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Buzafehérje vizsgalatok modszertananak attekintése

A buzaliszt funkcionalis és technologiai mindsége szempontjabol a
buzaszemben talalhato tartalékfehérjék meghatarozo szerepet jatszanak. A
fehérjék mennyisége, Osszetétele €s mindsége a fajtatdol és a termesztési
korilményektdl fliggden valtozik, €s hatassal van a buzabol eldallitott
végtermékek mindségére.

A fehérjék jellemzése régota foglalkoztatja a kutatdokat. Jacopo Beccari
(1745) a Bolognai egyetem professzora osztotta fel elsGként a
buzafehérjéket vizben oldhaté és nem oldhatd részekre. A vizben nem
oldhat6 fehérjéket Einhoff (1805) alkoholban old6dé és nem o0ld6do részre
valasztotta szét, €s hasonld frakcidkat tudott megkiilonbozetni az arpa és a
rizs vizsgalata soran is. A mai napig hasznalt, oldhatdsagi tulajdonsag
alapjan torténd csoportositiast Osborne (1907) végezte el, egymast kovetd
extrakciokkal.

A buzafehérjék jellemzésére jelenleg szamos, kiillonbozd elven mikodo
analitikai mddszer all rendelkezésiinkre.

A spektroszkdpiai modszerek koziil az infravords spektroszkdpiat (IR)
ma mar rutinszerfien alkalmazzdk a buza beltartalmi értékeinek, igy
példaul fehérjetartalmanak meghatarozasara. Ezt az teszi lehetové, hogy az
infravoros tartomanyban a fehérjék tobb jellegzetes abszorpcids csuccsal
rendelkeznek. A technika alkalmazisa gyartaskozi ellendrzések soran
egyre elterjedtebb, de példaul a spektrum altal szolgaltatott informacid
nem elégséges buzafajtdk megkiilonboztetésére. Buzafehérjék vizsgalatanal
alkalmazott spektroszkdpiai technika a CD (Circular Dichroism) is. A
fehérje alegységek CD spektrumat a fehérjék masodlagos szerkezetének
pontosabb megismerésére hasznaljak (Shewry és Lookhart, 2003).

Az elvélasztastechnikai eljarasok koziil a gélkromatografiat a 60-as évek
Ota a fehérjekémidban rutinszertien alkalmazzak. Felhasznaljak a fehérjék
elvilasztasara soktdl és kismolekuldju anyagoktdl, illetve — a fehérjék
eltéré molekulasalya, vagy oldhatésdga alapjan — frakciondldsra is. A
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preparativ miveleteken kiviil ez a technika az analitikai céla eljarasokban
is alkalmazhatd, igy példdul fehérjekészitmények homogenitdsanak
ellenorzésénél és izolalt fehérje molekulaméretének meghatarozasakor.
Buzafehérjék esetében a gélszirést els6ként Huebner és Wall (1974)
alkalmazta glutenin alegységek szétvalasztasara.

A nagy hatékonysagi folyadékkromatografia (HPLC) térhoditdsa elStt
az ioncserés kromatografia (IEC) volt a legjobb szepardcids lehetdség
gabonafehérjék szétvdlasztisdra a kromatografia teriiletén (Shewry és
Lookhart, 2003). A késébbiekben a forditott fazist folyadékkromatografia
(RP-HPLC) jobb felbontast és jobb reprodukalhatdsidgot biztositott a
buzafehérjék vizsgalatdban. RP-HPLC-vel els6sorban a gliadinok
valaszthatdak szét a hidrofébitas alapjan (Bietz, 1983). Az elvélasztott
frakciok elemzésével a fajtak kozotti eltérés is vizsgdlhaté. A moddszer
elterjedt, a kanadai buzafajtak RP-HPLC adataibol kataldgus is késziilt.
Buzafehérje vizsgalatok soran alkalmazott kromatografias eljaras tovabba
a méretkizdrasos kromatografia (SE-HPLC) is, melynek segitségével a
glutenin-gliadin ardny kdnnyen meghatarozhat6 (Bietz, 1985).

A buzafehérjék jellemzésekor széles korben elterjedt modszernek szamit
a gélelektroforézis. A savas poliakrilamid gélelektroforézist (A-PAGE) a
gliadinok és a monomer fehérjék (albumin globulin) elvalasztasara
hasznaljak. Na-dodecil-szulfat-ot (SDS-PAGE) Laemmli (1970) mddszere
alapjan fdéleg a gluteninek meghatarozasakor alkalmaznak (Bushuk és
Khan, 1977). Izoelektromos fokuszalassal (IEF) olyan pH-gradiens
hozhat¢6 létre, amelyben a fehérjék addig vindorolnak, amig el nem érik az
izoelektromos pontjuknak megfelel6 tartomanyt. A jobb felbontdshoz
kifejlesztettek 2D-s elvalasztasi technikakat is. Ilyen az IEF X SDS-PAGE
vagy a nem egyensulyi pH gradienses elektroforézis (NEPHGE) X SDS-
PAGE (Payne és mtsai, 1985). A felsoroltakon tulmenden a nagy
hatékonysdgi  kapillaris  elektroforézis (HPCE) is alkalmazott
elektroforézises méréstechnika a buzafehérjék elvalasztasaban. A
fehérjealapu buzafajta azonositidshoz legtobbszor gélelektroforézist
alkalmaznak.

Az immunanalitikai eljarasok (western blot, ELISA) esetében specifikus
antitesttel lehetséges egy adott fehérje kimutatasa. Mivel a legtobb
immunoldgiai reakcié a gliadinokhoz kothet6 a buzaszemben, ezért a
buzafehérjék ilyen tipusa vizsgalatai foképpen a gliadin specifikus
immunreakcion alapulnak.
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Lab-on-a-chip technika ismertetése

A modern elvalasztastechnika egyik fejlesztési iranya a hitelkartya
nagysagu “analitikai laboratoérium”, a laboratory on a chip, lab-on-a-chip,
LOC (Manz és mtsai, 1990) kialakitdsa. A kapillaris elektroforézisbdl
tovabbfejlesztett mikrochip technikdval a mikro vagy nanoliternyi
nagysagrenddi mintdk elemzése iiveg- vagy mianyaglapokba maratott,
legfeljebb néhany centiméter hossztisdga kapillarisokban torténik (1. dbra).
A miniatiirizalas sordn elényos, hogy kis minta- és reagens-mennyiséggel
kell dolgoznunk. Emellet a tobbcsatornas chipek — a korabbi mddszerekkel
szemben — az elvalasztist gyorsabba teszik (Guttman, 2004).

Gél forras

+— Szeparacids csatorna,
és detektalas helye

Letra forras

1. abra: Egy lab-on-a-chip felépitése (Zalkai, 2006 alapjan)

A kapillaris csatornakhoz elektrodok csatlakoznak, melyek valtozo
nagysagu és polaritasi elektromos teret hozhatnak létre. Igy a minta és a
pufferoldat mozgasa elektrokinetikusan szabalyozott a chipen belil. Az
elvalasztashoz a mintaforrasba helyezett anyag kis részét hasznaljak fel. A
szeparacio a minta azon részével valdsul meg, ami a chip feltoltése utan a
két csatorna (minta és szepardcios csatorna) keresztez6désében
helyezkedik el. Az elvalasztasi mivelet alatt a lab-on-a-chipek egyszerre
mikodhetnek biokémiai reaktorként, injektorként, elvalaszté rendszerként
€s egyes esetben frakcioszeddként is.

Mivel a kapillarisban 1évé6 molekuldk nagy része a kapillaris falanak
kozelében helyezkedik el, ezért felileti jelenségek, kolcsOnhatasok
hatarozzak meg az elvilasztas mechanizmusat. Igy az un. elektroozmotikus
aramlas jelensége 1€p fel. Ez dugodszerii aramlasprofilt jelent, ami az
elvilasztastechnika magas szelektivitasat vetiti elGre.
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A nagy analizissebességnek, a kedvez$ szelektivitasnak, a reprodukal-
hatosdgnak és az automatizdlhatdsagnak koszonhetéen a kémiai chipeket
egyre szélesebb korben alkalmazzik a genomika és proteomika teriiletén.

Lab-on-a-chip technika egyes analitikai teljesitményjellemzdinek
meghatarozasa

Vizsgalataink soran célul tiztiikk ki a lab-on-a-chip technika alkalmazasi
lehet8ségének vizsgalatat a buzafehérjék jellemzésében. Els§ I€pésben az
elvalasztastechnika egyes analitikai jellemzGinek meghatarozasat €és a
mérési eljaras részleges validalasat végeztiik el.

Az ismételhetdségi vizsgalatok sordn az irodalomban részletesen
jellemzett Chinese Spring buzafajtat hasznaltuk standardként, amely az
MTA Mezd6gazdasagi Kutatdintézetébdl, Martonvasarrol érkezett.

A mintit mikromalommal (FQC2000; Gyarté: Metafém Szovetkezet,
Budapest) 6roltiik. A teljes 6rleménybdl a fehérjéket 1% SDS-t és 1% DTT-t
tartalmazo oldattal extrahaltuk ki. A mintdkat ezutan meghatarozott ideig
vizfiirdébe helyeztiik, majd centrifugalassal tisztitottuk. Az igy elGkészitett
minta-oldatokat, gyari reagenseket (Protein 230 Kit) hasznélva, Agilent
Protein 230-as chipen, Agilent 2100 Bioanalyzer tipust késziiléken
futattuk. Az eredményeket a 2100 expert szoftver (Version: B.02.02.S1238)
értékeli, amelyeket elektroferogramként, szimulalt gélképként, illetve
szamszerten is megkapjuk (2. dbra). Az elektroferogramon elsg cstcsként
az als6 marker lathatd, amit a kettds csuaccsal rendelkezd rendszer jel
(system peak) kovet. A mérési tartomany 14 kDa-t6l a fels6 marker
megjelenéséig, 240 kDa-ig tart.
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2. abra: Chinese Spring elektroferogramja lab-on-a-chippel
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A kisérletekben alkalmazott fehérje-chipek, az SDS-PAGE-hez
hasonléan, a mérési tartomanyban a fehérje alegységeket méret alapjan
valasztjak szét. A mérés elsé lépéseként a készilék egy un. létrat
(standardot) futtat le, ahol ismert méretd fehérjék retencids ideje alapjan a
mintak fehérjealegység Osszetételének profilja azonosithatdo. A mérést
segiti, hogy a mintdhoz adott mintapuffer a denaturdlé oldat mellett az
als6 és a fels6 markert bels6 standardként tartalmazza, aminek
felhasznalasaval az esetleges aramlasi problémakbol adodo csuszasok
korrigadlhat6ak. A detektédlas 1ézer indukalt flouresszenciaval (LIF) valosul
meg.

Az eredmények kiértékelése soran elsG 1épésként az elvilasztastechnikai
modszer analitikai paramétereit vizsgaltuk. A mindségi informaciok, azaz a
retencios id6bdl szamolt méreteloszlas elemzésével megallapitottuk, hogy a
fehérjealegységek méretének legnagyobb relativ szOorasa nem haladta meg
az 1%-ot, atlagértékiik pedig 0,32% volt. A mérési eljaras ismételhetdségét
vizsgélva, a mérést (beleértve a mintaelGkészitést) tobbszor megismételve a
legnagyobb relativ szoras is 2,5% alatt volt. Az eredményeket STASTICA
7.0 programmal is elemeztiik; varianciaanalizist végeztiink. A
fehérjealegységek méretének variancidgja a parhuzamos mérések soran
0,57%" volt. A legnagyobb széras az utolsé csics elhelyezkedésénél van,
amit a rezidium értékek mutatjidk (3. dbra). Ez a md6dszer kiemelkedGen jo
ismételhetdségét mutatja, Osszehasonlitva példaul a hagyomanyos SDS-
PAGE ismételhetdségi jellemzdbivel.

Ohserved vs. Residual Values

Dependent variable: csucshelye
Analvsis sample)

Q0

L
£ 2
: - : ¢
o <«
g o2 2835, § 5 o8
& 4 & g e < c?o =
o §o 28 o o ] &
[+ o &
2t
3

-4

-6

-50 u] a0 100 150 200 2480

Obsemed values

3. abra: Fehérje alegységek méretének rezidium értékei a
lab-on-a-chippel végzett ismételhetdség vizsgalatanal
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A mindségi informacidkhoz tartozé mennyiségi értékeket is elemeztiik.
Az alegységek relativ mennyiségi értékei az ismételt mérések soran
nagyobb, de elfogadhatd szorast mutattak. A variancia az ismételten
elvégzett mérések soran 1,49%7 volt. A legnagyobb eltérést az ismétlések
kozott a mennyiségi értékekben a legnagyobb koncentraciéban megjelend
fehérjealegység esetében lehetett tapasztalni (4.4bra).
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4. abra: Fehérje alegységek mennyiségének rezidium értékeia a
lab-on-a-chipen végzett ismételhet6ségi vizsgalatanal

Kilfoldi laboratériummal (Food Science Australia) egyiittmikddve,
ausztral és magyar buzafajtdkat hasznalva, vizsgaltuk a mérés
reprodukalhatésagat is (5. 4bra). Az eredményeket Osszehasonlitva
megallapitottuk, hogy ugyanazon fehérjealegységeket tudtuk
meghatarozni, de egyes mérések esetén a jellegzetes alegységek
folyamatosan novekvd elcsiszast mutatva jelentek meg. A mennyiségi
értékek paros t-probat végezve megegyezdnek bizonyultak.

Lab-on-a-chip alkalmazasa buzafajtak azonositasaban

Célunk a kozeljovében, hogy a mérési korilményeket feliilvizsgalva a
lab-on-a-chip technikaval végzett gabonafehérje elvalasztast validaljuk és
kiilonb6z4 laboratériumokban is megfeleléen standardizalhatd6 modszerré
tegyiik. Osszegezve megallapithatjuk, hogy a lab-on-a-chip technika a
jelenleg alkalmazott elvilasztastechnikai modszerekhez képest gyors, kis
minta- €s vegyszer-igényd, megfeleld analitikai jellemzdkkel rendelkezik €s
a mérési protokoll kidolgozasaval rutinszerden alkalmazhat6 olyan névényi
mintak fehérjedsszetételének vizsgalataban, mint példaul az altalunk
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vizsgalt buza. A kiilonb6zd6 buzafajtik eltérd genotipusa a DNS expresszid
soran szintetizalodo fehérje-alegységek Osszetételén is nyomon kovethetd.
Az alegységek eltér6 mindségi és mennyiségi értékei lehetdvé teszik az
eltérd fajtak azonositasat. A fajtaazonositas jelenleg legelterjedtebb
mobdszerei a  buza  fehérje-alegységeinek  vizsgdlatdn  alapulnak
(gélelektroforézis, HPLC). Az alkalmazott moddszerek kivétel nélkiil
szakértelmet és hosszu vizsgdlati id6t igényelnek (Wrigley, 1995).
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5. abra: Ausztraliaban és a BME Alkalmazott Biotechnologiai és
Elelmiszertudomanyi Tanszékén lab-on-a-chippel mért buzafajtak
gélképeinek o6sszehasonlitasa

Meg kell emliteniink a nem fehérjealapu fajtaazonositasi mdodszereket is.
A digitalis képanalizissel (DIA) a szemek morfoldgidja és szine
vizsgdlhato, amely olyan termeltet8i rendszerben nyudjt jO megoldast a
fajtaazonositdsra, ahol a termelt fajtak szdma alacsony (USA, Kanada). A
fenol-tesztet manapsag - gyorsvizsgalatként - csupidn fajtakeverékek
észlelésére hasznaljak. A patogén rezisztencia-vizsgalat id6-, eszkoz- és
szaktudas-igényes. A fajtaazonositasi vizsgalatokat a buza DNS-ének
izolalasa utdn a polimeraz lancreakcié (PCR) teszi lehetévé. A molekularis
markerek hasznalataval a kozeli nemesitési tvonalak is jol azonosithatoak,
de a vizsgalatok rutinszerd alkalmazasa jelenleg nem megoldott.

A mindsitési gyakorlat szaméara olyan megoldas sziikséges, ami rovid
vizsgalati id6t €s megbizhatd eljarast jelent. Ezen a teriileten erre adhat
lehet8séget a lab-on-a-chip bevezetése (Bhandari és mtsai, 2004;
Uthayakumaran és mtsai, 2004; 2005; 2006). A lab-on-a-chip technikaval
célunk egy magyar buazafajtdkon alapuld, rutinszeren alkalmazhaté
fajtaazonositasi rendszer kialakitésa.

Munkdnk sordn 90 buzafajtat vizsgdltunk (10 magyar buazafajta
jellegzetes elektroferogramjat a 6. abra, szimulalt gélképét a 7. abra
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mutatja). A 90 fajta tartalmazza a Magyarorszagon koztermesztésben levd
fajtak jelentds részét. A buzamintdkat az OMMI (Budapest) és az MTA
MezGgazdasagi Kutatdintézet (Martonvasar) bocsatotta rendelkezésiinkre.
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7. abra: magyar buzafajtak gélképei lab-on-a-chippel

Az elvégzett mérések utan a fajtaazonositashoz a jelenlegi munkaban a
mindségi informaciok, vagyis a megjelend fehérje-alegységek kalibracios

Osszefiiggés alapjan meghatarozott mérete keriilt feldolgozasra. Az
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eredményeket fajtinként rendeztiik és egy adatmétrixot hoztunk Iétre. Az
igy létrehozott rendszerben mind a 90 buzafajta megkiilonboztethetd volt
egymastOl. Az automatikus azonositishoz egy makro és egy
felhasznalobarat kezeldfelillet is késziilt. A makro a bevitt mérési
eredményt O0sszehasonlitva az adatbazisban taldlhaté értékekkel megadja a
teljesen vagy leginkabb hasonlo fajta nevét.

A visszamérések alapjan a program tobb mint 80%-ban sikeresen
azonositotta a fajtat. A késObbiekben lehetséges lesz azonos fajtaja, de
eltérd helyen és kiilonbozd korilmények kozott termesztett mintak
vizsgalataval novelni az azonositds robusztussagit. Ezen tulmenden a
makro fejlesztéséhez a mennyiségi informéacidk is figyelembe vehetdek a

fajtaazonositas soran.

Osszegzésképpen megallapithatd, hogy a lab-on-a-chip technikdval nyert
fehérjealegység-profil elegendd informaciot ad a fajtak megkiilonbozte-
tésére. A kordbban megallapitott analitikai teljesitményjellemzdk
ismeretében igy ez a technika alkalmasnak bizonyult a fajtaazonositasra, és
szoftvertamogatassal egy gyorsan, hatékonyan végrehajthatd mérési
protokoll dolgozhat6 ki.

A fehérjevizsgalatok gyakorlati korilmények kozotti alkalmazasanak
elterjedését a modszerek komplexitisa, a szaktudas-igény €s a hozzaértést
1gényld vegyszerek alkalmazédsa is gatolta. Ezért a lab-on-a-chip ezen a
teriilleten megoldast jelenthet. A gyakorlati alkalmazas mellett az eddig
elért eredmények megalapozzdk az eljards kutatomunkdban torténd
hasznalatat is. Tanszékiinkon jelenleg a koOrnyezeti és a termelési
koriilmények  hatasat  vizsgdljuk a  lab-on-a-chip 4altal kapott
fehérjealegység-profilra vonatkozoan. Ezen tulmenden a lab-on-a-chip
technika a buza mellett természetesen mas novényi mintdk fehérje
Osszetételének jellemzéséhez is bizonyara felhasznalhato.
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