:10 ardnyban (tf %), szobahdmérsékleten, 1400 rpm fordulatszamon 1
oran at torténd keverést kovetéen 10 percig 10000 g értéken vald centrifugélassal
készitettem fehérje extraktumokat.

- Az elektroforézis vizsgalatokat denaturald koriilmények kozott (SDS-PAGE) Laemmli
(1970) modszere alapjan végeztem 15%-os elvalasztogélt és 6%-os gylijtdgeélt alkalmazva,
TRISZ-SDS-glicin tartalmu futtato-pufferrel, 200 V, 400 mA paraméterekkel 50-70 percig
MINI-PROTEAN 3-CELL (Bio-Rad) késziilékben. Az elvalasztas utan Coomassie Blue
festékkel tettem lathatéva a fehérjesavokat.

- Az oaAl-1-ek aktivitasanak detektalasara az elektroforézist nativ koriilmények kozott
(nativ-PAGE) végeztem 10%-o0s nativ poliakrilamid gélen TRISZ-glicin tartalmt futtatd

pufferben 200 V, 47 mA paraméterekkel. Az elvalasztis utan a géleket a-amildz enzimet



tartalmazo extrakcidés oldatban, majd keményitét tartalmazo extrakcidos oldatban
szobahémérsékleten inkubaltam. Az aktiv savokat kalium-jodid oldattal tettem lathatova.
Az izoelekromos fokuszalast immobilizalt pH gradienst (pH 3-10) tartalmaz6 7 cm-es
gélcsikon végeztem linearisan 250V- 24.000Vh novekedo fesziiltség mellett. A gélcsikokat
elészor DTT tartalma equilibralé oldatban, majd jodacetamidot tartalmazéd equilibrald
oldatban inkubéltam, ezutdin SDS-PAGE-n molekulatomeg szerint szeparaltam.

A LOC elektroforézist kit segitségével végeztem a gyarto leirasa alapjan.

Az immunblott vizsgalatoknal az 1-DE illetve 2-DE szeparalt fehérjéket PVDF membranra
valo blottolas utan nyulban termelt Tendergreen bab aAl elleni specifikus ellenanyaggal
(1:40) illetve hiivelyes allergids human szérummal (1:20) egy ¢&jszakén at
szobahdmérsékleten inkubaltam. Ezutan torma-peroxidaz enzimmel (HRPO) jelolt anti-
nyal IgG (1:500) illetve kecskében termelt HRPO jel6lt anti-human IgE (1:100)
masodlagos ellenanyaggal inkubaltam a membrant. Az immunreaktiv fehérjéket 4-chloro-
1-naphftol szubsztratoldat hozzaadasaval tettem lathatova.

A fehérjék deglikozilalasat WOODWARD (1984) modszere alapjan végeztem, melynek
soran a membranra blottolt fehérjékrél savas kozegben natrium-metaperjodattal
eliminéltam a szénhidratokat.

A Schiff-festést SACCHARIUS (1969) moddszere alapjan végeztem. A membranra blottolt
fehérjéket perjodsavban, majd Schiff-reagensben €s metabiszulfitban inkubaltam.

A kromatografids fehérjetisztitds soran DEAE anioncseréld oszlopot és Superose 12
gélszlird oszlopot alkalmaztam.

Az oAl aktivitas mérését MURAO (1981) moddszere alapjan végeztem. A fehérjeoldatokat
sertés eredetli pankredsz alfa-amildz enzimmel és keményitdvel inkubaltam. A reakcid
savoldattal torténd leallitasa és az elegyek jodoldattal vald inkubalasa utan 660 nm-en
mértem az elegyek abszorbanciajat, amelybdl a kovetkezd egyenlettel hataroztam meg az
aAl aktivitasokat: Inhibitor aktivitas (%) = ODpminta — ODxkontroll / ODyak — ODxontront X 100

A heamagglutinacids tesztet CUADRADO (1996) mddositott mdodszere alapjan végeztem.
A bab és borsd Orleményekbdl 0,9% NaCl oldattal extraktumot készitettem, amelyek
100ul-ét kétszeres tovafutd higitdssal mértem mikrotiter lemezre. A Tendergreen bab és
GM borso eredetii aAl- ok 1 mg/ml-es oldatabol kiindulva hasonléan jartam el. Ezutan
tizszeres higitdsu EDTA alvadas gatlot tartalmazé csébe levett patkdnyvér 100 pl-ét adtam
mindegyik mintdhoz. SzobahOmérsékleten vald inkubélas utan pozitiv (bab PHA-L) és

negativ (0,9% NaCl oldat) kontrollokhoz viszonyitva értékeltem ki.



- A tomegspektrometrias vizsgalatokhoz a 2-DE szeparalt aAl- fehérjéket a gélrél valo
kivagas utan tripszinnel emésztettem, majd emésztett mintakat Zorbax 300 SB-C8 (3.5
micron, 2.1x150mm, Agilent Technologies) oszloppal rendelkezé Ultimate 3000 RSLC
(Dionex, Germany) késziilékbe injektaltam. Electrospray ionizaciét (ESI) kovetden 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. A spektrumok
felvétele 100-3000 m/z tomegtartomanyban tortént. Az aAl peptideket in silico emésztett
peptid markerek (Phaseolus vulgaris o Al P02873, UniProt) alapjan azonositottam.

- Az oAl in vitro pepszines emésztése szimulalt gyomor fazisbhan THOMSAS (2004) és
KUMAR (2011) modszere alapjan tortént. A tisztitott aAl-okat illetve a bab extraktumokat
sertés pankredsz eredetli pepszinnel 60 percen torténd emésztést kovetden oAl
aktivitasfestéssel vizsgaltam. A tisztitott oAl-ok immunreaktivitasat emésztés utan
immunblotton vizsgaltam nyulban Tendergreen bab oAl ellen termelt ellenanyag
segitségével.

- Az oAl tapcsatornaban vald talélésének vizsgalatat akut patkdnymodellben vizsgaltam. 60
perces emésztést kovetden az eltavolitott gyomor €s bél mintakbol extrahalt fehérjéket
elektroforézissel (SDS-PAGE, nativ PAGE) ¢és immunblottal vizsgaltam. A gyomor

mintakbol extrahalt fehérjéket LOC elektroforézissel is elvalasztottam.



. EREDMENYEK

Els6é célkitizésemnek megfeleléen proteomikai vizsgalatokkal kapott eredményeim
alapismeretekkel jarultak hozza a Magyarorszagon termesztett Phaseolus vulgaris
babfajtakban talalhatdo aAl-ok biokémiai tulajdonsagainak megismerésé¢hez. Az aAl a- és
B-lancainak detektaldsa soran variabilitast taldltam a kiilonb6z0 babokbol izolalt aAl-
okban. Mivel a detektalas a Tendergreen bab aAl aminosav szekvenciajara leirt marker
peptidek alapjan tortént, ezért a munka folytatasaként sziikségesnek tartom a
magyarorszagi babokbol izolalt aAl-ok pontos aminosav szekvencidjanak meghatarozasat.
Referenciaként hasznalt Tendergreen bab ¢és GM borsod, valamint magyarorszagi
kereskedelmi forgalombol szerzett Phaseolus vulgaris babfajtak fehérjéit 1-DE illetve 2-
DE modszerrel szeparaltam. A referenciaként alkalmazott Tendergreen bab és GM borsé
aAl-0k molekulatomegei illetve nyalban Tendergreen bab oAl ellen termelt ellenanyag
segitségével a szeparalt fehérjékben azonositottam az aAl-okat.

Az Orleményekbdl fehérje extraktumokat készitettem ¢és nativ-PAGEN  torténd
aktivitasfestéssel illetve spektrofotometrids modszerrel a Al aktivitast igazoltam.

A GM borso illetve a nem-GM borso drleményekben 2-DE szeparalast kovetéen szoftveres
kiértékeléssel feltérképeztem a kiilonbségfehérjéket. A GM novényben 79, a nGM
névényben 54 fehérjefoltot detektaltam.

A bab és borso fehérje extraktumok 10 percig 80 °C-on torténé hokezelés utan jelentdsen
veszitettek inhibitor aktivitasukbol, illetve 10 percig 100 °C-on torténd hokezelés utan mar
teljesen elveszitették aktivitasukat.

Hemagglutinacids teszt eredményei alapjan a tisztitott Tendergreen és GM borsé eredetii
aAl-ok nem mutattak lektin aktivitast ellentétben a bab és borso drleményekkel.
Cink-hidroxid szervetlen adszorbenst alkalmaz6 kromatografias fehérjetisztitasi modszert
dolgoztam ki az oAl izolalasara a magyarorszagi babfajtakbol valamint a GM borsobol.
Elektroforézis (1-DE 2-DE, LOC) és tomegspektrometrias modszerekkel igazoltam, hogy
mig a bab izolatumok tartalmazzak az aAl-el6fehérjét, addig a GM borsoban az eléfehérje
sav. nem volt detektalhatd. Schiff-festéssel igazoltam, hogy az izolalt fehérjék
glikoproteinek.

Az 1-D elvalasztassal eddig felismert két f6 sav mellett, a 2-DE elvalasztast kdvetden az
izolalt aAl-ban harom fehérjefoltot azonositottam a molekulatomegek és izoelektromos

pontok alapjan.



A 2-DE szeparalt aAl foltokban tripszines emésztést kovetéen LC-TOF-MS modszerrel in
silico emésztett marker peptidek alapjan a Tendergreen bab aAl-ra jellemzd a- és f-

lancokat azonositottam.

Masodik célkitlizésem szerint, az aAl fehérje vizsgalata sordn arra szerettem volna valaszt
kapni, hogy jelent-e az aAl ¢élelmiszerbiztonsagi szempontbol kockazatot a hiivelyes
allergias egyének szamara.

A bab oAl aminosav szekvencidja alapjan a FAO/WHO kritériumokat tartalmazo
adatbazisok (SDAP, ADSF, ProAP) segitségével olyan ismert allergéneket kerestem,
amelyek a kritériumoknak megfeleléen szekvencia homologiat mutatnak az aAl-ral.

Epitép predikciés szoftver (IEDB) segitségével potencidlis linedris B-sejt epitopokat
térképeztem fel az o Al aminosav szekvenciajan.

Hiivelyes allergia klinikai tiineteit mutaté anonim humén szérumok koziil immunblottal
szelektaltam az oAl-ra specifikusakat, mely megerésitette, hogy az aAl potencialis
allergénforrds lehet az arra érzékeny betegek szamara. Az oAl glikoprotein
deglikozilalasaval kizartam a szénhidrat specifikus IgE kotddést.

Mivel az allergia koéros, fajspecifikus immunvélasz eredménye, ezért nincs validalt
allatmodell ennek vizsgalatara. Ugyanakkor a human vizsgalatoknal szamos etikai korlat
meriil fel. Ezért az EU FP7 GMSAFOOD keretprogram altal biztositott egylittmiikkodés
keretében lehetdségem nyilt az allergiakutatdsban még ujnak szamitd sulyos kombinalt
immunhidnyos humanizalt egérmodellben (HuSCID) a bab és GM borso eredetli aAl
ellenanyagvalaszat tanulmanyozni és a molekulatomeggel és izo-elektomos ponttal
jellemzett, IgE-reaktiv polipeptid mintazatot a human szérumokkal nyert mintazattal

0sszevetni.

Harmadik célkitiizésem volt annak megismerése, hogy az a Al immunreaktiv €s enzimaktiv
formaban éli-e tul a tapcsatorna degradald hatasat, mivel csak ebben az esetben jelenthet
potencialis allergén kockdzatot a hiivelyes allergids betegek szamdra, vagy Iéphet
interakcioba az a-amildz enzimmel, gatolva ezzel a szénhidratok lebontéasat.

Szimulalt gyomorfolyadékban valo in vitro pepszines emésztést alkalmazva, az izolalt oAl
fehérjék immunoldgiailag aktiv formaban ¢élték tal az emésztést, azonban inhibitor
aktivitasukat elvesztették. Az oAl-t és annak eld-fehérjéjét tartalmazd bab fehérje
extraktumok in vitro pepszines emésztését kovetden az inhibitor aktivitads viszont

részlegesen detektalhato volt.



- A 100 °C-on hokezelt Tarkabab fehérje extraktum akut patkanymodellben valo in vivo
emésztése utan az oAl a gyomor mintdkban immunogén formaban és inhibitor aktiv
formaban is detektalhatd volt. Az aktivitdis a vékonybélben azonban mar nem volt
detektalhatd, mivel valdszinlileg az inhibitor és a pankreasz eredetii a-amilaz enzim
komplexet formalt. Igy, valosziniileg gatolni képes az enzim miikodését, ezért hatisos

Osszetevoje lehet az elhizottak és 2. tipusu cukorbetegek diétajanak.



. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Cink-hidroxid szervetlen adszorbens alkalmazasaval az izolalasi id6t jelentOsen leréviditd
1) kromatografias modszert dolgoztam ki bab aAl izolalasara. A moddszerrel négy hazai
babfajtabol (Phaseolus vulgaris vs. Huanita szarazbab, Bokorbab, Vords vesebab,

Tarkabab) készitett izolatum oAl aktivitasat mutattam ki.

. Bab és GM borsé eredetii aAl-okban proteomikai uton nem processzalodott, Schiff-
festéssel nem fest6dd, a Tendergreen bab eredetii aAl-specifikus ellenanyagokkal
keresztreaktivitast mutatd eléfehérjéket azonositottam, a nem processzalddott alfa- és béta

lancok variabilitasat igazoltam.

. Babbdl és GM borsobol 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 variabilitasat mutattam ki a processzalodott

fehérjékben is.

. oAl specificitasat bizonyitottam klinikailag igazolt hiivelyes allergiaban szenvedd betegek

szérumaban az allergiakutatdsokban még ujnak szamité6 HuSCID egérmodellel.

. Immunreaktivitast és részleges inhibitor aktivitdst mutattam ki bab és GM bors6d aAl-
okban szimulalt gyomorfolyadékban in vitro pepszines emésztés utan, amelyet az

extraktumban 1évd eléfehérje bomlasakor keletkezd aktiv ldncok okozhatnak.

. Bizonyitottam, hogy a 100 °C-on hdkezelt Tarkabab fehérje extraktum akut
patkanymodellben torténd in vivo emésztése utan az aAl a gyomorbol szarmazo mintakban
immunogén ¢és inhibitor aktiv formaban is kimutathat6, mig a vékonybélben mar nincs

aktivitas.
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