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1. BEVEZETES

A novényi magvak szerepe az emberiség élelmezésében igen sokrétli. Ennek tilnyomo
része a magvak, koztik az olajnovények magvainak elfogyasztasa. Magyarorszagon a
legnagyobb teriileten termesztett olajndvény a napraforgd, amely vilagviszonylatban is
kiemelked6 jelent6ségli. Magva nagy mennyiségben tartalmaz fehérjéket és olajakat. Az
olajnovények magvaibdl torténd olajextrakcid utan fehérjedis hulladék marad hatra, amely

felhasznalhato allati takarmanyként, tobbek kozott magas kéntartalma miatt is.

A napraforgé magvainak egyes tartalékfehérjéi kivalé emulgedld tulajdonsidgai miatt
alkalmasak ételemulziok stabilizalasara, mint amilyen tobbek k6zott a majonéz. A napraforgd
tartalékfehérjék koziil néhany azonban allergénnek bizonyult, ezért komoly veszélyt
jelentenek az arra érzékeny egyének szamara. A napraforgd széles alkalmazasi teriilete miatt

ez kockézatot jelent a fogyasztokra nézve globdlisan is.

Az allergén ételfehérjék kozos jellemzdje, hogy sértetleniil vagy kozel intakt
szerkezettel képesek atvészelni az ételkészités, az elfogyasztds és az emésztés soran zajlo
folyamatokat és ezek koriilményeit. A bekovetkez6 héhatas illetve emulgealas soran
modosulhatnak egyes fehérjék tulajdonsagai s ezen keresztiil allergenicitasuk is. A fehérje-
emulziok gasztro-intesztinalis  (gyomor-bél-rendszeri) feldolgozasanak, lebontasanak

pontosabb megértése hozzasegithet kevésbé allergén ételkészitmények eldallitasahoz.

Ennek érdekében vizsgaltuk a napraforgd tartalékfehérjéi koziil azokat, amelyeket
korabban potencialisan alkalmasak talaltak ételemulziok stabilizalasara. Tanulmanyoztuk a
napraforg6 lipid-transzfer fehérjéjét (LTP) és a 2S albuminjai koz¢ tartoz6 SFA8-at valamint
harom kevert frakciot, amelyek f0 komponense az Albl és az Alb2 fehérje volt.
Megvizsgaltuk e fehérjék masodlagos szerkezetének valtozasat hdkezelés hatasara, valamint
az olaj/viz hatarfeliileten mutatott feliiletaktivitasukat és emulgeédlo képességeiket. Az LTP és
az SFA8 fehérje képes allergids reakciot kivaltani arra érzékeny egyénekben. Ezért
tanulmanyoztuk ugyanezen o0t fehérjefrakcid allergenicitasat: mesterséges gyomor-bél—
modellben emésztettiik a fehérjéket és vizsgaltuk, milyen mintazat €s iitem szerint bontjak le
Oket a protedzok. Tanulméanyoztuk az emulgedlds, valamint egy természetes koriilmények
kozott az ételekben €s az emésztérendszerben is jelen 1évd lipid hatasat a fehérjék

emészthetdségére.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A tartalékfehérjék

A novények magja tobb mint szaporitd és terjesztd ndovényi szerv, ez az a novényi
rész, amelybdl a legtobbet betakarit és elfogyaszt az emberiség. Az emberi fogyasztasra szant
ételek és az allati takarmany minéségét a tartalékfehérjék hatarozzak meg legnagyobb
részben. Az ételkészités soran felhasznaljdk a magban 1€évé tartalékfehérjék funkcionalis
tulajdonsagaikat is.

A gabonamagvak fehérjetartalma kb. 10%, mig a pillangdsok és az olajndvények
magvaiban ez az arany elérheti a szaraz tomeg 40%-at is (Shewry és mtsai., 1995). Ezek a
fehérjék kiemelt szerepet jatszanak étkezésiinkben. Az érett magban jelenlévd fehérjék nagy
része metabolikus vagy szerkezeti fehérje. Minden novényfaj magja tartalmaz egy vagy tobb
olyan fehérjecsoportot, amely nagy mennyiségben van jelen és bioldgiai funkcidja, hogy
aminosavakkal lassa el a fejlddd csirandvényt a csirdzas alatt és a magonc illetve a palanta
kezdeti fejlodése sordn. Ezek a tartalékfehérjék szén, nitrogén és kénforrast biztositanak a
kikeld novény szdmdra. A tartalékfehérjék hatarozzak meg a magvak mindségét a humén
felhasznalas szempontjabol is. A nem kérddzo allatok takarmanyozasdban kisebb értékkel
birnak az alacsony lizin-, treonin- és triptofan-tartalmu gabonafélék, valamint az alacsony
cisztein- és metionin-tartalmu hiivelyesek.

A tartalékfehérjék szintézise az egyedfejlodés meghatarozott fazisaiban specifikus
szOovetekben 1gen intenziven megy végbe. Szintézisiiket a tapanyag-ellatottsag szabalyozza. A
tartalekfehérjék kulcsszerepet jatszanak a tobblet nitrogén tarolasaban. A kén is részt vesz a
tartalékfehérjék szintézisének szabalyozasaban: a tartalékfehérjék nagy része cisztein és
metionin aminosavakat tartalmaz. A legtobb magban a tartalékfehérjék tobb kiillonbozo
csoportjat is megtalalhatjuk: a kénben gazdag €s a kénszegény tartalékfehérjéket. A kétféle
fehérjecsoport kialakulasanak evolucidés oka, hogy ezaltal a tartalékfehérjék szintézise
fiiggetlen a kénellatottsagtol, tehat akkor is folyhat a szintézis, amikor nem all rendelkezésre
kén.

A tartalékfehérjék szekrécidos fehérjék, amelyek szigndlpeptidjiikkel egyiitt
szintetizalodnak. A szignalpeptid révén transzlokalédnak az endoplazmatikus retikulum (ER)
lumenébe, mikdzben lehasad a szignalpeptidjiik, majd a poszttranszlacidos modositds soran

kialakul az érett fehérje. A modositds fajonként és fajon beliil is valtozo, fiigg a fehérje
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tipusatol ¢és a fejlodési fazistol. Az érett fehérjék fehérjetestekben (protein body)
raktarozodnak. A fehérjetestek egyszikii novényekben az ER-bol vagy a vakudlum
fragmentalodasaval keletkeznek. A rizs endospermiumaban kétféle fehérjetest-populacio
talalhatd: a vakuolaris eredetii, amely glutenineket €s globulinokat tartalmaz és az ER eredeti,
amely a prolaminokat tarolja (Shewry és mtsai., 2004).

A kétszikiek 2S albuminjai a Golgin keresztiil jutnak a vakudlumba, amely
fragmentalodva hozza létre a fehérjetesteket. Valdsziniileg egy vagy tobb fehérjerészlet
felismerésével zajlik a valogatodas (sorting).

A tartalékfehérje-frakciok kiillonbozd dsszetevok keverékei, polimorfizmus mutathatod
ki az egyes genotipusok kozott és azokon belill is. A polimorfizmus egyik oka, hogy a
tartalékfehérjék multigén csalddokban kodoltak, mésik oka a poszttranszlacidés hasitasok
eltéréseiben keresendd, valamint kiilonbozik a fehérjék glikozilaltsaga is (Shewry és mtsai.,
2004).

Az 0Osszes fehérjecsoport koziil a tartalékfehérjék voltak az els, amelyeket —
humanélelmezési és mezdgazdasagi fontossdgukra, valamint kdnnyen €s nagy mennyiségben
hozzaférhet6ségiikre tekintettel — mintegy 250 éve jellemezni kezdtek.

1745-ben Jacopo Beccari jellemezte el6szor a gluténeket. 1859-ben Maschke brazil
diobol kristalyositott globulinokat. Thomas Burr Osborne 1924-ben adta ki ,,The Vegetables’
Proteins” cimii konyvét, amelyben a novényi tartalékfehérjéket oldhatosaguk és kivonasuk
modja szerint osztalyozta. Az Osborne-frakciok a kovetkezok: az albuminok a vizoldhatd
fehérjék, a globulinok hig sooldatban, a prolaminok alkohol és viz elegyében, a gluteninek

pedig hig savban vagy lugban oldédnak.

Napjainkban a fehérjéket inkabb funkciojuk (illetve feltételezett funkciojuk) alapjan
csoportositjadk. A valosziniileg leglogikusabb csoportositds a szerkezeti és evolucios
rokonsagon alapul. Ilyen csoportositast alkalmaz a Pfam adatbazis. Az adatbazis olyan
fehérjecsaladjait csoportositottak fehérje-szupercsaladokat kialakitva, amelyek alacsony vagy
semmilyen szekvencia hasonlosdgot nem mutatnak egymassal, viszont k6zos konzervativ

szerkezeti tulajdonsagaik vannak, pl. diszulfid-kotés mintazat.

2.1.1. A prolamin szupercsalad

A szupercsalad létrehozasat Kreis és mtsai. (1985) javasoltak a nyolc ciszteinbdl allo
konzervativ vaz (C-Xn—-CXn—-CC-Xn-CXC-Xn-CXn-C) (Shewry és mtsai.,, 1995;



Breitender és Mills, 2005) alapjan, amely a szupercsalad legfontosabb jellemzdje (1. abra). E
nyolc cisztein négy intramolekularis diszulfid-kotést alakit ki (Monsalve és mtsai., 2004).
Onmagaban e mintazat alapjan azonositottdk a szupercsalad egyes 1j tagjait, amelyek csupan
minimalis vagy egyaltalan semmilyen szekvencia azonossagot nem mutatnak a szupercsalad

mas tagjaival.

5 15 25 3 4 55

LTp 0 - e = ® --- VSSSLAP®IS YLTKG----—- —-————————-—
Albl mmmmmm———— = PIS EQRQEWO-QOV QGORLNQ@®RM FLOQOGQ---—- —-————————-—
Alb2 FEIPFDMPFD IPWPF-RPSS ESQOERO-SE IQRPVSQEOR YVEQQOIQSSR PYQQSPYDRR
SFA8 —mmmmmmm—— - PYGRGRT E-SGE@YOOME EAEMLNH@GM YLMKNLG--- —-————-—-—-——-
B e I
65 75 85 95 105 115
rtrp 0 == GAV ——————-—-—— —————————— ——— pP-——— -———- AM®SGCYV KSLNSAAKTT
Albl - RGQQ - - === - H QOQOHQQOQEQ QOLLOO®EOEL ONIEGQ----
Alb2 QQOSPYDRRQQ SPYEQRQGPY EQRPYEQRPY QORGGRQOEQ QGLQOGENEL ONVRRE----
SFA8 —--== ERSQ- - ——— "> —————————— - VSPRMREE DHKOQIL| QL KNLDEK----
e e e I I
125 135 145 155 165 175
LTP PDROAA@®GEL KSAYNSI--- —-——-——————- -SGVNAGN-- --- AASFPGK [@GVSI-PYKI
Albl - O@E AVKQVVRDAQ RHEQQRPRVP FQOGSQOSQQOL KQRAQILPNV @GNLOSRR---
Alb2 === O®E AIKEVGORMR QQ0-Q0QQRRQ -YGGQQTQTV ERILENLPNQ [@DLDVQQ---
SFA8 —-———- p AIMMMLNEPM W-—---—-——-—— ——- IRMRDQV MSMAHNLPIE [@NLMSQP---
R |
185 195
LTP SPSTD@SKVQ —-—-—-—————
Albl  ————- OETES VRSVAESN
Alb2  ————- ONIPY —-—-—————-
SFA8  —--—- ®oM-- —-——————-

1. abra. Az LTP, az Albl, az Alb2 ¢és az SFA8 aminosav-szekvenciainak 0sszehasonlitasa,
kiemelve mind a négy fehérje aminosavai kozil a konzervativ ciszteineket. Az
Osszehasonlitaist a CLUSTAL FORMAT for T-COFFEE Version_4.99 alkalmazassal
készitettiik.

A prolamin szupercsalad legtobb tagja magfehérje (2. abra), amelyek két csoportba
sorolhatok: 1) alacsony molekulatomegii kéngazdag magfehérjék és a prolaminok, a
gabonafélék tartalékfehérjéi, valamint ii) a hidroxiprolin-gazdag sejtfal-glikoproteinek
(Shewry €s mtsai., 2002).
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Az els6 csoportba tartoznak a kétszikiek 2S albuminjai, az a-amildz és tripszin
inhibitorok, a puroindolinok, a gabonak GSP-i (grain softness protein), a szo6ja hidrofob
fehérjéi és a nem specifikus lipid transzfer fehérjék (nSLTP-k) — ez utdbbi csoport szamos
tagjat izolaltak magon kiviili szovetekbél is (lasd 2.1.1.1. fejezet). A prolaminok
molekulatomege 15 kDa alatt van, nyolc vagy tobb konzervativ helyzetli ciszteint
tartalmaznak. Hajtogatddasuk hasonld, négy, diszulfid-kotésekkel stabilizalt o-hélixet
tartalmaznak, jobbcsavaros szuperhélix és dsszehajtott levél szerkezet jellemzi 6ket, diszulfid-

kotésekben gazdagok (Murzin és mtsai., 1995).

KUPIN PROLAMIN
SZUPERCSALAD SZUPERCSALAD

2. abra. A novényi fehérjék csoportositasa (Mills €s Shewry, 2004).

2.1.1.1. Az nsLTP-k

A nem-specifikus lipid transzfer fehérjék neviiket egyedi tulajdonsadgukrél kaptak:
képesek fokozni lipidek membrantranszportjat lipid-specificitas nélkiil.

crer

természetlikbdl eredden vizben oldhatatlanok, ezért a sejtek és az intercellularis terek vizes
oldataiban specialis transzportereket igényelnek szallitdsukhoz. Az nsLTP-ket (tovabbiakban

LTP-k) a lipidek intracellularis transzportjat vizsgalva fedezték fel tobb mint 30 évvel ezel6tt
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(Kader, 1996). Biologiai szerepiiket azota is kutatjak, &m ez a mai napig Sem tisztazott
teljesen. Az LTP-k képesek foszfolipidek és zsirsavak in vitro megkotésére (Duliez és mtsai.,
2000; Gomar és mtsai., 1996). Ugy tiinik azonban, hogy az LTP-k nem vesznek részt a
lipidek intracellularis transzportjaban. Fontos szerepet toltenek be viszont a hidrofob kutin és
szuberin képzésében, mely anyagok a ndvények kiils feliileteinek védelmét 1atjak el (Gomar
és mtsai., 1996; Kader, 1996). Részt vesznek kiilonboz6 patogének elleni védelemben is
azaltal, hogy gatoljak a gombak ndvekedését, mert megvaltoztatjdk membranjaik
permeabilitasdt (Molina és mtsai., 1993; Garcia-Olmedo és mtsai., 1995). A novényt ért
patogéntamadas indukalja az LTP-k génjeinek transzkripcidjat (Regente és de la Canal, 2003).
Az LTP-ket a patogenezissel dsszefiiggd fehérjék kozé soroltak és a PR-14 nevet kaptak (van
Loon és Van Strein, 1999).

Az LTP-k szerepet jatszanak kornyezeti stresszek — pl. hidegstressz — kivédésében is
(Osborn ¢s mtsai. 1999). A fentieket alatamasztja, hogy az LTP az epidermalis szovetekben

expresszalodik és az extracellularis térbe transzportalodik (Kader, 1996).

Két LTP fehérjecsalddot kiillonboztetiink meg: az LTP1, melynek molekulatomege 9
kDa koriil van, és a 7 kDa koriili LTP2 (Marion és mtsai., 2004). Mindkettd multigén
fehérjecsalad. Génjeik egy- ¢és kétszikiekben egyarant kifejez6dnek, minden ndvényi
szervben (pl. mag, pollen, gylimdéles, levél, gyokér, szar, virag) jelen vannak
transzkriptumaik. Duliez és mtsai. (2000) megallapitottdk, hogy mig az LTP1 a kutin, az

LTP2 a szuberin réteg kialakitasdban vesz részt.

2.1.1.1.1. Az nsLTP-k masodlagos szerkezete

Tobb LTP-molekula 3D szerkezetét meghataroztak (pl. a napraforgd LTP-jét Luckett
és mtsai., 2001; a kukoricaét Gomar és mtsai., 1996; a buzaét Tassin-Moindrot és mtsai.,
2000). E fehérjecsaladra jellemz6 egy tipikus hajtogatodas: négy hélixes szerkezet, melyet a
C-terminus 0lel korbe, szaxofon-szerii szerkezetet kialakitva. A hajtogatodast négy diszulfid-
kotés stabilizalja. Valoszintlileg ez a négy diszulfid-kotés felel az LTP-k nagy stabilitasaért. A
szerkezetbdl eredden egy hatalmas belsd iireg van az LTP-molekula belsejében, amelynek
mérete rugalmasan valtozhat, igy egy vagy akar két foszfolipidet vagy zsirsavat is képes
befogadni in vitro (Duliez és mtsai., 2000; Gomar és mtsai., 1996). A csatorna plaszticitasara
jellemzd, hogy tobbféle ligandum, igy szfingolipidek, prosztaglandinok, és egyéb hidrofob

anyagok megkdtésére képes (Marion és mtsai., 2004). Mono- és a diacil lipidek megkdtésekor
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a ligandum foszfat- vagy karboxilat csoportjat hidrogén-hidak kotik a C-terminus régio
tirozinjadhoz. Amennyiben két lipidmolekulat kot meg a fehérje, a lipidek egymassal szemben
helyezkednek el, ugy, hogy mindkét lipidmolekula poléris feje a csatorna kiilso része felé néz
(Chavrolin és mtsai., 1999). Az iireg belsejének feliiletét hidrofob aminosavak oldallancai
alkotjak, mig a hélixek és a C-terminus amfipatikus aminosavakbol allnak (Heinemann és
mtsai., 1996). Az iireg belsejében elhelyezkedd hidrofob aminosavak, amelyek a pepszin
potencialis hasitasi helyei, nem hozzaférhetdek az enzim szamara (Asero €s mtsai., 2000). A
lipidek megkdtése befolyasolja néhany LTP stabilitasat és ezen keresztiil a hidrolizissel
szembeni rezisztencidjat (Douliez és mtsai., 2000; Marion és mtsai., 2004; Breitender és
Mills, 2005; Vassilopoulou és mtsai., 2006). A pepszin proteolizisével szembeni rezisztencia
a kisméretli allergén fehérjék fontos kozos jellemzdje (Astwood €s mitsai., 1996; Asero és

mtsai., 2000).

Az LTP-k sajatos hajtogatdédasa (un. LTP-fold) a nyolc ciszteinbdl allo vaz, a
»Cisztein-alairas” (Marion és mtsai., 2004) miatt alakul ki (részletesen 1d. a prolaminok
leirasaban, 2. fejezet), melyet els6ként az LTP-k esetében irtak le (Shewry és mtsai., 1995). A
prolamin fehérje-szupercsalad valamennyi tagja rendelkezik e jellegzetes motivummal, ezért
hajtogatodasuk is hasonld (Rico és mtsai., 1996). Mas fehérjék szerkezete viszont nem
tartalmazza a hidrofob iireget, tehat lipidek megkdtésére sem képesek. A 2S albuminok és az
LTP-k allergizalo tulajdonsagai hasonldoak azonban, nem lehet tehat sszefiiggés a lipidkotd

csatorna megléte és az allergenicitas kozott.

2.1.1.2. A 2S albuminok

A 2S albuminok sokféle kétszikii novény és harom nyitvatermd nemzetség (Pinus,
Picea ¢s Pseudotsn nuga) fajainak magvaban megtalalhatok nagy mennyiségben (Shewry és
Pandya, 1995; Monsalve és mtsai., 2004). A csirazas soran szénnel, nitrogénnel és kénnel
latjak el a csirandvényt (Youle ¢s Huang, 1981). E fehérjék kis géncsalddokban koédolt,
szerkezetileg rokon fehérjék polimorf keverékei (Monsalve és mtsai., 2004).

A 2S albuminok a durvafelszini endoplazmatikus retukulunon (DER)
szintetizdlodnak, majd szignalszekvencidjuk lehasitdsa sordn az ER lumenjébe
transzportalddnak, ahol hajtogatddasuk végbemegy. Itt alakul ki a jellemzé négy
intramolekularis diszulfid hid is. Ezutan a fehérjék a Golgi érintésével a vakudlumba

transzportalddnak, ahol fehérjetestekké alakulnak. Glikozilaciojukat mindeddig nem irtak le,
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proteolitikus hasitas azonban bizonyitottan torténik a vakuélumban. A hasitas soran alakul ki
a legtobb 2S albuminra jellemzd, kis és nagy alegységbdl allo heterodimer szerkezet. A két
alegységet a DER-ben kialakault diszulfid-kotések tartjak egyben.

E minta alol kivételt képez a napraforg6 SFA8 fehérjéje, amelynek
szignalszekvenciaja proteolitikusan levagodik ugyan, de nem hasad két alegységre (Kortt és
Caldwell, 1990; Anisimova és mtsai., 1994). Napraforgoban és ricinusban van olyan 2S
albumin, amely parosan szintetizalodik, egyetlen mRNS-en kodolva transzlalodik prekurzor
fehérjévé, amely aztan proteolitikus hasitason megy at, feltételezhetden a vakudlumban. A
modositas a napraforgoban két egylancu fehérjét eredményez (Albl és Alb2) (Allen és mtsai.,
1987; Thoyts és mtsai., 1996), mig ricinusban két heterodimer fehérje jon 1étre (Irwin és
mtsai., 1990). Az alegységek szerkezetének és szintézisiik eltérései ellenére a 2S albuminok

mind kompakt, globularis fehérjék, konzervativ cisztein-vazzal stabilizalva (3. abra).

-21 157
Napin NH, L= -| 3 o EERT (TFCOOH
-25 116
SFA8 NH,—__s . 12 3456 78 |— COOH
| I N ) |
- ”n 237
RlCInus. NH2—| s . 12 .3 456 78| 12 I34 56 78 |*COOH
albuminja 1 R T [ AN [
Napraforgd 20 =
Albl és Alb2 IR I 1 ESERNETET: s ] 1 s 7 | cooH
prekurzora o AR Pl P AN H
Alb2 Albl
-22 124 Szignélpeptid

albuminja T R Az érett fehérjébdl kivagott szekvencia
t . Kozervativ ciszteinek
Szabad vagy kététt szulfhidril-csoport

Diszulfid-kotés

. .

Brazil di6 2S NH,— s -1 2 I 34 56 78 PCOOH I
Il

o 1-8

LJ

3. abra. 2S albuminok sematikus szerkezete (Shewry és Mills, 2004 konyve alapjan; eredeti
forrasok: Irwin és mtsai., 1990; Kortt ¢s Caldwell, 1990; Thoyts és mtsai., 1996; Egorov és
mtsai., 1996; Moreno és mtsai., 2004; Monsalve és mtsai., 2004).

A 28 albuminok bioldgiai szerepe kétségkiviil a fentebb emlitett elemek raktarozasa a
csirazas ¢€s a fejlodés korai fazisanak idejére (Monsalve és mtsai., 2004). Mindemellett a retek

(Raphanus sativus) 2S albuminjarél Terras és mtsai. (1992) leirtak, hogy képes patogén
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gombak csirazasanak gatlasara. A repcében (Brassica napus) a napin €s a rokon fajokban pl. a
karfiolban (B. napus var. rapifera), az erdei mustarban (Sinapis arvensis) és a fekete
mustarban (Sinapis nigra) termelédé napin-szerii fehérjék szerin-proteaz inhibitor aktivitassal

birnak, amely egybevag a védekezésben betoltott szerepiikkel.

Az 2S albuminokat a magas kéntartalmuk miatt hasznaljak takarmanynovények
mindségének novelésére. A farkasbab (Lupinus angustifolius) (Molvig és mtsai., 1997) és a
lucerna (Medicago sativa) (Tabe és mtsai., 2002) metionintartalmanak novelése érdekében
agrobaktériumos kezeléssel genetikailag modositottak e gazdandvényeket. A kisérlet sikerrel
jart: a modositott novények metionintartalma 30%-kal megnétt (Tabe €s mitsai., 2002).
Altenbach és mtsai. (1992) a brazil dio (Bertollethia excelsa) 2S albuminjat expresszaltattak
dohanyban. Amennyiben e mddositott ndvényeket emberi fogyasztdsra is szanjak,
elengedhetetleniil sziikséges allergén potencidljuk megéllapitdsa, hiszen feljegyeztek
napraforgd altal kivaltott anafilaxids reakciot (Axelsson és mtsai., 1994; Noyes és mtsai.,

1979; Yagami, 2010), lasd (2.4.4. fejezet).

2.1.1.2.1. A 2S albuminok masodlagos szerkezete

A 2S albuminok szerkezeti hasonlosagot mutatnak az LTP-kkel (Gomar és mtsai.,
1996). Szerkezetiik a prolaminokra jellemz6, korabban részletezett négy, diszulfid-kotésekkel
stabilizalt a-hélix, jobbcsavaros szuperhélix, Osszehajtott levél szerkezet. Tartalmazzak a
konzervativ cisztein-vazat. E szerkezeti hasonlosag ihletett néhany kutatot, hogy javasoljanak
egy kozos, 6si fehérjét, melybdl kialakultak az evolucid soran az az itt targyalt, kiillonb6z6
funkci6ja, de hasonld, konzervativ szerkezetli fehérjék (Rico és mitsai.,, 1996; Pandya és

mtsai., 2000).

A 2S albuminok allergizal6 tulajdonsagaival Osszefiiggd szerkezeti tulajdonsag a
diszulfid-kotésekkel stabilizalt kompakt 3D szerkezet. Ez nagymérték(i héstabilitast és
proteazokkal szembeni rezisztenciat eredményez (Onaderra és mtsai., 1994; Asero €s mtsai.,

2000; Luckett és mtsai., 2001).

A szerkezeti tulajdonsdgok masik fontos kovetkezménye a lipidekkel vald
kolcsonhatas képessége, amint azt leirtak 2S albuminok (Onaderra és mtsai., 1994) és LTP-k

esetén egyarant (Gomar €s mtsai., 1996).
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Mindkét tulajdonsag alatamasztja e fehérjék allergenicitasat, hiszen az allergidhoz
elengedhetetlen mind az emésztéssel szembeni rezisztencia, mind a membranokkal vald

kolcsonhatas képessége (Onaderra €s mtsai., 1994; Astwood €és mtsai., 1996).

Osszefoglalva, a 2S albuminok olyan fontos allergén fehérjecsalad, amely

szerkezetileg rokon mas allergén fehérjékkel.

2.1.2. A napraforg6 tartalékfehérjéi

A napraforgé tartalékfehérjék a 2S albuminok és a 11S glubulinok 2:1 aranya
keverékei. A napraforgé tartalékfehérjéinek 60%-at a 2S albuminok teszik ki (Youle és
Huang, 1981), az 6sszes magfehérjének pedig 20%-at alkotjak (Kortt és Caldwell, 1990). E
fehérjekeverék igen nagymértékii polimorfizmussal jellemezhetd, 10-13 fehérjét és kiilonbozo
genotipusokbdl szarmazo komponenseket tartalmaz (Kortt és Caldwell, 1990; Anisimova és
mtsai., 1995). A fehérjék molekulatomege 10-18 kDa kozott mozog (Kortt és Caldwell,
1990).

2.1.2.1. A napraforgo LTP-je

A napraforgoban taldlhato érett LTP 90 aminosav hosszisagh monomer fehérje,
molekulatomege 9,2 kDa (Luckett és mtsai., 2001). A tobbi LTP-hez hasonléan a
napraforgdbol tisztitott LTP is képes gombak novekedését gatolni, Regente és de la Canal
(2000) leirta, hogy a patogén Fusarium solani spoérainak csirazasat megakadalyozta. A
napraforgd LTP képes a foszfatidil-kolin (oleoil-KoA) membranok kozotti szallitasara in vitro
(Arondel és mtsai., 1990).

Luckett és mtsai. (2001) modellezték a napraforgdé LTP-t. A modell szintén
tartalmazott egy hidrofob tireget, amely képes lehet a fent emlitett oleoil-KOA befogadésara és

szallitasara (4. abra).
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4, abra. A napraforg6 LTP - palmitinsav komplex energetikailag legkedvezobb
orientacioban. A fehérje sziirke szalagként abrazolva lathato, az Arg44 és a Ser77 aminosavak
oldallancait és a fehérje N- és C-terminusat megjelolték. A palmitinsavat vilagossziirke
térkitoltd modellként abrazoltak, az oxigén- és a nitrogénatomokat kozép sziirkén jelzik
(Luckett és mtsai., 2001).

2.1.2.2. A napraforgo 2S albuminjai

2.1.2.2.1. Kénszegény 2S albuminok (Alb1 és Alb2) a napraforgoban

A napraforgoban eléfordul6 két kénszegény 2S albumin prekurzorként szintetizalodik,
majd egy poszttranszlacids hasitas soran a preproproteinbdl két polipeptidlanc, az érett Albl
¢s az Alb2 fehérje (Albumin 1 és 2) alakul ki (Allen és mtsai., 1987; Thoyts és mtsai., 1996;
Kortt és Caldwell, 1990; Anisimova ¢és mtsai., 1995). Az Alb2 fehérje a k6zos prekurzor N-
terminalis végi részébdl, az Albl pedig a C-termindlis végi részébdl alakul ki a
poszttranszlacios modositas soran (3. abra). Az Albl és az Alb2 fehérje kozel azonos
molekulatomegt (14,5 és 15,3 kDa). Sem az Albl, sem az Alb2 nem megy at tovabbi fehérje
modositasokon — szemben a legtobb, mas fajokbdl szarmazo 2S albuminnal, ahol
diszulfidkotésekkel 6sszekapcsolt kis- és nagy alegységek alakulnak ki (Shewry és mtsai.,

1995; Anisimova és mtsai., 1995) —, hanem megmaradnak monomer formajaban.

Allen és mtsai. (1987) meghataroztak a napraforgdé HaG5 génjének nukleotid
szekvenciajat, amely a két kénszegény 2S albumint kodolja. Azt talaltak, hogy a HaG5 egy
kis géncsalad tagja, amely legaldbb két, divergens génbdl all (HaGS és Ha$5), valamint tavoli,
de hatarozott homoldgiat mutat a repce (Brassica napus) napin albuminjaval. A napraforgd
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két 2S albuminja ugyanazon a DNS-szakaszon kodolt (Allen és mtsai., 1987) — csaktgy, mint
a ricinus (Ricinus communis) 2S albuminja (Machado és mtsai., 1992). Nincs bizonyiték
azonban még arra, hogy a HaG5 gén nem pszeudogén-e. Thoyts és mtsai. (1996) leirtak a
pHAO gént, amelynek DNS-¢ két kiilonb6z6é albumint kodol: 33-15 aminosavig (M, 13 388)
és 156-323 aminosavig (M, 20 191). 19-31 aminosavig a proszekvencia talalhato, amelyet
feltehet6en a vakudlum egyik proteaza hasit le, eldtte pedig a szignalszekvencia helyezkedik
el (Thoyts és mtsai., 1996). Mindkét kodolt albumin tartalmazza a konzervalt, 8 ciszteinbdl

allo cisztein-vazat (1. és 3. abra).

2.1.2.2.2. Kénben gazdag napraforgo albumin (SFAS)

Az érett SFA8 egyetlen polipeptidlancbol all (5. abra). Kiilonlegessége, hogy
rendkiviil magas a kéntartalma (24%), 103 aminosavbol 16 metionint és 8 ciszteint tartalmaz
(Kortt és Caldwell, 1990). Ertékes, a mezdgazdasagban és az élelmiszeriparban hasznosithato
tulajdonsagai miatt az SFA8-at részletesen tanulmanyoztdk (Pantoja-Uceda, és mtsai., 2004;
Pandya és mtsai., 2000). Nem csak a napraforg6 LTP-je, hanem az SFA8 is mutat antifungalis

tulajdonsagokat in vitro (Regente és de la Canal, 2001).

A fehérje 5 hélixbdl és a koztiik elhelyezkedé random csavarulatokbdl all: 11-22, 27-
38, 50-60, 66-75 és 80-90 aminosavig. A hélixek jobbkezes szuperhélixbe rendezddtek. Ezt a
hajtogatodasi modot eldszor az nsLTP-k esetén irtak le, majd késébb 2S albuminoknal is
megtalaltak (Pantoja-Uceda és mtsai., 2002). A fehérje egyetlen, triptofant (Trp76) tartalamz,
amely igen fontos szerepet tolt be. E triptofan vizes oldatban a molekula felszinén van, am az
indol-csoportja a molekula belseje felé iranyul (Pandya és mtsai.,, 2000). Amennyiben
azonban a fehérje olaj/viz hatarfelillethez abszorbealddott, a triptofan indol-csoportja az
olajfazisba meriil. Ez ugy lehetséges, hogy a triptofan egy random szerkezetnek éppen a
kozepén helyezkedik el, tehat a fehérjemolekulanak egy viszonylag flexibilis részén van. Ezen
feliil a Trp76 a molekula hidrofob részén lokalizalt, koriilvéve négy metioninnal, amelyek
mintegy koronat formalnak a Trp76 koriil (Pantoja-Uceda és mtsai., 2004). A hidrofobicitas

crer

olaj/viz hatarfeliileten. Ennek kdszonhetéek az SFA8 kivaldo emulgeald tulajdonsagai is.
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5. abra. Az SFAS8 fehérje térkitdltd modellje. Kék szinnel jelolve lathatéak a hidrofob
aminosavak (Arg, GlIn, Ser, Pro); lilaval a Trp, amelyet koronaként 6lel korbe a zolddel jelolt
Met ¢s Asn. (A kép elkészitéséhez a Cn3D szoftvert hasznaltuk.)

2.2. Novényi fehérjék felhasznalasa a taplalkozasban

A fehérjék, amellett, hogy kivald tdpanyagok, fontos szerepet tdltenek be az
¢lelmiszerekben, ahol stabilizalnak habokat (sor habja, habcsok), gélhalozatokat (tojasfehérije,
fehérjegélek a fott htisokban) és emulziokat (majonéz, ahol a fehérjék az olajcsepp koriil egy

Osszefliggd, abszorbedlt réteget hoznak 1étre).

Az ¢élelmiszeripar kihaszndlja egyes fehérjék azon tulajdonsagat, hogy képesek
stabilizalni olaj/viz hatarfeliileteket. Ezen fehérjék a legfontosabb feliiletaktiv anyagok
szamos ¢tel kolloid fazisaban, pl. emulziokban és habokban (Murray €s mtsai., 2001). E
fehérjék a hatarfeliiletre diffundalnak és ott adszorbealddnak 1) hidrofob és elektroszatikus
kolcsonhatasokat 1étrehozva az olaj- és a vizfazisban egyarant, valamint a szomszédos
fehérjék kozott is. Amikor megfeleld mennyiségli fehérje adszorbealddott a feliileten,
viszkoelasztikus filmet hoznak létre az olajcsepp koriil, megakadalyozva ezzel a
koaleszcenciat, ezaltal a fazisok szétvalasat is. A hatarfeliileteken adszorbedlt fehérjék
konformacidja megvaltozik a vizes fazisban felvett konformacidhoz képest, kihajtogatodnak
(unfolding) az adszorpcié hatdsara (Husband és mtsai, 2001). A legtobb fehérje, amelyet az
¢lelmiszeriparban e célra hasznalnak, allati eredetii. Novekszik az igény azonban a novényi

eredeti fehérjék irant. A napraforgd magjaban talalhato tartalékfehérjék kozott szamos olyan
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fehérje talalhatdo, amely emulgedld tulajdonsagainak koszonhetéen potencidlisan

felhasznalhat6 lehet az élelmiszeriparban.

2.2.1. A feldolgozas hatasa az allergenicitasra

Az ételallergidkkal kapcsolatban két alapvetd kérdés meril fel: i) mit6l lesz egyik
ember allergias, mig a masik nem, ii) mi teszi egyik ételt illetve ételfehérjét allergénné, mig a
masik nem okoz allergiat. A novényekben legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérje a
Rubisco (ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-oxigenaz), amelyrdl még egyetlen esetben sem

irtak le allergiat.

E kérdések megvalaszolasa igen bonyolult, hiszen a fehérjék az ételeken beliil
Osszetett komplexek részeként vannak jelen; ezen felill pedig az ételkészités, majd az
emésztés soran szamos valtozason mennek keresztiil. E valtozasok hatassal vannak a fehérjék
lebomlasara és a formara, melyben a bélen keresztiil felvehetdvé valnak és prezentalodnak az
immunrendszerben (Mills és mtsai., 2009). Az ételmatrix szerkezete nagy hatassal bir az
allergias reakcid elicitdldsara, hiszen a magas zsirtartalmu matrix megvaltoztathatja az
allergén felszabaduldsanak kinetikajat, amely az allergids reakci6 sulyossagat is befolyasolja
(Mills és mtsai., 2009). E komplex kérdéskor csak nemrégiben valt a kutatasok targyava, mely

sok nehézséget rejt magaban.

A feldolgozés soran a fehérjék a kémiai mdodosulasokon feliil kihajtogatddhatnak és
aggregalddhatnak. Emiatt a nativ fehérjék harmadlagos, és bizonyos mértékben a masodlagos
szerkezete 1s megvaltozhat a hoéhatas ¢és a hatarfeliilethez torténd adszorpciod
kovetkezményeként (Mills és mtsai., 2009). A kihajtogatodast gyakorta koveti a feliileti
hidrofobicitasban bealld valtozas, amely a feliiletaktivitasra is hatast gyakorol; ezéltal

megvaltozhat a fehérje emésztéssel szembeni rezisztencigja is.

A valtozasok mértéke fiigg a feldolgozas soran alkalmazott kezeléstdl. Az alkalmazott
hémérséklet és a kezelés hosszanak kombindcidja, egyéb 0Osszetevok jelenléte (pl. olaj,
cukrok) szintén befolyasoljadk a kialakulo aggregacio illetve denaturdcid mintazatat és
kinetikdjat. Egyes ételallergén fehérjék hohatasra konnyen elveszitik allergenicitasukat,
masok igen jol ellenallnak a hoékezelésnek, pl. az LTP-k, amelyek viszonylag magas
hémérsékletet, legalabb 75°C-t igényelnek ahhoz, hogy megkezdjék a kihajtogatddast (Mills
¢s mtsai., 2009). A malatazas €s a so6rf6zés soran az arpa LTP-je és egy szerin proteaz tipusu

fehérjéje, a Z fehérje fontos szerepet tolt be a felszini hab stabilizaldsdban (Sorensen és mtsai.,
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1993). Mindkét fehérje allergén tulajdonsdgokkal bir (Garcia-Olmedo és mtsai., 2001).
Szerencsére az arpa LTP1 fehérjéje a sorfozés soran glikoziladlodik a Maillard reakcid soran
(Marion ¢és mtsai., 2004), ezen feliil a glikozilalt fehérje denaturalodik a f6zés folyaman, a
diszulfid-kotések redukciojanak és a hékezelésnek kdszonhetéen. Osszefoglalva, az allergén
LTP allergenicitasa csokken a sorfézés soran, mert a fehérje modosul. Emellett a részleges
redukcid és denaturdcid eldsegiti az emésztdéenzimek 4altali hidrolizist. Ezeket a tényeket
figyelembe kell venni, amikor ételkészitési folyamat soran toreksziink a hdékezelés
csokkentésére, pl. a vitaminok megdrzése érdekében, mert ez esetleg erdsitheti az étel allergén
jellegét. Ehhez hasonld hatast érhet el a redox-adalékok hozzdadasa, pl. aszkorbinsav,

cisztein, szulfit).

2.3. Fehérjék az olaj/viz hatarfeliileten

A fehérjék a legfontosabb feliiletaktiv anyagok a legtobb ételemulzidoban, habban és
egyéb ételkolloidban (Murray, 2002). Ennek oka, hogy nem csupan kivald emulgeald
anyagok, hanem emellett az ételek tapértékét is novelik (Singh és Sarkar, 2011). A fehérjék jo
feliiletaktivitasdnak oka, hogy képesek csokkenteni a feliileti fesziiltséget (1d. fiiggelék) az
olaj/viz hatarfeliileten, valamint hatarfeliileti filmet tudnak Iétrehozni.

Az utdbbi években az érdeklédés a fehérjék elfogyasztasa kozben tapasztalt hatdsok
felé fordult, vagyis a fiziologias feldolgozas, azaz emésztés felé. Altaldnossagban, ragis és
nyelés soran az ételemulzio ki van téve fizikai (pl. nyirohatas, hdmérséklet) és biokémiai (pl.
higitas, pH, amildz, pepszin, pankreatin, mucin €s epesok) hatasnak, amint végighalad az
emésztdcsatorndn a sz4jtol a belekig. Jelenleg viszonylag kevés ismerettel rendelkeziink arrol,
mi megy végbe a fehérje-emulzidk szerkezetében, fiziko-kémiai tulajdonsdgaiban, amikor
végighaladnak e fiziologidsan aktiv rendszeren.

A hatarfeliileti reologiai vizsgalatok nagyon érzékenyek a fehérjék szerkezetében
beallo igen csekély valtozasokra is (Gao és mtsai., 2008), ezért jol hasznalhato modszereket
nyujtanak a valtozasok kovetésére. A hatarfeliileti reologia a hatarfeliileti stressz (ld.
fliggelék) ¢és a hatarfeliilet ennek kovetkezményeként fellépd torzulasat tanulmanyozza
(Murray, 2002). A nyiréreologia kiilondsen érzékeny a kolloid rendszer Osszetételére és az
Osszetevok kozott fennalld kolecsonhatasokra. A makromolekuldkon beliil és az azok kozott
kialakulo Osszes létezd inter- és intramolekularis kotés befolyasolja a nyiroreologiat. Tehat
barmilyen hatds, amely erdsiti a szomszédos molekulak kozotti kolcsonhatast, noveli a
nyirdelaszticitast €s a nyirdviszkozitast. Kivételt képez az az eset, amikor ugyanaz a tényezo
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gatolja a feliilethez torténd adszorpcidt, pl. az aggregacio (Murray, 2002). A hatarfeliilethez
adszorbealodo fehérje szerkezete jelentdsen megvaltozhat attol fiiggden, milyen kotések
stabilizaljak a feliileten, ahova adszorbedlodik. Ezért a hatarfeliileten végbemend
kihajtogatodas eldidézeti egyes aminosavak felszinre keriilését, amelyek egyéb esetben nem
vennének részt a szomszédos molekuldk kozotti kotések kialakitdsaban (Murray, 2002). A
legtobb tényezd, amely befolyasolja a molekuldk kozotti kotések kialakuldsat a hatarfeliileten,

egyben befolyasolja a fehérjék kihajtogatddasra vald hajlamat is.

Korabbi kutatdsok alapjan tudjuk, hogy a napraforgd albumin frakcidja kivald
emulgealo tulajdonsagokkal rendelkezik (Guéguen és mtsai., 1996; Gonzalez-Perez és mtsai.,
2005). Az albumin frakci6 fehérjéi koziil kiemelkedik remek emulgedld tulajdonsagaival az
SFAS fehérje (Sunflower albumin 8) (Guéguen és mtsai., 1996; Gonzalez-Perez ¢és mtsai.,
2005; Burnett® és mtsai., 2002). A napraforgd LTP és SFAS fehérjéit részletes vizsgalatoknak
is alavetette tobb kutatocsoport (Burnett® és mtsai., 2002; Pantoja-Uceda és mtsai., 2004;
Pandya és mtsai., 1999; Pandya és mtsai., 2000; Luckett és mtsai., 2001). A kromatografias
elvalasztas sordn az LTP és az SFAS8 kozott eludlodo két 2S albumin tipust fehérje (Albl és

Alb2) hatérfeliileti tulajdonsdgair6l azonban nem talaltunk irodalmi hivatkozast.

2.4. Etelallergiak

Az ételallergia olyan egészségiigyi probléma, amely akar életveszélyes is lehet. Minden
100. felnbttet és 10. gyermeket érint Eurépaban és Eszak-Amerikdban. A legtobb ember
szamara taplald ételek, illetve azok OsszetevOi az allergids betegek szdmara veszélyesek,
olykor akar halalos veszedelmet is jelenthetnek.

Az ételallergias emberek életmindsége jelentdsen javult azaltal, hogy a kutatasok soran
egyre jobban megismerjiik az ételallergén fehérjék természetét. Azonban még mindig félelmet
okoz az allergénnel vald véletlen talalkozas lehetdsége a betegek, illetve a beteg gyermekek
szlilei szdmara.

A lakossag nagy része az ételallergiat a fo egészségiigyi problémak kdzé sorolja, mert
az emberek mintegy 20%-a tapasztalt magan allergiasnak vélt tiineteket. A sajat maguk altal
allergiasnak tartott emberek csekély része tartozik a klinikailag bizonyitott allergias betegek
kozé. Klinikai tesztekkel bizonyitott ételallergiaban a lakossadg 1-2%-a szenved, a harom
évesnél fiatalabb gyerekek esetén ez az arany a 8%-ot is elérheti, de az Egyesiilt Allamokbeli

gyerekek 28%-a tapasztalt valamilyen koros ételspecifikus reakciot. Hasonlod aranyokat
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talaltak Eurdpa orszagaiban is, tehat a tapasztalt koéros reakcidk szdma nagyobb, mint a
klinikailag bizonyitott eseteké. A szdmokbdl lathato, hogy a legtobb gyerek harom éves kora
kornyékén ,.kinovi” az ételallergiat.

A legfontosabb allergiat okozoé ételek a gyakorisag sorrendjében: a tej, tojas, mogyord
(féképpen az Egyesiilt Allamokban, ahol nagy mennyiségben fogyasztanak mogyorokrémet),
csonthéjasok, hal, kagylo, szoja, buza, gyiimdlesok €s hiivelyesek (Fernandez-Rivas és Miles,
2004). Ezen ételek allergologiai jelentdsége az életkortdl és a foldrajzi elhelyezkedéstol
fliggben valtozd (a kiilonb6zé populaciok genetikai érzékenysége miatt). Az étkezési
szokédsok is valtoznak orszagonként, ezzel parhuzamosan az allergidk megjelenése ¢és
gyakorisaga is kiilonboz6. Példaul a halallergia Spanyolorszagban ¢és Japanban a
leggyakoribb, ahol méar 12 honapos kortol bevezetik a gyerekek étrendjébe a halat, s a
halallergia altaldban még a 24. honap el6étt megjelenik (Fernandez-Rivas és Miles, 2004). Az
allergén fehérjék étrendbe vald bevezetésének ideje tehat kulcsfontossagu kérdés. Nem
mindegy, az immunrendszer milyen fejlettségi allapotban talalkozik el6szor az allergénnel,
azaz mikor torténik meg a szenzitizacio.

Az allergia gyakorisaga csokken az életkor eldrehaladtaval, részint azért, mert a
tolerancia kialakulhat magatol is, részint pedig azért, mert az allergén étrendbdl torténd
elimindldsa elegendd iddtartamra megsziintetheti az allergiat (Fernandez-Rivas és Miles,
2004). Ilyen allergiak pl. a tej-, a tojas és a halallergia, mig a mogyoro, a csonthéjasok és a
kagyloallergia 4ltaldban élethosszig tartanak. Eléfordul, hogy felndttkorban alakul ki
ételallergia, valamint arra is van példa, bar kevésbé kutatott jelenség, hogy felndttkori
allergén-eliminédcioval mult el egyes betegek ételallergidja (Fernandez-Rivas és Miles, 2004).

A gyerekkorban és a felndttkorban kialakuld ételallergia nagymértékben kiilonbozik
egymastol. A gyerekkorban  kialakult ételallergia  altaldban  gasztrointesztinalis
szenzitizacioval kezdddik, a résztvevo allergén tobbnyire rezisztens az emésztéssel szemben.
A gyermekkori ételallergia leggyakoribb allergénjei a tej, a tojas €s a hiivelyesek. A tolerancia
kialakulhat, miutan az allergént eliminaljak az étrendbdl. Ezzel szemben a felnéttkorban
(barmely életszakaszban) kialakulo ételallergia esetén altaldban a belélegzett aeroallergén
szenzitizalja az immunrendszert, és a kialakul6 specifikus antitestek késdbb keresztreakcioba
1épnek a kérdéses étellel, ezaltal allergias reakciot okozva (Fernandez-Rivas és Miles, 2004).
Szamos tiinetet leirtak a nyir, a feketelirom ¢€s a parlagfli pollenallergénjeivel, a poratka
asztmatikus allergidval valamint madér-eredetli antigénekkel 1égzdszervi allergiak kapcsan. A
pollen- és a latexallergiaval kapcsolatba hozott ételek ndvényi eredetiek, foként friss

gyimolcsok, csonthéjasok ¢€s zoldségek, mig a kagyloallergia a poratka-allergiaval all
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Osszefliggésben. A pollenallergia a leggyakoribb felndttkori allergia, a pollenallergids betegek
mintegy 40%-a allergias ndvényi eredetii ételre is, ez a szam a nyir pollenjére allergiasoknal a
70%-ot is elérheti. Ezekben az esetekben az ételallergén étrendbdl torténd kivondsa nem

szlinteti meg az allergiat, hiszen a szenzitizacio sem oralis Gton tortént.

Az ételallergianak még nincsen kialakult, egyezményes definicidja, sem kidolgozott
diagnosztikai kritériumrendszere. Az ,,koros ételspecifikus reakcio” kifejezés magaba foglal
barmilyen klinikailag abnormalis vélaszt, amelyet étel (vagy ételadalék) lenyelése, érintése,
belélegzése okoz. Az koros ételspecifikus reakciok két csoportjat kiilonboztetjiik meg: toxikus
¢s nem toxikus reakciot, attol fiiggden, a reakcio az étel eredendd toxicitasatol vagy az egyén
érzékenységétdl valtodik ki (6. abra). Barmilyen étel képes barkiben toxikus reakciot
kivaltani, amennyiben a mérgezést kivaltdo anyag dozisa megfeleléen nagy. A nem-toxikus
koros reakciok lehetnek immun-medidltak vagy nem immun-medidaltak. Az ételallergia
kifejezés az immun-medidlt koros reakciokra vonatkozik, mig az ételintolerancia kizardlag a
nem immun-medidlt reakciokat foglalja magéba. Ujabban az ételintolerancia szét felvaltja a
nem-allergias ételhiperszenczitivitas kifejezés (Fernandez-Rivas ¢és Miles, 2004). Az
ételallergidkat tovabb oszthatjuk IQE-medialt és nem IQE-medialt reackiokra. Az
(étel)allergének tehat azok az antigén molekuldk, amelyek immunvalaszt indukalnak, azaz

allergiat okoznak.

l 1
! 1
Immun-medialt . I|II |II”I I"i'”
I I |

IgE-medialt Nem IgE- Enzimatikus Farmakoldgiai Nem definialt
reakcio medialt reakcid reakciod reakcio reakcio

6. abra. A koros ételspecifikus reakciok csoportositasa (Fernandez-Rivas és Miles, 2004).
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Osszefoglalva, az ételallergia ételre adott hiperszenzitiv reakciok azon Osszessége,
amelyek esetén a tiinetek gyorsan alakulnak ki; kivaltdo oka pedig az exogén
makromolekuldknak — azaz allergéneknek — valo kitettség.

Az IgE-medialt reakcidkat alaposan koriilirtdk és bizonyitottdk klinikai tlineteiket a
szubjektivitas teljes kizarasat biztositd kettés vakplacebo kontrollalt terheléses tesztekkel
(Double Blinded Placebo Controlled Food Challenge, a tovabbiakban DBPCFC).

Az ételintoleranciat enzimatikus, farmakologiai reakciok is okozhatjak, valamint egy
harmadik, nem definialt csoport is ide tartozik. Az ételintolerancia reprodukalhatd, nem
immun-medialt folyamat, amely tiineteinek kialakulasaig akar napok is eltelhetnek. Ezek
korébe tartozik a gluténintolerancia, mas néven colidkia.

Az enzimatikus ételintolerancia hétterében olyan enzim hidnya all, amely részt vesz az
adott étel metabolizmusaban, pl. a laktdz enzim masodlagos hianya a laktozintolerancia
estében, amely a felnétt lakossag jelentds részénél eléfordul.

A farmakologiai ételintolerancidt olyan anyagok okozzak, amelyek normalisan jelen
vannak az ételekben, pl. vazoaktiv (vérnyomasndveld) aminok, hisztamin, triamin, amelyekre

néhany egyén abnormalisan érzé¢keny (Ferndndez-Rivas és Miles, 2004).

A tovéabbiakban az |gE-medialt ételallergidak jellemzdit tekintjiik at.

Etelallergia akkor alakul ki, amikor egy el6z8leg szenzitizalt egyénben egy ételfehérje
keresztkoti a specifikus IgE-antitesteket egy hizosejt vagy bazofil sejt felszinén. A
keresztkotés hisztamin és egyéb mediatorok felszabaduldsat okozza, amelyek kivaltjdk az
allergias reakci6 azonnali tiineteit.

Az ételallergia éaltalaban egy IgE-medialt thlérzékenységi mechanizmus, melynek két
fazisa van: (i) altalaban az allergénnel torténd elsddleges kontaktus a naiv immunrendszer
szenzitizaciojat okozza, és specifikus IgE-k termel6dnek, amelyek hizosejtek felszinén
talalhato nagy affinitasu Fce receptorokhoz (FceR) kotddnek; (ii) a késobbi, ismétlddo
talalkozas soran az allergén az IgE molekuldkat keresztkoti, ami a hizdsejtek azonnali
aktivalodasdhoz vezet, kivaltja az allergias reakciot és klinikai tlineteket okoz (Mills és
mtsai., 2003). Az allergids reakcid soran az IgE-antitestek megkdtik felsziniikon az
antigéneket, ez esetben az allergént. Az immunrendszer normalis koriilmények kozott tolerans
a szajon at felvett antigénekre. Ezt az UGn. ordlis toleranciat a mukéza (bélnyalkahartya)
immunrendszerének Osszetett mechanizmusai biztositjdk. Amennyiben ez a tolerancia sériil,

ételallergia alakulhat ki. Az itt targyalt ételallergiak az I-es tipust hiperszenzitiv reakciok
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korébe tartoznak. Az l-es tipusu hiperszenzitiv reakciok IgE-medidlt, gyors lefolyasu, révid

ideig tarté immunreakciok.

Felmeriil a kérdés, miért alakulhatott ki ez a veszélyes és latszolag haszontalan
mechanizmus. Mi az IgE-medialt reakcio kialakulasanak evolucids oka s haszna? Valdszinii,
hogy az IgE a soksejtii parazita ellenes immunvalaszban jatszik szerepet, erre utal, hogy
bélparazita megtelepedésekor megnoévekszik az IgE szintje (Erb, 2007). Az IgE f6 sejtfelszini
receptora a nagy affinitasu FceRI, ami eozinofil és bazofil granulocitdk és hizosejtek felszinén
expresszalodik. Az eozinofil granulocitdk kulcsszerepet toltenek be a bélférgek elleni
védelemben. Az eozinofil sejtek képesek a parazita felszinéhez kotddni féreg-specifikus IgE-
ken keresztiil, a sejtek aktivalodnak, majd a felszabaduld anyagok elpusztitjdk a bélférget. A
folyamatban részt vevd eozinofil sejtek, IgE-k ¢és egyéb faktorok bonyolult Osszjatéka
eredményezi, hogy az immunrendszer képes megbirkdzni egy olyan hatalmas parazita
elpusztitasaval, amilyen egy bélféreg.

Az allergias reakcioban szintén az IgE- és a FceRl-expresszalod sejtek jatszanak
szerepet. Allergén specifikus IgE-k mutathatok ki és az eozinofil granulocitdk szdma is
sokszorosara nd a vérben az allergias reakcio6 soran.

Mindezek alapjan valoszinlinek latszik, hogy az allergids reakcido egy félresiklott
parazita-ellenes immunvalasz, sulyosbitva az allergén oldhatosagaval és igen gyors
elterjedésével a vérben. Modern, higiénikus életstilusunk kovetkeztében — melyben
immunrendszeriink alig, vagy egyaltalan nem talalkozik bélférgekkel — GOsszetett parazita-
ellenes védémechanizmusaink tétleniil varakoznak, hogy tdmadasba lendiilhessenek. gy
lehetséges, hogy til konnyen, még megfeleld cél hianyaban is megindul az immunreakcio az
érzékeny egyénekben artalmatlan ételfehérjék ellen. Valdsziniileg az allergiak kialakuldsa
kéretlen hagyatéka a parazitak elleni harc vezérelte szelekcionknak (Yazdanbakhsh és mtsai.,
2002). Immunrendszeriink az 6si, kevésbé steril koriilményekhez adaptalodott, amelyek csak
a mult szdzadban valtoztak meg.

A higiénia hipotézis (Yazdanbakhsh és mtsai., 2002) szerint a korai gyerekkorban
allergénekkel torténd taldlkozéds csokkenti az allergia kialakuldsanak valdszinliségét az
immunrendszer miikddésének fellenditése altal. A talsagosan tiszta, sterilitasra torekvo
kornyezet az immunrendszert — adekvat cél hidnyaban — az allergia felé¢ mozditja. A parazitak
gyakran igen hosszu ideig élnek a gazdaszervezetben. Nem meglepd, hogy képesek olyan
molekulak szintézisére, amelyek a gazdaszervezet immunrendszerét megvaltoztatjak, hogy

min¢l hosszabb ideig tudjanak tulélni. A gazda-parazita kapcsolat genetikdjanak, valamint a
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parazitdk egyes immunmoduldns molekuldinak és hatasuknak részletesebb megismerése
kozelebb vihet benniinket az allergia gyogyitasahoz, anélkiil hogy viselniink kellene e
kellemetlen és artalmas patogénekkel vald fertézottség kovetkezményit (Yazdanbakhsh és

mtsai., 2002).

2.4.1. Az allergias szenzitizacio

Az allergias szenzitizacié soran az allergénnel szemben immunvalasz jatszodik le.
Ennek soran az allergént antigén-prezentald sejtek (antigen-presenting cells, APC), mint
makrofagok, dendritikus sejtek ¢és B-limfocitdk veszik fel. Az APC-k a legkdzelebbi
nyirokcsomdba vandorolnak, mikdzben az antigén processzalodik, lebontodik, majd a beldle
szarmazd peptidek bemutatdsra keriilnek az APC-k felszinen a Il-es tipusu f6
hisztokompatibilitasi komplexhez (major histocompatibility complex, MHC) kdétédve. A
nyirokcsomoéban az APC-n az MHC-hez kotott peptideket specifikus T (helper) limfocitak
ismerik fel, amelyek ezaton aktivalodnak, elinditjak és koordinaljak a kialakuld
immunvalaszt. Ennek soran specifikus B sejtek aktivalodnak és megindul az antitestek
termelése.

A kialakuld6 immunvalaszt szamos faktor befolyasolja, mint példaul az antitest
természete, anatomiai lokalizacioja, a gyulladés természete, a patogén tulajdonsagai, stb. A T
(helper) sejtek tobbek kozott a citokinek szekrécidja Utjan hatidrozzdk meg a kialakulo
immunvalasz jellegét, ami a patogéntol fiiggden lehet un. Thl (féleg sejtes immunitas,
virusok, intracellularis baktériumok) vagy Th2 (féleg humoralis immunités, extracellularis
baktériumok, parazitak) tipusu.

Az allergiara fogékony egyéneknél az allergén Th2 tipusii immunvalaszt okoz, ami
specifikus IgE antitestek termelésével jar. A folyamat komplexitasat és tobbgénes jellegét
érzékelteti, hogy még az allergiara fogékony egyénekben sem minden fehérje-allergén indukal
IgE-szekréciot. Nem tudjuk még, hogy az allergénnek milyen szerkezeti tulajdonsagai (ha
egyaltalan vannak ilyen jellemzd tulajdonsagok) vagy egyéb faktorok (citokinek, egyéb
sejtfelszini molekulak) toljak el az immunvalaszt a Th2 reakcid iranyaba (Mills és mtsai.,
2003).
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2.4.2. IgE epitopok

Az antigénnek azt a részét nevezzik epitopnak, amelyet az immunrendszer felismer.
Az epitdpok két tipusat kiilonboztetjik meg: a linedris és a konformacios epitdpokat. A
linedris epitépok esetén a polipeptid elsédleges szerkezetét, azaz aminosav-szekvenciajat
ismerik fel a T sejtek. A sejtek csak MHC molekulakhoz kotott peptidek felismerésére
képesek. Az MHC linearis epitépok altaldban 12-18 aminosav hosszisagi polipeptid-
részletek (Soler-Rivas és mtsai., 2001). Az antitestek konformdcios epitopokat ismernek fel,
amit a polipeptid lanc néhany, egymastol akar tavol es6 szekvenciarészlete alakit ki, amelyek
térben kozel keriilnek egymashoz a hajtogatodas altal a fehérje 3D szerkezetében. A legtobb
epitdp a konformacids tipusba tartozik, ezért kiilonosen nehéz megtalalni ételfehérjék esetén,

ahol a feldolgozas soran jelentésen modosul a fehérjék térszerkezete.

2.4.3. Az allergias reakcié

Az antitestek sejtfelszini receptorok, un. Fc receptorok (FcR) utjan kommunikalnak az
immunsejtekkel. Az szenzitizalt egyénekben az antigén-specifikus IgE antitestek a nagy
affinitasu IgE Fc receptorhoz (FceRI) kotdédnek monomer formdban a hizoésejtek és a bazofil
granulocitak felszinén. Mivel az allergén multivalens, ezért egyszerre tobb sejtfelszini FceRI-
kotott IgE-t képes keresztkotni. Ez a keresztkotés egy erds intracelluléris reakciot valt ki; ez
degranulaciot eredményez, melynek soran felszabadulnak a sejtben termelddott mediatorok
(7. abra). Ezek lehetnek vazoaktiv aminok, pl. hisztamin, amely megnoveli az erek
permeabilitast €s atmérdjét, a horgdk gorcsds Osszehuzodasat és nyalkaszekréciot okoz.
Masodlagos mediatorok is felszabadulnak, pl. leukotriének, prosztaglandin D,, valamint
kemotaktikus mediatorok, amelyek vonzzdk a vér sejtes elemeit, foként a bazofil és az
eozinofil sejteket. Néhany ora elteltével az aktivalt hizosejtek kiilonbozo citokineket kezdenek
termelni, pl. IL-3-at, IL-5-6t (interleukin-3 és -5) és GM-CSF-et (granulocyte macrophage
colony stimulating factor, granulocita makrofag kolonia stimulal6 faktor), melyek beinditjak a
gyulladéasos reakciodt. Az allergén a hizosejtekkel parhuzamosan a Th2-tipusti T limfocitdkat is
aktivalja, amelyek a hizosejtekéhez hasonlo citokineket termelnek. Az allergias reakcid késoi
fazisaban szamos sejttipus valamint szolubilis mediator (citokinek és kemokinek) vesz részt a

folyamatban (Mills és mtsai., 2003).

28



Allergén
IgE\ % o~ tobbszorss IgE-kots hellyel

FceRl

Hisztamin szemcsék

Mediator
felszabadulas

Hisztaminnal teli hizdsejt, Degranuldcio
felszinén membranjahoz Allergén megkotése tobb IgE- Az IgE-molekulak
kotott Ige-molekula molekula altal (keresztkotés) keresztkozése kivéltja a

gyulladas-mediatorok
leadasat, pl. hisztaminét

7. abra. Allergias reakcid kivaltodasa — IgE kotés és hizosejtek degranulacioja. (Mills és
mtsai., 2003).

2.4.4. Klinikai megnyilvanulisok

Az IgE-mediélt ételallergidk soran az ételallergénre adott reakciok tobb szervet is
érinthetnek: a bort, a gasztrointesztinalis emésztdrendszert, a 1égzdszerveket valamint a szivet

¢s a keringési rendszert. Részletesen Id. a Fliggelékben.

2.4.5. Diagnozis felallitasa

Az ételallergia diagnosztizaldsa harom Iépésben torténik (Ferndndez-Rivas és Miles,
2004). Els6 1épés az anamnézis felvétele és a fizikai vizsgalat, mely soran az orvos
megprobalja meghatarozni a tiineteket kivalto ételt, valamint eldonteni, vajon immunreakcio
is zajlik-e. Masodik 1épésben bortesztet (Skin Prick Test, tovabbiakban SPT), amely soran
kimutathat6 a specifikus IgE-valasz a boron és in vitro IgE-assay kivitelezése, amelyek
megerdsithetik a szenzitizacié megtorténtét. A harmadik, elengedhetetlen 1épés az ételallergia
diagnosztizalasdban a nyilt terhelés, annak eldontésére, hogy a szenzitizaciét okozo
ételallergén felel-e a kialakult tiinetek megjelenéséért. Az ordlis terhelést csak a gyanitott

allergén étrendbdl valo kivondsa utan érdemes elvégezni. Nem sziikséges és nem is ajanlott
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azonban nagyon heves szisztemikus reakcié esetén elvégezni a terhelést. Amennyiben
precizen betartjdk az allergént elimindl6 diétat, foképpen gyerekek esetében, ordlis tolerancia
alakulhat Kki. llyenkor hosszutavii megfigyelésre és 0jboli terhelésekre van sziikség a pontos,
esetleg ujboli diagndzis felallitasahoz.

A terheléses tesztet végezhetik nyiltan, amikor a beteg és az orvos egyarant tudja,
hogy milyen ételt fogyaszt el a beteg, vagy egyszeresen vakon, amikor csak az orvos ismeri az
elfogyasztott tesztanyag tartalmat, valamint a nagy megbizhatosdgh kettdos vakplacebo
kontrollalt terheléses tesztettel (Double Blinded Placebo Controlled Food Challenge,
tovabbiakban DBPCFC), amely soran sem a terhelést végzo orvos, sem a beteg nem ismeri a
felhasznalt anyag Osszetételét a terhelés idopontjaban. Alkalmazzak még ezeken kiviil a nyilt
terhelést (Open Food Challenge, tovabbiakban OFC), amely soran a beteg étrendjébe
visszakeriil az eliminalt étel, miutdn az SPT negativ lett. Amennyiben az OFC negativ, a beteg
étrendjébe visszakeriilhet az allergén. Amennyiben az OFC pozitiv, egy DBPCFC-t végeznek

az eredmény ellendrzése végett.

2.4.6. Kezelés

Az ¢ételallergia egyetlen, bizonyitottan hatdsos kezelési moddszere az allergén
elkeriilése. Ez azonban alultaplaltsaghoz vezethet, amennyiben sokféle ételt érint a sziikséges
diéta. Elengedhetetlen tehat, legfébbképpen ndvésben 1évé gyermekek esetén, hogy
allergologus és dietetikus kdvesse az allergén eliminalasat és az 0j étrend kialakitasat.

A diétdt nagyon szigortan be kell tartani, amely fOleg gyerekek esetén nagy
odafigyelést igényel. Folytonos éberséget kdvetel meg a betegtdl illetve sziileitdl, figyelniiik
kell az ételek Osszetételét, meg kell tanulniuk illetve tanitaniuk gyermekiiknek az allergént
potencialisan tartalmazé ételek listdjat. Veszélyt jelenthet a kozétkeztetés, a hazon kiviili
egyéb étkezés, peldaul éttermek, ismerdsok otthona, stb. Mindez befolyassal bir a beteg és
csaladjanak altalanos életére, a folyamatos figyelem stresszt 0koz, a specialis étrend anyagi
vonzatai sem elhanyagolhatoak. Osszefoglalva a beteg és csaladja életszinvonala csdkkenhet,
szocialis viszonyaik a diéta miatt valtozhatnak.

Nyilvanval6 tehat, hogy az ételallergia problematikaja szerteagazo, egyarant magaba

foglal bioldgiai, orvosi, pszichologiai és szocialis kérdéseket.
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2.4.7. Etelallergiat okozé novényi fehérjecsaladok

Tomérdek fehérje taldlhatdé a ndvényi szovetekben, koztikk azokban, amelyeket az

emberiség elfogyaszt. Ezek kozott vannak olyanok, amelyek igen kis mennyiségben vagy

csak atmenetileg vannak jelen a névényekben. Azok a fehérje-allergének, amelyek nagy része

az emésztorendszeren keresztiil allergizal (kevés kivétel a 1égzérendszeren at), a ndvényi

fehérjék harom f6 csoportjaba tartoznak: a prolamin, a kupin és a cisztein-proteaz

szupercsaladokba (Mills és mtsai., 2003) (2. abra). Az eddig leirt allegének 50%-a pedig az

elébbi két fehérje-szupercsalad tagja (Shewry és mtsai., 2002).

A 2S albuminok kozé tartozd fehérje allergéneket az 1. tablazatban, az LTP

fehérjecsladba tartozo allergéneket a 2. tablazatban foglaltuk 0ssze.

1. tablazat. Az 2S albuminok kozé tartozé fontosabb allergének a teljesség igénye

nélkiil.
Allergén(ek) Novény
] Hivatkozas
neve(i) magyar neve latin neve
) o Menéndez-Arias és mtsai.,
Sinal fehér mustar Sinapis alba
1998
Braj 1l kinai mustar Brassica juncea Monsalve és mtsai., 1993
Bran3 ) Monsalve és mtsai., 1991;
repce Brassica napus .
BnIB Monsalve és mtsai., 1997
Ricc1, 3 ricinus Ricinus communis Bashir és mtsai., 1998
Jugrl dio Juglans regia. Mills és mtsai., 2003
Hel a 2S albumin | napraforgd Helianthus annuus Kelly és Hefle, 2000
Arahl,2 6,7 | foldimogyord | Arachis hypogaea Burks és mtsai., 1991
_ o Pastorello® és mtsai., 2001;
Sesil szezam Sesamum indicum
Orruno és Morgan., 2011
) Nordlee és mtsai., 1996;
Berel brazil di6 Bertholletia excelsa )
Pastorello és mtsal., 1998
Mat5-D gyapot Gossypium hyrsutum Galau és mtsai., 1992
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2. tablazat. Az LTP fehérjecsaladba tartozo6 fontosabb allergének a teljesség igénye nélkiil.

Allergén(ek) Novény
] Hivatkozas
neve(i) magyar neve latin neve
Cass 8 gesztenye Castanea sativa Diaz-Perales és mtsai., 2000
' _ Wijesinha-Bettoni és mtsai.,
Prup1l Oszibarack Prunus persica
2010
Pruar 3 sargabarack Prunus armeniaca Borges és mtsai., 2008
Lindorff-Larsen és Winther,
Hor v Z4 arpa Hordeum vulgare 2001; Wijesinha-Bettoni és
mtsai., 2010
Trial4 blza Triticum aestivum Asero és mtsai., 2000
Dauc3 sargarépa Daucus carota Asero és mtsai., 2000
Zeaml4 kukorica Zea mays Mills és mtsai., 2003
Hel a3 napraforgd Helianthus annuus Yagami, 2010
Sina3 fehér mustar Sinapis alba Sirvent és mtsai., 2012
Prsal avokado Persea american Diaz-Perales és mtsai., 2003
Actc 10
Actinidia chinensis
Kivi Bernardi és mtsai., 2011
Act d 10 Actinidia deliciosa
Pruavl, 3,4 cseresznye Prunus avium Scheurer és mtsai., 2004
Prud 3 szilva Prunus domestica Borges és mtsai., 2008
Mal d 3 alma Malus domestica Sancho és mtsai., 2005
Pyrc3 korte Pyrus communis Alcocer és mtsai., 2004
Vitv 1l sz016 Vitis vinifera Vassilopoulou és mtsai., 2006
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Az eddig azonositott gyiimolcsbdl ¢és gabonabol szarmazd ételallergének és
pollenallergének mind az LTP1 csalddba tartoznak. Az egyetlen eddig leirt kivétel a tarlorépa
(Brassica rapa) LTP2 csaladba tartoz6é LTP-je.

A Dbélfalon torténd atjutdshoz, majd ezt kdvetden a nyalkahartydhoz asszocialt
immunrendszer szenzitizdlasdhoz az ételben taldlhatd fehérjéknek képesnek kell lenni
megtartani szerkezeti stabilitdsukat az ételkészitési folyamatok soran (példaul f6zés, siités,
piritas) valamint az emésztérendszer kiméletlen koriilményei kozott (példaul a gyomornedvek
alacsony pH-ja, emésztéenzimek, feliiletaktiv anyagok, példaul foszfolipidek és epesok
hatasai). A fentiek fényében nem meglepd, hogy szamos emésztOrendszeren keresztiil
szenzitizalo allergén képes ellenallni a héhatasoknak €s a pepszinolizisnek (Astwood és mtsai,

1996).

Tobb allergén fehérje képes lipidekkel kolcsonhatasba 1épni, membranokhoz
asszocialni vagy természetiiknél fogva amfipatikusak. Ezek a képességek lehetové teszik e
fehérjék szdmara, hogy adszorbealddjanak a gyomorban 1évé emulzidhoz, amely tovabbi

rezisztenciat biztosithat az emésztéenzimekkel szemben (Macierzanka €s mtsai., 2009).

Az ¢ételallergének thlnyomo tobbsége fehérje, egyetlen szénhidratot taldlunk az
irodalomban, amely ételallergiat okoz, ez a zellerben talalhatd. E molekula valosziniileg egy
haptén. A haptének kis molekulak, amelyek egy nagyobb szallitbhoz, pl. fehérjéhez

kapcsolodva immunreakciot képesek kivaltani (Jankiewicz és mtsai., 1997).

2.4.8. Az in vitro emésztés mint diagnosztikai modszer allergén ételfehérjék
vizsgalatara

Az elsd kutatdsok, amelyek az allergén fehérjék emészthetdségét vizsgaltak tisztitott
fehérjéket alkalmaztak Onmagukban - az egyszeriisitd megkdzelités mentén — hogy egy
Osszetett problémat jobban megérthessenek. A rendszer azonban meglehetdsen sokrétii: a
fehérjék nem oOnmagukban taldlhatoak az ételekben, hanem maés fehérjékkel és lipidekkel
alkotott komplexekben, amelyek egymassal is kolcsonhatasban allnak; valamint kozos
komplexeikben hatnak mas Osszetevokre. Mindemellett a fehérjék feldolgozott formaban
talalhatdak a rendszerben: f0z¢€s, siités, piritas el6zi meg elfogyasztasukat, majd az evés €s az
emeésztés tovabbi hatidsokat gyakorol a fehérjékre. Az allergének relativ mennyisége az

ételben egy olyan tényezd, amelyet szintén figyelembe kell venni, mert a mennyiség is
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befolyasolja, mekkora dozisu allergén jut tal az emésztésen a szenzitizacid vagy allergids

reakcio kivaltasdhoz megfeleld formaban.

Az in vitro emésztés jol hasznalhatdé modszer a gasztrointesztinalis kornyezet és az

emésztés imitalasara (Kopf-Bolanz és mtsai., 2012; Amigo-Benavent és mtsai., 2011).

Az in vivo emésztés soran fennallo fiziologiai koriilmények valamint az étel szerkezete
kiemelkedden fontosak a fehérje sorsanak szempontjabdl. Nem hagyhato figyelmen kiviil
tovabba az emésztési folyamat tobbfazisos jellege és az egész emésztdtraktus kdrnyezete sem.
Nem elegendd csupan a héhatassal és a pepszinolizissel szembeni rezisztencidt (egyfazisos
emesztés) figyelembe venni ételek illetve fehérjék allergenicitasanak becslésekor. A
gyomorban termel6d6 emésztéenzim, a pepszin hasitdsaval szembeni rezisztencia hasznalatos
marker potencidlis allergének vizsgdlatdban, mert szadmos ételallergén fehérje kozos
tulajdonsaga a pepszin-rezisztencia (Astwood és mtsai., 1996). Ezért a szimulalt gasztralis
folyadékban (simulated gastric fluid, tovabbiakban SGF) torténd emésztést az 0j fehérjék
allergenicitas-becslésének fontos kritériumava valasztottdk. Astwood és mtsai. (1996)
munkdjaban minden vizsgalt, fontos allergén fehérje SGF-ben pepszinnel emésztve
rezisztenciat mutatott, vagy stabil fragmenteket hozott létre, mig a nem allergén fehérjék
kivétel nélkiil teljesen lebomlottak 15 mp alatt. Ujabb kutatisok nyoman kételyek meriiltek fel
a pepszin-rezisztencia mint az allergenicitas el6rejelz6jének hasznalataval kapcsolatban, mert
a vizsgalatok nem tdmasztjdk ald azt az eldfeltevést, mely szerint az allergén fehérjék
feltétlentil ellenallobbak, mint a nem allergének. A nem-szenzitizilo elicitorok, azaz az olyan
ételallergének, melyek az allergias reakcio kivaltasa eldtt nem szenzitizaljak a pacienst, mégis
kivaltjak az allergiat, pepszin hatasara konnyen lebomlanak, tehét esetiikben sem hasznalhato

ismérv a pepszin-rezisztencia (Moreno, 2007).

A fentieck miatt sziikséges volt egy komplexebb, a fiziologias torténéseket és

koriilményeket jobban megkozelitd rendszer, a tobbfazisos emésztési modell kidolgozasa.

Az in vitro emésztés elsé fazisa a gasztrdlis fazis, amely a gyomor kornyezetét
utanozza: a kozegként szolgaldé SGF pH-ja 2,5, a pepszin/fehérje ardny a fiziologiasnak
megfeleld és tartalmaz foszfatidil-kolint (FK) foszfolipid vezikuldk (mas néven liposzémak)
formdjaban (8. abra), amelyet a gyomor nyalkahartydja szekretal. Mindekdzben az emésztési
elegy normal fiziologias hémérsékleten (37°C) razodik két oran keresztiil, hogy a gyomor

mozgasait imitalja.
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A mdsodik, azaz intesztindlis (egyes szerzOk, pl. Moreno duodendlisnak nevezik)
fazis a gasztralis fazist koveti, kiindulasi elegye annak végso allapotu elegye. Az elegy pH-ja
6,5, tartalmazza epesavak soit, fiziologias sokat és puffereket, lipazt és kolipazt, valamint
tripszint és kimotripszint, a vékonybél proteazait (szintén a fizoldgiasnak megfeleld
enzim/szubsztrat ardnyban) és a vékonybélben is megtaldlhatdé FK-t. Akéarcsak a gasztralis

fazis soran, két 6ran keresztiil razatodik az elegy 37°C-on, a bél mozgasait utanzando.

A fent részletezett in vitro gasztrointesztinalis modell statikus, létezik azonban
dinamikus modell is, amely a ragaskor fellépd nyirderdket, a nyelést, a gyomor iiritését a

bélbe, valamint a perisztaltikat is modellezi (Moreno, 2007).
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8. abra. A) A foszfatidil-kolin szerkezeti képlete. B) A foszfatidil-kolin golyo-palcika
modellje.

2.4.9. Napraforgo allergia

A napraforgdmagot fogyasztjadk hamozva és piritva onmagéban, vagy miizlik illetve
kenyerek alkotorészeként. A napraforgdmagbol préselt olajat hasznaljak salatdkhoz, f6zéshez,
stitéshez valamint margarinok eldallitasahoz. Gyakori fogyasztasa ellenére viszonylag ritkan
okoz allergiat még az oly nagy mennyiségben fogyasztd orszagokban is, mint Gorogorszag,
Spanyolorszag vagy Németorszag. A legkorabbi feljegyzések a napraforgo-allergiarol 1906-
bol szarmaznak: Dreyer bebortonzott és napraforgdbmag-pucolasra kényszeritett prostitualtak
korében elterjedt kontakt dermatitiszt és kotohartya-gyulladast irt le. A leggyakoribb tiinetek
napraforgomag lenyelését kovetden az altalanos csalankiiités, 1égszomj, asztmatikus roham €s

anafilaxia az arra érzékeny egyének esetén (Noyes és mtsai., 1979).

Allergids reakciot irtak le napraforgémag lenyelése esetén (Noyes és mtsai., 1979;

Axelsson és mtsai., 1994), napraforgoé olaj fogyasztasakor (Kanny és mtsai., 1994; Zituoni és

35



mtsai., 2000) — ezt azonban Halsey és mtsai. cafoltak (1986) —, illetve napraforgopollent
tartalmazé méz fogyasztasakor (Birnbaum és mtsai., 1989). Allergids reakci6 (foként rhinitis
¢s asztma) el6fordul olyan munkahelyeken, ahol a napraforgd pollenje (Bousquet és mtsai.,
1985; Jiménez és mtsai., 1994; Atis és mtsai., 2002), illetve a napraforgé magjarol lehulld
apr6 szemcsék szallnak a levegében (Vandenplas és mtsai., 1998) valamint napraforgd-tablak
kornyezetében €10k kozott (Jiménez és mtsai., 1994). Ezen esetek meglehetdsen ritkak, mert a
napraforgd rovarbeporzasu ndvény, ezért nem juttat nagy mennyiségli pollent a levegdbe.
Tobb esetben leirtak még napraforgo-allergiat diszmadar-tartok korében, akik kedvenceiket
napraforgomaggal etették. A szenzitizacidé nagy valdszinliséggel a levegdben szalld allergén
belélegzése utjan torténhetett (Axelsson és mtsai., 1994; Asero €és mtsai., 2004; Vandenplas ¢€s

mtsai., 1998).

Az allergias reakcio legsulyosabb esetben lehet anafilaxia (Noyes és mtsai., 1979;
Axelsson ¢és mtsai., 1994; Kanny ¢és mtsai., 1994; Birnbaum ¢és mtsai., 1989) amely foként
felnbtteket érintett, de (6-7 éves) gyerekeknél bekovetkezd sulyos eseteket is talalunk az

irodalomban (Caubet és mtsai, 2010).

A feltételezett inhalacids szenzitizacids Ut kovetkeztében napraforgd-allergias betegek
esetén gyakori a keresztreakcid mas fehérjecsaladokbol szarmazoé allergénekkel, példaul a Bet
v 1 fehérjével (nyirfa allergénje) (Atis 2002), a napraforgobol szarmazo LTP-kkel és egy meg
nem hatarozott, 67 kDa molekulatomegi fehérjével (Zituoni és mtsai., 2000). Leirtak még
keresztreakcidt zellerrel (Birnbaum és mtsai., 1989) és fekete tirdommel (Kanny és mitsai.,
1994), valamint mas fészkes fajok allergénjeivel (Noyes és mitsai.,, 1979). A klinikailag
bizonyitott napraforgomag-allergias betegeknek csak egy része allergias a napraforgo
pollenjére is (Vandenplas ¢és mtsai., 1994). Kelly és Hefle (2000) bizonyitotta, hogy az SFA8
fehérje kotddik a napraforgo-allergias betegektdl szarmazo szérum IgE-jéhez. Yagami (2010)

leirt egy esetet, amelyben a napraforgé LTP-je IgE-t kot egy allergias beteg szérumabol.
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3. CELKITUZESEK

Munkénk célja a napraforgd tartalékfehérjék koziil kivalasztott 6t fehérje illetve
fehérje-frakcio vizsgalata, amelyek egy részér6l ismert, hogy alkalmasak lehetnek
ételemulziok stabilizalasara. E fehérjék koziil néhanyat osszefiiggésbe hoztak ételallergiaval
vagy jellegzetes szerkezetiik miatt feltételezhetd, hogy allergiat okozhatnak. Ezek a fehérjék
az LTP, az SFAS, ¢és a kénszegény 2S albuminok hdrom kevert frakcioja, amelyek az Alb1 és
ALDb2 fehérjét tartalmazzak.

Annak érdekében, hogy tisztabb képet kaphassunk arrdl, vajon egyes ételfeldolgozasi
folyamatok befolyasoljdk-e a napraforgd vizsgalt tartalékfehérjéinek allergenicitasat azaltal,
hogy megvaltoztatjdk a proteolizissel szembeni ellenalloképességiiket, vizsgaltuk, hogyan

valtozik a fehérjék szerkezete héhatésra.
Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

i) Hasznalhatok-e a fenti fehérjék emulziok stabilizalasara? (Milyen feliiletaktiv
tulajdonsagokkal birnak?)

i) Az ételkészitési folyamatokat imitalé hokezelés hatasara hogyan valtozik a
fehérjék feliiletaktivitasa?

iii) Okozhatnak-e allergiat a vizsgalt fehérjék?

A fehérjék reologiai tulajdonsagainak megismeréséhez, a szerkezetiikben bekovetkezd

valtozasok kovetéséhez, valamint emészthetdségiik vizsgalatdhoz az aldbbi célokat tliztiik ki:

1. Megvizsgaljuk a fehérjék szerkezetében hdkezelésre bealld valtozasokat és azok
mértekeét.

2. Meghatarozzuk a fehérjék olaj/viz hatarfeliileten mérhetd feliiletaktivitasat és ennek
valtozasat hdkezelés hatasara.

3. Jellemezziik a fehérjék emulgealod tulajdonséagait.

4. Meghatarozzuk a fehérjék emésztéenzimekkel (pepszin, tripszin, kimotripszin)

szembeni rezisztenciajat modellezett gyomor-bél-rendszerben (mesterséges emésztés).
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Vizsgaljuk egy természetes lipid, a foszfatidil-kolin a fehérjék emészthetdségére

gyakorolt hatasat az emésztési modellben.
Tanulméanyozzuk, milyen hatdssal van az emulgedlas a fehérjék emészthetoségére.

A lipid-fehérje kolcsonhatas (a foszfatidil-kolin és az emulgealas) szerepének

vizsgalata a fehérjék emészthetdségére és ezen keresztiil allergenicitasara.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Az albumin frakcio tisztitasa napraforgomagbdl

A kisérletekhez hasznalt napraforgémagot (Helianthus annuus, L., PR A381 hibrid
vonal) a Pioneer Magyarorszag Kft. biztositotta kutatomunkankhoz. A magvakrol
eltavolitottuk a maghéjat, a tisztitott magvakat 3 napig fagyasztva szaritottuk, majd finomra
oroltiik. Kortt és Caldwell (1990) modositott tisztitasi modszerével (Pandya és mtsai., 2000)
extrahdltuk ¢és izoldltuk a 2S albuminokat valamint velik egyiitt az LTP fehérjét. A
napraforgomag-lisztet kétszer zsirtalanitottuk petroléterben (60-80°), 20:1 (V/m)
petroléter/liszt aranyt alkalmazva (Osszesen 2 L petrolétert adva 100 g tisztitott
napraforgdmaghoz), 1 6ran keresztiil 4°C-on razattuk. Az oldoszert frissre cseréltiik és t1jabb
1 oras razatassal tavolitottuk el a zsiradékok maradvanyait. A zsirtalanitott lisztet tartalmazo

folyadékot sziir6papiron atsziirtiik, majd fagyasztva szaritottuk.

Az albumin-frakciot (amely az LTP fehérjét is tartalmazza annak hasonlo
tulajdonsagai miatt) 0,5 mol L™ NaCl-ot és 1 mmol L™ fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF)
tartalmazo, 20 mmol Lt pH 7,8 Trisz/HCI oldatban oldottuk fel, 10:1 V/m aranyban adva a
puffert a liszthez. Az oldatot 2 6éran keresztiil kevertettiik 4°C-on, majd az extraktumot
centrifugaltuk 13 500 g-vel, 30 percen keresztiil 2°C-on. A feliiluszot eltavolitottuk, 0°C-ra
hitottiik és hozzdadtunk annyi metanolt, hogy az elegyben a metanol ardnya 60% (V/V)
legyen. Ezzel a globulinokat csapadékba vittiikk, az albuminokban gazdag feliiliszot ujabb
2°C-on torténd, 13 500 g, 30 perces centrifugalassal nyertiik vissza. A feliiluszohoz 3
térfogategységnyi acetont adtunk ¢és 20°C-on allni hagytuk 16 oran (egy éjszakédn) at. A
kicsapodott albuminokat (¢s LTP-t) 13 500 g-n, 30 percig, 2°C-on torténd centrifugalassal
nyertiik vissza. A feliiluszot elontve vizben feloldottuk az aceton hatdsara kicsapodott 2S
albuminokat, majd vizzel szemben dializaltuk 3500-as porusméreti membranon keresztiil
4°C-on 48 oran keresztiil. A dializis utan az albuminok klorogénsav és fenoliodok jelenléte
miatt zoldesen pigmentaltak, ezért Gjra centrifugaltuk a csapadékot 13 500 g-vel 30 percig,
2°C-on. Az oldhato fehérje frakciot — amelyeket teljes napraforgé albuminoknak neveziink

(SFAt) — fagyasztva szaritottuk, majd —20°C-on taroltuk felhasznalasig.
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4.2. Az albuminok kromatografias elvalasztasa

A 28 albuminok szétvalasztasat reverz fazisu folyadékkromatografias modszerrel (RP-
HPLC) végeztiik. Ot frakciot gyiijtottiink: LTP-t, SFA8-at és harom kevert frakciot: A, B és C
frakciokat. Ez utobbi harom frakcid keverve tartalmazta a szintén 2S albuminok koz¢ tartozo
Albl és Alb2 fehérjéket. A preparativ elvalasztast Phenomenex Jupiter 10 u C18 300 A (250
x 10 mm) oszlopon végeztiik 45°C-on 20-50%-0s acetonitril gradiens alkalmazva. Az A
eluens 0,07% (V/V) trifluoro-ecetsav (TFA) volt, B eluensként acetonitrilt hasznaltunk, amely
0,05 % (V/V) TFA-t tartalmazott. Az oszlopot 1 mL min™ aramlési sebességgel a kovetkezd
profillal eludltuk: az oszlopot 20% B oldattal, azaz acetonitrillel mostuk, 5 perc elteltével az
acetonitril 20%-os aranyat az eltacioé végére 35 percen keresztiil linearisan 50%-ra emeltiik,
majd az utolsdé csucs utan az oszlopot tiszta acetonitrillel mostuk. Az oszloprél tavozod

folyadék UV-abszorbancidjat 225 nm-en mértiik.

A csucs-frakciokat Osszegylijtottiik, fagyasztva szaritottuk és —20°C-on taroltuk

szilikagél mellett.

4.3. Fehérjék azonositasa

4.3.1. Natrium-dedecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjéket natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
vizsgaltuk (Shewry és mtsai.,, 1995). A fehérjéket ultratiszta vizben feloldottuk és 4x
NuPAGE" litium-dodecil-szulfat t3ltépufferhez adtuk, majd 70°C-on 10 percig melegitettiik.
A fehérjék redukalashoz 0,5 M ditiotreitolt (DTT) adtunk a mintakhoz. A redukalt és a
redukalatlan mintdkhoz egyarant toltépuffert adtunk és ezzel egyiitt melegitettiik. A
futtatashoz 12%-0s poliakrilamid NuPAGE® Novex Bistris eléregyartott gélt és 20x
NuPAGE® Mes SDS futtatopuffert hasznaltunk. A gélelektroforézist 35 percen keresztiil, 200
V fesziiltségen és gélenként 120 mA-es dramerdsség mellett végeztiik. A gélelektroforézis
utan Colloidal Blue Staining Kittel festettiik a géleket. Invitrogen SeeBlue“Plus2 és Mark12™
molekulatomeg-standardot €s Phoretix szoftvert (TotalLab) hasznaltunk a molekulatomegek
becslésére. A fehérjéket azonositdsra tomegspektroszkdpiai (MALDI-TOF) vizsgélatra
kiildtiik.
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4.3.2. Peptidek analizise

Az RP-HPLC-n tisztitott frakciokat redukaltuk és piridiletilalas utdn N-terminalis

szekvenalasra kuldtiik. Az N-terminalis szekvenalds automata Edman-lebontas modszerrel

miik6do 494 Applied Biosystems tipust fehérjeszekvenalod késziiléken tortént.

4.4. Fehérjeszerkezeti vizsgalatok

4.4.1. A fehérjék torzsoldatainak eldallitasa

A fehérjék torzsoldatait 1 mg cm™ fehérje-koncentracidban készitettiik és 4°C-on
taroltuk. A tisztitott, vizmentes LTP fehérjét 10 mM-os foszfatpufferben (pH 8,0) oldottuk fel.
A foszfatpuffer pH-jat az LTP izoelektromos pontjdhoz (pl_.tp=9.0) képest egy egységgel
magasabbnak valasztottuk. Az érett fehérjék Osszes poszttranszlacidos modositas utani
izoelektromos pontjdt az Expasy szerver pl-kalkulalé alkalmazasaval szamitottuk

(http://web.expasy.org/compute_pi/).

Az SFAS8 fehérjét citrat pufferben (pH 5,0) oldottuk, melyet ultra tiszta viz
felhasznalasaval készitettiink. (A torzsoldatot a fentieknek megfeleléen pH 5,0 citratpufterrel
allitottuk eld, mivel az SFAS izoelektromos pontja 5,9.) A desztillalt vizet legalabb 18,2 MQ
ellenallés, illetve legalabb 72,6 mN m’ feliileti fesziiltég eléréséig tisztitottuk.

Az A, B és C frakcio torzsoldatait 10 mM foszfatpufferrel (pH 7,0) készitettiik. Az

Osszes kisérletet abban a pufferben végeztiik, amelybdl a tdrzsoldatot készitettiik.

4.4.2. Tavoli-UV cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A spektrumok felvételéhez a 4.4.1. részben leirt torzsoldatokat €és puffereket (azonos
pH értéken) hasznaltuk. A cirkularis dikroizmus (CD) spektrumokat JASCO J-700
spektropolariméterrel (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) rogzitettiik 100 nm min™ szkennelési
sebességgel, 0,2 nm savszélesség, 0,2 nm felbontds, 100 mdeg érzékenység és 2 masodperc
valaszidd mellett. A mintdkat 0,5 mm uthosszisaglh kvarckiivettdba tettiik. A spektrumokat
190 és 260 nm kozott rogzitettiik. Minden abran feltiintetett spektrum harom spektrum
atlagolt értékét mutatja, a kiivetta és a puffer okozta hattér levondsa utan. A spektrumokat

elészor 20°C-on rogzitettiik, majd a mintatartot a mintdkkal egyiitt 20 percen 4t 80°C-ra
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melegitettiik és igy is felvettik a spektrumokat. Ezt kdvetdéen Ujabb 20 percig 20°C-on
tartottuk a mintakat a spektorpolariméterben in situ és igy is rogzitettilk a spektrumokat. A

kiivetta megfeleld homérsékletét egy kiilso, allithaté hdmérsékletii vizfiirdd biztositotta.

A spektrumok analizisét a Contin médszer szerint végeztiik (Provencher és Glockner,
1981), 29 fehérjét tartalmazd baziskészlettel. A simitatlan spektrumok molaris CD-t jel6lnek
(figyelembe véve a molokat és az amidkotéseket), az aminosavak atlagos molekulatomegét

115-nek véve alapul.

4.4.3. Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

A kalorimetrids mérésekhez egyenként 20 pl térfogati fehérjeoldatokat készitettiink
10%-o0s (w/V) LTP 10 mM foszfat pufferben (pH 8,0), 10%-0s SFA8 10 mM citrat pufferben
(pH 5,0). Referenciaként ribonukleaz 10%-os (w/V) foszfat pufferes (pH 8,0) oldatat
hasznaltuk. A mintdkat és a referenciat hermetikusan lezart aluminium mintatartoba tettiik. A
mintatartok 50 ul térfogatiak és 202,650 kPa (2 atm) nyomashatarral rendelkeznek. A
mintakat Perkin-Elmer DSC7 (Perkin-Elmer, US) késziilékben a kovetkez6 hémérsékleti
profil alapjan kezeltiik: 5 percig 5°C-on tartottuk, majd 10°C min™ sebességgel melegitettiik
5°C-t6l 120°C-ig. Ezt kovetden azonnal lehiitottik 5°C-ra és megismételtiik a mérést a
kordbbi homérsékleti profillal. A késziiléket inidiummal és oktadekannal kalibraltuk. Az
alapvonalat lires mintatartd szkennelésével vettiik fel és levontuk a kapott értékekbdl. Az
adatok értékelését és a hokapacitas értékek szamitasat Perkin—Elmer Thermal Analysis

szoftverrel végeztiik.

4.5. Hatarfeliileti vizsgalatok

A hatarfeliileti mérésekhez a 4.4.1. pontban részletezett modon eldallitott
torzsoldatokat hasznaltuk. A torzsoldatokat két részre osztottuk a kisérletek megkezdése elott
és az egyik részét hokezeltik az alabbiak szerint: A fehérjeoldatot 90°C-on 20 percig
melegitettiik, majd jégen 10 percen keresztiil hiitottiik. A feliileti vizsgalatok megkezdése eldtt
a fehérjeoldatokat 10 percig éallni hagytuk szobahOmérsékleten. A torzsoldat masik részét

hémérsekleti kezelés nélkiil vizsgaltuk (kontroll minta).

Mind a kontroll (nativ), mind a melegitett oldatokat szobahdmérsékleten vizsgaltuk.
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4.5.1. Hatarfeliileti fesziiltség-mérések

Ot kiilénbbzé koncentracioban (0,001; 0,005; 0,01; 0,05 és 0,1 mg cm'3) mértik a
hatarfeliileti fesziiltséget és a hatarfeliileti dilatacids reoldgiai tulajdonsagokat az LTP, az A, a
B ¢és a C frakci6, valamint az SFA8 esetén n-hexadekan/viz hatarfeliileten pulzalod csepp
(pulsating drop) modszerrel (Maldonado-Valderrama és mtsai.,, 2008). A hatarfeliileti
mérésekhez FTA32 (First Ten Angstroms, Portsmouth, Virginia, USA) késziiléket
hasznaltunk, amely a feliileti fesziiltséget egy hidrofob tii végén fiiggd csepp alakjabol
szamitja a ,,selected-plane” modszer alapjan (Ambwani és Fort, 1979) (9. abra). A tii vége az
n-hexadekanba ér, ebben jelenik meg a fehérjeoldat egy cseppje. A késziilek digitalis
kameraval (Pulnix TMS500) pillanatfelvételek sorozatat késziti a csepprol és a csepp
alakvaltozasaibol szamitja a feliileti fesziiltséget (y). A fehérjeoldatok cseppjeinek
alakvaltozasait 15 percen keresztiil mértiikk, mivel ezutdn mar csak minimalis valtozast
¢észleltiink a csepp formajaban. Minden egyes adatpont harom fiiggetlen parhuzamos mérés

atlaga, melyeket egymastol fiiggetlen cseppeken mértiink.

9. abra. A) Az LTP és B) az SFA8 egyik cseppje mérés kozben Pulnix TM500

digitalis kameraval rogzitve.

4.5.2. Hatarfeliileti reologiai vizsgalatok

A feliileti dilatacidos méréseket CIR100 Interfacial Rheometer (Camtel, UK) tipust
hatarfeliileti reométer késziiléken végeztiik. A feliileti fesziiltséget levegd/viz hatarfeliileten
rogzitettik. A késziilék egy 100 cm? feliiletii Teflon Langmuir filmmel bevont kadhoz és két
mozgd gathoz csatlakozik. A géatak 6sszenyomjak a folyadék feliiletét, mikozben egy kerek,

tiveg Wilhelmy-plate segitségével a késziilék rogziti a feliileti fesziiltség értékét (y).
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A megfeleld (4.4.1. részben részletezett) pufferrel feltoltottiik a kadat és a puffer

cyey

feliiletére 6vatosan 1 mg cm™ koncentracidju fehérjeoldatot pipettaztunk; az LTP esetében 0,1

2 az SFAS esetében pedig 0,5 pg cm™ végkoncentraciot kialakitva. Ezutan a feliiletet a

Hg cm:
mozgd gatak zarasaval Osszenyomtuk. A gatak sebessége allando 0,02 mm min™ volt. A

cilinder oszcillaci6 szinusz gorbe szerint valtozott.

4.5.3. Emuziokészités és jellemzés

crc

Az emulzidkat 20%-0S n-hexadekan (Aldrich) és 2 mg mL* koncentracioji
fehérjeoldatbol készitettiik mind az o6t vizsgalt fehérjeminta esetében (Burnett® és mitsai.,
2002). Az emulzidk elkészitéséhez a 4.4.1. részben ismertetett fehérje torzsoldatokat
hasznaltuk. N-hexadekan ¢és az egyes fehérjeoldatok homogenizalasaval 3 mL térfogata
emulzidkat készitettiink. A homogenizalashoz Status 200 tipust szonikalo késziiléket
alkalmaztunk. A szonikalé ciklus 0,1 s energiakozlésbdl (10% teljesitményen) és 0,9 s
relaxaciobol allt, 20-szor ismételve. A 20 ciklus szonikédldst 2 perc varakozas utan
megismételtiik. Az emulziot tartalmazo edényt jégben tartottuk a szonikalas ideje alatt, igy az
eljaras soran az emulzi6 homérséklete sosem emelkedet 25°C folé, minimalizalva ezzel a

fehérjék szerkezetét befolyasolo hohatast.

A kialakul6 partikulumok méretét LS-230 (Coulter, USA) fényszérdsos elven miik6do
(light scattering) részecskeméret meghatarozd késziilékkel mértik. Héarom emulziot
készitettiink minden fehérjébdl és hat fliggetlen parhuzamos mérést végeztiink minden

emulzidval.

4.6. In vitro szimulalt gasztro-intesztinalis emésztés

4.6.1. Fehérjeoldatok eléallitasa a gasztro-intesztinalis emésztéshez

A fehérjéket szimulalt gasztralis folyadékban (simulated gastric fluid, SGF)
emésztettilk. Az SGF-oldat pH 2,5-es kémhatasu 0,15 M NacCl oldat, melynek pH-jat 1M HCl
oldattal allitottuk be.

Az emulzidkat 2 mL n-hexadekan és 1,8 mL, 5 mg SFA8-at tartalmazo Na-citrat

puffer (pH 5,0) homogenizalasaval allitottuk el6 a 4.5.3. fejezetben leirtak szerint. A 1étrejovo
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emulzi6 cseppméretét megmértiik a 4.5.3. részben részletezett moédon LS-230 (Coulter, USA)

késziiléken.

A nem adszorbealt (intersticialis) fehérjéket Na-citrat pufferrel valo mosassal és ezt

kovetd centrifugalassal (5000 g, 10 perc) tavolitottuk el.

A centrifugdlds hatdsira az emulzié két fazisra valt szét: krémre és szubfazisra. A
szubfazist, amely nem vett részt az emulzidképzésben, eltavolitottuk és spektrofotométerrel
citratpuffert adtunk és Gsszeraztuk, hogy ujra eloszlassuk az emulgealt cseppeket. A mosast
haromszor megismételtiik (Burnettb ¢s mtsai., 2002). Az emulgealt cseppek méretét
megmértiik a mosas el6tt és utan egyarant, igy megbizonyosodtunk rdla, hogy nem tortént
valtozas a cseppek méretében a mosas hatasara, tehat nem kovetkezett be koaleszcenia a
centrifugalas kovetkeztében. Kiszamitottuk az olajhoz kotott fehérjék mennyiségét és az
emulzi6é azon térfogatat, amely annyi fehérjét tartalmaz, hogy az emésztési elegyhez adva a

fehérjekoncentracio 2 mg mL™ legyen.

4.6.2. Foszfolipid-vezikulak (liposzomak) eléallitasa

A foszfolipid-vezikulak eléallitasahoz tojasbol szarmazo, 99%-os tisztasagi 1-
foszfatidilkolint (FK) (Lipid Products, South Nutfield, Redhill, Surrey, UK) hasznaltunk. A
FK-rol eltavolitottuk a tarolo folyadékot eldszor vizhiitéses rotacios evaporator (legalabb 15
percen at), majd vakuum-siitd hasznalataval, vékony filmréteget Iétrehozva az iiveglombik
aljan. A kialakult szaraz filmréteget argon alatt tartottuk tovabbi felhasznalasig, hogy
elkeriiljik a lipidek oxidaciojat. A szaraz FK-filmréteget 37°C-ra elémelegitett SGF-ben
oldottuk (Osszetétel a 4.6.1. részben) ugy, hogy 5 iiveggyongyot tettiink a folyadékba,
argonnal azonnal feltoltottiik és a lezart lombikot 37°C-on 20 percen at inkubaltuk enyhe
razatas mellett. Ezt kovetden a szuszpenziot vizhiitéses szonikalo késziilékbe helyeztiik -
tiveggyongyok nélkiil. A szonikalast 5°C-on 10 percig 30%-os teljesitményen 9/10 ciklussal
végeztilk Status Ultrasonic (Avestin, Canada) US200 szonikatorral, melyhez TT13 tipusa
lapos titan fejet csatlakoztattunk. A FK-vezikulakat 6sszegytijtottiik és Millex-HA 0,45 pm-es
kevert celluloz membranon (Millipore, Billerica, MA, USA) szirtiik, hogy eltavolitsuk a

titan-részecskéket.
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4.6.3. Az emésztés in vitro modellje

4.6.3.1. In vitro gasztralis emésztés (1. fazis)

A fehérjéket SGF-oldatban oldottuk 1 mg ml™ koncentracioban. Az emésztéseket FK
jelenlétében és hidnyaban is elvégeztik. A FK hatdsat vizsgald kisérletekben a
fehérjeoldathoz FK-vezikulakat kevertiink (1:1,2 V/V aranyban). Amikor nem adtunk FK-t az
emésztési elegyhez, akkor a FK térfogatat SGF-oldattal potoltuk és az oldat pH-jat 1M HCI-
oldattal 2,5-re allitottuk, amennyiben sziikséges volt. Ezt az elegyet 15 percig inkubaltuk
37°C-on, majd hozzaadtuk a pepszin-oldatot. A pepszint (EC 3.4.23.1) (Sigma, Poole, Dorset,
UK., P 6887) (0,32% (w~)) pH 2,5 SGF-ben oldottunk fel. Az szubsztrat:enzim aranyat ugy
allitottuk be, hogy megkozelitdleg a fiziologids aranyt (1:20 w/w) tudjuk modellezni, azaz
182 U pepszint adva a fehérje minden mg-jdhoz. Ez az Osszedllitds az elsd fazis emésztési

elegyében 4 mL végso térfogatban az alabbi koncentracidkat eredményezte:
6,3 mM FK
2,5 mg mL™ fehérje.

Az emésztést 37°C-os inkubatorban végeztiik, gyenge rdzatas mellett. Az emésztési
elegybdl 10 idépontban vettiink 200 pL térfogati mintakat: 0, 1, 2, 4, 8, 16, 30, 60, 90 és 120
perc elteltével. A mintakat tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk. Az emésztés
leallitasahoz az oldat kémhatasat NH4,HCOg3-oldattal (NDH, Poole, Dorset, UK) pH 7,0-re

emeltiik.

4.6.3.2. In vitro intesztinalis emésztés (2. fazis)

Az in vitro emésztés 2. fazisanak kiindulasi anyaga a gasztralis fazis 120 perces
emésztési elegye. Az emésztési elegy pH-jat NH4HCOs-oldattal 6,5-re allitottuk és

hozzaadtuk a kovetkezdket:

a) epesavak soi, melyek egyenld molaris mennyiségben tartalmaznak (0,125 M) Na-
taurokolatot (Sigma) és glikodeoxikol-savat (Calbiochem, La Jolla, CA, USA),

b) 1M CaCl, (BDH),

¢) 0,25 M Bisztrisz, pH 6,5 (Sigma),

d) sertés pankreatikus lipaz (EC 3.1.1.3; 20 uL a 10 mL végtérfogathoz) (0,1% wA;
Sigma),
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e) sertés kolipaz (40 puL a 10 mL végtérfogathoz) (0,055%, wA; Sigma) (Moreno,
2005).

Kozvetleniil a kisérlet inditasakor adtuk a 2. fazis emésztési elegyéhez a pankreatikus
proteazokat, amelyeket pH 7,0-es SGF-oldatban oldottunk fel a fiziologiai szubsztrat:enzim
koncentraciot megkozelitd aranyban (1:400 :100 (ww/w); 1 mg34,5 U0,44 U):

f) tripszint (EC 3.4.21.4; 0.1% w/v; Sigma)

g) ¢és a-kimotripszint (EC 3.4.21.1; 0.4% w/Vv; Sigma)

Ezzel az intesztinalis fazis emésztési elegyének Gsszetétele az alabbi volt:
5,8 mM FK
2,3mg mL™ fehérje
7,4 mM epesok
9,2 mM CaCl,

24,7 mM Bisztrisz

Az emésztést 37°C-on végeztiik, enyhe razatas mellett. Mintakat vettiink az elegybdl
0,2,4,8, 16, 30, 60, 90 és 120 perc elteltével. Az emésztést sz9jabol szarmazo Bowman-Birk
tripszin-kimotripszin inhibitor oldatanak hozzaadasaval allitottuk le, melynek mennyiségét
ugy szamitottuk, hogy a 2. fazis emésztési elegyében jelenlévé tripszin és kimotripszin
mennyiségének kétszeresére elegendd gatlohatassal birjon. A mintdkat tovabbi felhasznalasig

—20°C-on tartottuk.

4.6.4. SDS-PAGE analizis

Az emésztés kiilonbozo fazisaiban vett mintadk fehérje 0sszetételének valtozasat SDS-
PAGE modszerrel vizsgaltuk. Az emésztési elegyhez 20 plL-éhez 17,5 uL ultratiszta vizet és
12,5 uL 4x NuPAGE®™ litium-dodecil-szulfat toltépuffert adtunk. A mintadk SDS-PAGE

analizisét a 4.3.1. pontban részletezett modszerrel végeztiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A fehérjék azonositasa

A napraforgobmag teljes vizoldhaté frakciojat tisztitottuk. Ez a frakcié foként
albuminokat tartalmaz, de hasonld oldékonysaga miatt az LTP is az albuminokkal egyiitt
extrahalodik. (Ezt a frakciot nevezik a ,teljes albumin frakcidnak” (SFAyt), noha az
albuminokon kiviil az LTP-t is tartalmazza.) Ezt a teljes vizoldhatd frakciot 6t tovabbi
frakciora valasztottuk el RP-HPLC modszerrel: LTP, SFA8 és az Albl és Alb2 fehérjék
harom kevert frakcidja (A, B és C frakcio) (10. és 11. abra).

2500 - FRAKCIOK — 100
A

2000 + 80

1500

o
% ACN

LTP

1000

Abszorbancia (mAU)

S00 4

|
0 I—M bb

0 10 20 30 40 S0 60 70

I1d6 (perc)

10. abra. A napraforgd un. ,teljes albumin frakciojanak” kromatogrammja. A
feliratozott csucsok a gyijtott frakciokat jelolik: LTP, A, B és C frakcio, valamint SFA8. A
bal oldali tengelyen a 225 nm-en mért abszorbancia lathato, goérbéje kék szint, a jobb oldali
tengelyen az acetonitril %-os aranya az elualo oldatban, gorbéje piros szinnel feltiintetve
lathato.
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11. abra. A teljes albumin frakcié vizsgalata SDS-PAGE-en. A savok: 1. molekulatomeg
marker (az egyes tomegek az abra bal oldalan feltiintetve, kDa-ban értendd), 2. a teljes
albumin frakcid, 3. LTP, 4. A frakcid, 5. B frakcio, 6, C frakcio, 7: SFAS.

Az Albl és Alb2 fehérje — az SFA8 fehérjével egyiitt — egyarant a 2S albuminok
csoportjaba tartozik. Az SDS-PAGE vizsgalat alapjan elmondhato, hogy az A frakci6 7 és 18
kDa, a B frakcio 4 és 20 kDa, a C frakcid pedig 4 kDa és 19 kDa kozotti molekulatomegii
fehérjék keveréke. Az LTP és az SFA8 fehérjét N-termindlis szekvenaldssal és elektrospray-
tomegspektroszkopiaval azonositottuk. MALDI-TOF analizissel vizsgdlva a harom kevert
frakciot, megtudtuk, hogy az A frakcio fOként Alb2 fehérjét tartalmaz, mig a B és a C
frakcioban az Albl fehérje dominal (11. abra). E harom frakcioban talalhatd (A, B és C)
Osszes 2S albumin monomer fehérje, amelyek intramolekularis diszulfid-hidakat
tartalmaznak. Molekulatomegiik 10 és 18 kDa kozott valtozik (Anisimova és mtsai., 2000). A

fehérjék jellemzo adatait és UniProt azonositoit az 3. tablazat tartalmazza.
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3. tablazat. A vizsgalt fehérje frakciok fehérjéinek molekulatomege (Mw), izoelektromos
pontja (pI), aminosavainak szama, valamint UniProt azonositdja. *az Albl és Alb2 fehérje

kozos prekurzora.

Fehérje- Mw Aminosavak UniProt
Fehérje pl
frakcio (Da) szama azonosité
LTP LTP 8990,2 9,02 91 Q39950
A frakcio Albl 14482,2 8,80 124 Q8GUD8*
B frakcio
Alb2 15299,2 8,74 128 Q8GUD8*
C frakcio
SFA8 SFAS8 12155,3 591 103 P23110

5.2. Fehérjeszerkezeti vizsgalatok

5.2.1. Tavoli UV-CD-spektroszkopia

Az 06t vizsgalt fehérje masodlagos szerkezetét CD-spektrofotometrids mérésekkel

tanulmanyozktuk harom kiilonb6z6 hémérsékleten: 20°C-on, majd 80°C-ra melegitve, ezt

kovetden visszahtitve 20°C-ra. A hdkezelés hatasara a hostabilitastol fliggden megvaltozott a

fehérjék térszerkezete. A kapott spektrumok alapjan Contin-mddszerrel (Provencher és

Glockner, 1981) szamitottuk a kiillonboz6 térszerkezeti elemek aranyat, illetve a hékezelés

kovetkeztében bekovetkezett valtozasokat ezen aranyokban (4. tablazat).
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4. tablazat. A fehérjék becsiilt masodlagos szerkezete a CD-spektrumok Contin-analizisébdl
szamitva.

Random
a-hélix B-redo B-turn
(%) %) %) tekercs
0 (0] (0]
(%)
20°C 448 8,9 18,5 27,7
LTP 80°C 35,8 13,2 22,2 28,8
20°C-ra hiitve 38,6 12,1 20,3 28,9
20°C 45,6 8,7 18,5 27,2
A
80°C 36,6 15,6 22,0 25,8
frakcio
20°C-ra hiitve 42 4 12,0 18,5 271
20°C 27,3 23,4 21,9 27,4
B
80°C 25,7 24,6 23,3 26,4
frakcio
20°C-ra hiitve 28,7 20,9 224 28,0
20°C 27,2 22,8 22,6 27,4
C
80°C 24,0 25,7 23,6 26,7
frakcio
20°C-ra hiitve 27,6 225 225 27,4
20°C 35,4 13,4 211 30,1
SFAS8 80°C 422 8,5 32,3 17,0
20°C-ra hiitve 39,0 8,3 229 29,8

Az LTP fehérje tavoli UV-CD spektruma (12.a abra) jellegzetes az a-hélixben gazdag
fehérjék korében. A spektrum maximuma 192 nm koriil volt, a minimuma széles tartomanyt
olel fel 206-221 nm kornyékén. Amikor 80°C-ra melegitettiik a fehérje oldatat, a spektrum
maximuma csokkent, €s akkor is valtozott, amikor lehiitottiik a fehérjét: a maximum és a
minimumok is intenzivebbé valtak. E valtozadsok csupadn nagyon aprd szerkezetbeli

modosulasoknak koszonhetdek, ezért a fehérje hdkezelésre mérsékelten rezisztensnek
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nevezhetd. A melegitést kdvetd lehiités soran bekovetkezd szerkezeti valtozasok terén a
Contin-analizis kimutatta az a-hélix aranyanak csokkenését a B-red6 szerkezet javara (4.

tablazat).

LTP

20 -

10

Molaris CD(mdeg)
o
e

Hullamhossz (nm)

190 \ 210 230 7 250

-10 4

12.a abra. Az LTP tavoli UV-CD spektrumai 20°C-on ( ), 80°C-on ( ) és
visszahtitve 20°C-ra ( ). A spektrum maximuma 192 nm-nél van, minimuma széles
tartomanyt olel fel 206-221 nm kozott.

Az A, B és C frakci6 spektrumai (12.b, 12.¢, 12.d dbra) egyméshoz hasonléak voltak,
pozitiv maximumuk 190 nm koriil volt és dupla minimumot mutattak 209 nm-en, amely kissé
intenzivebb volt, mint a 225 nm-en mért minimum. Az A frakcidé sokkal intenzivebb pozitiv
csucsot adott, mint a masik két albumin frakcio, amely masodlagos szerkezeti kiilonbségeket
tilkrozhet. Az A frakcid esetében a Contin-analizis a B-redd struktira sokkal alacsonyabb

aranyat jelzi (8%), mint a B és C frakciok estén (23% koriil) (4. tablazat).
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A frakcio

Molaris CD(mdeg)

230/“’"250
/ Hullamhossz (nm)

4
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12.b abra. Az A frakcid tavoli UV-CD spektrumai 20°C-on (——), 80°C-on (——) és

visszahiitve 20°C-ra (
minimum talalhaté 209 nm-en, amely kissé€ intenzivebb, mint a a 225 nm-en mért minimum.

). A spektrumok pozitiv maximuma 190 nm koriil van, dupla
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B frakcio

Moliris CD(mdeg)
o -
e

130 \ 210 20 7 250
19 . /7 Hulimhossz (nm)
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- ——— Z
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12.¢c abra. A B frakci6 tavoli UV-CD spektrumai 20°C-on (——), 80°C-on ( ) és
visszahiitve 20°C-ra ( ). A spektrumok pozitiv maximuma 190 nm koriil van, dupla
minimum talalhaté 209 nm-en, amely kissé intenzivebb, mint a a 225 nm-en mért minimum.
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C frakcio

T e
230 7 250

/ Hullamhossz (nm)

Molaris CD(mdeg)

12.d abra. A C frakci6 tavoli UV-CD spektrumai 20°C-on (——), 80°C-on ( ) és
visszahtitve 20°C-ra ( ). A spektrumok pozitiv maximuma 190 nm koriil van, dupla
minimum talalhaté 209 nm-en, amely kissé€ intenzivebb, mint a a 225 nm-en mért minimum.

Az SFA8 spektruma (12.e abra) megkodzelitden hasonld volt a tobbi vizsgalt

albuminéhoz — éles csucsot lathatunk 193 nm-nél és dupla minimumot azonos intenzitdssal

210 és 220 nm-nél.

Az A, B és C frakcio, valamint az SFA8 minimumai és maximumai nem valtoztak
sokat sem az intenzitds sem a hullamhosszak tekintetében a melegités és az ezt kovetd lehiités
hatasara. Mindamellett a spektrumok maximuma és a minimumai enyhén csokkentek 80°C-on
az A és a C frakci6, valamint az SFAS esetében, de hiitésre visszatértek az eredetihez nagyon

kozeli értékekhez, tehat szerkezeti stabilitasuk az LTP-énél nagyobb mértékiinek bizonyult.
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SFAS

Molaris CD(mdeg)
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12.e abra. Az SFA8 tavoli UV-CD spektrumok 20°C-on ( ), 80°C-on ( ) és
visszahiitve 20°C-ra (——). Eles csucs lathatd 193 nm-nél, valamint dupla, azonos intenzitast
minimum talalhaté 210 és 220 nm-nél.

Osszefoglalva, mind az &t vizsgalt fehérje mindegyike hdstabil volt, ahogyan az
varhaté a viszonylag nagyszamu diszulfid-kotés jelenléte miatt. (Az LTP, az Albl és Alb2
fehérje, valamint az SFA8 molekulanként 4 diszulfid-kotés kialakitasara képes.) Csak
elenyészd valtozds kovetkezett be a tilnyomodan a-hélixet tartalmazé masodlagos

szerkezetben a 80°C-ra torténd melegités hatasara.
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5.2.2. Differencialis pasztazé kalirometria (DSC)

Az LTP és az SFAS8 mellett parhuzamosan a ribonukledz A fehérjét is vizsgaltuk,
amelynek ismert az atalakulasi hdmérséklete (63,8 °C) (Stelea és mtsai., 2001), hogy lehetové
valjon a kiilonbozo pufferek esetleges hatdsainak Osszehasonlitdsa. A referenciaként hasznalt
ribonukleaz A fehérje kalorimetrias gorbéjén lathaté 63,8°C-nal egy cstcs, amely a
hétranziciot jelzi. Sem az LTP, sem az SFA8 grafikonjan nem taldlhatd hétranziciot indikélo
cstics 10°C-rol 120°C-ra torténd melegitésekor (13. abra), tehat a vizsgalt hdmérséklet-
tartomanyban denaturacidé nem tortént. Az A, B és C frakciok differencialis pasztazéd

kalorimetrias vizsgalatanak nem volt értelme a mintak kevert volta miatt.

Hoaram (mW)

T T T T T T T T T d
30 40 $0 60 70 30 90 100 110 120

Homérseéklet (*C)

13. abra. Az LTP és az SFAS8, valamint a referencia ribonukleaz A differencialis
pasztazo kalorimetrids grafikonja. Kék: LTP, piros: SFAS, zold: ribonukleaz A
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5.3. Hatarfeliileti vizsgalatok

5.3.1. Hatarfeliileti fesziiltség és dilatacios reoldgiai vizsgalatok

A fehérjék hatarfeliileten mutatott viselkedését eldszor reoldgiai moddszerekkel
vizsgaltuk. A fehérjék aminosav-Osszetételébdl és korabbi kutatasokbol kovetkeztettiink arra,
hogy a napraforgé tartalékfehérjéi kozott talalhatunk olyanokat, amelyek jo feliiletaktivitassal
jellemezhet6k. Mindemellett a fehérjeszerkezetben végbemend aprd valtozasok kovetésére is

kivalo eszkoz a hatarfeliileti reologia.

Vizsgalataink soran mértiik a fehérjeoldatok olaj/viz hatarfeliileten mutatott feliileti
fesziiltségét ot kiilonboz6 koncentracioban. A méréseket elvégeztiik kezeletlen valamint
elézéleg hokezelt fehérjéken is. A feliileti fesziiltség-méréseket addig folytattuk, amig

jelent6s valtozas észlelhetd volt a feliileti fesziiltség értékeiben, ez 15 percig tartott.

Az LTP fehérje volt a legkevésbé feliiletaktiv a vizsgalt fehérjék koziil, még a
legmagasabb alkalmazott koncentracioban (0,1 mg cm™) is 7 mN m™ feliileti fesziiltség
érteket idézett eld (14.a abra). Az A, B és a C frakciok egymashoz nagyon hasonld
feliiletaktivitasi értékeket mutattak 0,01 mg cm™ koncentracio folott. Alacsonyabb
koncentraciok mellett viszont Iényeges kiilonbségeket fedezhettiink fel. Az SFAS8
csokkentette a feliileti fesziiltséget a legnagyobb mértékben minden alkalmazott
koncentracioban — kivéve a 0,001 mg cm-t, ahol a B frakci6 alacsonyabb feliileti fesziiltséget

generalt.

A C frakcio és az LTP rendelkezett a legalacsonyabb, a B frakcid és az SFAS8 fehérje
pedig a legmagasabb feliileti aktivitassal.

Melegités hatasara mind az 6t fehérje esetén nétt a feliileti aktivitas az 0sszes vizsgalt
koncentracioban (14.b abra). Az LTP mutatta a legnagyobb mértékli valtozast melegités
hataséara: 0,1 mg cm™ koncentracié mellett 4 mN m™-rel csokkent a feliileti fesziiltség. Az
SFAS esetében ellenben ugyanebben a koncentracioban csupan 1,3 mN m™ feliileti fesziiltség-
csokkenést okozott a melegités a kezeletlen mintahoz képest. A legalacsonyabb
koncentracioban (0,001 mg cm'3) az SFAS kevésbé volt feliiletaktiv, mint az A, B és a C
frakciok. Magasabb koncentraciok (0,005 mg cm>-t61) mellett azonban az SFA8 bizonyult a
leginkabb feliiletaktiv fehérjének.
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Osszefoglalasul elmondhat6, hogy az 6sszes vizsgalt fehérje képes volt csdkkenteni az
olaj/viz hatarfeliilet fesziiltségét legalabb kozepes mértékben és legalabb viszonylag magas

koncentracié mellett (0,1 mg cm™).

Hatarfeliileti fesziltség (mNm)

0,001 0,01 01

Koncentracio (mg cm?)

14.a abra. Hatarfeliileti fesziiltség a koncentracio fliiggvényében nativ, azaz kezeletlen
mintakon. Az értékek mellett feltiintetve lathatok a hibasavok. Piros szinnel az LTP, kékkel az
A frakcid, zolddel a B frakcid, feketével a C frakcio, narancssargaval az SFA8 gorbéjét
tiintettiik fel.
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14.b abra. Hatarfeliileti fesziiltség a koncentracid fiiggvényében melegitett mintakon.
Az értékek mellett feltiintetve lathatok a hibasavok. Piros szinnel az LTP, kékkel az A frakcio,
zolddel a B frakcio, feketével a C frakcio, narancssargaval az SFA8 gorbéjét tiintettiik fel.
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5.3.2. Hatarfeliileti reologia

Annak érdekében, hogy meghatdrozhassuk a feliileti fesziiltség és a feliileti
koncentréci6 kiilonbségeit, amelyeket a mintak kiilonbozo feliileti aktivitasa eredményez, az
elasztikus modulust (¢) a feliileti nyomas fiiggvényben abrazoltuk az egész oldatra vonatkozo
koncentracio helyett. Osszehasonlitva az ot fehérje hatarfeliileti reolégiai tulajdonsagait (15.a
abra), elmondhatjuk, hogy az SFA8 képezte a leginkabb elasztikus filmet és e fehérjénél
novekedett az elasztikus modulus a hatarfeliileti nyomas fliggvényében a legnagyobb
mértékben. Az A ¢és a C frakciok hasonloan viselkedtek, azzal a kiilonbséggel, hogy
alacsonyabb elasztikus modulussal rendelkeznek. Az LTP ¢és a B frakcio esetén az elasztikus
modulus nem véltozott a hatarfeliileti nyomas novekedésével. A 15.b abran lathato, hogy
melegités hatdsara a gorbék a 15.a dbra gorbéihez képest egészen mas lefutasuak.
Kisérletiinkkel kimutattuk, hogy hokezelés hatasara megvaltozik a fehérjék feliileti nyomas

fiiggvényében mért feliileti elaszticitasa (15.a és 15.b abrak).

Az SFAS8 gorbéje alig valtozott melegités hatasara, kivéve az alacsony hatarfeliileti
nyomds mellett szdmitott elasztikus modulus értékeket. Az SFA8 fehérje kivételével a
fehérjék a maximalis elaszticitast (legmagasabb elasztikus modulus értéket) 20 mN m™
feliileti nyomas koriil mutattak. Az elasztikus modulus addig ndvekedett, amig a hatarfeliileti
nyomas elérte az adott fehérjére jellemzo értéket, amely utan az elasztikus modulus csokkenni
kezdett. Az LTP volt az a fehérje, amely a legalacsonyabb elaszticitast mutatta még magas

feliileti nyomasértékek mellett is.

A harom kevert frakcid esetén a melegités utan mért hatarfeliileti reologiai adatok
(15.b abra) a feliileti elaszticitas valtozasat tiikkrozik, annak ellenére, hogy nem volt CD-
spektroszkopiaval mérhetd valtozas a masodlagos fehérjeszerkezetben (4. tablazat), viszont a
reologia képes még a CD-spektroszkopiaval sem kimutathaté szerkezeti valtozasok
bizonyitasara. A leginkabb feliiletaktiv frakcio, a B frakcio esetén mértiik a legnagyobb
valtozast, amely magyarazhat6 lehet azzal, hogy a B frakcio6 feliiletaktiv 0sszetevdje nem a

legnagyobb mennyiségben jelenlévé komponense a kevert frakcionak.
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15.a abra. Az elasztikus modulus (¢) értéke az olaj/viz hatarfeliileti nyomas
fliggvényében nativ fehérjék esetén. Piros szinnel az LTP, kékkel az A frakcid, zolddel a B

frakcio, feketével a C frakcio, narancssargaval az SFA8 gorbéjét tiintettiik fel.
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15.b abra. Az elasztikus modulus (g) értéke az olaj/viz hatarfelilleti nyomas
fliggvényében hokezelt fehérjék esetén. Piros szinnel az LTP, kékkel az A frakcio, z6lddel a B

frakcio, feketével a C frakcio, narancssargaval az SFAS gorbéjét tiintettiik fel.
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5.3.3. Emulzioképzés

Napraforgd magbol izolalt és tisztitott 6t fehérje frakcid emulgedld tulajdonséagait
vizsgaltuk a fehérjék vizes oldata €s n-hexadekdn szonikéldsaval eldallitott emulziok

cseppmeérteinek ¢€s stabilitdsanak meghatarozéasaval.

Az LTP Aaltal képezett emulzid 2 napig is megorizte stabilitdsat (nem valt szét krémre
¢és szubfazisra), am cseppmérete viszonylag nagy volt (3,84 um) (16. abra és 5. tablazat),

ami nem utal j6 emulgeal6 képességre.

A harom kevert fehérje frakcio (A, B és C) nem képzett stabil emulzidkat. Az
emulziok két fazisra valtak szét, jelentds szabad olajréteg halmozodott fel az emulzidk
felszinén. Ez a réteg az emulgealt cseppek Osszeolvadasaval keletkezik (koaleszcencia, Id.
Fliggelék). Néhany nagy olajcsepp rogton az emulgealas utan észlelhetd volt, majd az emulzid
felszinén kiilonallo olajréteg jelent meg; jelezve, hogy a rendelkezésre all6 olajmennyiségnek
csak egy része emulgealodott a homogenizalasi folyamat soran. Az A frakcié nagy szamban
tartalmazott nagyon nagy cseppeket, amelyek til gyorsan 6sszeolvadtak ahhoz, hogy méretiik
mérhetd legyen az LS-230 részecskeméretezd késziiléken. Mindemellett az A frakcid
emulgeald képességének vizsgalatakor kaptunk igen kis méretii cseppeket (0,96 pm) (5.
tablazat), mely értéket a nagyméretli — ezért mérésre alkalmatlan — cseppek és pelyhek
emulziobdl tavozasa utan mértiink, azaz a cseppek méreteloszlasa nem a valdsagos atlagot
tikrozi (16. abra). Ezen a mintan a tobbihez viszonyitva nagyon révid id6 alatt megtortént az
olajréteg szeparacidja. Ez esetben a részecskék eloszlasa nem pontos mértéke a rendszer
tulajdonsdgainak, mert az igen nagyméretli cseppek til gyorsan koaguldltak ahhoz, hogy

mérhetdek legyenek.

Az SFA8 ezzel szemben figyelemreméltdéan kis atlagos atmérdjii cseppeket hozott
létre az emulzioban (1,43 um) (5. tablazat). Ezen feliil az SFA8 emulzidja legalabb 2 napig
stabil volt és a cseppek atmérdjében nem volt szignifikans valtozas. ElImondhat6 tehat, hogy
az SFAS fehérje kivalé emulgeald tulajdonsagokkal bir: kicsi cseppméretli emulziot képez,

amely hosszu ideig stabil marad.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a harom kevert frakcid nem képes emulziok
stabilizalasara, az LTP mérsékelten jo emulgeator, az SFA8 pedig kimagasldan jo emulgeald

tulajdonsagokkal bir.
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Térfogat %

Atmérd (pm)

16. abra. Az emulziok cseppjeinek atlagos térfogat/feliilet kozépatmérdje (mas néven
Sauter atmérd, D3 o, 1d. Fiiggelék): D3 ,. Piros szinnel az LTP, kékkel az A frakcio, zolddel a B
frakcio, feketével a C frakcio, narancssargaval az SFAS8 gorbéjét tiintettiik fel.

5. tablazat. Az emulziok cseppjeinek atlagos D3, méretei. A standard hibak (SE) zar6jelben
talalhatoak.

Fehérje D32 (um)

LTP 3,84 (0,040)
A frakcié 0,96 (0,042)
B frakcio 2,19 (0,104)
C frakcié 3,24 (0,532)
SFA8 1,43 (0,093)
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5.4. Az in vitro gasztro-intesztinalis emésztés

A fehérje-lipid kolesonhatas proteaz-rezisztenicara gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz
a tisztitott napraforgd fehérjéket FK (foszfatidil-kolin liposzomak) jelenlétében és hianyaban
is emésztettiik a gasztrointesztinalis emésztési modellben. Az emésztési elegybdl kiilonb6zé
idépontokban vett mintak fehérje Osszetételét SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel

vizsgaltuk.

5.4.1. Az LTP emésztése

5.4.1.1. Gasztralis fazis (1. fazis)

A gyomor kornyezetét imitdld modellben a gyomorban jelenlévd emésztéenzimmel, a
pepszinnel emésztettilk az LTP fehérjét 2 oran keresztiil, vizsgalva a FK hatdsat az emésztés

lefolyasara.

FK jelenlétében az LTP fehérje 8,4 kDa molekulatomegii sdvja alig vesztett
intenzitasabol a 2 oras gasztralis emésztés végére (17.b abra). Egy masodik, 5,5 kDa tomegili
sav megjelent viszonylag hamar, mar az emésztés 2. percében. Ennek intenzitasa
folyamatosan nétt a 2 6ras emésztési 1d6 alatt. FK hidnyaban ez az 5,5 kDa molekulatomegii
sav sokkal kisebb intenzitasu volt (17.a abra), amely arra utal, hogy az LTP fehérje pepszin-

rezisztencaja a FK hatasara fokozodott.
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17.a abra. Az LTP fehérje gasztralis emésztése FK hianyaban, SDS-PAGE gélen. A
nyil az 5,5 kDa méretli fragmentre mutat.
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17.b abra. Az LTP fehérje gasztralis emésztése FK jelenlétében, SDS-PAGE gélen. A
nyil az 5,5 kDa méretli fragmentre mutat.

5.4.1.2. Intesztinalis fazis (2. fazis)

A 2 6rds gasztralis emésztés utan az emésztési elegy pH-jat 6,5-re emeltiik, majd
tripszint és kimotripszint, valamint epesavak sdjat adtuk az elegyhez, szimuldlva ezzel a

vékonybél kornyezetét. A mintak egyik felét FK hidnyaban emésztettiik (17.c abra), maésik
feléhez FK-t adtunk (17.d abra).

FK hianydban az LTP fehérje meglehetésen stabil volt, csak kismértékii
denzitascsokkenést figyelhetiink meg 120 perces emésztés utan is. Az 5,5 kDa-0s fragment is
megmaradt a 2. fazis végéig. Tovabbi, nagy denzitisi savok tlintek fel azonban az
intesztinalis fazis 2. perce utan, melyek mérete 7 és 4,5 kDa volt. FK jelenlétében az LTP {6
sdvja (8,4 kDa) stabil volt. Az 5,5 kDa-os sav gyorsan lebomlott (kevesebb, mint 2 perc alatt).
A FK hianydban megjelend két sav (7 és 4,5 kDa méretiiek) FK jelenlétében is feltlintek,
azonban nagyobb denzitastiak és késObb nem emésztddtek, ahogyan az FK hidnyaban
megfigyelhetd volt. Tehat az LTP fehérje és legalabb két kisebb polipeptid FK jelenlétében

jobban ellenallt a 2. fazis emésztéenzimeinek, mint FK hianyaban.
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17.c abra. Az LTP fehérje intesztinalis emésztése FK hianyaban, SDS-PAGE gélen. A
nyilak a kovetkez6 méretli fragmentekre mutatnak: 1: 5,5 kDa, 2: 7 kDa, 3: 4,5 kDa.
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17.d abra. Az LTP fehérje intesztinalis emésztése FK jelenlétében, SDS-PAGE gélen.
A nyilak a kdvetkez6 méretii fragmentekre mutatnak: 1: 5,5 kDa, 2: 7 kDa, 3: 4,5 kDa.

Az LTP fehérje 8,4 kDa-os 6 savja és az 5,5 kDa-os fragment egyarant megjelenik
SDS-PAGE-en redukalt korilmények kozott (DTT kezelés mellett), mig nem redukalt
koriilmények kozott az 5,5 kDa-os fragmentbdl csak egy széles, elmosodott folt 1athato (17.e

abra). Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a f6 és a kisebb fragment még az emésztés

végén is diszulfid-hiddal kapcsolodik egyméshoz.
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17.e abra. Az LTP fehérje gasztralis emésztése FK hianyaban; SDS-PAGE gélen,
redukalt (R) és nem redukalt (N) kortiilmények kozott. A savok sorrendben 1: Molekulasuly
marker, 2: 0 perces, kiindulasi minta (R), 3: 0 perces, kiindulasi minta (N), 4: 2 perc (R), 5: 2
perc (N), 6: 4 perc (R), 7: 4 perc (N), 8: 8 perc (R), 9: 8 perc (N), 10: 16 perc (R), 11: 16 perc
(N), 12: Molekulasuly marker. A nyil az 5,5 kDa méretli fragmentre mutat.
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5.4.2. A napraforg6 2S albuminok harom kevert frakciojanak emésztése

5.4.2.1. Az A frakcio emésztése

5.4.2.1.1. Gasztralis fazis (1. fazis)

Az A frakcid fehérjéit lebontotta a pepszin, amint az a 18.a dbran lathat6. Mindegyik
sav intenzitasa csokkent az emésztés elérehaladtaval. A legkisebb mérhet6 sav (3,4 kDa)

eltiint az emésztés 16. percére. FK jelenléte nem befolyasolta az emésztés mintazatat (18.b
abra).
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18.a abra. Az A frakci6 gasztralis emésztése, FK hidnyaban; SDS-PAGE gélen. A
nyil a 3,4 kDa méretii fragmentre mutat.
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18.b abra. Az A frakcio gasztralis emésztése, FK jelenlétében; SDS-PAGE gélen. A
nyil a 3,4 kDa méretii fragment helyére mutat, amelyet a FK foltja elfed.
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5.4.2.1.2. Intesztinalis fazis (2. fazis)

A frakcio {6 savjai gyorsan, az intesztinalis enzimek hozzaadasa utan kevesebb, mint 2
perc alatt lebomlottak (18.c abra). A gasztralis fazis alatt végig lathato 4,0 kDa
molekulatomegli sav intenzitasa gyorsan novekedett az intesztinalis enzimek hozzdadasa utan,
majd fokozatosan lecsokkent az emésztés folyaman. FK hozzdadasa e 4,0 kDa

molekulatomegil és néhany masik sav fokozott stabilitast eredményezte (18.d abra).

1dé 0 2 4 8 16 30 60 90 120 perc.

18.c abra. Az A frakcid intesztinalis emésztése, FK hidnyaban; SDS-PAGE gélen. A
nyil a 4,0 kDa méretli fragmentre mutat. A nyil a 3,4 kDa méretli fragmentre mutat.
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18.d abra. Az A frakcid intesztinalis emésztése, FK jelenlétében; SDS-PAGE gélen.
A nyil a 4,0 kDa méretli fragment helyére mutat, amelyet a FK foltja elfed.
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5.4.2.2. A B frakcio emésztése

5.4.2.1.1. Gasztralis fazis (1. fazis)

A B frakci6 fehérjéi alig valtoztak a gasztralis emésztés soran. Csupan az a kiilonbség
¢észlelhetd, hogy a halvany, 5,3 kDa méretli sav eltlint az emésztés 16. percére FK hianyaban

(19.a abra), mig FK jelenléte mellett még a 30. percben is kimutathato (19.b abra).
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19.a dabra. A B frakci6 gasztralis emésztése, FK hianydban; SDS-PAGE gélen. A nyil
a 3,4 kDa méretli fragmentre mutat.
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19.b abra. A B frakci6 gasztralis emésztése, FK jelenlétében; SDS-PAGE gélen. A
nyil az 5,3 kDa méretli fragmentre mutat.
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5.4.2.1.2. Intesztinalis fazis (2. fazis)

A 19.c abran lathatd, hogy a savokat add fehérjéket nagyon gyorsan, 2 percen beliil
megemésztik az intesztinalis enzimek, viszont a tovabbi emésztés sokkal lassabban folyt. A
FK hozzédadasa lelassitotta az emésztés folyamatat, az enzimek hozzaadasa utan 8 perccel még
Uj savok jelentek meg (19.d abra). Egy tovabbi, 3,1 kDa méretii sav jelent meg a FK-mentes
emésztési elegyben, amely talan a FK-0s elegyben is jelen lehetett, csak a FK okozta folt a
gélen elfedhette a savot. A FK mérsékelt véddszerepet toltott be az emésztés soran, foként a

kisebb méretli polipeptidek proteaz-rezisztenciajat idézte eld.

21‘”m~ﬂm o e

L R R

1dé 0 2 4 8 16 30 60 90 120 perc

19.c dbra. A B frakcio intesztinalis emésztése, FK hianyaban; SDS-PAGE gélen. A
nyil az 3,1 kDa méretli fragmentre mutat.
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19.c abra. A B frakcio intesztinalis emésztése, FK jelenlétében; SDS-PAGE gélen A
nyil a 3,1 kDa méretli fragment helyére mutat, amelyet a FK foltja elfed.
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5.4.2.3. A C frakcio emésztése

5.4.2.1.1. Gasztralis fazis (1. fazis)

A C frakci6 fehérjéi FK jelenlétében egyértelmiien nagyobb rezisztenciat mutattak a
pepszinolizissel szemben. Az 5,7 kDa molekulatomegii fragment csak a 8. percig volt

kimutathaté FK nélkiil (20.a abra), FK jelenlétében azonban még a 30. percben is jelen volt
az emésztési elegyben (20.b abra).

20.a abra. A C frakcio gasztralis emésztése, FK hianyaban; SDS-PAGE gélen. A nyil
az 5,7 kDa méretli fragmentre mutat.
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20.b abra. A C frakcio gasztralis emésztése, FK jelenlétében; SDS-PAGE gélen. A
nyil az 5,7 kDa méretli fragmentre mutat.
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5.4.2.1.2. Intesztinalis fazis (2. fazis)

A gasztrélis fazis végére maradt fehérjék és polipeptidek hamar, 2 perc elteltével mar
degradalodtak az intesztinalis emésztéenzimek hatasara (20.c abra). Késobb mar csak a 10,0
kDa molekulatomegii sav intenzitasaban allt be valtozas, ) savok nem jelentek meg. A FK
jelenléte nem okozott észrevehetd valtozast a rezisztenciaban (20.d abra), kivéve egy kicsi,
3,9 kDa molekulatomegli fragmentet, amely csak a FK-mentes emésztés 2. percéig volt jelen
az emésztési elegyben. Azonban, ahogy a B frakcié esetén is, nem zarhat6 ki, hogy a

kisméretii polipeptid jelen volt a FK-0s elegyben is, de a FK okozta folt az SDS-PAGE-en
elfedte annak jelenlétét.

Idé 0 2 4 8 16 30 60 90 120 perc

20.c abra. A C frakci6 intesztinalis emésztése, FK hidnyaban; SDS-PAGE gélen. A
nyilak a kdvetkezé méretli fragmentekre mutatnak: 1: 10 kDa, 2: 3,9 kDa.
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20.d abra. A C frakcio intesztinalis emésztése, FK jelenlétében; SDS-PAGE gélen. A

nyilak a kovetkezé méretii fragmentekre mutatnak: 1: 10 kDa, 2: 3,9 kDa méretii fragment
helyére mutat.
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5.4.3. Az SFAS fehérje emésztése

5.4.3.1. A nativ SFAS8 fehérje emésztése

5.4.3.1.1. Gasztralis fazis

A nativ SFA8 fehérjét 90 perc alatt megemésztette a pepszin, ez id6 utdn nem volt
detektalhato fehérje az SDS-PAGE-en (21.a abra). Egy halvany, 5,0 kDa méretii sav hamar,
mar 2 perccel a pepszin SGF-hez adasa utdn megjelent. Ezt a savot csak redukalt
koriilmények kozott lehet detektalni a gélen, ami arra utal, hogy diszulfid-hiddal kapcsolodhat

mas polipeptidekhez. Mivel az Osszes fehérjét megemésztette a pepszin 90 perc alatt, az

intesztinalis fazis kivitelezése értelmét vesztette.

FK jelenlétében a kisebb fragmentek hosszabb ideig megfigyelhetdk a gélen (21.b
abra), tehat a FK gyenge védoéhatast gyakorolt az SFA8 fehérjére.
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21.a abra. A nativ SFA8 fehérje gasztralis emésztése, FK hidnyaban; SDS-PAGE
gélen. A nyil az 5,0 kDa méretli fragmentre mutat.
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21.b abra. A nativ SFAS fehérje gasztralis emésztése, FK jelenlétében; SDS-PAGE
gélen. A nyil az 5,0 kDa méretli fragmentre mutat.

5.4.3.2. Az emulgealt SFAS fehérje emésztése

A vizsgalt fehérjék kozil egyedil az SFA8 rendelkezik jo emulgeédlo

tulajdonsdgokkal, ezért e fehérjén tanulmanyoztuk az emulzifikdcid emészthetdségre
gyakorolt hatasat.

5.4.3.2.1. Gasztralis fazis

A nativ és az emulgealt SFAS8 fehérje dsszehasonlitasakor szembet{ind, hogy amig a
nativ fehérje 90 perc alatt teljesen degradalodott (21.a abra), az emulgealt fehérje csak
részlegesen bomlott le és a 2 oras emésztés végéig viszonylag stabil maradt (22.c abra). FK
jelenléte az emulgealt SFAS fehérjére is gyakorolt védohatast, csakligy, mint a nativ fehérjére

(21.b abra): a kisebb fragmentek tovabb megmaradtak az emésztés soran (22.d abra).
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22.c abra. Az emulgealt SFA8 fehérje gasztralis emésztése, FK hidnyaban; SDS-
PAGE gélen. (A gél aljan lathato foltok nem a FK jelenlétébol, hanem az emulzidképzéshez
hasznalt hexadekanbol szarmaznak.)
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22.d abra. Az emulgealt SFAS8 fehérje gasztralis emésztése, FK jelenlétében; SDS-
PAGE gélen.

5.4.3.2.2. Intesztinalis fazis
Az intesztinalis enzimek hozzdadasa nagymértékben atrendezte az emésztés mintazatat
az els6 két percben, ezutan azonban mar kevés valtozas tortént. Kivételt képez egy 4,8 kDa

méretil sav, amely FK hianyaban megjelent a 120 perces mintaban (22.e abra).

Az emulgealt SFAS stabilabb volt FK jelenlétében. Egy 3,8 kDa méretli sav csak FK

hianyaban és csak nativ SFAS8 esetén volt észlelhet6 (22.f abra).
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Osszefoglalva, az SFAS8 fehérje lassabban emésztédott, tehat ellenallobb volt a

protedzokkal szemben nativ allapotban, mint emulgealt formaban. Ezt a véd6hatast fokozta a
FK jelenléte.
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22.e abra. Az emulgealt SFAS8 fehérje intesztinalis emésztése, FK hianyaban; SDS-
PAGE gélen.
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22.f abra. Az emulgealt SFA8 fehérje intesztinalis emésztése, FK jelenlétében; SDS-
PAGE gélen.
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Az eredményeket 0sszefoglalva elmondhatd, hogy mind az 6t fehérjefrakcio fehérjéit
lebontottak a gyomor és a vékonybél emésztdenzimei egyarant. Az LTP erdsen ellenallt mind
a gasztralis, mind az intesztinalis enzimek hasitasanak, a harom kevert frakcid mérsékelten
rezisztens volt, az SFA8 fehérjét nativ allapotban pedig 90 perc alatt teljesen lebontotta a
pepszin. A FK jelenléte fokozta mind az o6t frakcid protedz rezisztencidjat. Az SFAS
emulgealt formaban sokkal magasabb rezisztencidt mutatott, mint nativan. A legerésebb

rezisztenciat akkor tapasztaltuk, amikor az emulgealt SFA8-hoz FK-t adtunk.

78



6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A fehérjék szerkezeti stabilitdsa és allergenicitdsa kozott szoros Osszefiiggés all fenn,

am a stabil szerkezet sem nem kizarolagos, sem nem elegend¢ feltétele az allergenicitasnak.

Az ¢lelmiszerek, koztik a napraforgd feldolgozasanak elengedhetetlen 1épése a
melegités, akar f6zés, akar siités vagy porkolés formajaban. Ezért vizsgaltuk a kutatas
alanyaul szolgalé o6t napraforgé-fehérje szerkezetében a hokezelésre bekovetkezd

valtozasokat.

A hatarfeliileti reologia pontos mutatdja a molekulaszerkezetben bekovetkezd apréd
valtozasoknak is. Kihasznalva ezt az elényét, vizsgaltuk az 6t napraforgd fehérje frakcio
feliileti fesziiltségének és a reologiai értékekeinek valtozasat melegités hatasara. Ezek mellett
kovettiik a masodlagos szerkezet atalakulasat tavoli UV-CD spektroszképiaval, amint a
mintakat 20°C-r6l 80°C-ra melegitettiik, majd visszahitottiik 20°C-ra. A hémérsékleti profil

valtozasaval jol kovethetd az egyes fehérjék térszerkezetének modosulasa.

Vizsgaltuk a fehérjék olajjal alkotott emulzidit is, hiszen szdmos étel emulzid
formdjaban tartalmazza a fehérjéket, emellett sok fehérjét kifejezetten emulziok

stabilizalasara hasznal az élelmiszeripar.

Az ételallergia kialakulasanak feltétele, hogy a kérdéses fehérje eljusson a
vékonybélen keresztil a véraramba megfeleléen intakt formaban vagy elég nagy
fragmentként, ellendllva az ételkészités soran alkalmazott hdkezelésnek, majd az
emésztOrendszer feliiletaktiv anyagai (pl. foszfolipidek, epesok) és protedzai tdmadasanak.
Ahhoz, hogy a fehérje bejusson a véraramba és ott szenzitizalni tudja a nyalkahartyahoz
asszocialt immunrendszert, 4t kell jutnia a bélnyalkahartyan. Ehhez sziikséges, hogy
kapcsolddni tudjon a bélnyalkahartya-sejtek membranjainak lipidjeihez, tehat e szempontbol

elényds, ha rendelkezik hidrofob feliilettel.

In vitro modellezett gasztro-intesztinalis modellben imitaltuk a gyomor-bél-rendszer
koriilményeit, pl. a kémhatast, az emésztéenzimeket, ionokat, epesdkatm perisztaltikat.
Vizsgaltuk, hogy milyen hatissal van a fehérjék emészthetdségére a lipidekkel kialakitott

kolcsOnhatas.

Az emulziok vizsgalatakor egyediil az SFAS8-at talaltuk jo emulgedtornak, ezért e

fehérjét emulgealt formaban is emésztettiik az in vitro modellben.
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6.1. Molekulaszerkezeti vizsgalatok

Téavoli UV-CD spektrofotometriaval bizonyitottuk, hogy az 0sszes, ¢ munka soran
vizsgalt fehérje szerkezetében jelentds aranyban volt a-hélix, amely Osszecseng a prolamin
szupercsaladra jellemzé magas a-hélix-arannyal (Shewry ¢és mtsai., 1995). Az A frakcio
(amely nagyrészben Alb2 fehérjét tartalmazott) masodlagos szerkezete 45%-ban a-hélixet
tartalmazott, amely hasonlit a brazil di6 alacsony kéntartalmu 2S albuminjara (Moreno ¢€s
mtsai., 2004). A B ¢és a C frakcidk masodlagos szerkezetében azonban csupéan 27% a-hélixet
talaltunk, amely inkdbb a brazil di6 és a szezdm magas metionin-tartalma 2S albuminjaira
hasonlit (Moreno ¢és mtsai., 2004; Moreno ¢és mitsai., 2005). Az SFA8 madsodlagos
térszerketében az o-hélix aranyat 35%-nak taldltuk, amely megegyezik kordbbi mérések
eredményeivel (Pandya és mitsai.,, 1999). Mind az Albl és az Alb2 fehérjét tartalmazd
frakciokat, valamint az SFA8-at hokezeléssel szemben rezisztensnek talaltuk: csupan csekély
valtozasok é&lltak be konfirmacidjukban a hdkezelés hatdsdra. Ezek az eredmények
egybevagnak az SFAS8 (Pandya és mtsai., 1999) és a napin (Pandya és mtsai., 1999) korabbi
héstabilitas-vizsgalatainak eredményeivel. A napin egy repcébdl (Brassica napus) izolalt 2S
albumin, amely az SFA8-cal kozeli rokonsagban all, igy a 3D szerkezete is nagyon hasonlit az
SFAS fehérjéére (Pantoja-Uceda és mtsai., 2002).

Az LTP szintén stabil volt hokezelés mellett is, viszont amikor 20°C-ra visszahtitottiik,
akkor szerkezetében valtozasok alltak be. Ez arra utal, hogy az LTP térbeli konformacioja
megvaltozott a hdkezelés hatasara, annak ellenére, hogy a nativ allapothoz hasonlo a-hélix és
B-redd szerkezet nagyobb része valoszinlileg megmaradt. A bekdvetkezd valtozasok mértéke
fligg a hdhatds idOtartamatol és mértékétdl egyarant. Ezt tdmasztja ald Sancho és
munkatarsainak (2005) kisérlete is, melyben almabol (Malus domestica) LTP fehérjét
melegitettek in situ (a jelen tanulméanyban alkalmazott modszerrel és miszerrel) és azt
tapasztaltdk, hogy az LTP fehérje kis mértékben kihajtogatdodik magasabb hdmérsékleten,
talaltak fontosabb szerkezeti valtozasokat a 20 és 90°C kozotti hdmérséklet-tartomanyban
(Lindorff-Larsen és Winther, 2001). Hosszantarto (>1 6ra) h6kezelés viszont megvaltoztatta a
az Oszibarackbdl izolalt LTP elvesztette stabilitdsdt 95°C-os hdkezelés hatdsara pH 3-as

kozegben.
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A napraforgobdl izolalt LTP tulajdonsagai az igen stabil buza és alma LTP és a labilisabb
sz6l6 LTP kozotti atmenetet képezik. A hdkezelés ciklusa egy masik tényezd, amelyet szintén
figyelembe kell venniink, amikor latszolag kiilonb6zé hdstabilitast LTP fehérjéket
hasonlitunk 0ssze. A jelen munkaban alkalmazott, viszonylag hossza hiitési ciklus nagyobb
valtozasokat okoz a masodlagos szerkezetben, amint azt az UV-CD kisérletek eredményei
mutatjak. Ezek az eredmények konzisztensek a prolamin fehérjeszupercsalad szamos mas
tagjan végzett megfigyelésekkel, ahol az intermolekularis diszulfid-hidak jelenlétének
tulajdonitottak a fehérjék magas stabilitdsat (Monsalve és mtsai., 2004; Sancho és mitsai.,

2005; Lindorff-Larsen és Winther, 2001).

Differencialis pasztazo kalorimetrids vizsgalatok soran bizonyitottuk, hogy még
120°C-ra torténd melegités hatasara sem denaturdlodik sem az LTP, sem az SFAS8 fehérje.
Parhuzamosan a ribonukledz A fehérjét is vizsgaltuk, amelynek ismert a tranzicios
hémérséklete (Id. Fliggelék) (Stelea és mtsai.,, 2001), hogy lehetové valjon a kiilonbdzo
pufferek esetleges hatasainak 0sszehasonlitasa. Semmilyen valtozast nem detektaltunk sem az
LTP, sem az SFAS8 fehérje esetében, tehat denaturacio a vizsgalt 10-120°C-os hdmérséklet-
tartoményban nem tortént. Nem meglepd e nagymértékli stabilitds, hiszen az SFA8-¢hoz
nagyon hasonlé szerkezetli, vele rokonsagot mutatdé napinnak, a repce 2S albuminjanak
tranzicios homérseklete is 100°C f6l6tt van pH 6 kémhatas mellett (Barciszewski €és mtsai.,

2000).

6.2. Hatarfeliileti vizsgalatok

Az e munka soran alkalmazott hdkezeléseket gyakorta alkalmazzak fehérjék
hatéarfeliileti és emulgeald tulajdonsidgainak modositdsa érdekében. Hasonld valtozasok
varhatoak az ételkészitési folyamatok soran bekdvetkezd hohatasok kovetkezményekent.
Ezért tanulmédnyoztuk a hokezelés hatasat a napraforgo tartalékfehérjék ot frakciojara. Bar
szamos faktor jatszik szerepet egy fehérje hatarfeliileti tulajdonségainak kialakitasaban, mégis
e tulajdonsdgok nagymértékben fiiggenek attdl, képes-e a fehérje adszorbedlodni a fazisok
kozott 1étrejovoé hatarfeliilethez ¢és ennélfogva csokkenteni az ott kialakuld feliileti
fesziiltséget. Az adszorpciora vald képességet leginkdbb a feliileti hidrofobicitds ¢és
molekularis flexibilitds kombindcidja hatdrozza meg. Tehat egy olyan fehérje, amely nagyobb
feliileti hidrofobicitassal rendelkezik, valdszinli, hogy nagyobb feliiletaktivitast is mutat.

Megjegyzendd azonban, hogy a feliiletaktivitasnak és az aggregacionak egyensulyban kell
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lennie. Aggregécio akkor kdvetkezik be a fehérjék kozott, amikor a fehérjemolekulak felszine
tulsdgosan hidrofob. Ekkor hidrofob kolcsonhatas révén vonzzak egymast és aggregatumok
alakulnak ki. A fazisk6zi nyomas €s reologia igen érzékeny a fehérjemolekuldk szerkezetében
bekovetkezd aprd valtozasokra (Gao €és mtsai., 2008), ezt tapasztaltuk mi is a vizsgalatok

soran.

Az LTP fehérjének volt a legrovidebb retencids ideje az RP-HPLC elvalasztas soran,
amely indikalja a vizsgalt fehérjék kozotti legalacsonyabb feliileti hidrofobicitast, és ez a
fehérje mutatta a legalacsonyabb feliiletaktivitasi értékeket. Ugyancsak az LTP alkotta a
legkevésbé elasztikus filmet és ennek eredményeképpen e fehérje mutatta a leggyengébb
emulgeald képességet. Az LTP fehérje mésodlagos szerkezetében a melegités-hiités hatasara
csokkent az a-hélix aranya, mig a B-redd és a B-kanyar elemek aranya novekedett és a fehérje
ra. E masodlagos szerkezetbeli valtozasokat tiikkrozi az LTP megnovekedett feliileti aktivitdsa,
amelyet a fazishatari fesziiltségméresek eredményei €s a fazishataron létrejott film a nativ
fehérjénél mértnél is alacsonyabb elasztikus modulusa jeleznek. Luckett és mtsai. 2001-ben
szintén bizonyitottdk az LTP-ben az a-hélix aranyanak hoékezelés hatasara bekovetkezd

csOkkenését.

A fentiekkel egybecsengéen az SFA8 — mint a kromatografias elvalasztas soran
leghosszabb retencids idOvel jellemezhetd fehérje — bizonyult a leginkabb feliiletaktivnak a
vizsgaltak koziil. Az SFAS8 képezte a legmagasabb elasztikus modulussal (¢) jellemezhetd
feltileti filmet a vizsgalt fehérjek koziil, amely jelzi azt is, hogy ennek a fehérjének volt a
legmagasabb a feliileti denzitds értéke. Szintén az SFA8 emulgeédlasaval sikeriilt 1étrehozni a
legstabilabb ¢és egyben a legkisebb cseppméreti emulzidokat. A hdokezelés hatasara
bekovetkezé igen csekély szerkezeti valtozdsok — amelyeket tavoli UV-CD
spektrofotometridval —egyértelmiien bizonyitottunk — konzisztensek a  kismértéki
feliiletaktivitas-novekedéssel, valamint azzal, hogy a hdkezelt fehérje és a nativ fehérje altal

alkotott fehérjefilmek elasztikus modulusai szinte megegyeznek.

Az A, B és C frakciok — melyek foként az Albl és Alb2 fehérjéket tartalmazzak mas
polipeptidek mellett — feliileti aktivitasa az LTP és az SFAS fehérjék értékei kozott mozogtak.
A hdkezelés csokkentette mindharom frakcio feliileti aktivitdsat. A B frakcid viselkedése
eltért a tobbi frakcidétol. A B frakcid elasztikus modulusanak értéke allando maradt,
fiiggetleniil a feliileti fesziiltség értékétdl, akarcsak az LTP esetében. Ebbdl arra

kovetkeztethetiink, hogy a molekula rigiditdsa nem tette lehetdvé intra- és intermolekularis
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kolesonhatasok kialakuldsat, még akkor sem, amikor a feliileti koncentracié magas volt.
Mindharom frakcio (A, B és C) esetén megndtt az elasztikus modulus értéke, ahogy a
fazisk6zi nyomas értéke emelkedett. Egy bizonyos kiiszobérték folott azonban az elasztikus
modulus csokkent — ez az érték egyenld a fazishatari koncentracié maximumaval —, amely
jelzi, hogy a fazishataron kialakult film nem képes tovabb elviselni az Osszenyomadst, e

koncentracid mellett mar 6sszeomlik.

6.3. Emulzioképzés

Az LTP a fentiek — és korabbi irodalmi adatok (Burnett® és mtsai., 2001) — alapjan
mérsékelten feliiletaktiv fehérje, noha nem képes emulzidt stabilizdlni a koaleszcencia
megelézésével olyan mértékben, mint az SFAS. Ennek oka az SFA8 fehérjééhez képest
gyenge viszkoelasztikus film képzésében rejlik. Mig az SFAS8 adszorbealodik a fazishatarhoz,
az LTP kizarodik a fazishatarrél, ahogyan azt Guéguen és mtsai. (1996) bizonyitottak.
Tapasztalataikkal egybevagnak az itt bemutatott eredmények is. Az SFA8 fehérje
felépitésében rendkiviil magas aranyban vesznek részt hidrofob aminosavak, sokkal nagyobb
aranyban, mint az LTP-ében, melynek kdvetkezménye az erdsebb elasztikus film kialakulésa
a hatarfeliileten. Az SFA8 aminosavainak eloszlasa €s klaszterbe rendezddése magyarazatot
ad a kiemelked6en magas feliiletaktivitasra, beleértve a kivalé emulgealdo képességet is
(Pantoja-Uceda és mtsai., 2004). A hidrofob aminosavak az SFA8 molekula felszinén ugyanis
négy hidrofob foltot eredményezve csoportosulnak, amelyek koziil a legnagyobb, a negyedik
tartalmazza a fehérje egyetlen triptofanjat, a Trp76-ot (Pantoja-Uceda és mtsai., 2004). A
Trp76 vizes kozegben az olajfeliilethez torténd adszorpcid miatt bekdvetkezd Ujratekeredés
(refolding) sordn a fehérjemolekula felszinére keriil és az olajfazisba meriil, eldsegitve ezzel
az SFAS8 fehérje adszorpcidjat az olajcsepphez és erdsitve a kolcsonhatast a fazishataron
(Burnett® és mtsai., 2002). A Trp76 indolcsoportjat hidrofob aminosavak veszik koriil —
beleértve négy metionint is —, koronat alkotva a Trp76 koriil (Pantoja-Uceda és mtsai., 2004)

(5. abra).

A héarom vizsgalt albumin frakcid kozil egyik sem volt képes emulzid stabilizalasara.
Mind az A, a B és a C frakcié gyenge feliiletaktivitasi értékeket mutatott és alacsony
elasztikus modulussal jellemezhetd filmet hozott létre a hatarfeliileten. Meglepd azonban,
hogy a frakciok (A, B és C) esetén gyengébb emulgeald tulajdonsédgokat talaltunk, mint az

LTP esetén. Valoszinlileg az allhat a jelenség hatterében, hogy a frakciok aggregécids szintje
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enyhén megemelkedett az emulgealds hatdsara a magas koncentracié mellett (2 mg cm™ az
emulzioban). A frakciok feliiletaktivitisa majdnem elérte az LTP értékeit a legmagasabb
alkalmazott koncentracio mellett (0,1 mg cm'g). Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az LTP jo, az SFAS8 pedig kivaldé emulgeator, mig a harom frakcio elegyei
nem tartalmaznak elegendd feliiletaktiv fehérjét ahhoz, hogy stabil emulziokat alkossanak
azonos koriilmények kozott. Korabban Burnett® és mtsai. (2002) azt talaltik, hogy az LTP
nem képes emulziokat stabilizalni, az Un. ,teljes 2S albumin frakcid” (amely magaba foglalja
az albuminok mellett az LTP-t is) esetében viszont mérsékelt feliiletaktivitast tapasztaltak. A
kiilonbség Burnett® és mtsai. (2002) tanulmanyanak és a jelen munka eredményei kozott a
kiilonboz6 napraforgofajtdk eltérd SFAS8-tartalmdban kereshetd. Az emlitett munkaban
Alphasol hibrid fajtabol tisztitottdk a teljes albumin frakciot, amely nagyobb aranyban
tartalmaz SFA8-at (Burnett® és mtsai., 2002), mint a PR A381 hibrid fajta, amelybdl a jelen
kisérletek soran tisztitottuk az SFAS8-at — az RP-HPLC kromatogrammok alapjan
osszehasonlitva, 10. dbra és Burnett® és mtsai. (2002) cikkében kozolt kromatogrammal.
Noha a napraforgd 2S albuminokat magas polimorfizmus jellemzi (Anisimova és mtsai.,
2002), Guéguen ¢és mtsai. (1996) bizonyitottdk, hogy nincs eltérés a kiillonbozd fehérje-

Osszetételll vonalak emulgeal6 tulajdonsagai kozott.

6.4. In vitro gasztrointesztinalis emészthetdség

A proteolizissel szembeni rezisztencia jellemz6 szamos ételallergén fehérjére, amelyek
szisztemikus reakciot valtanak ki. Az allergenicitas elengedhetetlen feltétele, hogy az allergén
fehérje elérje a bél nyalkahartydjat megfeleld szerkezeti épségben vagy elég nagy fragment
formdjaban. Az ételallergéneknek tehat képesnek kell lenniiik atvészelni a f6zés sordn eléalld
magas hOmérsékletet, a gyomorban kialakuldé igen alacsony kémhatast, a gyomor és a

kozépbél protedzainak hidrolizisét, valamint a FK-hoz és az epesokhoz torténd kotddést.

Kisérleteink sordn bizonyitottuk, hogy az emésztdenzimek lebontottdk a napraforgd
LTP-t, a harom 2S albumin frakciot és az SFA8-at, kiilonbdz6 mértékben. Az LTP esetében
magas rezisztenciat tapasztaltunk mind a gasztralis, mind a intesztinalis enzimekkel szemben,
amelyet a FK hozzaadasa tovabb fokozott. A {6 polipeptidlancot €s az emésztett fragmenteket
tovabbra is diszulfid-kotések tartottdk Ossze. Ez egy igen stabil komplexet eredményezett,

amelynek mérete az emésztetlen, nativ fehérje méretéhez igen kozel all.
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A kiilonboz0 fajokbol izolalt LTP fehérjék mind nagy stabilitast mutattak (a teljesség
igénye nélkiil), pl. az 6szibarack LTP-je (Wijesinha-Bettoni és mtsai., 2010), a mustarbol
szarmazo6 LTP (Sirvent és mtsai., 2012), az alméabol izolalt LTP (Sancho €s mtsai., 2005), az
arpaban (Lindorff-Larsen és Winther, 2001; Wijesinha-Bettoni és mtsai., 2010), valamint a
sz6ldben talalhato LTP (Vassilopoulou és mtsai., 2006) csakugy, mint a kiviben 1évé LTP
(Bernardi ¢és mtsai., 2011). A napraforgd LTP esetén szintén nagy stabilitast talaltunk a
szimulalt gasztralis emésztéssel szemben ¢ munka soran, noha kisebbet, mint Vassilopoulou
¢s mtsai. tapasztaltak (2006) szO6l6bdl izolalt LTP esetén. Az LTP rezisztens a hokezeléssel,
proteolizissel, extrém pH-valtozasokkal szemben is (van Ree, 2002). E magas stabilitas
egybecseng azzal a ténnyel, hogy sok kiilonboz6 fajbol izolalt LTP valt ki allergias reakciot
(Asero és mtsai., 2000; Sancho és mtsai., 2005). Néhany LTP még az egész emésztdrendszer
viszontagsagait is taléli teljes IgE-reaktiv formaban, amely képes hizosejteket triggerelni az
epitélialis sejtréteg szomszédsagaban (Asero és mtsai., 2000). llyenek példaul a Rosaceae
csalad gyiimolcseiben talalhato LTP-k (Sanchez-Monge és mitsai., 1999). A szerkezeti
stabilitdson kiviil az LTP fehérjékben megtaldlhatd kozds szekvenciamotivum és szamos
szerkezeti hasonlosag, amelyek szintén klinikai keresztreakciokat eredményeznek (Pastorello®

és mtsai., 2001).

A FK az LTP-k természetes liganduma, amely csekély védOhatast mutatott a fehérjék
proteolizise soran vizsgéalatainkban. Ez valosziniisithetéen a FK fehérjéhez torténd kotésének
s ezéltal a molekularis flexibilitas csokkenésének kovetkezménye lehet (Wijesinha-Bettoni és
mtsai., 2010), amely képes a fehérje allergén tulajdonsagainak megvaltoztatasara (Breitender
és Mills, 2005). Vassilopoulou és mtsai. (2006) szintén tapasztaltdk a FK sz616bdl kivont
LTP-re gyakorolt védohatasat, valamint amikor a buza LTP-je lipidet kot, extrém nagy

rezisztencia tapasztalhato (Marion és mtsai., 2004).

A héarom 28 albumin frakci6 kiilonbozott emészthetdségiik tekintetében. Az A frakciot
gyorsan megemésztette a pepszin. A FK nem gyakorolt észlelhetd hatdst az A frakcio
emészthetdségére, bar a fennmaradod fragmentek emészthetdségét csokkentette az intesztinalis
fazisban. A B frakcio esetén viszont egyértelmii védelmet nyujtott a FK az elsd fazisban és
csOkkentette az emésztés sebességét a masodik fazisban. A C frakcid esetében a FK erdteljes
védohatast gyakorolt a gasztralis fazisban, viszont az intesztinalis fazisban nem tapasztaltuk

ezt.

Ezen 6t fehérjefrakcio koziil egyediil az SFAS8 bizonyult kivalé emulgeatornak, ezért

az SFA8 emészthetdségét mind nativ, mind emulgealt formaban vizsgaltuk. A pepszin nativ
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formaban 90 perc alatt megemésztette az SFA8-at, mely utan nem talaltunk fragmentet az
SDS-gélen. Emulgealt formdban azonban az SFA8 sokkal nagyobb rezisztencidt mutatott a
pepszinolizissel szemben. Az intesztinalis fazisban az emésztés tulnyomo része lezajlott az
els6 két percben, amely utan mar csak csekély mértékii valtozast tapasztaltunk. A FK
védohatast fejtett ki mind a nativ, mind az emulgeédlt SFA8 esetében, mindkét emésztési

fazisban.

A pepszin hidrolizisével szembeni rezisztenciat mar tobb fajbol izolalt 2S albuminok
esetén is leirtak, tobbek kozott pl. foldimogyord (Vissers €s mtsai., 2011), mustar (Sirvent és
mtsai., 2012), brazil di6 (Murtagh és mtsai., 2003; Moreno és mtsai., 2005), szezdm (Orruno
¢s Morgan, 2011; Pastorello” és mtsai., 2001) és napraforgd (Murtagh és mtsai., 2003) esetén.
Sem a rekombindns SFAS, sem a brazil di6 dominans 2S albuminja nem denaturalodott még
95°C-on sem, valamint mindkét fehérje nagyrészt visszanyerte eredeti szerkezetét hiités utan

(Murtagh és mtsai., 2002).

Ahogyan az LTP-ket, a 2S albuminokat is nagyfok proteolizissel szembeni
rezisztencia jellemzi (Murtagh és mtsai., 2003). E fehérjék diszulfid-kotésekkel stabilizalt,
kompakt 3D szerkezetiiknek koszonhetden magas hdhatas mellett sem denaturdlédnak
(Pantoja és mtsai., 2002; Vissers és mtsai., 2011). Az emulgealas is okozhat valtozasokat a
mésodlagos fehérjeszerkezetben (Burnett® és mtsai., 2002). Ez magyarazhatja, miért
talalhattunk magasabb foku proteolizissel szembeni rezisztenciat az SFA8 emulgealt forméja
esetében, mint a nativ forma esetében. Megjegyzendé azonban, hogy a -laktoglubulin és a -
kazein esetében a hatarfeliilethez torténd adszorpcio e fehérjéket fokozottabban fogékonnya

tette a pepszin-emésztésre (Macierzanka és mtsai., 2009).

A vékonybél kornyezetének imitalasahoz megndveltiik a pH-t 2,5-r61 6,5-re, valamint
hasnyalmirigy-keveréket (amely lipazt, kolipazt és epesokat tartalmaz) adtunk az emésztési
elegyhez, ennek eredményeképpen megvaltozott a fehérjék enzimek (tripszin és kimotripszin)
altali hozzaférhetosége. Ezen feliil az epesok hozzaadasa az adszorbealt fehérjék 90%-at
(Burnett” és mtsai., 2002). A reszolubilizacié megsziinteti a hatarfeliilethez k6t6dés nyujtotta
védelmet, kitéve ezzel a fehérjéket a proteazok tamadasanak. Valoszinlileg a deszorbealt
fehérjék denaturalodnak és a vékonybélben talalhaté feliiletaktiv anyagokhoz koétédnek, e

folyamatok tovabbi valtozasokat idéznek el az emészthetdségiikben.
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Korabban mar bizonyitottak, hogy az SFAS8 kotédik az IgE-hez in vitro (Kelly és
Hefle, 2000; Kean és mtsai., 2006), noha a napraforgd 2S albuminjai altal kivaltott allergia
viszonylag ritka a tobbi ételallergiahoz viszonyitva. Ennek hatterében valoszinlileg az all,
hogy a napraforgoémag sokkal kevésbé elterjedt étel, mint a tobbi ételallergén. A napraforgo-
allergia viszonylagos ritkasaga arra is enged kovetkeztetni, hogy az allergén stabilitdsa csupan
egyetlen tényezé a szamos koziil, amely szerepet jatszik egy bizonyos fehérje és az egyén

kozott kialakulo reakcioban, amely végiil allergiahoz vezethet (Murtagh és mtsai., 2003).

Mas ételallergén fehérjék, pl. a gabona inhibitor csalad és a gyiimolcs LTP-k szintén
képesek lipidekkel asszocialodni (Asero és mtsai., 2000). A gabona inhibitor fehérjecsalad
tagjait altalaban 1égzdszervi allergidval hozzak kapcsolatba — pl. a pékasztma vagy mas néven
lisztasztma —, am e fehérjecsalad tagjait azonositottak mar oralisan szenzitizal6 allergénként
is, pl. a buzaallergia esetén (James és mtsai., 1997). A blza a-amildz inhibitor alegysége, a
CM3 szintén képes lipidekkel kdlcsonhatasba 1épni (Gilbert és mtsai., 2003). A lipidekkel
Osszekapcsolodott  fehérjék talan védettséget élvezhetnek a vékonybél proteolitikus
kornyezetében, ezen felil azt is kimutattdk, hogy azok a fehérj¢k, amelyek
lipidkettosrétegekkel (bilayerekkel) Osszekapcsolodtak, stabilabbak maradtak hdkezelés
mellett is (Taneva és mtsai., 2000). A lipidekhez torténd kotddés eldsegitheti egy allergén
2S albuminok esetén feltételezték (Onaderra és mtsai., 1994), vagy lipidcseppekhez torténd
ko-adszorpcié révén. Mindezek mellett megemlitendd, hogy a szubsztrat bizonyos mértéki
felxibilitasa is sziikséges ahhoz, hogy a pepszin képes legyen megemészteni, tehat az SFAS
négy diszulfidkdtése altal kialakitott nagyfoku szerkezeti stabilitds is hozzéjarul ahhoz, hogy e

fehérje gyenge szubsztratja csupan a pepszinnek (Breitender és Mills, 2005).

Az emulgedlds hatdsa és a FK jelenléte a fentiek miatt tehat feltétleniil figyelembe
veendd, amikor modellezziik a gasztro-intesztinalis traktusban folyd emésztését, hiszen a FK
a gyomorban ¢és a vékonybélben in vivo megtalalhatd, valamint a fehérjék emulgealt formaban

is jelen lehetnek az ételekben.

Korabban Astwood és mtsai. (1996) felvetették, hogy a fehérjék pepszin altali
emésztés elleni rezisztencidja lehetne potencialis markere a fehérje allergenicitdsanak. A
fehérje emészthetdsége — nem csupan a pepszin elleni rezisztenciaban mérve, hanem
szamitasba véve a tripszin és a kimotripszin hatdsat is — alkalmazhat6 kritérium lehetne 1j
fehérjék allergenicitasanak becslésénél. Noha a kutatasaink soran hasznalt in vitro

emésztérendszer-modell nélkiilozi az in vivo rendszer komplexitasat, eredményeink tisztan
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mutatjdk a gasztro-intesztinalis kornyezet tobbfazisos jellegének fontossagat a fehérjék

allergenicitasanak becslése soran.

Osszefoglalva, bar a napraforgé ,.teljes 2S albumin frakcioja”, amely magaba foglalja
az LTP-t is, hasznalhato lehet emulgeatorként jo feliiletaktiv tulajdonsagai miatt. Feltétlentil
szamba kell venni azonban a frakciot alkotd fehérjék allergenicitdsat, amennyiben

ételemulziok stabilizalasara szanjak e fehérjéket.

6.5. Az eredmények osszefoglalasa

1. A kisérletek soran azt talaltuk, hogy a napraforgd vizsgélt tartalékfehérjéi koziil a
2S albuminok molekulaszerkezetében hdkezelés hatasara csupan csekély valtozasok
kovetkeztek be, szerkezetiik stabil maradt. Az LTP szerkezete szintén stabil volt, igen kevéssé

valtozott meg hdhatasra, am a hokezelés utdn nem nyerte vissza tokéletesen eredeti

crer

2. A napraforgo tartalékfehérjék ot vizsgalt frakciojanak olaj/viz fazishatdron mért
feliiletaktivitasat befolydsolta az alkalmazott hdkezelés, amely az LTP esetében
nagymértékben, a kevert frakciok (A, B és C, amelyek az Albl és Alb2 fehérjét tartalmaztak)
¢s az SFAS esetében pedig kisebb mértékben novelte a fehérjek feliiletaktivitasat. Kisérleteink
alapjan elmondhatd, hogy egyediil az SFA8 mutatott kimagaslo feliiletaktivitast, az LTP és a
harom kevert frakci6 (A, B és C) esetén gyengébb hatarfeliileti tulajdonsdgokat talaltunk.

3. A kevert 2S albumin frakciok egyaltalan nem, mig az LTP mérsékelten képes volt
emulzi6 stabilizalasara. Stabil emulzio képzésére a vizsgalt fehérjék koziil egyediil az SFAS
volt képes, ez viszont kimagasléoan jo tulajdonsdgokkal (kis cseppméret, hosszii idejii

stabilitas) jellemezhetd emulziot hozott létre.

4. Vizsgaltuk a fehérjék proteolizissel szembeni rezisztenciajat in vitro emésztési
modellben. A fiziologias emésztés két fazisat imitaltuk: a gyomorban végbemend gasztralis
fazist (1. fazis) és az ezt kovetd, bélben folyd intesztinalis fazist (2. fazis). Az in vitro

emésztés soran azt talaltuk,

4.1. hogy a napraforgo itt vizsgalt dsszes fehérjéje (az LTP és a 2S albuminok

egyarant) emésztodik a mesterséges gyomor-bél-modellben;

4.2. hogy az LTP ¢és a 2S albuminok egyardnt megtartjdk szerkezeti

integritdsukat, akkor is, miutdn protedzok hasitottdk Oket, mert a hasitott
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fragmenteket diszulfid-kotések tartjadk egyben a gasztro-intesztindlis emésztés
folyaman. A fragmentek feltételezhetden képesek eljutni a vékonybélbe, atjutnak

annak falan és a vérbe keriilve allergias reakciot valthatnak Ki.

5. A foszfatidil-kolin (FK) védéhatast gyakorolt mind a gasztralis, mind az
intesztinalis emésztéssel szemben a napraforgd LTP-jére és 2S albuminjaira egyarant: a kevert

Albl és Alb2 frakcidkra, valamint a tiszta SFA8-ra.

6. Az emulgealas tovabbi, fokozottabb védelmet nyujtott az SFA8 szamara a
proteolizissel szemben. (A vizsgalt fehérjék koziil egyediil az SFAS fehérje képes emulzidkat

stabilizalni megfeleld mértékben.)

7. A védelem akkor volt a leghatékonyabb, amikor a fehérje emulgealt forméaban volt
jelen és ehhez az elegyhez adtuk a FK-t. Ebbdl kovetkeztethetlink arra, hogy a lipid-fehérje

kolesonhatés és az emulgedlas egyarant képes megvaltoztatni egy fehérje allergenicitdsat.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy feltétleniil figyelembe kell venni uj fehérjék
allergenicitdsanak becslésekor a pepszin mellett a tripszin és a kimotripszin hatasat is;

valamint a gyomor-bél-rendszer tobbfazisos jellegét és a lipid-fehérje kdlcsonhatasokat.

i-il) A négy vizsgalt fehérje, amely a napraforgé tartalékfehérjék tn. ,teljes 2S
albumin frakciéjat” alkotja, valoban jo feliiletaktivitassal rendelkezik, amelyet a

hokezelés tovabb javit.

iii) Allergén jellegiik miatt azonban felhasznalasukat ételemulziok stabilizalasara

fontolora kell venni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A napraforgd magva nagy mennyiségben tartalmaz olajakat és fehérjéket, amelyek
kozott néhany kivald emulgedlo tulajdonsagai miatt alkalmas ételemulziok stabilizalasara. A
napraforg6 tartalékfehérjéi koziil néhany azonban allergénnek bizonyult. Az ételkészités és az
emésztés alatt bekovetkezd hohatés illetve emulgealas soran modosulhatnak a fehérjék egyes
tulajdonsagai s ezen keresztiil allergenicitasuk is. A fehérje-emulzidk gasztro-intesztinalis
(gyomor-bél-rendszeri) feldolgozasanak, lebontasanak jobb megértése hozzasegithet kevésbé

allergén ételkészitmények eldallitasahoz.

Munkank soran vizsgélatuk a napraforg6 tartalékfehérjék koziil az LTP és az SFAS,
valamint az Albl és Alb2 fehérjék harom kevert frakcidjanak szerkezeti stabilitasat,
feliiletaktivitasat és ezek valtozasat hokezelés hatasara, emulgedld képességiiket, tovabba
proteolizissel szembeni rezisztenciajukat in vitro emésztési modellben.

Melegités hatasara a vizsgalt fehérjék koziil a 2S albuminok szerkezete alig valtozott,
hiités utan visszanyerték eredeti konformaciojukat, szemben az LTP-vel, amely szintén stabil
minden vizsgalt fehérje feliiletaktivitdsat novelte. Kimagasléan jo hatarfeliileti
tulajdonsagokat és emulgeald képességet azonban csak az SFA8 esetében mértiink. Az in
vitro emésztés soran azt tapasztaltuk, hogy az Osszes vizsgalt fehérje emésztédik a
mesterséges gyomor-bél rendszerben, bar a lebontott fehérjék megtartjdk szerkezeti
integritasukat, mert a hasitott fragmenteket diszulfid-hidak tartjdk egyben az emésztés
folyaman. A fragmentek feltételezhetden képesek eljutni a vékonybélbe, atjutnak annak falan
és a vérbe keriilve allergias reakciot valthatnak ki. A foszfatidil-kolin véddhatast fejtett ki az
Osszes fehérjére az emésztés mindkét fazisaban. Az emulgeélas tovabbi, fokozottabb védelmet
nyujtott az SFA8 szamara a proteolizissel szemben. A védelem akkor volt a leghatékonyabb,
amikor a fehérje emulgeédlt formaban volt jelen és ehhez az elegyhez adtuk a foszfatidil-
kolint. Ebbdl kovetkeztethetiink arra, hogy a lipid-fehérje kolcsonhatas és az emulgedlas

egyarant képes megvaltoztatni egy fehérje allergenicitasat.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy feltétleniil figyelembe kell venni uj fehérjék
allergenicitdsanak becslésekor a pepszin mellett a tripszin és a kimotripszin hatdsat is;

valamint a gyomor-bél-rendszer tobbfazisos jellegét és a lipid-fehérje kolcsonhatasokat. A
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négy vizsgalt fehérje valoban jo hatarfeliileti tulajdonsagokkal rendelkezik — foként az SFAS
—, allergén jellegiik miatt azonban felhasznéldsukat ételemulziok stabilizalasara fontolora kell

venni.
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8. SUMMARY

Sunflower’s seed contains oils and proteins in a great quantity. Some of these storage
proteins might be used to stabilise food emulsions. On the other hand, two of these proteins have
been proved to elicit allergic reactions. Some properties of these proteins might be modified by
the heat treatment and emulsification occurring during food processing and digestion; therefore
their allergenicity might be altered as well. Better understanding of the gastro-intestinal
processing, the digestion of protein emulsions is necessary for developing less allergenic food

products.

We investigated the structural stability, surface activity and its change on heat treatment,
emulsifying properties and resistance to proteolysis in an in vitro digestion model of LTP and
SFA8, and three mixed fractions of Albl and Alb2 proteins (called fraction A, B and C).

The structure of the 2S albumins (Albl, Alb2 and SFA8) changed only slightly upon heat
treatment, after cooling they refolded to their original state. LTP was stable as well but did not
refold to its original conformations after cooling. We found excellent surface and emulsifying
properties only in case of SFA8. All studied proteins were digested in the in vitro gastro-
intestinal model. The cleaved proteins kept their structural integrity because disulphide bridges
held the digested fragments together during the digestion. Presumably, the fragments can get to
the small intestine, pass through its mucosa eliciting an allergic reaction. Phosphatidylcholine
had a protective effect on all the proteins in both phases of the digestion. Emulsification
protected SFA8 against proteolysis as well. Best protection was achieved when
phosphatidylcholine and emulsification were applied together on SFAS8. It indicates that both the

lipid-protein interactions and the emulsification can modify a protein’s allergenicity.

As a conclusion, it is not enough to test only the pepsin digestion when assessing novel
proteins allergenicity; the proteolysis of trypsin and chymotrypsin also has to be taken into
consideration as well as the multiphase nature of the gastro-intestinal tract and the lipid-protein
interactions. Although the four studied proteins, especially SFA8, possess good surface
properties and could be used as stabilisers, their use in food emulsions should be thoroughly

considered because of their allergenicity.
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9. FUGGELEK

D32: Sauter atméré vagy térfogat/feliilet kozépatmérd; annak a gombnek az atmérdje,

amely ugyanazzal a térfogat/feliilet arannyal rendelkezik, mint a vizsgalt részecske.

Az elasztikus modulus annak mutatéja, mennyire képes egy anyag nyomas hatasara

atmenetileg deformaldodni.

Gasztralis vagy elsd emésztési fazis: a gyomorban, illetve az in vitro modellezett

rendszerben a gyomor koriilményeit szimulald elegyben végbemend emésztési fazis.

Intesztindlis (duodendlis) vagy mdsodik emésztési fazis: a vékonybélben, illetve az in
vitro modellezett rendszerben a vékonybél koriilményeit szimulald elegyben végbemend
emésztési fazis.

Koaleszcencia: emulzid cseppjeinek egymasba olvadasa; tehat tobb kisméretii csepp egy

nagyobb méretii cseppé all ssze, amely mas fizikai tulajdonsagokkal bir.

Feliileti fesziiltség: egy folyadék feliiletének azon képessége, amely altal ellendll a kiilsd

eroknek.

Feliileti nyomads: a feliileti fesziiltség megvaltozasa az egyes molekulak szamara elérhetd

vizes feliilet fiiggvényében.

Feliileti stressz: az a visszanyerhetd munka, amely egységnyi, mar 1étezd feliilet elasztikus

nyujtasdhoz sziikséges.

Tranzicios homérséklet: az a hdmérséklet, amelyen egy anyag kristalyos allapotbol mas

halmazallapotba keriil.

Allergias tiinetek klinikai megnyilvanulasai (Fernandez-Rivas és Miles, 2004):

a. Anafilaxia
Az ételallergia legsulyosabb megnyilvanuldsa az anafilaxia, amely egy altalanos, tobb
szervet érintd reakci6. Altalidban az ételallergén lenyelését kovetd néhany percen beliil
bekovetkezik az allergias egyéneknél. A beteg viszketést tapasztal, csalankiiitések jelennek
meg, angiddéma, garatddéma, horgdgorcs, alhasi gorcsok, hanyds, hasmenés, aritmia,

alacsony vérnyomas, sokk all be. Az un. terhelés-indukalta allergia esetén akkor kovetkezik
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be anafilaxia, ha az allergiat okozo6 étel (igen ritkdn barmely étel) elfogyasztasa utan 2-4
oraval fizikai terhelésnek van kitéve a beteg. Az ételallergidk okozzék az Osszes anafilaxids
eset egyharmadat. A leggyakoribb ételek, amelyek anafilaxiat indukalnak, a mogyord, a
csonthéjasok, a friss gylimolcsok, a zeller, magvak, hiivelyesek, tenger gylimdlcsei, tojas és

tej. Egy anafilaxias reakcio kimenetele akar halalos is lehet.

b. Borreakciok

Csalankiiités, angiodéma megjelenése.

c. Gasztrointesztindlis reakciok
Oralis allergia tlinetek (Oral Allergy Syndrome, tovabbiakban OAS): csalankiiitések,
duzzadt ajkak és garat, az érintett oralis teriiletek viszketése, angiodéma. Viszonylag gyorsan,
5-15 perccel az étel elfogyasztasa utan jelentkezik. Egyes betegeknél ezt kdvetden emésztési

zavarok léphetnek fel, pl. hasfajas, hasmenés, hanyas, émelygés.

d. Légzoszervi reakciok
Garati 6déma, asztma, 1égzdszervek 6démas duzzanata fordul elé. Altalaban mas
tiinetekkel egyiitt jelenik meg. Az asztma-roham, amely az anafilaxias sokkot kisérheti, a
leggyakoribb haldlok az ételallergia kdvetkeztében elhunyt paciensek kozott.
Néhany halra, rakra és hiivelyesre allergias beteg esetében mar az allergiat kivalto

ételek fozésekor felszallo gbzok belélegzése is kivalthatja a 1égzdszervi reakciokat.

e. Etelallergén belélegzése okozta munkahelyi rhinitis és asztma
Tobb ételallergén esetén az IgE-szenzitizacid inhaldcidval is megtorténhet, akar
munkahelyi koriilmények kozott. Ilyen ételek példaul a teljesség igénye nélkiil a rakok,
puhatestiiek, halak, tojas, szarnyasok, gabonalisztek, ricinus, ké&vé, friss zoldségek,
napraforgo, valamint novényi enzimek, pl. bromelain, az anandsz, és papain, a papaya
protedza. A nagy molekulatomegli allergének por (pl. gabonalisztek a pékasztmasok esetén),
aeroszolok (friss zoldségek esetén akar haziasszonyok is veszélyeztettek lehetnek) vagy

g6z0k (rakokat, puhatestiieket feldolgozé tizemben) form4jaban keriilnek a levegdbe.

f. Etelallergén érintése okozta bérreakcio
Kontakt csalankiiités vagy kontakt dermatitisz (bdrgyulladds) formdajaban jelenhet

meg. A kontakt csalankiiités az allergénnel valo érintkezés utdn azonnal megjelend voros
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foltokat jelenti. A kontakt dermatitisz kronikus, altalaban az ételfeldolgozé iizemekben
dolgozok kezén megjelend dermatitiszt jelenti, amely azonnali reakciét mutat, amint az
allergén a borfeliilettel érintkezik. A leggyakoribb kivaltok kozott talaljuk a nyers halakat, a
kagylokat, zoldségeket és gyiimolcsoket. Az érintett paciensek koziil sokaknal 1égzdszervi
tiinetek is megjelennek. A legtobb olyan étel, amely belélegezve vagy borrel vald érintkezés

soran tlineteket okoz, lenyelve is allergiat valt ki.
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