Bevezetés

Az ismeretlen allergének és a kilonbdzo allergias esetek szama vilagszerte névekszik
és a fejlett orszagokban az allergias megbetegedések, szinte jarvanyszerii méreteket oltve,
sulyos problemat jelentenek.

Az élelmiszerekben szamos allergén talalhatd, ezek rendszerint fehérjék, vagy
glikoproteinek, molekulatomeguk 10 és 70 kDa kozotti (Besler, 2001). Megismereésik,
tovdbba  aktivitdsuk,  epitopjaik  és  hatdsmechanizmusuk  meghatdrozdsa az
élelmiszertudomany és orvostudomany fontos feladata. Az ismeretek alkalmazasa ugyanakkor
azt is jelenti, hogy maédszereket dolgozunk ki az allergének élelmiszerekben valo jelenlétének
detektalasara, illetve koncentracidjuk meghatarozasara, ami az eddigi tapasztalatok szerint a

A gabona allergének kozll a buzafehérjek szervezetbe jutdsa véltja ki a legtébb
allergias reakciot, amelyek kozil a viz- és soéoldhaté alfa-amilaz/tripszin inhibitor
szupercsaladba tartozo fehérjék, illetve a prolamin szupercsaladba tartozd, alkohol oldhatd
gliadinok a jellemzéek. A legrégebben felfedezett biza allergiat, a pék asztmat - 300 évvel
ezel6tt Ramazzini irta le elsékeént - a buzaliszt, pontosabban a buza albuminok és globulinok
inhalécidja, okozza (Baur&Posch, 1998).

A Dbuzaliszt allergének azonositasahoz és jellemzésehez az elektroforetikus
modszereket IgE immunblot eljarasokkal kombinaljdk, és a kivalasztott fehérjék peptid
térképét, illetve aminosav szekvencidjat témegspektrometrias modszerekkel hatarozzak meg.
Az elektroforetikus mddszerek felbontasa jobb, mint a kromatogréfias eljarasoké és az
allergének jellemzése céljabol kétdimenzids elektroforézissel a buzaliszt tobb szaz
fehérjekomponense valaszthatd szét (Baur&Posch, 1998). Az elektroforézist koveto
immunblottal tébbek kézott Sandiford et al. (1995), Varjonen et al. (1995) és Houba et al.
(1996) detektaltak major antigéneket a 12 — 69 kDa molekulatartomanyban. Kétdimenzios
elektroforetikus szétvalasztas alkalmazasaval Posch et al. (1995), valamint Weiss et al. (1993)
700 egyedi, oldhat6 buzafehérje kdzil 70-80 fehérjefolt IgE-kot6 aktivitasat detektaltak a 14
— 70 kDa molekulatomeg tartomanyban. Weiss et al. (1993) megallapitottak, hogy a
legerésebb 1gE-koté frakcid az albumin/globulin frakcid, és ezen belll a major antigén egy
27000 Da molekulatdmegii fehérje. Fontos kvantitativ eredmenyiik tovabba, hogy az adott
allergének altal megkotott IgE mennyisége jelent6s, buzafajta specifikus kilonbségeket
mutat. Fenti és mas szerzék egybehangz6 eredménye, hogy a pékizemek és cukraszatok f6
(major) allergénje az a-amilaz inhibitor csalad (heterotetramerek, homodimerek, o-amilaz
inhibitor és buza tioredoxin (Weichel et al. (2006)), ezen kiviil néhany enzim (peroxidaz, acil-
CoA oxidaz, fruktdz-bifoszfat aldolaz). James et al. (1997) azt talaltdk, hogy az a-amilédz
inhibitor csaldd nem csak inhalativ, hanem egyuttal taplalkozasi allergén is (pék-asztmaban
szenvedd felndttben sulyos anaphylaxia alakult ki a buzafehérjék elfogyasztasa utéan).
Zapatero et al. (2003) azt talaltak, hogy egy 9 éves gyermek anaphylaxias sokkjaban (aki
tolerans volt tejjel és glutént nem tartalmazé gabonakkal (rizs és kukorica) szemben), amit 5
kilonbdz6 gabonabol keszitett gyermekétel elfogyasztasa valtott ki, érzékenyit6 allergének
voltak a CM 13 és CM 16 buza a-amiléz inhibitorok.



Az allergén fehérjék azonositasara és jellemzésére a klasszikus proteomikai utat
kovettiik, ami ketdimenzids elektroforézissel valo elvalasztasukat, az IgE-kotés Western
blottal vald6 meghatarozasat, a kivalasztott és gélb6l kivagott fehérjefoltok tripszines
emeésztését, tomegspektrometrids analizisét és adatbazisbdl valo visszakeresését jelentette. A
tomegspektrométer  fehérjekémidba valé bevezetése oOta ez a legmegbizhatobb
fehérjeazonositd modszer. Az IgE-koto képesseg alapjan vald kivalasztaskor figyelembe kell
venni az egyes betegek kozotti kiilonbséget. Sander et al. (2001) pékasztmaban szenved6 10
paciens szérumaival viz- és séoldhatd blzafehérjék kétdimenzids fehérjetérkeépeire kapott
IgE-mintazatait hasonlitottak 6ssze. Nagyszamu IgE-koto fehérjét, ezen belll 4 buzafehérjét
detektaltak, koztik két inhibitort: a dimer a-amilaz inhibitort és a szerpint (Triticum aestivum
szerin proteéz inhibitor). Az IgE immunblottok rendkivili heterogenitast mutattak: mindegyik
paciens egyeni érzekenységi mintazattal rendelkezett, 5- 50 koOzo6tti szamu allergen
fehérjefolttal. Ilyen mértékii eltérést, amelynek oka ismeretlen, az immunreaktiv fehérjék 2D-
mintazataban mas szerzék eddig meég nem figyeltek meg. Lehetséges magyarazatként Sander
et al., (2001) az esetleges extrém nagy inhalacios, expozicids szinteket tekintik, amikor nagy
allergén potenciallal nem rendelkez6 fehérjék is allergénneé valhatnak.

Az allergén jelleg meghatérozasa, elérejelzése 0 elelmiszerek esetében, tovabba
peptid markerek Kkimutatasa és eldéallitasa dontéen a kétdimenzids elektroforézis
alkalmazésara épiil, ezért a kozulink eltdvozott Dr. Hajés Gyongyi témavezetd, és a
laboratériumbol eltavozott 2 fiatal Ph.D-hallgaté nélkil, akik a 2D-elektroforézis gyakorlati
Kivitelezésében megfelelé jartassadggal rendelkeztek, a kutatds ebbe az iranyba nem volt
tovabbviheté. A tovabblepést a marker peptid kifejezés kdzelebbi értelmezése tette lehet6vé.
Az eredeti megfogalmazas szerint 12-14 aminosavbol all6 peptidek, lineéris epitop esetében,
mar j6 markerek lehetnek az allergia el6rejelzésében. Sefcheck et al.,(2004) és (2006), a
mogyor6 f6 allergén fehérjéjének, az Ara h 1-nek élelmiszerben vald6 mérésére kvantitativ
modszert dolgoztak ki, ami tomegspektrometrids maodszerekkel valé peptid markerek
kivalasztasan alapult. A marker peptidek a tripszines emésztéssel kapott peptidekbdl a
jelintenzitas, a retencio id6 pozicio és a téves hasitasok minimuma alapjan kivalasztott
peptidek, és atfedést mutatnak az ismert, immunolégiailag aktiv epitoppal. A médszer, amely
a szerzok szerint mas éelelmiszermatrixokra is kdnnyen adaptalhatd, két Iényeges 1épéshél all:
a célfehérje dusitasabol, tisztitasabdl és az azt kdveté LC-MS analitikabol.

Az eredmeények reszben bemutatott, €s nagyszamu kordbbi eredmény is a bulza
albuminok és globulinok vizsgalatara iranyult, és detektalt allergéneket az a-amildz inhibitor
csaldad molekulatémeg- és izoelektromos pont tartomanyaban. Ez az inhibitor csalad
nagyszamu publikacio szerint a pékasztma elnevezésii foglalkozasi allergia kialakuldsaban
jatszik donté szerepet, ezért a viz- és sb-oldhatd fehérjek kozé tartozd inhibitor csalad
szelektiv dusitasat koveté tomegspektrometridss modszer lehetéséget ad ezeknek az
allergéneknek a detektaldsara (meghatarozédsara). A kutatbmunka tovabbvitelét ebbe az
irdnyba Gomez et al.(1989) munkaja a blza tetramer a-amildz inhibitorok gelkromatografias
elvélasztasardl, Weiss et al. (1993) munkaja a viz- és sdoldhato fehérjék kdzott kétdimenzios
elektroforézissel detektalt allergén feheérjékrol és két, altalunk kidolgozott buzafehérje
elvélasztasi modszer tették lehetové.



Célkitiizés

Gabonafehérjék allergén jellegének meghatarozasa, elérejelzése elsésorban Uj élelmiszerek
esetében, peptid markerek kimutatasa és azonositasa.

Eredmények ismertetese

A gabonafehérjek allergén jellegének meghatarozasa kétdimenzios elektroforézis,
immunblot és tdmegspektrometrids mddszerek alkalmazasaval tortént a palyazat elsé két
évében. A gélmentes, oldatban 1évé fehérjék preparativ izoelektromos elvalasztasara alkalmas
Rotofor készulékkel modszerfejlesztést végeztek (Gergely et al., 2004).

Hosokknak kitett abiotikus stressz tolerans és abiotikus stressz érzékeny arpafajtak
proteomikai  vizsgalatara  kétdimenzids  elektroforézist és nagy teljesitményii
tomegspektrometrias technikékat alkalmaztak. Az S-adenozilmetionin szintdz mennyisegének
ndvekedését mutattak ki a stressz tolerans arpafajtaban, valamint a kis hésokk fehérjék (16,9
kDa, 17,8 kDa) mennyiségenek novekedését mindket arpafajtaban (Sule et al. (2004).

Kilonbozé buzafajtak lisztjeibol kioldott viz- és sdoldhatd fehérjéket (albuminok és
globulinok) kétdimenzids elektroforézissel valasztottdk el és immunologiai detektalas és
peptid térkép alapjan PR (pathogenesis related) fehérjeként egy kitinadzt, egy inhibitor fehérjét
és egy hosokk fehérjét azonositottak. Mindharom fehérje IgE-keresztreaktivitdst mutatott
gabonaallergids betegek szérumaival, ami megerdésiti azt az allitst, hogy az élelmiszer
allergének szerkezete hasonlit, vagy megegyezik a PR fehérjekével (Hajos et al. 2004).

Szarazsag stressznek Kitett szélessdvi herbiciddel szemben rezisztens transzgén és
szUl6i bazavonalak fehérje expresszidjat tanulmanyoztak proteomikai mddszerekkel. A
stressz legnagyobb mértékben a kis molekulatomegii, feltehetéen stressz indukalt fehérjék
szintéziset befolydsolta. A buza viz- és séoldhatd frakcioja szamos vedo és stresszel
Osszefliggésbe hozhaté fehérjét tartalmaz, amelyek koziil inhibitor és inhibitor prekurzor
fehérjeket (13 db) azonositottunk. A trranszgén buzavonalakban dominalt az alfa-
amildz/tripszin  inhibitor CM1 prekurzor, alfa-amildz inhibitor, endogeén alfa-
amilaz/szubtilizin inhibitor (WASI), és a 27 K fehérje (Horvath-Szanics et al. (2006).

A palyazat utolsd évében, Dr. Hajos Gyongyi eltavozdsa utan, a kétdimenzios
elektroforézist a proteomika szintjén megvaldsitani képes (elmélet, gyakorlat, kiértékelés,
adatbazis kezelés) ket fiatal munkatars kozil az egyik kilépett, a mésik nem dolgozhatott
akrilamiddal. A proteomikai megkdzelités hianyaban es a rendelkezésre allo feltetelrendszer
ismeretében a peptid markerekre alapozott analitika egy adott megvalositasa elérhet6 célnak
tant. Ebben a linearis epitoppal rendelkez6 allergént markerezé rovid szekvencia helyett a
Shefcheck et al. (2006) altal az élelmiszer allergének jelenlétének detektdlasara alkalmas,
tomegspektrometrias modszerekkel kivalasztott, adott esetben a linearis epitop egy reszet
tartalmazd szekvenciabdl allitjak elé a marker peptidet. Fenti szerz6k a mogyord egyik 6
allergén fehérjéjét (Ara h 1) azonositottak az altaluk fejlesztett modszerrel, amely szerintiik
mas élelmiszermatrixokra is alkalmazhato.

Elelmiszer allergén blzafehérjék detektalasara Lim et al. (1998) dolgoztak ki
automatikus &ramlasi immunanalitikai eljardst, mivel a buGzaliszt allergének pontos
azonositasa és jellemzese el6feltétel az Gj diagnosztikai es terapias koncepciok fejlesztésehez,
valamint az allergénmentes blzaliszt hasznalatahoz a klinikai gyakorlatban és az
élelmiszeriparban. Blza allergének meghatarozasara azota sem all rendelkezésre egyszert,
vagy gyors modszer.



Az eddigi eredmények szinte kivétel nélkil a biza viz- és s6oldhat6 fehérjéi kdzott, a
kis molekulatdmegti alfa-amilaz/proteaz inhibitor tartomanyban hatarozzak meg az
allergéneket és mas szerzok viszonylag nagyszamu publikécidja alapjan ide hozzavetdleg 70
IgE-koto fehérje tartozik, amelyeket pék asztmaban szenvedé betegek szérumaival detektaltak
(tobb adat szerint az alfa-amildz inhibitorok nem csak inhalativ, hanem taplalkozasi
allergének is). Ezek kozul maéar sokat azonositottak és szekvencidjuk ismert, illetve
adatbankbdl visszakereshetd, tehat ha a viz- és séoldhat6 fehérjékbol valamilyen szelektiv és
reprodukalhatd maodszerrel dusitani lehet a kis molekulatémegi inhibitorokat, akkor LC-MS
technikaval a baza allergén fehérjéiként detektalhatok.

A buza alfa-amilaz/tripszin inhibitorait Gomez et al. (1989) Sephadex G-100 toltett
oszlopon vélasztottak szét. A viz- és s6oldhatd fehérjéket 150 mM NaCl-dal extrahalték, és a
szupernatansbdl 50 % relativ telitési ammonium-szulfattal kicsapott fehérjéket ammonium-
acetdt oldatban oldottdk, majd a géllel toltott oszlopra vitték. Ezt az eljarast adaptéaltuk
Sephadex G-75 toltetii oszlopra (3 fehérjefrakcid), illetve Sephacryl 200 (Pharmacia) géllel
toltott oszlopra (4 fehérjefrakcid,l1.abra).
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Buzaliszt ("CY-45’) inhibitor fehérjéinek elvalasztasa gélsziiréssel Sephacryl 200 oszlopon

A mennyiségi, a toltet, az oszlopmeret és az aramlasi sebesség kilonbségeket figyelembe
véve a kromatogram nagyon jo fedésben van a hivatkozasban megadottal. Mivel a
megengedett maximalis aramlasi sebességgel dolgoztunk, a fehérjecsicsok laposak, nagyobb
R eléréséhez sziikséges kis sebesség viszont 6-8-szorosara noveli az elvalasztéas idoigényét.
Tébb ilyen elvalasztas eredményeként megallapitottuk, hogy az elvalasztas idoigénye, a
frakciok nem elégge éles elvélaszthatdsdga, és a fehérjék Kis koncentracioja miatt a
gélsziiréssel valo tisztitas az inhibitorok dusitasa szempontjabdl nem tartozik a gyors, pontos
és reprodukélhatoan végrehajthato lépések koze.



Ezen kivil még tobb tényezé is meghatarozza, kromatografiatol figgetlendl, a liszthol
kioldott fehérjék mennyiségét, minésegét és analizalhatdsagat, amelyek kozott az extrahalo
oldat Osszetételének is elsddleges jelentésége van. Weiss et al.(1993) kulénb6zé egy- és
kétdimenzios elektroforetikus technikékkal tanulmanyoztak a pékasztmaban szerepet jatszo,
IgE —kot6 blza albuminokat és globulinokat, és a klasszikus Osborne frakcionalasban
alkalmazott NaCl oldat helyett az elektroforézissel kompatibilisebb 50 mM Trisz- HCI pH
(8,8) oldattal extrahdltdk a viz- és sooldhaté fehérjeket. Azt talaltdk, hogy az
albuminok/globulinok tébbé-kevésbé egyenletesen toltik ki a kétdimenzids gel pl (pH 4,5 -
8,0) és molekulatdmeg (15000-100000 Da) tartomanyat.

A kétdimenzios fehérjetérképen a kis molekulatémegt inhibitor fehérjék pozicioi,
tovabba a bazisos pH-ju extrahalo puffer alkalmazésa lehet6vé teszi egy olyan anioncserélé
kromatografias madszer kidolgozasat, amellyel az inhibitorok részleges tisztitasa erhet6 el.
Ezt oly mddon bizonyitottuk, hogy 50 mM Trisz-HCI pH (8,5) pufferrel kioldott viz- és
sooldhato fehérjéket DEAE-cellulozzal toltott oszlopon frakcionaltunk.
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Buzaliszt (T-128) viz- és sooldhato fehérjéinek kromatografiaja DEAE-cellul6zon

A kromatogramon lathaté els6 csucs a start pufferrel (50 mM Trisz-HCI (pH 8,5)) kioldott és
az ioncserélé cellulézon nem kotodott frakciot reprezentalja, mig a masodik csucs az
oszloprol 0,15 M NacCl-ot tartalmazo start pufferrel elualddott fehérjéket reprezental. Ezt az
eljarast nagyszamud buza mintara alkalmaztuk, és minden esetben azt talaltuk, hogy a NaCl-
oldattal elualédott masodik csucsban talalhaté fehérjék alfa-amilaz inhibitor aktivitasa
meghaladja a DEAE-cellulézhoz nem kotédott fehérjék aktivitasat. Az alfa-amilaz inhibitor
aktivitast Murao et al. (1981) mddszerével mertik (1. tablazat).

Az inhibitor aktivitason kivil a frakcidk allergén aktivitasat antigén specifikus ellenanyaggal
és buzaliszt allergia klinikai gyanajaval igazolt human szérumokkal, immunblot technikaval
vizsgaltuk. Az immunizalashoz sziikséges antigen kereskedelmi forgalomban vésérolt, buza
eredeti alfa-amildz inhibitorbdl (Nutricepts, USA) DEAE-kromatografiaval tisztitott inhibitor
frakcio (2. csucs, TrimW-2) volt, mért inhibitor aktivitasa 92 %.
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Kilonb6z6 buzafajtak viz- és sdoldhat6 fehérjéinek elvalasztasa SDS-elektroforézissel

1. Mw 1. Mw

2. T. aestivum, GK Tisza, 2004 - extrakt 2. T. aestivum, GK Cip6, 2004 - extrakt

3. T. aestivum, GK Tisza, 2004 - 1. frakcio 3. T. aestivum, GK Cip6, 2004 - 1. frakcio

4. T. aestivum, GK Tisza, 2004 - 2. frakcio 4. T. aestivum, GK Cip0, 2004 - 2. frakcid

5. T. spelta, OKO-10, 2004 - extrakt 5. T. aestivum, CY-45 Grandstar, 2001- extrakt

6. T. spelta, OKO-10, 2004 -1. frakcio 6. T. aestivum, CY-45 Grandstar, 2001- 1. frakcid
7. T. spelta, OKO-10, 2004 - 2. frakcid 7. T. aestivum, CY-45 Grandstar, 2001- 2. frakcid
8. T. durum, D-78, 2004 - extrakt 8. TrimW-2. frakci6

9. T. durum, D-78, 2004 -1. frakcio

10. T. durum, D-78, 2004 -2. frakcid

A 3. abréan jol kovetheto, hogy a kiindulasi fehérjekivonathoz képest az 1. és 2. frakcio
kis molekulatomegt fehérjefrakcidi egyarant dusultak (de molekulatomegeik eltéréek), és az
1. tablazatban feltiintetett, Murao et al.(1981) modszerével mért inhibitor aktivitas adatok
szerint a 0,15 M NaCl-t tartalmazo pufferrel elualt 2. frakciok enzim gatlé hatésa (a tisztitott
kereskedelmi készitmény mellett) a legnagyobb. Harom kilénb6z6 human szérummal
reagaltatva a gélrél blottolt fehérjéket két f6 immunreaktiv, 16 kDa és 47 kDa
molekulatdmegii savot detektaltunk a TrimW-2 frakcidban, és minden buzafajta viz- és
sooldhato frakcioja tartalmazott 16 kDa, 45 kDa és 63 kDa IgE-reaktiv epitopot.

Bar a DEAE-celluléz kromatografiaval tisztitott inhibitor frakcio joval kevesebb
fehérjét tartalmaz, mint a kiindulasi extrakt és a folyamat id6igénye elfogadhat6, — a viz- és
sooldhato fehérjék kioldasa 80 perc, ioncserélé kromatografia 90 perc — az iddigény
redukalasa céljabol egy fehérjetisztitasra ritkan alkalmazott szervetlen adszorbenst is
kiprobaltunk. A cink-hidroxid nagy feherjekoté képességgel rendelkezik, aminek
mechanizmusa kevésbé ismert, mint példaul a Kkis6zédsé. A rendelkezésre &l régi
hivatkozasok figyelembevételével cink-hidroxid csapadékot allitottunk elé, majd adott
aranyban a pufferrel készitett blzafehérje kivonathoz adtuk, 10 percig 4°C-on kevertettik,
utdna 20 percen at allni hagytuk, és centrifugdlds utan meértik az alfa-amilaz inhibitor
aktivitasat (1. tablazat), illetve SDS-elektroforézissel vizsgaltuk fehérje 0sszetételét (4. abra).
Jol lathato, hogy az anioncserélé cellulozon megk6todott kis molekulatémegi fehérjek, illetve
a cinkhidroxid csapadékhoz nem koétodott fehérjék inhibitor aktivitdsa nagy, tehat ezek
zommel allergen fehérjék.



1. Tablazat. Viz- és sooldhato fehérjék alfa-amilaz inhibitor aktivitasa.

Fehérjefrakcid Inhibitor aktivitas %
Tisza buza extrakt 27
Bankuti buza 1. frakcio 11
Bankati buza 2. frakcid 37
Alfa-amilaz inhibitor (Nutricepts) 83
1. frakcio (Nutricepts) 73
2. frakcid (TrimW-2, Nutricepts) 92
Tisza blza, Zn(OH), frakcio Il. 86

4 abra
Viz- és séoldhato fehérjefrakciok SDS-elektroforézise
(M- fehérjemarkerek, 97, 66, 45, 30, 20,1, 14,4 kDa ; 2. sv — Bankuti extrakt,
3. sav — Bankauti frakcio 2, 4. sav — Tisza extrakt, 5. sav — Tisza extrakt 2.
6. sav — Cink-hidroxiddal kezelt Tisza extrakt I.
7. sav — Cink-hidroxiddal kezelt Tisza extrakt II.



A 4. abran jol kovetheté a cinkhidroxidos kezelés viz- és sdoldhatd fehérjékre
gyakorolt hatasa, ami a Kkifejlesztett modszerek kozil a leggyorsabban és legteljesebben
valasztja el a kis molekulatomegt inhibitor fehérjéket a tobbi albumintdl és globulintdl, méas
szoval az allergén celfeheérje csoportot 1ényegében percek alatt elkiiloniti a tobbi feherjétol.
Az allergén alfa-amildz inhibitorok elvalasztdsanak hatasa a tobbi albumintdl és globulintdl a
tomegspektrometrias eredményekben is megjelenik, amint azt a 2. tablazat adatai tikrozik.

2. Tabldzat Tisza baza fehérjekivonatban és cink-hidroxid adszorbenssel kezelt
fehérjekivonatban LC-MS/MS eljarassal azonositott fehérjék

Fehérje neve | Peptidszam/lefedettség Mw/pl Species Azonositd szam
LTP prekurzor 5/53 11898/8,5 T. aestivum P24296
LTP2P 5/91 7046/8,2 T. aestivum P82901
a-amilaz 4/28 16799/7,45 T. aestivum P01083
inhibitor 0,28
prekurzor
a-amilaz/tripszin 5/54 13337/6,65 T. aestivum P01085
inhibitor 0.19
a-amilaz/tripszin 4/34 15782/5,3 T. aestivum P16159
inhibitor CM 16
prekurzor
Alfa- 5/43 18221/7,4 T. aestivum P17314
amilaz/tripszin
inhibitor CM 3
prekurzor
LTP2G 3/59 6979/8,2 T. aestivum P82900
Cink-
hidroxiddal
kezelt kivonat
a-amilaz 7149 16799/7,45 T. aestivum P01083
inhibitor 0,28
prekurzor
LTP2P 5/91 7046/8,2 T. aestivum P82901
LTP prekurzor 4/49 11898/8,5 T. aestivum P24296
Em fehérje 4/40 9962/5,55 T. aestivum P04568
Wheatwin-2 2122 15867/8,2 T. aestivum 064393
prekurzor
Type 5 tionin 2125 13747/4,4 T. aestivum Q05806

A talalt fehérjék molekulatémege 18 kDa-nal kisebb, és kdzillik az a-amilaz inhibitorok és a
lipid-transzfer fehérjék azonositott allergének. Ezekre a fehérjékre talalt egyedi peptidek
szama nagy es a vellk elert lefedettseg kdvetkeztében nagy valosziniiséggel tartalmazzak az
epitop atfedé szekvenciait, ami lehetévé teszi a peptid marker technika alkalmazésat a kis
molekulatdmegii viz- és sooldhatd inhibitorfenérjék meghatarozasara. A multiple reaction
monitoring (MRM) Uzemmaodban mikodtetett spektrométerrel egy szuléi ion fragmentbol
szarmazd marker peptid (lany ion) kvantitativ mérése is megvalosithato.
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