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JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

bp Base pair
Bézispar

CTAB Cetyl trimethylammonium bromide
Cetil-trimetil-ammonium-bromid

dNTP di-Nukleotid-Tri-Foszfat

EDTA Ethylene diamine tetracetic acid
Etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
Szilardfazisu enzimjelzéses immunoanalitikai
eljaras

GMO Genetically Modified Organism
Genetikailag médositott szervezet

GMP Good Manifacturing Practice
Jo Gyartasi Gyakorlat

HACCP Hazard Analysis of Critical Control Points
Veszély Elemzés Kritikus Ellénzési Pontoknal

HLA Human leucocyte antigen
Human leukocita antigén

HMW High Molecular Weight
Nagy molekula tomeg jetire fehérjek esetében

IgA Immunoglobulin A tipusu ellenanyag

IgE Immunoglobulin E tipusu ellenanyag

IgG Immunoglobulin G tipusu ellenanyag

LMW Low Molecular Weight
Alacsony molekula témeg jale fehérjék
esetében

Mab Monoclonal antibody
Monoklonalis antitest

PAGE Polyacrialmide gel electrophoresis
Poliakrilamid-gél elektroforézis

PCR Polymerase chain reaction
Polimeraz lancreakcio

R5 Monoklonalis ellenanyag, mely a gliadinokhoz




szekalinokhoz és a hordeinekhezdkiik

RAPD Random Amplification of Polymorphic DNA
Polimorfikus DNS véletlenszéisokszorozasa

RFLP Restriction fragment length polimorfism
Restrikciés fragmentumhossz polimorfizmus

SDS Sodium dodecyl sulfate
Natrium-lauril-szulfat

SSR Simple Sequence Repeat
Eukariotdk DNS-ében talalhato rovid isndélth
szekvenciak

TBE Trisz-borsav-EDTA

TE Trisz-EDTA

TEMED N,N,N,N,-tetrametil-etilén-diamin

TNE Trisz-Natrium-EDTA

TRIS 2-Amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol

TRIS-HCI Trisz-s6sav




1. BEVEZETES

A gabonafélék a human taplalkozasban ésédoktsl fogva fontos szerepet toltenek be. Osszes
energiabevitelink 50%-at és az Osszes fehérjeliavited5%-at gabonafélékb fedezzik. A
cerealiak azon kivll, hogy fontos vitamin-, asvaagyag- és komplex szénhidrat-forrasok, élelmi
rostokban is rendkivil gazdagok. Kozilik ma is gyileleginkabb elterjedt gabonaféle a buza,
hiszen lévén egyik legellenalébb haszonndveény, pagiyeteken termesztik vilagszerte.

Egy s4ik embercsoport szdmara azonban a buza és még nétikmygabonaféle fogyasztasa
sulyos egészseégugyi problémak okozojava valhat A£8L003-016, 2004). Bizonyitott, hogy a
blza, rozs, arpa, tritikalé, esetleg a zab, alkmdrobldhato fehérje frakcioi, a prolaminok féketk
a bélnyalkahartya bolyhainak deformalédasaért éslabl adodod felszivodasi zavarokért. A
betegséget gluténszenzitiv enteropathianak, vagliachianak (coliakia) nevezik. A colidkia
autoimmun betegség, amely egy egész életre szblnentes” diétat kdvetel meg a betefkekt
Ez a veékonybélben lezajlo kéros biokémiai folyanmtermek- és felttkorban egyarant
kialakulhat (Horacsek, 1995), illetve genetikai ltiaj esetén me@gn az esélye a betegség
eléforduldsanak. Tekintettel arra, hogy a felsorolteééiak kozil a buzanak van a legnagyobb
szerepe a human taplalkozasban, a kutatasok tuthyésze a baza prolaminjara, illetve a gluténre
iranyul. A glutént, vagyis a buza sikért az alkoblwhaté gliadin és a sav- és lugoldhat6 glutenin
alkotja. A buza glutén frakciéjan belil a gliadinds gluteninek egymashoz viszonyitott
tobmegaranya azonos (1:1).

A zab karos hatasa a mai allaspont szerint nem laqgmeott, de nem lévén megfdel
bizonyiték az ellenkégére, a jelenlegi Codex Alimentarius ajanlasok seegluténmentes diéta
soran nem fogyaszthato.

A gluténszenzitiv enteropathias betegek teljeskérédetet élhetnek, amennyiben a szadmukra
eléirt gluténmentes étrendet megtartjak, ami annjéinge hogy tartézkodnak mindegyik szamukra
artalmas gabonaféféit és szarmazékaiktol. Megfetelgluténmentes étrenddel nemcsak az akut
esetek tlnetei szuntetiktmeg, hanem medidhetk a betegséghez tarsuld egyéb srfimények,
amelyek kozil a legsulyosabbak a daganatos betelggépracsek, 1995). Jelenleg tisztazatlan a
coliakiasok esetében a kdvetkezmények nélkiul edsgthatd glutén mennyiség, a klinikai tinetek
sulyossaga és a szoOvettani eltérések kozotti asgges. Az egyéni variaciok és a klinikai
heterogenitas megneheziti annak megallapitasaty hbgénmentes étrendben mennyi lehet a
nyomokban éifordulé glutén mennyisége.

A teljesen gluténmentes termék készitése lenné, @le&@z csak idedlis esetekben valosithato

meg. A gyakorlat viszont azt mutatja, hogy itt észolut ,0 tolerancia” elve nem alkalmazhat6. JO



gyartasi gyakorlattal (GMP) azonban biztositanietela prolamin-szennyédés minimalisra
csokkentését.

A coliakids betegek elkerllhetetlen napi prolamavitelének mennyiségélra szakemberek is
vitatkoznak, de abban egyetértenek, hogy a 10 aty edlennyiség az esetek tobbségénél nem okoz
tineteket. Irodalmi forrasok szerint azonbadfaetulnak olyan esetek is, ahol a minimalis
prolamin mennyiség volt a tinetek okozoéja (Collinak, 2004). A prolaminok kimutatdsara
kidolgozott referencia modszer fehérje alapu, ptamin extrakcid utan R5 ellenanyagon alapul6
szendvics ELISA technikat alkalmaz. Ez a médszercifigus a buza, rozs és arpa prolaminra,
nincs keresztreakciéja zabbal. A modszer érzékgeysdb mg/kg gliadin (www.r-biopharm.com).

A fehérje vizsgalaton alapulé modszerek nem minggatben rilkddnek megfeléen. Ennek
az az oka, hogy az élelmiszerek gyakran tartalmasmarkezet-valtozason atesett fehérjéket. A
feldolgozott, lbkezelt éleimiszereknél a denaturalddott fehérjetldkiatosaga nagymertékben
csokken, ezaltal az igy kapott eredmény sokszor feslina valdésagot. llyen esetekben sziikség
lehet egy olyan kiegésaitvagy ebsziré modszerre, amely komplexebb matrixbdl, technologia
behatasoknak kitett élelmiszerékhs kimutatja a szennyédéseket. Ezen kivil megbizhaté és
reprodukéalhatd, de — legképpen — jol kiegésziti és medsiti az ELISA mddszerrel vagy fehérje
gyorstesztekkel kapott eredményeket. Illyen kiegésmnibdszer lehet egy DNS alapu molekularis
biolégiai modszer, mely a polimeraz lancreakcidC 9 felhasznélva mutatja ki a gabonanyomokat
az élelmiszerekdl. A DNS a fehérjénél joval dstabilabb molekula, ezért jobban ellenall a
feldolgozasi technoldgia soran alkalmazoti- s mechanikai hatasoknak. A gluténmentes
élelmiszerek utdlagos elléreésénél nagyobb valdsiseggel talalhatdé meg viszonylag ép DNS,
mint nem roncsolédott fehérje. Nagyon fontos medteml, hogy a DNS alapu PCR indirekt
modszer, tehat nem fehérjét mutat ki, ezért nerallazgént detektalja kozvetlenll, hanem a DNS
élelmiszerek esetében még nincs elég irodalmi Birék ezért a DNS jelenléte nem minden
esetben jelenti azt, hogy maga az allergén is jebm az élelmiszerben. Bizonyosan csak az
allithatd, hogy az adott élelmiszer valamikor dazett-e, szennyédott-e a nemkivanatos allergén
Osszetetkkel (mint példaul: buzéaval, vagy egyéb keresztad@agabonakkal), amelyek, mint egy
2ujjlenyomat”, ott hagytak nyomukat DNS formajaban élelmiszerben. A DNS alapu modszerek
ezért kiegészit illetve megedsits vizsgalatokra alkalmasak a fehérje alapi modszeedlett.

A DNS alapu kutatasok azért is indokoltak, meréldeesetben a ,gluténmentes” kifejezés azt
jelenti, hogy a termék gyartasa soran a felsoraliopafélék egyike sem kertlt a termékbe és a
gyartas és csomagolas soran a terméknek a fefangrookkal valé szennyédése is kizarhato. Ha
a termék barmely Osszetgenek eredete nem tisztazott, a termék nem tekihthztonsaggal

gluténmentesnek.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Coliakia és gabona allergia

Bizonyos gabonafélék fogyasztasa egyes embereldres knmunoldgiai folyamatokat indit
el, amelynek koévetkezmeényekeént taplalékintolerakéisébe sorolhatd betegség alakul ki az arra
erzekenyeknél. A hasonlo tiinetek mogott nagyoniliro6z immunoldgiai folyamatok allhatnak,
ugyanakkor nagyon valtozatos tlnetek is utalhaggglazon a betegségre, ezért a lisztérzékenység
(colidkia, gluténszenzitiv enteropatia) régdéta a sztfaenteroldgusok érdéklésének
kozéppontjdban all. A betegségre az angol irodaéoma, coeliac sprue”, illetve ,coeliac disease”,
német nyelvtertleten az ,einheimische Sprue” elnéstis hasznaljadk. A sprue sz6 a flamand
eredel ,sprouw” szobol szarmazik, jelentése aphthosusliElzas. Az elstiinetek leirasa mar tobb
mint kétezer éve megtortént. Aretag¢Apetalog), a Kappadokiabol szarmazoé gorég orvos, aki Kr.
u. ll. szazad végén élt Rémaban, és aki sebésmétetikus gydgyitasmaddjardl volt hires, adta az
els elfogadhaté leirast a coeliachia figelenségsl. A ,coliakia betegség” fogalma Samuel Gee
1888-as publikaciéjahoz kotlet Sokaig tisztazatlan volt, hogy vajon mi is okdpbaa
megmagyarazhatatlannakné tliineteket. Még maga Gee is bizonytalanul irélesikkében, mint
ahogy afedl sem volt teljesen bizonyos, hogy a boncolasokarsomegfigyelt ,kisimult”
bélnyalkahartya altalanos tiinet lenne. A betegsatpkulasaban a gabonamagvak és a glutén
szerepét 1950-ben Dicke tisztazta. Willem Dickkpband gyermekgyodgyasz ismerte fel és mutatta
be egy publikaciojaban, hogy a biuza kihagyasa eghgyermekek étrendjéh tiinetmentesseé teszi
6ket. Az, hogy hogyan kototte dssze a colidkiat aabszttel, a mai napig nincs tisztazva, de ugy
vélik, hogy a masodik vilaghdboru alatti gabonaleisideiglenes hianya, majd a blza kinalat
jelentbs névekedése dobbentette ra Dicke-ot a betegsém.okélenlegi ismereteink szerint az
intolerancianak ebben a formajaban a glutén olyarok immunoldgiai folyamatokat indit be,
amelyek végeredményeként a szervezet sajdiskdveti struktirgjat karositdo ugynevezett auto-
antitestek termébnek, melyek a vékonybél kronikus betegségét (wibkélibolyhok sorvadasat)
okozzak. A coéliakia patogenezisében genetikai, y@&rati €és immunoldgiai tényék is szerepet
jatszanak: a jelenlegi allaspont szerint a korkégmielynek lefolyasa és aktivitasa kijlétkezéessel
bevitt fehérjédl figg, autoimmun patomechanizmusu szisztémas ségegk tekintik. Ezen kivil a
colidkia a genetikailag komplex, poligénes, mukitaidlis betegségek csoportjaba tartozik.
Jelenleg nem ismerlnk olyan kezelési modot, amegljpt@nérzékenységet meg tudné szintetni. A
glutén étrendi kiiktatasa viszont megallitja a ldrmmunologiai folyamatokat, €s igy a betegség

minden tinete elmulik, a vékonybél-nyalkahartygessn normalizalddik, a beteg teljes életet élhet.



Az étrendldl a buzat, arpat, rozst, zabot (ez utébbi gabonatdiékias étrendbe iktatasa még
kérdéses) és szarmazékait teljesen és véglegedamizen kell. Helyettiik példaul kukorica, szdja
vagy rizs hasznalhaté (Arendt et al., 2004).

A colidkia megjelenésének ddontja dramaian megvaltozott az elmult 30-40 évben.
Korabban tébbnyire gyermekkori betegségnek takptéa diagnosztizalt gyermekek tébbsége 2
évnél fiatalabb volt. Jelenlegi ismereteink szernimely a megbizhatd szerolégiai médszerek
eredmeényein alapszik — a colidkia barmely életkoibientkezhet (Polgér, 1996).

Az irodalomban szerefl adatok is a korabban feltételezettnél lényegesagyabb
gyakorisagra utalnak. A legnagyobb epidemiologidazsgalatot Olaszorszagban végezték
iskolaskoru gyermekek bevonasaval: afadulasi gyakorisag 1:184, az ismert és a koralean
diagnosztizalt esetek aranya 1:7 volt. Véraddk ko3bédorszagban 1:256 gyakorisagot észleltek.
Eszak-lrorszagban 1:152, irorszagban 1:300 aramgvafenciarol szamoltak be (Parnell és
Ciclitira, 1999).

A cdlidkia hazai prevalenciajat Korponay-Szabd ésam(1999) vizsgaltdk egészséges
gyermekek, illetve a colidkids gyermekek csaladjgeken. Az altaluk kidolgozott tobblédss
szirési rendszerrel — melynek segitségével az IgAyliarcoliakias betegeket is felismerték — a
vizsgalt 427 (3—6 éves) gyermeknél 1:85 aranyu ggs#igot allapitottak meg. Ismert coliakias
betegek csaladjait vizsgalva azédtki rokonok 8,5%-aban diagnosztizéltak coeliakéahetegség
szignifikansan gyakrabban fordult eld a testvérekzZutodok kérében, mint a séiben.

A betegség megnyilvanulasi modja egyéragyénre valtozhat, nincs két egyforma coliakias
beteg. Fontos megemliteni, hogy a vékonybélbolybmiadasat a gluténérzékenységen kivil mas
artalmak is dlidézhetik. A coéliakia diagnézisdnak megallapitagahtehat nemcsak a
boholysorvadas tényét kell szovettanilag igazoh@nem azt is, hogy ez az elvaltozas glutén
hatasara alakult ki.

A colidkiara utald altalanos tinetek: a sulygyad#fso és/vagy a ndvekedés elégtelensége,
fogyas, nemi érés késése; elhizédd vagy visszhtEmenés (ha nem bélferés okozza); sulyos,
szokasos kezeléssel nem befolyasolhatdé vashianggg egyéb hiany-eredetvérszegénység;
egyéb hianyallapotok (példaul fehérjehiany, kaldmdmy, D-vitamin-hiany) (Polgar, 2005).
Nagyon fontos hangsulyozni, hogy ezeket a tineteketicsak coélidkia idézhetiGglhanem mas
betegségek is. Ezért a tinetek csak a gyanu mdgfagasara adnak modot, a diagnézis korrekt
megéallapitasa pusztan a tiinetek alapjan nem lgjestsé

A coliakia megfeled diagnosztizalasa igen fontos, mivel a betegséy§ egaérintettek egy
részénél jar kifejezetten betegségjelletiinetekkel, ezek az esetek képezik az ugynevezett
.cOliakia-jéghegy” csucsat. Diétas kezelésre aadlig klinikai tinetekdl fluggetlenlil azok az
egyének szorulnak, akiknél a vékonybél nyalkah@tylkarosodott, boholysorvadasuk van
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(Véarkonyi, 2000). A gluténérzékenység igazolasdmecsikus ellenanyagok - endomysium elleni
antitest, jejunum elleni antitest — kimutatasa gablA bélbolyhok sorvadasanak igazolasahoz a
vékonybéllsl vett kozvetlen minta (biopszias minta) szovettamsgalatara van szikség. Falchuk
€s munkatarsai (1980) mutattak ra, hogy a pontagnaisztizalashoz (éoku rokonok esetében a
veszélyeztetettség megallapitasahoz) nagyon fomgvizsgalni bizonyos hisztokompatibilitast
kodolé gének kifejeidését. Az ugynevezett HLA (human leukocita antiggé@pek altal kddolt
fehérjék fontos mediator szerepet jatszanak a mylutgkonybél nyalkahartyara gyakorolt hatasa
koézben. llyen fehérje lehet példaul a HLA-B8 isvadbbi genetikai kutatasok is folynak a betegség
diagnosztizalasat illéen. Reinton és munkatarsai (2006) javaslatot tetieklLA antigének
vizsgalata mellett mintegy kiegészitésképpen bimengenetikai markerek valés idlejPCR
mérésére, nevezetesen a HLA-DQ2 antigént kodolé DQ3 gén és DQB1*02 gén, illetve a
HLA-DQ8 antigént kddolo DQB1*0302 gén kimutatasara.

Mielétt tovabb haladnank, fontos tisztazni a coliakiahmasonld betegségek mibenlétét.
Dermatitis herpetiformigDuhring-betegség): gluténérzékenységnek erre a formajara viszket
holyagos Brelvaltozas jellemd viszont ezek a tlnetek helyioigydgyaszati kezeléssel nem
szlntethdik meg. A vékonybél is érintett, de az emé@szervi tiinetek rendszerint enyhébbek. Ezen
betegség is permanens betegség, tehat egész atetarié gluténmentes diétat kell a betegnek
kovetnie, hogy tinetmentes maradjon (Kovacs, 2000).

A gabona- (glutén) allergia a colidkiahoz hasorildetekkel jar6 megbetegedés, viszont a
hattéerben |é&y immunolégiai folyamatok alapwétn masok. Gabonaallergia esetén IgE
(Immunoglobulin E) tipusu ellenanyag terdgus jatszodik le, mig a coliakia esetében nem IgE
medialt reakcio alakul ki, hanem T-sejt altal kite#l immunoldgiai reakcidé zajlik. A
gabonaallergidban és a cdlidkidban egy a kdzosy maigdkét betegséget a glutén valtja ki,
ugyanakkor a gabonaallergiat a gluténen kivil okgak mas gabonafehérjék is. A gabonaallergia
esetében azonban nem eledgeld allergiat bizonyitani, hanem a gluténmentesadivezetése
elott célszet azt is megvizsgalni, hogy a beteg nem céliakids-megfeleb diagnozis igen fontos,
mert mig a coliakia és dermatitis herpetiformigletre sz6l6 gluténérzékenységet jelent, addig a
gluténallergia lehet itleges, €s nem feltétlentul szikséges minden galjtatafaés minden
gluténtartalmu étedt eltiltani a beteget. A gabona- (glutén-) allerésm a coliakia kozti tényleges
kilénbség csak diagnosztizalas soran deril ki (KsyA000).

Fontos még megjegyezni a betegség szempontjdbokelrkiltban népszévé valt érdekes
feltételezést, melyet a Finn Colidkia Tarsasag, tetiszerint a zab nem okoz probléméat
coliakiasoknal. A mai napig nincs egyseges vélemg@mabot illeben. A diétara szorulé betegek

70%-a probléma nélkil haszndlja jelenleg is, deokr@ komoly tlineteket okoz.

11



2.2. Buza és vele keresztreakciot mutato egyéb gatadelek

A kulonb6z gabonafélék szerepét liszterzékenység kialakudastxicitasuk jellege alapjan
Kasarda (2001) csoportositotta és jellemezte. Aogatéléknek bizonyos hasonlé szerkézet
fehérjéi tartalmazzdk az érintettek szamara arwlaliotorészeket. Ezt a jelenséget nevezzik
keresztreakcionak. Kialakulasanak feltétele a hasomolekulaméret, legaldbb részben azonos
aminosav szekvencia és funkcionalis homologia amunreaktivitasban. A gabonaféléknek 6t faja
hozhaté kapcsolatba a coliakiaval: a baza, a &léiKrozs és bluza keresztezésével hoztak létre), a
rozs, az arpa és esetleg a zab.

A buza {riticum) a pazsitiiféléek (Poaceag csaladjaba tartozé névénynemzetség, amelyet a
vilagon a masodik legnagyobb mennyiségben termeaztukorica utan. Alriticum aestivuniajta
konnyen alkalmazkodik a kulonb®dkoldgiai feltételekhez. az északi félgomb mérkékghajlati
Ovében termesztik, dlsorban kenyérnévényként.

A tritikdle, a bluza és a rozs keresztez8kétrarmazo, az &s ember altal alkotott
nemzetseghibrid, amely koztermesztésbe kerult. Newgiza Triticum) és a rozs Secalg latin
nevének kombinaciéjabdl ered. A nemesités céljavalz hogy a buza terfképességét, nagy
fehérje- és sikértartalmat a rozs ellenalloképasgdikeresztezzék.

Az arpa a Karpat-medence egyik legrégibb gabogaarpa mai termesztett formai 99%-ban
egyetlen diploid fajhoz, tudomanyos nevén Hordeum vulgare L.-hoz tartoznak. Sikér
tulajdonsagai gyengék, ezért kenyeret nem leheti i@ole. Termesztésének oka mégis a nagy
fehérjetartalma.

Eurépaban a jelenleg termesztett r¢@ecale cereald..) 6se gyomnovényként kerilt be a
buzaval. Hazankban a buza mellett a rozs az a galaomelyet még kenyérgabonanak tekintenek.

A zab szekunder kulturnévény, azaz a buza és azgggmanovénye volt és csak Kédbi, mar
a mérsékelt égov vidékén végrehajtott szelekcidmiyokerilt termesztésbe. Rendszertanilag a zab
az Avenanemzetseégbe tartozik.

A zab fehérjéinek coliakias tiineteket kivaltd tdajsagarél meg vitatkoznak a kutatdék. Ez a
gabonaféle a jelenleg érvényes szabalyozasban meEgpel mint a csomagolason feltintetend
allergén, de mar csak zardjelben. Blbhdddbéan az ajanlasok ugyan ezt a gabonafélétészin
kizarjak a coliakiasok étrendjébh de szamos publikacié (Janatuinen et al., 200kdrg et al.,
2004) bizonyitotta mar, hogy a zab nem artalmaglanypalkahartyajara és nem valt ki coliakias
tineteket. Egy 1995-ben végzett vizsgalat sze@X/NFSDU 03/4 OKT., 2003) - melyet k&sb
mas vizsgalatok is medmitettek - a kezelt és frissen diagnosztizalt &g betegek is jol
toleraltdk a zabot. Ot éves nyomonkdvetéses viasgakrint napi 93 g zab fogyasztasa hosszabb

tavon sem okozott egészségkarosodast. Ennek waiégthiet oka, hogy a zab prolaminja az
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avenin, szignifikansan kevesebb prolint tartalnmamt a buza gliadin. A zab artalmas voltardl is
jelentek meg publikaciok, melyek azékbiek ellentétét allitottak (Lundin et al., 2003z
eredmények azt mutatjak, hogy a zab nagyon soKkszndval, vagy mas cdlidkia szempontjabdl
artalmas gabonafélével szennyeik szallithsa vagy raktarozasa soran (Janssen.etl398;
Thompson, 2004), igy megfeteszirévizsgalatok nélkil nem javasolhato fogyasztasranbiedo

€s munkatéarsai (2005; 2006) az R5 monoklonaligemstte tervezett ELISA mddszert, a Western
blotot, a PCR mddszert és a tomegspektrometriaganéikeresen alkalmaztak a szenbygés
kisziirésére. Tovabba a HACCP kovetkezetes betartas@®/ah @yartasi folyamat megfedel
minéségbiztositasaval (Tamasi, 1999) (6sszetételi gpakismerete, nyersanyag nyomonkovetes,
szelektiv tarolds, csomagolas ellereése, hulladékkezelés, illetve rendszeres tovairds)
elkertlheb lenne ez a probléma.

2.2.1. Gabonafehérjék szerepe

A fehérjek antigén jellege szempontjabol nagy gzefrejatszik egyrészt immunogén
karakterik, masrészt stabilitasuk mind az élelmipaeé kezelések, mind a tapcsatornan valo
athaladasuk folyaman (Aalberse, 1995). Altalabd®-400 kDa kozotti molekulatomédehérjék
viselkednek immunogén antigénként. A 10 kDatigébb molekulatomdgfehérjék nem valtanak
ki immunvalaszt, mig a 100 kDa-nal nagyobbak nedmailk felszivodni a bélcsatornan keresztul.
Tsuji és munkatarsai (2001), Franken és munkatét88¢4), valamint James és munkatarsai (1997)
egyetértenek abban, hogy bizonyos 47 kDa fehérjékgmtenzivebb allergének a buzaban, de
taléltak ezen kivll 17, 20, 27, 31 kDa nagysagergiét kivaltd fehérjéket is.

A gabonaszemek fehérjéi tobbféleképpen csoporaidih{Lasztity, 1981):
Bioldgiai funkciéjuk alapjan A fehérjéket biolégiai szempontbdl funkciondlis &stalék

fehérjékre oszthatjuk. Funkciondlis fehérjek azimek, egyes organellumok, a membranokat
felépit feherjek, valamint a szabalyozasi folyamatokbaztrée\b fehérjék. A tartalék fehérjékhez
az endospermium, az aleuronréteg, valamint a &sitanbod, elté oldhatdésagu fehérjefrakcioi
tartoznak.

Oldhatdséag szerintOsborne (1907) nyoman igen elterjedt a gabonafékétghatdsag szerinti

csoportositasa. Igy vizoldhaté albuminokat, sodidggobulinokat, alkohol oldhaté prolaminokat
(buzaban: gliadin; rozsban: szekalin; arpaban: éiardzabban: avenin (Arendt et al., 2004) és sav-,
illetve lagoldhatd glutelineket (buzéban: glutenikjilonboztetink meg. Az albuminok és a
globulinok élettanilag aktiv fehérjék, a prolamingka glutelinek tartalék fehérjek.
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A gabonafehérjéknek altalaban kicsi a lizin- épttfidn tartalma, nagy bennik a glutaminsav
és a prolin mennyisége (Kasarda et al., 1984; Klopge és Hefle, 2006). Egyes kutatasok szerint
az aminosav Osszetétel nagy szerepet jatszik daapepi képsddésénél a coliakias autéimmun
reakciok kialakulasadban (Gorinstein et al., 19%®hérjetartalom szempontjabdl a buza az egyik
leggazdagabb gabonaféle. A buzak nagy tobbsegéréegetartalom 12-15%-0s lehet, amelynek
jelens része vizben nem oldhatdé sikérfehérje (gluténiekBt a blaza endospermium
tartalékfehérjéket gliadinokra (prolaminok), illetwgluteninekre (glutelinek) osztottdk aszerint,
hogy 70%-o0s alkoholban, illetve hig savban vagypérgoldédnak-e.

A glutén egynegyede glutenin, haromnegyede gliadliglutenin nagy molekulattmégmig a
gliadin kis molekulatomeg ezért tomegardnyuk kb. 1:1 a glutén frakcibbanekslasztés-
technikai eljarasokkal, disorban elektroforézissel komponensekre bonthatésAtity, 1996,
1999):

* kis molekulatomety (LMW) gliadin (prolamin) komponensek, amelyekrégmzs, hogy
egy polipeptidlancbdl allnak, diszulfid kotéseik tramolekularisak, molekulajuk
globularis jelled;

* nagy molekulatomdg és kis molekulatomeg glutenin komponensek (HMW-GS és
LMW-GS), amelyekre jellentz hogy tobb polipeptidlanchol épiilnek fel, melyeket
intermolekuléris diszulfidkotések kapcsolnak dsszmolekula linearis jelldg

Az elektroforetikus mobilitasuk alapjan tovalbj -, y-, w- prolaminokat kilonboztethetiink
meg, amelyek mennyiségi eloszlasa minden gabonagi@émas és mas (Kasarda et al., 1983).
Colidkiasokra nézve aa- ésp-tipusu prolaminokat tartjak élsorban toxikusnak (buza esetében
60%-at teszik ki a gliadin frakcidnak), yaprolamin (30%-ot képvisel a gliadin frakcion bélul
kevésbé bizonyult toxikusnak. Tudni kell azonbasgyha lbkezelt élelmiszerekben csak éshabil
és szintén toxikusx>prolaminok (10%-ot tesznek ki a gliadin frakcioelid) kimutatdsara van mod
(Charbonnier és Mossé, 1980). A gliadinok toxi@tén lev kiulonbségek részben a prolin
tartalmukban valo eltérésusbadodik (Skerritt és Devery, 1990a). A koztudatlsakaig csak a
gliadinokat tartottak artalmasnak, de mara margesa valt, hogy a HMW gluteninek is
artalmasnak bizonyultakn vivo kisérletek sordn a colidkids betegek nagy széaa#tk(De
Vincenzi et al., 1996; Ellis et al., 2005)

A glutén vagy sikér fehérjéinek szerepe technolog@empontbdl is igen jeletd, hiszen
nedvesség-felvév képessége, izjavitd és izfokoz6 hatdsa meghatamzgliadin és glutenin
komponensek jelenléte és aranya lényegesen hatngérkanirbségére: a gliadin aranyanak

novekedeése a sikér lagyulasat, csokkenése a skéérkységét fokozza (Matuz, 2000). Bizonyitott
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tény (Yuan He et al., 2005), hogy a HMW gluteniagglség aranyanak jelenléte meghatarozza a
kenyértészta dagasztasi, keverési tulajdonsagahstgén buza vonalak esetében ezt az értéket,
mint minéségi faktort alkalmazzak és igy prognosztizaljladatt vonal j6gbeni tulajdonsagait.

A taplalék fehérjek szerkezetét az élelmiszeripaljarasok kulonbék mértékben
modosithatjak. Ezek az eljarasok azonban a fehgapd&ncidlis allergén jellegét altalaban nem
csokkentik. A legbiztosabb megoldas a coliakiasoéngpontjabol a gliadin és a tébbi prolamin
eltavolitdsa lenne, azonban a reoldgiai szerkedmtelyasolo fehérjék nélkil a lisztelbnem
lehetne kenyeret sitni. Végleges megoldas hianyadbamapanyag-allergének aktivitasanak
csokkentése ceéljabadl jelenleg enzimes kezelésaekk@miobalkoznak. A céliakias tineteket kivalto
gabonafélék esetében az egyik ilyen I8bég) a transzglutaminaz enzimes modositas, melgktssz
korben alkalmaznak az élelmiszeripar terileténraldzglutaminaz enzim nagy lebstget rejt a
gabonaipar szamara, hiszen a reoldgiai szerkevefdgaval midségi tészta is &éllithaté a nem
tradicionalis, pszeudocerealiérlemeényekibl, kukoricakeményiibol, sargaborsobol vagy akar
rizsliszt®l is (Gerrard és Sutton, 2005). A reoldgiai szegtgavulasaval parhuzamosan arra is van
esély, hogy az enzimes modositas hatasara azéalgtheg csokken (Takéacs et al., 2007), de erre

egyebre nincs elég irodalmi bizonyiték.

Harom maésik gabonafajta, a tritikalé, rozs, és gmmdaminjai ugyanolyan hatést valtanak ki
coliakidsoknal, mint a gliadin. A zabot, vitatotithsai miatt a jelenlegi torvényi szabalyozas még
coliakiasok szamara artalmas gabonaféleként kedelimar csak zardjelben tunteti fel a tobbi
jelolésre kotelezett gabonaféle mellett.

A tritikale, a buza és a rozs keresztezékébarmazik, ezért megtalalhatok benne a gliadia és
szekalin nyomai is. Nagy a fehérjetartalmajjadastol fuggen még a buza fehérjetartalmat is
meghaladhatja.

Az arpa endospermiumjaban teviehérjék oldhatésaga alapjan a kovetkezsoportba
sorolhatéak: albuminok, globulinok, illetve prolami(hordein) és glutelin, melyek az
endospermium tartalék fehérjéi. Ezek kdzil a legoh mennyiségben az utdbbi Kettan az
arpaban. Az arpa aminosav tartalmat tekintve mbaesrge#élékhez hasonléan magas glutaminsav és
prolin tartalommal rendelkezik, de kevés lizintéémaz (Lasztity, 1996).

A rozs fehérjetartalma kisebb, mint a buzaé. Az dbsb-féle csoportositas alapjan a rozs
albuminokat, globulinokat, prolaminokat és gluteket tartalmaz. Az endospermiumban talalhaté
kis molekulatomesy prolamin a szekalin (elektroforetikus mobilithsatapjan C, A és B
szekalinok) (Lasztity, 1996).
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A zab endospermiuma kevés prolamint (avenint) (EO&&- 6sszfehérje tartalomnak) tartalmaz
(Denery-Papini et al., 1999), ezzel szemben glabaln gazdag. A zab prolaminokon betgil 8-,
y-, 0-avenineket kiulonbodztetnek meg elektroforetikus iitébuk alapjan (Lasztity, 1996).

Az 1. tablazattartalmazza a fent emlitett gabonafélék néhanatialini tulajdonsagat.

1. tAblazatColidkias tineteket kivaltdo gabonafélék beltarta(iRadler, 2005)

Energia Fehérje | Szénhidrat

[keal] [%0] [%0]
Arpa 363 10,6 73,1
Blza (teljes mag) 347 14,4 66,2
Durumbuza 339 12,7 71,13
Rozs (teljes mag) 330 9,6 67,0
Zab (teljes mag) 398 15,0 65,0
Tritikalé 336 14-18 72,13

2.2.2. Genetikai 6sszefliggések

A gabonafélék botanikai rendszertani besorolasal.aabra mutatja. JOl lathatd, hogy a
glutén-érzékenyek szamara tiltott fogyasztasu gafagok (blza, arpa, rozs, zab) ugyan egyszik
novények, mégis mas alcsaladba tartoznak, tehatlidilloniinek a biztonsagosan fogyaszthatd
kukorica és rizs fajoktdl (Hajosné, 1999). A pszeeatealia (hajdina, amarant) fajok a kétéelk
osztalyaba tartoznak, igy rendszertanilag is igemltalinak a lisztérzékenységet kivaltd fehérjét

tartalmazo fajoktol.
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Magnoliophyta
Torzs Zarvatermék

Liliopsida Magnoliopsida
Osztaly Egyszikiick Kétszikilek
Poales Caryophyllales
Rend Pagzsitflivek Szegfiiviragiak
Csalad Poaceae Amaranthaceae Polygonaceae
Pazsitfiufélék Disznéparéjfélék Keseriifiifélék
Pooideae Bambustideae Panicoideae Amaran‘thoi R
Alcsalad Perjefélék Bambuszfélék Kolesfélék
= - / \ Andropogoneae ‘
Nemzetség TritiCeae encac Orjzca Fenyérfifélék TS Fagopyrum
csoport
Nemzetség Triticum Secale Hordeum Avena Oryza Zea Kiilﬁnb(‘jz_fj amarant Kiilﬁnb(‘jzlf) hajdina
Tengeri fajok fajok
Fai Triticum Secale Hordeum Avena sativa  Oryza sativa Zea mays Kiilonbszo Kiilénbdz6
] aestivum cereale vulgare amarant hajdina
fajtak fajtak
Biiza Rozs Arpa Zab Rizs Kukorica
Amarant Hajdina

1. dbra A zarvaternék térzséhez tartozo csaladok nehany képéjeel

A gabonafélék esetében is, ugyanugy, mint mas ryakiel, feltérképezték a genetikai
tulajdonsagokat, illetve az ordknyag pontos dsszetételét. A bazardl tudjuk, hdphexaploid,
vagyis 2x3, kilénbdk fajbdl szarmaz6 genomja van: A, B és D genomokid@enérete nagynak
szamit a gabonafélék kozott, ugyanis 16xbp/ 1 kromoszéma nagysagretidvan szé. A
genomjanak tébb mint 80%-a isnt&ld szekvenciakbdl all.

Roder és munkatarsai (1998) mikroszatellit prirkesegitségével deritették ki egyes gének
elhelyezkedését a kromoszémakon (tbbbek kozoéttnga® prolaminokat kdédolé géncsaladok
ismétbdéseket, melyek az eukariotdk jelléinzA buza prolaminokkal kapcsolatosan szamos
kutatasrél tudunk, amelyek a genetikai tulajdonkaggpa fehérje kifejézlés kozti 6sszefliggéseket
vizsgaltak. Ezek dleg a kelt tészta tulajdonsagainak pontosabb fels@rés tovabbi javitasa
erdekében torténtek. Branlard (2004) a kovetképpen foglalta 6ssze ezeket az eredményeket: a
gliadin fehérjék monomerek (30-80 kDa nagysaguakjlutenin fehérjék polimerek és @ eszIél,

a nagy molekulasulya gluteninekb(HMW-GS: 75-120 kDa nagysaguak) és kis molekuiasu
gluteninekidl (LMW-GS: 25-45 kDa nagysaguak) allnak. Ugyan neiggik felsorolt fehérjét
génklaszterek kodoljak, mégis megfigyetheemi térvényszeéiség, nevezetesen, hogy az Al, B1,
D1 kromoszémak hosszu karjan talalhaté a Glu-1 ggad (HMW-GS-t kddoljak), a rovid karjan
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pedig a Glu-3 (LMW-GS-t kddoljak) és a Gli-b{gliadinokat kddoljak) géncsalad. Az A6, B6, D6
kromoszomak rovid karjan azonositottak a Gli-2 gatadot, mely az 6sszes tobbi gliadin fehérje
(a—, B, y-) kédolaséért felék.

Juhdsz és munkatarsai (2001) megéllapitottak, hegBankati 1201 magyar buzafajta
esetében a reoldgiai tulajdonsagok kivalésaga emynputacionak koszonhieta tobbi vizsgalt
fajtahoz képest. Azt is megallapitottdk, hogy alélabsszetétel jobban dsszefligg a glutén
minéséggel, mint annak mennyiségével.

Abbdl a tényldl kiindulva, hogy a kloroplasztisz DNS rendszerakulmanyozasa adhatja
szadmunkra a legtdbb felvilagositast a faj torz&tkgséél és a genomjaban megtalalhato jellémz
hipervaridbilis régiokrél, Ogihara és munkatarsaD02) szekvenaltak és térképezték a bulza
kloroplasztisz DNS-ét, a pazsitélék kdzil a rozs és a kukorica utan harmadikkéredményként
egy 134 545 bp hosszu szekvenciat kaptak, melyl&isém soran jelelds segitséget nyujtott a
primerek kivalasztasanal és az amplikonok kiéreaél.

A blza, az arpa és a rozs genetikai 6sszehasenigaeegtortént (Moore et al., 1995) és a
kutatok megallapitottak, hogy ugyanazok a lokuszoffyanolyan sorrendben talalhatdéak
mindharom cerealianal. A Triticeae fajok genetiabomanyanak rizs és kukorica genomjaval valo
0sszehasonlitdsa soran kideritették, hogy a hagtoidoszoéma szamok kdzott eltérések vannak: a
kukorica 5, a rizs 12, a bluza, az arpa és a radig fees alap kromoszémaszammal rendelkezik. A

haploid DNS tartalom mégis a rizsben a legkisebbE#iceaefajokban a legnagyobb.

2.3. Buzaval keresztreakciét nem mutatd gabonaféléds pszeudoceredlidk

Az ajanlasok szerint (Barna, 2000) colidkidban sedh betegek étrendjében szerepelhetnek
a buzaval keresztreakciot nem mutaté gabonaféléki m kukorica és a rizs, illetve olyan
pszeudocerealiak, mint az amarant és a hajdinaszeyaocerealidk botanikailag ugyan nem
tartoznak a gabonafélék csaladjaba, mégis azétj@ora gabonafélék kozé, mert nagy keményit
tartalma, lisztes magvukat a gabonafélékhez haaart@ntolvagrélve hasznaljuk fel ételeinkben.
Valodi glutént nem tartalmaznak, ezért alkalmasakliénmentes élelmiszerek tapértékének

kiegészitésére vagy annak novelésére.

A kukorica (Zea mays)a kalaszosokkal és difélékkel egyitt szintén a pazsitélek
(Poaceag csaladjaba tartozik. A kukorica hazai megjelekésealapveien emberi taplalékul
szolgalt. Az Osborne-féle oldhatdosag alapjan allbokra, globulinokra, alkoholban oldodo

prolaminokra (zein) és glutelinekre lehet felosktankukorica fehérjéit. A kukorica magbéls
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aminosav 0sszetételét tekintve alacsony lizin gsofén tartalom a jellentz Napjainkban a

A rizs a pazsitffélék (Poaceaekrsaladjan belil, a@ryzanemzetségbe tartozik. A haziasitott,
termesztett rizsek tulnyomé tébbségeCGryza satival. fajhoz tartoznak. A rizs szem szerkezete
hasonl6 mas gabonakéhoz. A tartalék fehérjek kdéasilés nagy molekulatomégfehérjéket
kulénboztetiink meg. A rizs kis molekulatonie@0% (v/v) alkohollal kivonhaté tartalék fehérjéit
prolaminoknak nevezzik, ahogy mas gabonak esetébfrblza, arpa és kukorica prolaminjaival
0sszehasonlitva a rizs ezen fehérje frakciojat nersgaltdk még meg alaposabban. Ez annak
tulajdonithatd, hogy ez a frakcio kis mennyiségben jelen és nem jatszik jeléstszerepet a rizs
minéségének meghatarozasanal. Az aminosav 0sszetteltve altalaban nagyobb a rizs lizin
tartalma, és kisebb a glutaminsav, illetve a prtdimalma a tobbi gabonadéhoz képest (Bienvenido,
1993)(Léasztity, 1996).

A hajdina (pohanka) (Fagopyrum esculentunvioench) a Himalaja vidékér szarmazik.
Rendszertanilag a zarvatafkntorzsébe, a kétsZikk osztalyaba a keddtifélék (Polygonaceae)
csaladjaba, &agopyrumnemzetség fajai kozé tartozik liszt nyersfehérje tartalmanak 94%-a
valddi fehérje. Ennek 94%-a glutelin, amely kdnngenészthét metionin tartalma magas. Lizin
€s arginin tartalma is jelefsd. A hantolt hajdinat kasa ételként, lisztjét kangs tésztafélek
készitéséhez hasznaljak. Mivel sikér tulajdons@gangek, ezért lisztj@h hagyomanyos modon
nem készithétlaza szerkezétkenyér. Gazdag esszencialis aminosavakban (Biads #999).

Az amarant(Amaranthus)egy kultirnévény-nemzetség osszefoglald magyae,nmely a
vilag szamos részeén elterjedt. Kb. 60 faj tartadi, melyek egy része gyomndvényként ismert,
masokat takarmanyozasi, vagy fogyasztasi célokmadsztenek mar nagyon rég oOta (az inkak
.Kiwicha”-nak, az aztékok ,huautli"-nak hivtak, I&ban disznéparéj néven fogyasztott,
spendtszdien elkészithét konyhai novény). Minden faja kétsdik a Caryophyllales
(szegfiviraguak) rendjébe tartozdmaranthaceaecsalad tagja. Az amararfAmaranthussp)
szarazsagrté novény, kedvexz termesztési és tdplalkozas-élettani jellémmiatt termesztik
(David, 1999). Az amarant mag nagy fehérje tartatniatt j6 lehetség a kbzepes biologiai érték
élelmiszerek vagy lisztérzékenyek szamara fogyasathlapanyagok tapértékének kiegéeszitésére.
A mag 13-18% fehérjét tartalmaz, tobbet, mint adtida, arpa, rozs és rizs. A fehérjetartalom a
csiraban 65%, a kozépsaktarozé szoévetben pedig 35%. Az amarant liziaaa jelends.

Az 2. tAblazattartalmazza a fent emlitett gabonafélék és pszewdalidk néhany beltartalmi

tulajdonsagat.
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2. tablazat Coliakias tiineteket nem okoz6 gabonafélék és plemmmedlidk beltartalma (Rodler,
2005)

Energia | Fehérje Szénhidra
[keal] [%] [%]
Amarant 359 16,0 63,0
Hajdina 345 12,0 72,0
Kukorica (teljes mag) 339 9,0 65,0
Rizs 353 7,4 77,5

Kasarda (2001) szerint az amarant és a hajdinanyesofehérjéi okozhatnak ugyan mas
jellegi allergias tineteket egyeseknél, de olyan tavobkansag a coliakiat kivaltd gabonafélek és
a pszeudoceredliak kdzott, hogy ez a két pszeueldliris nagy valdsziiséggel beilleszthéta
coliakids betegek diétajaba. Ezen kivil az amindssszetétele, amely nagy szerepet jatszik az
autéimmun reakciok kialakulasaban, az amarant-Uzsrhagoknal csak 63,6 %-0s hasonlosagot
mutat (Gorinstein et al., 1998). Gorinstein és nataksai (2002) megallapitottak, hogy az
amarantban léteznek prolamin-dzealkohol oldhaté fehérjék, melyek viszont csak 206-a
tartalmazzak a fehérjék teljes nitrogén tartaimamdlientétben a buzaval, melynek prolaminjai a
teljes nitrogén mennyiségnek a 45%-at kotik le. &tkezésképpen a prolamin-skeregytiletek
nem tartalék fehérjék. Mennyiséguk is olyan kicsisnterealiakhoz képest, hogy fogyasztasuk

felteheten nem jelent gondot colidkia fennalldsa esetén sem

2.4. Az élelmiszer-allergének jelolésére vonatkozdrvényi szabalyozas

A vildgon mindenutt egyre tobb az élelmiszerallébgin, illetve mas élelmiszer intolerancia
betegségekben szenwkdszama. Ezért sziikségessé valt, hogy a fogyadafékoztatasara az
élelmiszerek cimkéjén a felhaszndiblh élelmiszer-allergének fel legyenek tlintetve.éfeimiszer
jelolése nem vezetheti félre a fogyasztét az ébdmi tulajdonsagait illéen. A termék
csomagolasan magyar nyelven, kozéeef egyértelfien, jol olvashatéan fel kell tlintetni a
fogyasztok tajekoztatasahoz szikséges jeldléseket.

A jelenleg érvényes 2003/89/EC (2003/89/EK, 2008eftzl, 2005) (magyar torvenykezésben
is megjelent 19/2004. (ll. 26.) FVM-ESzCsM-GKM egg$ rendelet az élelmiszerek jeldlésea
167/2004 rendeleti médositassal (2004)) direktlapjan, 2004. november 256étz Eurdpai Unid
teriletén belll @allitott élelmiszerek cimkéjén koteleza gyartoknak feltlintetni a kovetkiez

allergének jelenlétét:
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o Sikértartalmu gabonafélék (pl. buza, rozs, arpd, @aég zardjelesen ugyan, de
szerepel a listan!), tonkélybuza, kamut, illetvelkahibridizalt fajtai) és az azokbdl késziilt
termékek;

0 Rakfelék és az azokbol készult termekek;

0 Tojas és az abbdl készult termékek;

0 Hal és az abbol készilt termékek;

o Foldimogyor6 és az abbdl késziilt termékek;

0 SzOjabab és az abbdl készilt termékek;

0 Tej és az abbol készilt termékek (beleértve a #kto

0 Csonthéjasok, példaul mandul®&ntygdalus communis )l.. mogyoré Corylus
avellang, di6 Quglans regi, kesudié Anacardium occidenta)e pekandio [Carya
illinoiesis (Wangenh.) K. Kochprazil di6 Bertholletia excelsg pisztacia Ristacia vera,

makadamia és queenslandi dilacadamia terrifolig és az azokbol készilt termékek;
0 Zeller és az abbdl készult termékek;
0 Mustér és az abbdl készult termékek;
0 Szezadmmag €s az abbdl készult termékek;

o Kén-dioxid és a 10 mg/kg, illetve 10 mg/liter torgééget meghaladd, $S®@en
kifejezett szulfitok.

Ennek az irdnyelvnek a lll. mellékletét, amely d#bb felsorolt allergéneket tartalmazza,
2006-ban modositottak (2006/142/EK), igy a lisegkiszilt még két ponttal:

o Csillagfirt és abbdl késziilt termékek;
0 Puhatestek és abbdl készilt termékek.

Ez a szabdly tobb szempontbdl is valtozast jelemi@é EU szabalyozashoz képest:
* A glutén felkerllt az élelmiszer-allergének listdja az EU iranyelv 1. sz.

melléklete szerint.
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* Az allergén listan szerapl(példaul glutén tartalmd) Osszebéet fel kell
tintetni, ez a szabaly az an. "6sszetett alkotéigsZ is érvényes, azaz fel kell sorolni
és részletezni kell valamennyi alkotorészt (ezga T85%-0s” szabaly hatalyon kivul

helyezését jelenti).

Glutén kontaminacié szempontjabdl két tipusu élehmit kilonboztetiink meg. Az eredéed
glutént nem tartalmazd, de nem specidlis gluténesemtietara szant élelmiszert, amelyen a
gyartonak fel kell tintetnie a lehetséges glutémsyezés tényét, ha ez nyilvanvald (példaul, ha a
technoldgiai eszk6zokkel mas gluténtartalmu éleemisgyartasa is rendszeresen torténik és a
tisztitds bizonyitottan nem megfélehagy egyik nyersanyag deklaraltan nyomokban lragahat
glutént). Ebben az esetben a jeldlési kotelezetstdy figgetlendl fenndll, hogy val6jdban mennyi
glutént tartalmaz a termék, tehat a "rejtett” gitéétalomrol is tajékoztatni kell a fogyasztokat. &
szabaly ugyanugy érvényes adalékanyagok, aromat@kddechnologiai segédanyagok €s mas
Osszetetk "rejtett” gluténtartalmara is.

A masik tipusu termék a specialis taplalkozasi ggliénmentes élelmiszer. A gluténmentes
élelmiszerekre vonatkozé jelenlegi, magyarorszéabdlyozds szerint a lisztérzékenységben
szenvedk részére készilt gluténmentes élelmiszerebdliéasanal nem hasznalhaté buza,
tonkdlyblza, arpa, rozs, zab és ezek hibridjeiyvezekldl szarmazo készitmények (beleértve a
keményiét és élelmi rostokat is) eés ddllitAsuk soran biztositani kell, hogy az emlitett
gabonafélékdl szarmazo anyagok nem kertilnek az élelmiszerbe.

A fent emlitett rendelkezések indokoljak egy vagibkt olyan érzékeny és specifikus
ellendrzési modszer kidolgozasat, amelyek léhét teszik komplex élelmiszer-matrixbdl a
gluténnel valé szennyezettség kimutatasat.

A gluténmentes Codex Alimentarius ajanlas érvénylée6 valtozata szerint a gluténmentes
élelmiszer definicioj#dALINORM 08/31/26):

1. olyan Osszetaikbol all, melyek nem tartalmaznak buzabdl, vagyticum fajokbol
(példaul: tonkdlybldza, durumbuiza, rozs, arpa), vagpbol és annak keresztezett
valtozataib6l szarmazé prolamint. Gluténtartalmekiriehet tébb, mint 20 mg/kg, vagy

2. tartalmaz buzabdl, rozshodl, arpabdl, zabbdl, toyikiatabdl vagy annak keresztezett
valtozataib6l szarmazd Osszeikgt, de technologiai eljarassal ,,gluténmentessé”
alakitottak, és gluténtartalma nem tébb, mint 2@kigng

Ezenkivil csokkentett gluténtartalmi élelmiszernelkezzik azt az élelmiszert, amely szintén
tartalmaz buzabdl, rozsbdl, arpabdl, zabbdl, toyikd@tabol vagy annak keresztezett valtozataibol
szarmaz0 Osszetéket, és gluténtartalma 20 és 100 mg/kg kozotti, edenem fogyaszthato

gluténmentes élelmiszerkeént.
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A magyar torvényben még a 200 mg/kg hatarértékepetra régi Codex ajanlas szerint
(167/2004, 2004) a legujabb 20 mg/kg hatarértéiatel A hatarérték csokkentése térvényi szinten
a kozeljowben varhatd, hiszen szamos publikacié szerint (€68 Kaukinen, 2005, Hischenhuber
et al., 2006) ez az a glutén mennyiség, mely aatbetegek nagy szazalékanal még nem
mutatkoznak a betegség jellefrizinetei.

Az Eurépai Unidhoz tortént csatlakozast kdest a korabbi termék-engedélyezést a notifikalas
(bejelentés) valtotta fel. A bejelentést a gyarkhvagy a forgalmazoénak legkds a termék piacra
kerllésének napjan kell megtennie a készitménjémtdek és a termékre vonatkozo adatlapnak az
Orszagos Elelmiszerbiztonsagi és Taplalkozastudgnaiézethez (OETI) valo benyuijtasaval.

A gluténmentes élelmiszerek kilonleges taplalkioz#su élelmiszerek, igy a termékek
jeloléseén fel kell tintetni a "gluténmentes"” vadigZtérzékenyek is fogyaszthatjak" kifejezést. A

szoveg mellett piktogran®2( abra) is alkalmazhatd (Horacsek, 2005).

2. abra Gluténmentes piktogram

A torvényi szabalyozasokon kivil a fogyasztokatalergoldgiaval foglalkozé szakemberek

altal létrehozott ugynevezett taplalékintolerarazatbank tittp://www.taplalekallergia.Hus segiti,

hogy megfeldl informaciokhoz jussanak a termékekkel kapcsola{Banna, 2000).

2.5. Glutén szennyezettség kimutatasa

Az élelmiszerek gluténnel valé szennyezettségénakuttasa két iranyba féfik.
Nevezetesen megkildénboztetiink fehérje alapl és @yt kimutatast (Poms, et al., 2004).

A colidkia esetében toxikus biomolekulanak szamitdén fehérje detektalasa tdbbféle médon
torténhet. Ki lehet mutatni mikroszkopos, elektrefikus, kromatografias é€s immunanalitikai
modszerekkel. Manapsag mar bizonyossagot nyert, épek kozil az immunanalitikai kimutatas a
legpontosabb, leggyorsabb és legolcsébb, a tolhige pontatlansaga és a koltséges volta miatt
idejétmult. A legujabb Codex ajanlasok is mégéik ezt a tényt (ALINORM 08/31/26).

A DNS alapu kimutatas pontossagat, megbizhatossggyorsasagat szintén nem Kgetbzik
meg, de indokoltsaga sokaig vitatott volt, hiszemmmagat a glutén érzékenységet okozo6 fehérjét

detektalja, hanem vagy az azt kdédold6 DNS részletagy a vékonybél nyalkahartyat kérositd
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fehérjét tartalmazo gabonafélék valamelyik masilemezé DNS-ét. A DNS alapu modszerek tehéat
csak kozvetett moddszerek, igy kvantitativ mérésak cabban az esetben hasznalhatbéak, ha
bizonyithatd, hogy a DNS és a hozza tartoz6 feh@&gmnyisége aranyos, ko6zottik a mintaban
megfeleb korrelacié all fenn. DNS alapu eljaras két alapwetetben ajanlott: dlként azoknal az
eseteknél vizsgaltak ilyen modszerrel, amelyekgglbizonyossagot nyertek a delhogy az adott
minta nem érintkezett egyik veszélyes gabonaféléeat. llyenkor a mintdk &zirése tortént a
modszerrel. Masodsorban kiegéézihddszerként kezdték alkalmazni, mikor bebizonyosind
hogy a fehérje alapi modszereknek is vannak karléééeg feldolgozott élelmiszer mintak
esetében, ahol a fehérjék denaturalodnak és kamialdhatatlanna valnak (Boross és Sajgo,
2003). Az immunanalitikai médszerek alkalmazasams@bfordult fals-pozitiv, illetve fals-negativ
eredmeény is. Ez tette indokolttd a DNS alapu élieést.

2.5.1. Immunanalitikai modszerek és az ezekkel kapolatos tapasztalatok

A FAO/WHO Codex Alimentarius Téaplalkozastudomanyi Kiilonleges célt Elelmiszerek
Bizottsdga (CX/NFSDU) szerint az élelmiszerekberélédmiszeralkotokban a glutén kvantitativ
kimutatasa immunologiai modszerrel ajanlott (pl.1&A, Western blot, immunkromatografia),
alternativ modszerként pedig a DNS alapu meghaaraxasolt (ALINORM 08/31/26).

Az immunanalitikai alapokon tik6dé modszerek éhye, hogy élelmiszerek esetében a glutén
kvantitativ mérésére alkalmasaké&yik még, hogy sokkal gyorsabban adnak eredmérigt, an
tobbi, fent emlitett vizsgélati modszer.

A glutén immunoldgiai alapon tortérkimutatasa ketféle modon toérténhet:

» Immunkromatografia elvén #koédé gyorsmodszerrel, amely 5-10 percet vesz igénybe, d
csak kvalitativ mérésre szolgél. Azt mutatja meggyha megengedett hatarérték folott vagy
alatt van-e az adott minta gluténkoncentracioja.

» Szilard fazisu enzimjelzéses immunszorbend alvalizissel (ELISA), melynek kompetitiv
vagy szendvics valtozata ugyanédidés ntiszerigényesebb a gyorsteszteknél, viszont

kvantitativ és kvalitativ mérésre is alkalmas.

Az ELISA vizsgalatoknal monoklonalis és poliklorsalellenanyagokat is alkalmaznak, az
immunkromatografias gyorsmodszereknél viszont asakoklonalis ellenanyagokat hasznalnak
(Takacs, et al., 2005).

A glutén kimutatasara alkalmas, forgalombal&itek ellenanyag szerint csoportositasa:

o poliklonalis, gliadin specifikus

o monoklonalisn-gliadin specifikus,
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o monoklondlis R5-ellenanyagra alapozott (pl. Méntige-R5 szendvics ELISA).

A glutén kimutatas fefidése

Az elmult 10 évben nagy d@klépés tortént az élelmiszerek glutén tartalmatatent/gliadint
felismel ellenanyagon alapulé analizisében (Janssen, 28@&Hetben poliklonalis ellenanyagot
hasznaltak a gliadin altipusok egylttes jelenlé&ékienutatasara. Kébb tdbben probalkoztak
monoklonalis antitestre tervezett modszerfejleseiégCiclitiria és Ellis, 1991), vegul Skerrit
fejlesztett ki egy érzékenyebhygliadin ellenanyagplapt modszert, amely kilondsen @stabil
gliadin frakciok felismerésére iranyult. Skerrib@b) durum baza, arpa, rozs, zab, kukorica és rizs
teljes tartalék fehérje frakcidinak SDS-PAGE-valrtdéd elvalasztasa utan a fehérjéket
monoklonalis antitest alapt immunblottal kulongetel. A kisérlet eredményei szerint a
monoklonalis antitestet fel lehet haszndlni glutémutatdsara, arpa malata hamisitasanak
kimutatasara, illetve a kenyér buza kimutatasararduésztaban. A kereskedelmi kitek tdbbsége
ezt az ellenanyagot hasznalja. A moédszer gyengebégy azw-frakcid, ugyan kstabilitdsa miatt
élelmiszerekbl konnyebben detektalhato, csak kis részét tesar kKisszes prolamin tartalomnak és
a kulonbosd gabonafajtdkban az-gliadin mennyisége valtozé (Denery-Papini et H999). Ennek
ismeretében mondhatjuk, hogy a Skerrit-féle ELISAdszer koncepcidéja nem volt teljesen
kovetkezetes. Mivel nem egyforma mértékben isnedrat arpa- €s a rozs prolaminokat, a mérések
gyakran nem reprodukalhatéak. Ennek oka lehet,amigy az egyes gyartdok kilonEominésédi
gliadin preparatumokat hasznalnak kalibracios stedicnt.

A kovetke®d elorelépés Méndez és kutatocsoportja (Valdés at D3R altal kifejlesztett,
gliadin epitopokat felismérR5-ELISA volt. Az epitopok a fehérjemolekulanaloazészei, melyek
a specifikus antitestekhez tudnak kapcsolodni. észekalin (rozs prolamin) antigén ellen
termeltetett monoklondlis R5 ellenanyag a gliadatpkszekalinokat és a hordeineket (arpa
prolamin) egyforma mértékben, ugyanazokon a szakaszismeri fel. Ezek a régidék az irodalom
szerint specialis, glutaminban gazdag pentapeptiekvenciak, melyek bizonyitottan fontos
immunologiailag aktiv részletei a fehérjéknek (Kadtlerg et al., 2006). Az R5 ellenanyaggal,
melynek nevében az ,R” a rozsra, az ,5” pedig at@eeptid szekvenciakra utablég aza-, y-
tipusu toxikus gliadin epitépokat tudjak kimutatiz R5-ELISA-val az érzékenység, a specificitas
és a reprodukdlhatésag is javult. Ezt a moddszervidgpalat keretei kozott validaltdk és a
gluténkimutatds ajanlott médszereként bekertlt de@cAlimentarius ajanladsokba (Méndez et al.,
2005).

Tovabbi kutatasok indultak a Méndez féle vonalomz&sta mar szuletett néhany, a szekvencia

azonossagon alapuld, Méndezéhez hasonld modszesly aan tineteket kivaltdé prolaminok
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mindegyikére specifikus, a fehérjek hidrolizalt rf@jat is detektélja, illetve a kilonkibz
fehérjekivonashoz hasznalt vegyszerekkel is korbpiat(Redondo, et al., 2005).

Az immunanalitikai modszerek korlatait Skerrittrdankatarsainak (1990c) kutatasai bizonyitottak,
hiszen az altaluk kifejlesztett ellenanyag bizongsetekben keresztreagalhat egyes kenmtenyit
granulatumok felszinén megtalalhato fehérjékkel,rigm valds pozitiv eredményeket produkalhat.
Azt is bizonyitottédk, hogy a polifenolok jelenlényegesen ronthatja a prolaminok extrakcigjat
(Skerritt és Hill, 1990b). Rumbo és munkatéarsairiszg1996) a magasdmérsékleten drténs
hokezelés (>13TC) adott kisérleti korilmények kdzott bizonyitott@d%-kal rontotta a gliadinok
kioldhatésagat. A gliadin kimutathatésaganak csikkeét Kterhelés hatasara mas kisérletek is
bizonyitottdk (Horacsek, 1995). Ez 0sszefiugg a dgliek h hatasra bekovetkéz

A szerd a valtozasokat nemcsak az alkalmazéhdiatassal és annak idejével magyarazta, hanem
egyértelniien az egyes élelmiszeralkotok (pl. nedvesseég,,tojdlsor, keményé) jelenlétével és
azok gliadinnal valé kolcsonhatasaval is. A pudipigkéta és virsli modellek vizsgalata valaszt
adott arra, hogy a fent emlitett komponensek milye@rtékben csokkentik a gliadin
kimutathatésagat a vele vald koélcsdnhatasbél,vadleabbol addéddan, hogy bizonyos méltdiheg
alkohololdhat6 frakcioi egybeesnek a gliadin az@tdsst ebsegity 30.000 - 50.000-es moltomieg
fehérjékkel. Zsirtalanitassal az érzékenységkazelt termékek esetén nem volt novathesak az

elektroforetikus kép mitsége javultdle.

2.5.2. DNS-alapu technikak és az ezekkel kapcsolattapasztalatok

Ha allergén kimutatas kapcsan DNS alapu technikakeszeélink, akkor edsorban a
polimeraz lancreakcion alapul6 technikakat (pl. PQR-PCR, real-time PCR, PCR-RFLP, PCR-
ELISA), illetve a hibridizacids technikakat (Southdlot, hibridizaciés gyorstesztek, esetleg RNS-t
detektald Northern blot) értiink ezeken.

A dezoxiribonukleinsav (DNS) kimutatason alapulo dszerek élelmiszer analitikdba vald
bevezetésekor tobb kritikus kérdésodkitt fel. llyenek voltak a technoldgia soran bek&eeett
torténések hatasai a DNS-re, mint példaul a fragumetdrés, vagy a matrix hatas. Ezeléstyban
a DNS izolalas soran befolyasoltak a DNS mennyisdmgieértve a sokszorozasnal kritikus DNS
méretet is.

A matrixb6l a megvaltozott méret DNS fragmentumok elegedd mennyiségben és
minéségben tortéh kivonasa céljabdl az élelmiszeralkotok kozul a éfgk, zsirok,
poliszacharidok, polifenolok (tannin) és egyéb atiensek eltavolitasa az @eges Iépés, mivel
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ezek szamos esetben irreverzibilis kapcsolatofitalagk ki a termékben talalhaté nukleinsavakkal,
megnehezitve a kinyerést (Balint, 2000a).

Az alkalmazott DNS alapt médszerek kivalasztasdiggelembe kell venni az 6sszetétel
okozta DNS-izolalasi nehézségek mellett a feldahgozechnologia soran bekdvetkeatlagos
DNS-lanchossz cstkkenést is. Akiezelés, sterilezés, siutés, de barmiféle fizikajyviémiai
kezelés (pl. pH, émérséklet, nyir6 ék) a DNS karosoddsadhoz vezet és a kuloadialyeken
bekovetke# lanctorések miatt a kimutatas lehetetlenné isatalh

A DNS degradacio ellenére az irodalmi adatok aztatjak, hogy a fehérje molekulakhoz
képest a DNS lényegesen jobb allapotban megmasdderz az élelmiszer matrixokban, igy jobb
nyomonkovetést tesz leldgt. Tilley (2004) kutatasai szerint, aki a kenyéumggs folyamatéat
vizsgalta DNS alapu detektélassal, a kis és nagyakvdmban 1&v gének kimutatdsa egyarant
lehetséges volt még a vegtermék esetében is. A mbiSkula relativ stabilitasat bizonyitja az is,

hogy a nyomokban &fordulo éleszi DNS-ét is detektalni tudta egészen a technoloéigeny.

2.5.2.1. PCR alapu technikak

A PCR-technika, azaz a polimeraz lancreakcié (Pela®e Chain Reaction), olyam vitro
modszer, amellyel a sejtek genetikai informacidjardozé DNS célszekvenciait enzimatikus
reakcid segitségével megsokszorozhatjuk (amplHét@lk). A moédszer harom alaplépése a

megfeled tisztasagl DNS izoldlasea DNS-szakaszok 6ktabil polimeraz enzimmel tortén

felsokszorozasavégil a DNS termékek azonositasa

A modszer alapjanak tekintlieDNS sokszorozast (amplifikaciot) mar a 70-es éekdién
leirtak, de akkor még annyira nehézkes volt a éieése, hogy a mddszer sokdig nem tartott nagy
erdekbdésre szamot. Rohamos &ejésnek a nyolcvanas évek kozepén, a DNS szintetizal
készulékek bevezetésével edypen indult meg. A technika részleteit és lancreakeifejlesztéseét
K. B. Mullis dolgozta ki 1985-ben (Mullis, 1987)kiae tertileten végzett munkassagaért 1993-ban
Nobel dijat kapott. A lancreakciova fejlesztetthieika Iényege, hogy néhany éra lefutasa alatt
ciklikus homérséklet valtoztatassal kevés DNS molekuldbdlianilbs kdpiaszdmu fragmentum
allithatoé eb, amely mar alkalmas a kimutatasra (Candrian éby.,(it991). A technika sikere nem
kis mértékben az ugynevezetistabil Taq polimeraz enzimnek készonbieimelynek felfedezése
sarokpont a technika alkalmazhatésaga szempontjAbdhq polimeraz egy, &ermus aquaticus
neui baktériumbdl izolalt DNS-polimeraz. Bermus aquaticusa Yellowstone Nemzeti Park egyik
gejzirjében talaltdk, ez garanciat jelentett amoay a belle kinyert enzim toleralja majd a reakciot
kisé hdingadozast és nem inaktivalodik.

Beszélhetlink kvalitativ, fél-kvantitativ és kvaativ PCR technikardl is (hagyoméanyos
kvalitativ vagy fél-kvantitativ PCR, ahol az amiid#fit DNS szakaszok azonositdsa utolagosan
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torténik; kvantitativ valos idéj(real-time) PCR, ahol az amplifikalt DNS szakasaaknositasa az

amplifikacioval egy idben tortenik).

A meqgfeleb tisztasagu DNS izolalaskiilondsen fontos ennél a technikanal, hiszen kis

anyagmennyiségekkel dolgozunk. Zimmermann és ntarda (1998) 9 kilénbéz DNS
extrakciés eljarast hasonlitottak 6ssze széja hietémzése sorafcredményeik alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a DNS-<kdgyantat felhasznalé modszerek, mint a WIZARD,
DNeasy, Nucleon Phytopure esetében, valamint a CTad&iszer alkalmazasakor viszonylag
alacsony hozamu, de igen j6 rd&edi DNS nyerhei. Ugyanakkor az egysZdsb, gyorsabb és
olcsobb eljardsok, mint a ROSE, alkdli vagy a Ché&le0 viszonylag nagyobb hozamu, de gyenge
minésédi DNS-t eredményeznek. Mindegyik modszert arra sejiették ki, hogy a DNS-t minden
mas biomolekulatol, szerves eés szervetlen vegyliletivalassza (proteinazos, RN-azos
emesztéssel; kloroformos extrakcidval, ethanolosassal; stb.). Ez a cél az élemiszer-matrixok
esetében is, habar egyes mintdkban nagyon kevéwehieszen hozzafértieta DNS tartalom.
Gabonamagok esetében kilonoésen fontos megemlitamy, a poliszacharidok a DNS kinyerésénél
jelentbs gondokat okozhatnak (Sharma et al., 2000; Vartmal.e2007). Szintén gabonamintak
vizsgalatanal kell azzal szamolni, hogy a jedeninennyiségben jelenlévipid transzfer proteinek
(példaul: LTP1) ellendlinak a proteinazoknak, edd#t minta fehérje-szennyezettsége ndbgh
(Jones és Marinac, 2000). Szamos kisérlet bizatgjthogy a gabonafélék és pszeudoceredlidk
magjaban Bstabil proteaz inhibitorok vannak, amelyek akadahaijak a DNS feltaras soran a
proteinaz enzim fikddését (Belozersky et al., 1995; Tsybina et &l012. A mintakban igy jelés
mennyiség fehérje maradhat.

A kinyert DNS-oldat tisztasaganak és koncentrao@ameghatarozasara spektrofotométeres
meérés alkalmazhat6, mely soran megallapithato d@at gloncentracioja és tisztasaga. Amennyiben
a minta 260 nm hullamhosszon mért abszorbancike2it® - az megfelel 50 pg/ml koncentracioju,
duplaszali DNS oldatnak. Az oldat tisztasagéara tkmz@ informaciét a 260 nm-en és 280 nm-en
mért abszorbancia hanyadosa adja, amelyet R ékéleneziink. Ez akkor megfetelha ennek a
hanyadosnak az értéke 1,7-2,0 k6zott van. 1,7 ékaéknél az oldat fehérjével, 2,0 felettinél medi
a mintaoldat RNS-sel szennyezettnek tekirgitiptaniatis et al. 1989). Ezenkivil az extrahalt DNS
tisztasdganak megallapitdsara agar6éz gélelektméorékovet denzitométeres kiértekelés
hasznalhat6 etidium-bromidos vagy fluoreszceng gt stoveden.

A kovetked lépés a DNS-szakaszokdtabil polimeraz enzimmel tértérielsokszorozasaA

PCR reakcio lancke#drovid, egyszalu oligonukleotidok (primerek) jelétdben, a émérsékletet
gyorsan és pontosan valtoztatni képes készuléKlugmevezett thermocyclerben torténik. A DNS-
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fragmentumok enzimatikus felszaporitasahoz két rolydigonukleotid primer felhasznalasa

szilkséges, amelyek a célszekvencidk mindkét s#aldavégével komplementerek. Az

egyszalusitott templatrél a DNS polimeraz a priglekiindulva 5'-3’ iranyban komplementer

szalat szintetizal, hasonlé modon, mint ahogy téan az élsejtekben is végbemegy.

A PCR-reakcio Bmeérsekleti ciklusok sorozatabdl all, egy ciklus igea kovetked |eépésekBbl
all (3. abra):

Denaturalas: a szaporitandd ksttDNS-szal 93-95°C koruli dmeérsékleten egyszaluva

denaturalodik.

Primer ké6dés (annealing): acimérseklet 50-60°C-ra csokkentésével a rovid, ddeala8-
20 nukleotidbdl all6 szintetikus egyszalu oligoredtid molekuldk, a primerek
kapcsolodnak a célszekvencidkhoz. A primerek a olegerozandé parhuzamos,
denaturaldédott DNS lanc két végéhez ckiitek, ellenked irAnybol. Az épid DNS szal
épitokovei” a ANTP-k.

Lanchosszabbodas: 72-75°C-on @sthbil DNSTaq polimeraz az egyszalu templat DNS-
hez kapcsolédd primerek 3’ végeit meghosszabbigjlanfacid), és ezzel egyiden
megtorténik a templat DNS-sel komplementer sz&itézise (extenzid) is 5’-3’ irdnyban.

5 x 1. lépés
. 0 » Denaturacié 92C-on

. +@ \ . 2.1épés

Primerkapcsolddas

| |
50 - 60C-on
T%ﬂy @ > — b_ 2
) b , b 3. lépés

* ‘ Lanchosszabbitas (P — polimeraz enzim)
\ @ ‘/3 . _ 72-75C-on
5 s " Az els ciklus véget ért. Az eredménydl

L kapott két DNS-szal a kévetk&eiklus

s e — templatja lesz, azaz minden ciklusbhan
5 5 ’ megkétszergalik a DNS mennyisége.

(Forras: http://hu.wikipedia.org/wiki/PCR

3. abra A polimeraz lancreakcio egy termociklusaban leziglgamatok elvi vazlata
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Ezzel az els ciklus befeje#dik, és olyan ketis szalu DNS molekulat kapunk, amely a primert
is tartalmazza. A molekuldk Gjbdli denaturdlasdkekddik a masodik ciklus, az Uj kopiak
templatként szolgalnak, ennek kovetkeztében a DNfekula mennyisége minden ciklusban
megkétszergdik.

A hémérsékleti ciklusok megkezdésestela reakcid specifikussaganak és hatékonysaganak
novelése érdekébenddenaturaciot, az osszeénhérsékleti ciklus lezajldsa utdn pedig szintén a
fent emlitett célbdl utdlagos lanchosszabbitasttskoalkalmazni.

A ciklusok szamat az hatarozza meg, hogy mennyD&b-re van szikség. Pikogrammnyi
DNS-3I 30-40 ciklus alatt mikrogrammnyi mennyiséget leb&allitani, viszont 40 ciklus utan
mar nem novekszik exponencialisan a DNS mennyisége, gatlé hatas Iép fel. Ez az Ugynevezett
platé fazis.

A plato fazist edidézo faktorok:

0 TaqDNS-polimeraz inaktivadlodasa,
TaqDNS-polimeraz limitalé koncentracidja,
denaturacio hatékonysaganak ciklusonkénti csoklegnés

primer kapcsolddas hatékonysaganak csokkenése,

O O O O o

termék bomlasa a polimeraz enzim 5’-3’ endonukbaditasa miatt.

A PCR reakci6 soran tébb hibalebstggel kell szamolni, mert a moédszer igen érzékényz
eljaras nagyon kicsi anyagmennyiségeket alkalmap @t al., 1994). A primer kapcsolodasi helye
specifikus, igy elviekben csak a megfélabgysagu DNS-fragmentumok képnek, de a rosszul
megvalasztott émérsékletek, anyagmennyiségek miatt ez a gyakamatiem mindig van igy.
Ezek a hibak a hagyomanyos PCR technika soran agagy akrilamid gélen elektroforézises
elvalasztassal kimutathatok, valossheén (real-time PCR) pedig a generalt jelek szaréfiég
detektalhatok és a rendszer tovabb optimalhat@akaio optimalasa (Hajosné, 1999; Balint, 2000a
€s 2000b) soran az enzinmikddéséhez szikséges MgGl DNS és a primerek koncentracidja tag
hatarok kozott valtozhat. Admeérseékleti ciklusokon beltli dmérsékletek finom valtoztatasaval
szintén novelhéta specifikussag. Nem teljesen optimalis korlimérkgzott, illetve magas primer
koncentraciék esetén nem specifikus DNS szakaszy v,primer-dimerek” (primer parok
egymassal kapcsolodnak dssze) is sokszorozodhatnak.

Egy masik hibalehéség az inhibitorok jelenléte a mintakban a lanacgakoran. Elméletileg
a reakcioval igen kis mennyiségakar 1 kopia DNS sokszorozasa is lehetségesbanoegyes
PCR inhibitorok az élelmiszeranalitikai célu vizegékra alkalmazott modszerek esetében igen
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jelents gatld tényeik lehetnek. Inhibitorok lehetnek az élelmiszertts&d, mint pl. a szénhidrat
komplexek, enzim inhibitorok vagy az izoladlas sordrasznalt vegyszerek. Rossen és
munkatarsainak (1992) kutatédsi eredményei azt irmték, hogy a natriumklorid, a szacharéz és
maga a kivont DNS is gatolhatja a polimeraz lanaed Az extrakcio soran felhasznalt
vegyszerek kozll az SDS, az etanol, az EDTA, aiduaizotiocianat és a CTAB szintén ilyen
inhibitor hatasu lehet. Ezeket az eredményeketMvild997) kutatdsai is alatamasztjak, ezenkivil
bizonyitjdk a zsirok, pollenek, laboratériumiiamyag és celluléz géatlé hatasat is. Gabonamag
mintaknal bizonyos poliszacharidok jeléstPCR inhibitorok is lehetnek (Sharma et al., 2000;
Varma et al., 2007). Rogers és munkatarsai (198b6dmma levelektl €s magokbdl izolaltak DNS-t,
de Bleg mag DNS-ek esetében tapasztaltak inhibicioC&® Boran. Fang és munkatarsai (1992)
elé6zéleg refrakcidos aton, mig Rogers és munkatarsai @Ll¥hzimatikus modszerrel probaltak
megmerni az izolatumok poliszacharid tartalmatedekkel a modszerekkel nem talaltak bennik
mérheé mennyiséget. Rether és munkatarsainak (1993) l@a@asalapjan az ilyen tipusu
szennyeédések glikozid-hidrolazok alkalmazasaval, majd fé&baroformos mosassal jo
hatdsfokkal eltavolithatok.

Az inhibitorok el$dleges kisiirésére a fent mar emlitett spektrofotométeres meéres
alkalmazhat6. A tovabbi inhibitor hatas vizsgalat@élszek egy bel$ kontroll PCR reakcio
hasznalata, még a specifikus PCR reakcié haszréigtallyen kontroll PCR lehet a névényi DNS
esetében a B49317 és A49855 kloroplasztisz DNS egoripér, amelyik atrnL (UAA) gén
intronjanak egy nem kodol6 szakaszat amplifikaljaberlet és munkatarsai (1991) populacios és
evolucios biologiai kisérletek soran fejlesztettiékezt a primer part, mellyel névények inter-, és
intraspecifikus filogenetikai vizsgélatait végeztdélkz a primer par a DNS amlifikdlhatosagat és
néveényi eredetét hivatott bizonyitani, hiszen szééxonomiai hatarok kdzott sokszorozhaté vele a
cpDNS ezen nem kodolo régiéja. A DNS amplikon hdsaga fiigg a ndvény rendszertani
besorolasatol. A cikk szerint a rizs 614 bp hossnplikont eredményezett, de ezen kivil a siterz

vizsgéltak mas szef@yfirdguak, fészekviraguak és boglarkavirdguak resaljartozé névényeket is.

A felsorolt hibak kikliszobolésére sok hasznos imdaforras és protokoll jelent meg

(www.promega.comProtocols&Applications Guide; Innis et al., 1990)

A technika utolsé 1épése a DNS termékek azonositdeeletkezett killonbdrz hosszusagu

DNS-fragmentumok gélelektroforézissel nagysdg Brerielvalaszthatok egymastél. Az
elektroforézis elve az, hogy az oldatbanslé&ilonb6d molekulatomed és toltés részecskek az
elektrodak kozti elektromos @er hatasara toltésuk szerint vandorolnak. A DN&g$é negativ,

ezért elektromos térben a DNS darabok méret sagtingk el. Az agar6z vagy poliakrilamid gélen
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tortérd elektroforézises elvalasztas soran, a révidebb-Bfd§mentumok tovabb futnak a gélben,
mint a hosszabbak. A varhat6 DNS részletek hosB#a#) részlet esetén a hosszak kozotti
kuldnbségek alapjan a gélek anyaga (poliakrilamatyyv agardz), illetve tdménysége (%-0s
formaban) megvalaszthatd. A keletkezett DNS szaltaswsszat becsullni lehet a velik egyutt
futtatott DNS molekula méret (bp) marker segitséyédz elektroforézis utan a gélben éészabad
szemmel lathatatlan molekulakat gélfestéssel latdakell tenni. DNS-fragmentumok futtatdsa
esetén a gélfesték lehet etidium-bromid, SYBR Grgélfiesték vagy mas interkalalédni képes
festék, amely a DNS-szalba beépil és UV fény heddathatova valik (Ausubel, 1989).

Valos idejfi PCR esetében a keletkelzagmentumok mérése a hozzaadott SYBR Green festék
vagy a kulonbo& probak (TagMan, Molecular bacon, Scorpions) ségésel szamitogépes jelet
general és azonnali kiértékelést, illetve mennyisggghatarozast tesz letieé, megsporolva ezzel
a gélelektroforezis lépést (Balint, 2000b).

2.5.2.2. Egyéb nukleinsav alapd, illetve PCR termadépu modszerek

Léteznek olyan kvalitativ vagy kvantitativ PCR mzeiek, amelyeknél a lancreakciot nem
elektroforézises kiértékelés koveti, illetve a kaakcio és az elektroforézises futtatas kdzott kegyé
lépéseket alkalmaznak a pontosabb eredmény elééfabol. Ezeken kivil itt meg kell emliteni
olyan nukleinsav alapi médszereket is, amelyek pelmeraz lancreakciéra épulnek.

A PCR-restrikciés fragmentumhossz polimorfizmus RPRFLP) fajspecifikus azonositasra

igen széles kdrben hasznalt modszer. Alkalmazasa annyidrael az egyszérPCR-rendszerét,
hogy a primerparral kapott PCR-terméket egy vadpp téestrikciés enzimmel hasitjak, igy tébb
kisebb mérdi fragmentum keletkezik. A restrikcios enzimek d@ban specifikus, 4-8 nukleotid
hosszu szekvenciat ismernek fel a DNS-lancban £saaaak meghatarozott pontjain hasitjak. Az
igy keletkezett DNS-fragmentumok nagysag szeritinpglamid vagy agar6z gélen elvalaszthatok
és a kapott jelek mérete és szdma lesz fajra jetiéBalint, 2000Db).

A PCR-ELISAegy a PCR és az ELISA technika 0sszeolvasztasseal Uj kvantitativ eljaras,
amely a polimeraz lancreakcié soran keletkeanplikonokat hasznalja fel kiindulopontként a
tovabbi ELISA-szel detektalasi eljarashoz. A PCR reakcié ebben atb@secsak annyiban mas,
hogy biotinnal jelolt primereket alkalmaznak. A &de biotinilalt amplikonokat streptavidinnel
bevont mikrotiter lemezre kotik. A DNS szakaszokateracidja utan a meg nem kotott egyszalu
DNS részeket eltavolitjak, majd a megkotott részekzekvencia specifikus jel6lt oligonukleotid
prébakkal hibridizaltatjak. A prébak detektalasaiamelzéses antitesttel torténik, mely az enzim-
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szubsztrat hozzaadaséaval kivaltott szinjelzés nitigsanak mérésével hatarozhaté meg (Holzhauser
et al., 2006).
A PCR-ELISA tulajdonképpen a PCR modszer harmagliését, a gélelektroforézist valtja ki

egy kvantitativ [épéssel, amely soran meghatarozhglen 166 specifikus DNS mennyisége.

Egyéb hibridizacion alapuld technikak is széba fjobk allergének, igy a glutén mérésénél is,
de ezek §ként a kapott PCR szakaszok specifikussdganakoetiésére alkalmazhatdk (Southern
blot)(Balint, 2000a), vagy bizonyos gyorstesztetejlesztésére hasznalhatok, mint amilyenek az

elészirésre alkalmas tesztcsikok. llyen technikak kisgtése meég folyamatban van.

2.5.2.3. A DNS alapu allergén kimutatasi modszekeilakulasa és fepgdése

Az allergének DNS alapu kimutatasat szamos gendtikatas tamasztja ala, hiszen sziikséges
volt a megfelel genetikai alapok felterképezése, az allergéneleskémreakcioi, a genetikai
rokonsagok megallapitasa, illetve a konzervativéblyariabilisabb szekvenciak meghatarozasa a
megfeleb primer kivalasztasa @t. A glutén DNS alapu kimutatdsahoz az egyik ilyganetikai
forras volt a gabonafélék markerezése soran fépakett szekvenciak, melyek kiindulé pontjai
lehettek az egyedi, specifikus részletek detekdaldls coliakias tlineteket okozd gabonaféléek
esetében.

Ko és munkatarsai (1994) olyan primer parok tergsémélolgoztak, melyekkel elkilonithiket
voltak a kilénb6é gabonafajok egymastol. 5S riboszémalis RNS gérieki kpacer szekvenciara
terveztek primer part, illetve ezen kivil RAPD peireket hasznaltak az elkulonitésre. A két primer
kozlil gabonafélék keverékei esetében a spacer ezeiéva tervezett primer bizonyult
hatékonynak. Devos és munkatarsai (1995) markeehésznéltak két, prolamin fehérjét kddolo
gén mikroszatellit régidjaban ((CAG)(CAA) ismédEsek) sokszorozé primer part, melyek kdzil a
P1/P2 primert (mikroszatellit (SSR) primer par, ynglz LMW glutenin gén mikroszatellit
régiojaban sokszoroz az 1A lokuszon)d#s Torjek és munkatarsai (2001 és 2002) probaltég m
kilénb6d buza vonalak elkulonitésére alkalmazni. A primér pegitségével nem talaltak
kilénbségeket az emlitett buza vonalak kdzott,eigy primer par, prolamin-specifikussaga miatt,
lehetiséget adott a buza altalanos detektalasara.

Az allergének, illetve azokon belll a glutén, miélelmiszer kontaminans DNS alapu
detektalasdnak kezdetei az 1990-es évek elejéethtehterilet fontossagara tobb olyan halaleset
is rdirdnyitotta a tudomanyos figyelmet, melyeletnéiszerekben nyomokbansébrdul6 allergén

anyagok okoztak.
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Allmann és munkatarsai (1993) az ELISA moddszere&riahtivajaként emlegetik az altaluk
kidolgozott PCR moddszert. Az altaluk hasznalt TRRO2 primer par egy 109 bp hosszu
fragmentumot sokszoroz a buza riboszémalis RNSégékj 25S és 18S lokusza kdzottdév
intergenikus régio egyisin ismeétbdé szakaszan. Ezt a modszert hasznaltdk emulgeatmziek
keményibk, instant levesporok, polenta, curry és mas éekderek sirésere (Meyer és Candrian,
1996). Ugyanezt a primer part hasznaltak Képpeméskatarsai (1998) 5 kulonb®zorszaghdl
szarmazé rizli 6sszetetk ellensrzésére. A vizsgélataikat kiegészitették a toxscdempontjabol
kérdéses zab DNS detektalasara kepes primer pandlataval, igy bizonyitva tobb esetben is a
zab jelenlétét. Szintén a TRO1/TRO2 primer partptatak 1998-ban Szamos €s munkatarsai
magyar gyartasu zsemlemorzsék, kekszek és hudeekak sirésére.

A bulza, rozs és arpa egyitegZirését élelmiszerekib Dahinden és munkatarsai (2001) altal
tervezett primer par alapozta meg, mely specifiiusak a buza, arpa €s a rozs kloroplasztisz DNS
trnL gén intronjanak egy nem kodolo szakaszat dikglja (ablza és a rozs esetében 201 bp, arpa
esetében 196 bp amplikon). Kisérleteik soran ezeprimer pérral vizsgaltak kilonb®z
gabonaféléket és kemértdrtalmi magvakat, mint példaul: buza, ténkolyblapa, rozs, zab,
kukorica, sz0ja, szezam, veteménybab, naprafo@y@aborsd, hajdina, rizs, kdles. Ezen mintak
kozil, a WBR11/WBR13 primer par alkalmazasavalk@sauzara, tonkblybuzara, arpara és rozsra
kaptak pozitiv jelet. Tovabbi kisérleteik soran sgaltak meég bkezelt élelmiszereket is
(kenyereket, tésztakat és bébiételeket), melyekni@tén sikerrel tudtak alkalmazni ezt a primer
part a toxikus gabonafélékkel valdé szennyezettsdgitiatasara. Ugyanazokkal a mintakkal a PCR-
vizsgalatok mellett parhuzamosan ELISA vizsgalatakaégeztek a kontaminacioiseésére. Ezek
az eredmeények jol bizonyitottdk a DNS moddszer szgjisségét és alkalmazhatésagéat, a fals-
pozitiv, illetve fals-negativ eredmények kizarasdexeket az informéacidkat felhasznélva az
Eurdpai Unié 5. keretprogramjanak ,MolSpec-ID” iiekollaborativ projektjenek keretein beldl
Kuchta (2004) az RFLP analizissel &itett modszerrel laboratériumok kozotti korvizsmat
inditott. A korvizsgalat soran instant bébitapsketesZirtek meg a moddszer segitségével. A
korvizsgalat eredményéir Olexova és munkatarsai (2006) szamoltak be azine#ayek
kiértékelése utan. Bebizonyosodott, hogy a médsiégy érzékeny, megbizhato és gyors, hogy rutin
modszerkeént elterjedjen. Az eredmény@kkiindulva Mujico és Méndez (2005) valés iddPCR
modszert fejlesztettek ki a primer par segitségéawelyet parhuzamosan alkalmaztak R5 ELISA
vizsgalattal. A kisérlet soran bizonyitast nyelinaaris korrelacié a mérések sordn hasznalt mintak
prolamintartalma és a DNS mennyisége k6zott (0, DNEH/mg élelmiszer ekvivalens 20 mg/kg

prolaminnal).
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2003-ban Sandberg és munkatarsai eljarasokat dalgéza buza detektalasan kivil a rozs, a
zab és az arpa DNS alaptisxsére is. A 4 gabonafajra 4 kulonbgmimer pért terveztek. A primer
parok tervezésénél figyelembe vették a tartalekériéket kodolé gének egysgendl valo
szarmazasat. dieg liszteket, tésztakat, kuszkuszt, fagylalt-, sfgeményporokat vizsgaltak a
modszerikkel.

2004-ben Delano és Schmidt kutatdsai méar épitenekegléd genetikai informacidkra.
Munkatérsaikkal egyetlen primer part terveztek, ynklilonb6sd hosszusagu fragmentumokat
sokszoroz a repce, a kukorica, a burgonya, a sabpgs, a mogyoré és a buza genomjaban,
tulajdonsagainak koszonlen kevésbé variabilis, mint az intergénikus spaégiok. A tRNS
gének sokkal konzervativabbak, mint a fehérjékebki vagy riboszomalis gének, ezért minimalis
eltéréseik miatt alkalmasabbak tobb faj egyuttbsjeésére.

Szintén 2004-ben fejlesztették ki (Terzi et al.) elg valdés idefi PCR moddszert rozs
detektalasara nyersanyagokbdl és késztermékeRbmdbdszert SYBR Green festékre és TagMan
probara is kidolgoztak. A modszer alkalmazasa s&rderilt, hogy tritikalé is detektalhatd vele.
2005-ben ezt egy masik valés itlePCR vizsgalat kovette (Hernandéz et al.), amelgyné
egymastdl fuggetlen real-time PCR mékdshllt és a szekk az arpay-hordeinjének DNS
szekvencigjara, a rizsnek a gos9 DNS szekvencjgjaranapraforgd heliantininjének DNS
szekvencigjara, illetve a buzanak az acetil-CoAb&eitaz DNS szekvencijara terveztek
primereket és Tag-Man probakat. A mdédszékdzelt éleimiszereken (kekszek, kenyerek) és kevés
DNS tartalmu élelmiszer-mintakon (olaj, sor) iszteték.

Terzi €s munkatarsai 2005-0s 0sszefoglald publdfacszerint az eddig felsorolt 6sszes
modszert sikeresen alkalmaztak, adaptaltak nyommlddéforduld gabonafélék sizéseére, igy
mindegyik alkalmas rutinvizsgalatok végzésére. Alipdciobol az is kidertl azonban, hogy
mindegyik modszernek voltak hatrdnyai a mintédk kixipasai miatt, tehat nem mondhatd, hogy
egy modszer metodikaja megfelelne az dsszes élmmisinta esetében. Ez a tény mindenképpen
indokolja a tovabbi modszerfejlesztést. Ennek edgddjabb eredménye az R-Biopharm cég altal
kifejlesztett real-time PCR késziilékre kidolgozkit; amelynek neve 'SureFo8dALLERGEN
Gluten real-time PCR’ és méréshatara < 5 DNS kbgia ppm fvww.r-biopharm.com
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3. CELKIT UZESEK

Az irodalmi adatok ismeretében munkam célja olyamer-par kombinaciok bevezetése volt a

magyarorszagi glutén kimutatas fejlesztése érdekélmmelyek megbizhatéan, illetve jol

reprodukalhatéan alkalmazhatéak a buza és a veles#ecakciot mutatd gabonak nyomainak

kimutatasara az élelmiszerek széles spektrumabdamyers, lbkezelt, feldolgozott élelmiszerek,

kontaminalt gluténmentes élelmiszerek). Olyan DNgna PCR-modszerek fejlesztése volt a cél,

amelyek rutinvizsgélatokkd valva jol kiegészitik édatamasztiak a glutén fehérje alapu

detektalasanak eredményeit olyan kérdéses esetekinetyeknél kétely merdl fel a mert értékeket

illetéen.

A fentiek ismeretébertfcéljaim az alabbiakban 6sszegedket

Olyan primer par kombinaciék adaptalasa, amelyek eaelmiszerek széles
spektrumaban alkalmazhatok megbizhatéan a Magyagos kdztermesztésben dév
buzafajtak és veluk keresztreakciot mutatdé egydinigafajok esetleges jelenlétének

kimutatasara.

A gabona mintakbdl izolalt névényi DNS, illetve delgozott élelmiszermintédkbal
kivont DNS sokszorozhatésaganak (A49855/B49317 erinpar), eredetének
(TRO1/TRO2 primer par; WBR11/WBR13 primer par) higtésa, illetve az allergén

részletet kddolo DNS jelenlétének megallapitas@RP primer par).

Az adaptélt és fejlesztett modszerek tesztelése ghggnmentes terméket gyarto
technolégiai sor megallapitott kritikus pontjaina@z esetleges szennyegs
kiszirésére nyomonkovetéses Kkisérlettel. Ugyanezen ragalszsegitségével a
technolégiai sor mesterséges szennyezése utan anajaktk végtermékd vald
kimutathatosaganak tesztelése.

Az adaptalt és fejlesztett modszerek alkalmazasakétpnleges fogyasztasi célra

szant gluténmentes termek példajan keresztul.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Mintak

4.1.1. Modszerek beallitasahoz hasznalt mintak

A mobdszerek optimalasa olyan telje$rkedi lisztek segitségével tortént, melyeket a buza,
rozs, arpa, tritikalé, zab, rizs, kukorica, hajdésm amarant kiilonbdz Magyarorszagon elterjedt
fajtéaibol nyertem 3 - 6. tablaza). A hékezelés hatdsainak vizsgalata soran kenyerek,zéédrsak
es BHzott tésztak 3. tablazad szolgaltak modellként. A vizsgalt mintakat a SadigGabonakutato
Kht. (Szeged), a Klorofill Bt. (Kecskemét) és a M&hbona Malomipari Rt. (Szeged) bocsatotta
rendelkezésemre. A nyers gabonamintdk hantoladaames formaban érkeztek, ezért a liszt
finomsagusriemények aléllitasa Retsch GRINDOMIX GM200-as daraléval totténkenyerek és
a tésztak esetében szaritds utan szintén darajassiddm a tovabbi felhasznalashoz megtelel

szemcsemerethez (<100f).

4.1.1.1. Buzafajtak és bdllik készult ikezelt mintak

A 3. tAblazatbantalalhaték azok a mintak, amelyek a primer pardikdaési korilményeinek
teszteléséhez és a mobdszerek optimaldsdhoz felibtkezilkségesek voltak. A kivalasztasi
szempontok (pl. kulonbézbuza fajtak és kulonbézfeldolgozottsagi szifit mintak) el$sorban

olyanok voltak, amelyek segitették a primer pardikaaoképessegenek vizsgalatat.

3. tAblazatA mddszerek optimalasandl hasznalt buzafajtak sk hékezelt mintdk

Minték jeldlése a

Mintak Egyéb jellemzok tovabbiakban
Baza(Triticum CY-45 Q (2001) vegyszermentes Baza ,CY-45 Q"
aestivum) termesztés; szarmazas: GK Kht.

Buza(Triticum T-128 Q (2001) vegyszermentes termeszt@8za , T-128 Q"
aestivum) transzgeén vonal; szarmazas: GK Kht.

Buza(Triticum CY-45 Grandstar (2001) vegyszeres Buza ,CY-45 Grandstar”
aestivum) termesztés; szarmazas: GK Kht.

T-128 Grandstar (2001) vegyszeres Blza ,T-128 Grandstar”
termesztés; transzgén vonal; szarmazas| GK

Kht.
Izabella (évjarat: nem ismert) kereskedeglBiiza ,1zabella”
forgalomban [é¢ liszt, szarmazas: Dél

Baza(Triticum
aestivum)

Buza(Triticum

aestivum) Gabona Malomipari Rt. (Szeged)
Buza(Triticum durum) | D-78 (2004) szarmazas: GK Kht. Baza ,D-78”
Izabella lisztlsl 25 °C-on szaritott; .1zabella” szaraztészta
Aestivum lisztlol alapanyag szarmazéasa: Dél Gabona
készilt szaraztészta |Malomipari Rt. (Szeged); 6sszetétel: liszt,
viz
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Minték jeldlése a
tovabbiakban
Durum lisztlél készult | D-78 lisztkdl 25 °C-on szaritott; alapanyag,D-78" szaraztészta
szaraztészta szarmazésa: GK Kht.; 6sszetétel: liszt, viz
Aestivum tészta (5 5 percig bz6tt ,Izabella”

Mintak Egyéb jellemzdk

100 °C-on 5 percigizott

percig Hzott) szaraztészta
ooy ™ 10100 -C.on 10 perigar P b abell
Qurym tészta (10 Percid; 09 °c-on 10 percigzott 10,perC|,g bzott ,D-78
f6z6tt) szaraztészta

Alapanyaga CY-45 Q liszt (2001); 260 °C€CY-45 Q kenyerek
on 25 percig sutoétt; szarmazas: GK Kht.

Alapanyaga T-128 Q liszt (2001); 260 °C
on 25 percig sutoétt; szarmazas: GK Kht.

Buza kenyerek (4 mintg

Bluza kenyerek
(transzgeén buzabol) (3
minta)

T-128 Q kenyerek

4.1.1.2. Buzéaval keresztreagal6 gabonafélék ésymbaecrealiak

A bulza, arpa, rozs, tritikalé, zab, rizs, kukoriamarant és hajdina fajoknak a magyarorszagi
koztermesztégth valogatott fajtai a4-6. tablazatokban taldlhatok. A mintak kivalasztasanal
egyrészt a kulonb&zmdbdszerekkel a lisztérzékenyégi tineteket okoAigafajok elkilonitése
volt a cél. A kilénboé fajtak vizsgélata a mdédszerek specifikussadgarstdkésére iranyult.

4. tablazat Buza és vele keresztreagaldo gabona mintak (Magysagon koztermesztésben dév
fajtak)

Mintak jeldlése a

Mintak ) Egyéb jellemzék tovabbiakban
Buza(Triticum spelta) gi?(#to tonkoly buza (2004); szarmazagiza ,OKO-10”
Baza(Triticum durum) EhZS durum buza (2004); szarmazas: G lél]za D-78"

Buzg(Trmcum GK Cip6 (2004) ; szarmazas: GK Kht. Baza ,GK Cip6”
aestivum)

STC I. 22-03 (2004); tavaszi; szarmazz
GK Kht.

GK Rezi (2004)pszi; szarmazas: GK
Kht.

GK Arpéad (2005)pszi, csupasz; ‘ Ao 2
szérmgzés(: GK I)<ht. P Arpa ,GK Arpad
Rozs (Secale cereale) | GK Wibro (2004); szarmazas: GK Kht. Rozs ,GK Wibro

Arpa (Hordeum vulgare 1ix:rpa .STC 1. 22-03”

Arpa (Hordeum vulgare Arpa ,GK Rezi”

Arpa (Hordeum vulgare

Rozs(Secale cereale) | Matador (2004); szarmazas: GK Kht. Rozs ,Matador”
Rozs(Secale cereale) | Gamet (2004); szarmazas: GK Kht. Rozs ,Gamet”
Tritikalé (Triticale Kargo (2004); Spring Triticale (tavaszi);| Tritikalé ,Kargo” normal
rimpaui) STc 2 normal; szarmazas: GK Kht.
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Mintak

Egyéb jellemzdk

Mintak jeldlése a
tovabbiakban

Tritikalé (Triticale
rimpaui)

Kargo (2004); Spring Triticale (tavaszi);
STc 2 stresszelt; szarmazas: GK Kht.

Tritikalé (Triticale
rimpaui)

EMBR 18 (2004); Spring Triticale
(tavaszi); STc 5 normal; szarmazas: GK
Kht.

Tritikalé ,EMBR 18”
(normal

Tritikalé (Triticale
rimpaui)

EMBR 18 (2004); Spring Triticale
(tavaszi); STc 5 stresszelt; szarmazas:
Kht.

Tritikalé ,EMBR 18"
GKesszelt

5. tAblazat Buzaval nem keresztreagalé gabona mintak (Magyzéigm kdztermesztésben dév

fajtak)

Mintak jeldlése a

Mintak Egyéb jellemzék tovabbiakban
Rizs (Oryza sativa) Janka (2003); szarmazas: GK Kht. Rizs ,Janka”
Rizs (Oryza sativa) Bioryza (2003); szarmazas: GK Kht. Rizs ,Bioryza”
Rizs (Oryza sativa) Abel (2003); szarmazas: GK Kht. Rizs ,Abel”

Kukorica(Zea mays)

Sze TC 269 (hibrid neve) (2004); FAO
200 (Eréscsoport); szarmazas: GK Kht.

Kukorica ,,Sze TC 269"

Kukorica (Zea mays)

Ella SC (hibrid neve) (2004); FAO 300
(Eréscsoport); szarmazas: GK Kht.

Kukorica ,Ella SC”

Kukorica (Zea mays)

Sze SC 352 (hibrid neve) (2004); FAO
300 (Eréscsoport); szarmazas: GK Kht.

Kukorica ,Sze SC 352"

Amarant (Amarantus
moleros)

Rdéza (2005); szarmazas: GK Kht.

Amarant ,R6za”

Amarant (Amarantus
cruentus)

Maros (2005); szarmazas: GK Kht.

Amarant ,Maros”

Amarant(Amarantus
hypochondriacus)

Edit (2004); szarmazas: Klorofil Bt.

Amarant ,Edit”

Hajdina (pohanka)
(Fagopyrum esculetum

430 torzs (2003); szarmazas: GK Kht.

Hajdina ,430 torzs”

Hajdina (pohanka)
(Fagopyrum esculetum

P425 torzs (2004); szarmazas: GK Kht.

Hajdina ,P425 torzs”

Hajdina (pohanka)
(Fagopyrum esculetum

P427 torzs (2004); szarmazas: GK Kht.

Hajdina ,P427 torzs”

6.

tablazat Keresztreakcié szempontjabdl

(Magyarorszagon koztermesztésberdl&ajtak)

nem egyértelnbesorolast gabona

Mintak

Egyéb jellemzok

Minték jeldlése a
tovabbiakban

Zab(Avena nuda)

GK Zalan (2004); csupasz; szarmazas: G
Kht.

KZab ,GK Zalan”

Zab(Avena sativa)

GK Iring6 (2004); pelyvas, tavaszi;
szarmazas: GK Kht.

Zab ,GK Iringd”

Zab(Avena sativa)

GK Impala (2004); pelyva$szi; szarmazas
GK Kht.

Zab ,GK Impala”
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4.1.2. Subipari technolégia ellersrzése soran vett mintak

A modszerek optimalasa utan a Dunakenyébiféti és Kereskedelmi Rt. segitségével sor
kerllt egy ipari korilmények kozott elvégzett kistte. Ennek sordn a technoldgia feltételezett
kritikus pontjainak mesterséges moédon tortént syergsét kovettem nyomon a technoldgia soran.
Szennye& gabonaféle gyanant az &lkisérletnél buzat, majd a masodiknal a vele kéresizciot
mutato rozst hasznaltam. Teszteltem a végtertiiékiminimalis szennyéalés kimutathatosagat.

Az Uzemben kidolgozott gluténmentes kenyérgyartk8vatked modon tortént: a receptira
alapjan kimért rizslisztet, burgonyapelyhet, kukakeményiit, tojasport, éles#t, zsiradékot,
cukrot és sOt a dagasztoban vizzel 6sszedolgoatddjd pihentetés utdn a kiolajozott
subformakban kelesztették. Sutésitds és szaritas utdn csomagoltak és jeloltek aekekagt.

A késsbbiekben részletezett technoldgiai folyamat alagjgonton (dagaszté tal, éfdrmak,
szaritdsra hasznalt helyiségek) tortént mesterségesnyezés, majd az igy készllt egész
kenyereket hasznaltam mintakként a vizsgalatokAomintavételezési moédszer ebben az esetben
az egész kenyerek szaritasa, daralasa (Retsch GRINO GM200-as daralpés homogenizalasa
volt. Vizsgéaltam tovabba a nyersanyagokbdl és fakdéermékekbdl vett mintakat is. A
nyersanyagokbdl szarmazo mintdk {ablazaf a tarolas hibéit, a félkész termékék {ablazaf) a
technoldgia hibait, végul a végtermékeék {ablazaf a technologia és az utokezelés hibait voltak

hivatottak kisarni.

7. tablazat Mesterséges szennyezéses kisérlet nyersanyag nainBinakenyér Séipari és
Kereskedelmi Rt.él

_y -~ . Mintak elnevezése a
Mintak Egyéb jellemzék tovabbiakban

Rizsliszt Gluténmentes kenyér nyersanyaga Rizslisz
Kukoricakeményit Gluténmentes kenyér nyersanyaga Kukoricakem@&nyit
Burgonyapehely Gluténmentes kenyér nyersanyaga gddyapehely
Tojaspor Gluténmentes kenyér nyersanyaga Tojaspor
Elesz® Gluténmentes kenyér nyersanyaga Eteszt
Elére bekevert A fenti alapanyagokbdl otthoni sttéshez .

. e et X Kenyerpor
kenyérpor készult félkész termék
Nyers kenyértészta Dagasztobdl vett félkész termék _
minta Kenyertészta
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8. tablazat Mesterséges szennyezéses kisérlet soran sutotereéng Dunakenyér Siipari és
Kereskedelmi Rt.él

Mintak elnevezése a

Mintak Egyéb jellemzik tovabbiakban

Teljesen gluténmentes kenyér (A sarzs*). Bluzabkéztt

A tortént mesterséges szennyezés &kszilt, tehat | A gluténmentes kenyeér
nemszennyezett!

Teljesen gluténmentes kenyér (B sarzs**).
B Rozsliszttel tortént mesterséges szennyezdéis el | B gluténmentes kenyér
készult, tehat nerazennyezett!
Gluténmentes technoldgiaval tiszta dagasztétalba
tiszta siéformaban készilt kenyér (A sarzs*)
Gluténmentes technologiaval tiszta dagasztotalban é

A3 | buzaliszttel szennyezett tdrméban készult kenyérA3 (tiszta+szennyezett)
(A sarzs*)
Gluténmentes technoldgiaval buzaliszttel szennyezet

A4 | dagasztotalban és tiszta@ormaban készult kenyérA4 (szennyezett+tiszta)
(A sarzs*)
Gluténmentes technologiaval tiszta dagasztotalba
tiszta siéformaban késziilt kenyér (B sarzs**)
Gluténmentes technologiaval tiszta dagasztotalban &

B3 |rozsliszttel szennyezett $ibrmaban készilt kenyér B3 (tiszta+szennyezett)
(B sarzs**)
Gluténmentes technoldgiaval rozsliszttel szennyerzet

B4 |dagasztotalban és tiszta@ormaban készilt kenyérB4 (szennyezett+tiszta)
(B sarzs**)
Gluténmentes technologiaval rozsliszttel szennyeget

B5 |dagasztétélban és rozsliszttel szennyezett B5 (szennyezett+szennyezett)
suformaban készilt kenyér (B sarzs**)
Gluténmentes technoldgiaval buzaliszttel szennyezet

A5 | dagasztotalban és buzaliszttel szennyezett A5 (szennyezett+szennyezett)
suformaban készilt kenyér (A sarzs*)
Teljesen gluténmentes kenyér — hagyomanyos

A2 WS (tiszta+tiszta)

B2 'BS (tiszta+tiszta)

U kenyérgyartd izemben széritva! U (uzemben szaritva)
Teljesen gluténmentes kenyér — siléban, tzemi o -

S koérilményeknél kedvéitlenebb helyen szaritva! S (siloban szaritva)

Bl |Rozslisztlsl készilt kenyér (B sarzs**) B1 rozskenyér

Al |Buzalisztl®l készult kenyér (A sarzs*) Al buzakenyér

*A sarzs — a szennyezési kisérlet 1. napkészult kenyerek; itt minden egyes esetben blatis
hasznaltam szennyezési faktorként.
**B sarzs — a szennyezesi kisérlet 2. napkéiszult kenyerek; itt minden egyes esetben razslis

hasznaltam szennyezési faktorként.
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4.1.3. Kisérleti fazisban 1éd gluténmentes termék mintai

A kidolgozott modszerek segitségével vizsgaltanérkes gyartasban |év sargaborsébdl
eléallitott szaraztésztat, amelyet gluténmentes tekémngkkivannak forgalomba hozni. A tészta
reologiai tulajdonsagainak javitasara transzglutémienzimet hasznalt a gyarté. A mintalo.a

tabladzatban lathatok.

9. tablazatSargaborso6 szaraztésztaval végzett kisérletek iminta

Mintédk elnevezése a

Mintak Egyéb jellemzék tovabbiakban

Sargabors6 szemetldaboratoriumi
kordlmények kozott hantolt és Retsch
Sargabors6 szemek |GRINDOMIX GM200-as daraléval
(Pisum sativum) készitetisrlemény. A szemek kereskedelr
forgalomba kaphatok.

(referencia minta) (2 parhuzamos minta)
Hunor fajta; malombadrolt, kereskedelmi
forgalomban kaphato (3 parhuzamos
minta); szarmazas: Balogh vallalat,
Budapest

39 °C-on 24 ¢6raig, majd
szobaldmérsékleten 2 napig szaritva;
Sargaborso tészta 0sszetétel: sargaborso liszt, viz, Sargaborsoé tészta
transzglutaminaz enzim;
(3 parhuzamos minta)

n\?érgaborsé szemek

Sargaborso liszt Sargaborso liszt

4.2. Oldatok és reagensek

4.2.1. DNS-izolalas reagensei

Wizard (Promeqga) DNS izolalas

= DNS extrakcios puffer (TNE) 6sszetétele:
10 mM TRIS-HCI (pH 8,0)
150 mM NacCl
2 mM EDTA
1% SDS (szodium-dodecil-szulfat)
= 5 M Guanidin hidroklorid oldat
= 20 mg/ml Proteinaz-K oldat (Sigma)
=  Wizard DNA Clean-Up kit (Promega)
=  80%-o0s lzopropil alkohol
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= Visszaoldo puffer (TE): 10 mM TRIS-HCI (pH 8,0)

4.2.2. PCR reakci6 reagensei

Novényspecifikus primerre kidolgozott PCR-hez s#iles reagensek

= Kloroplasztisz primer par (Taberlet et al., 19@8zintetizaltatva: Bio-Science Kft.)
A49855 (20 nukleotid) 0,kM/25 pl
B49317 (20 nukleotid) 0,AM/25 pl

= Master mix (Roche)
0,05 Ul Tagpolimeraz
20 mM TRIS-HCI
100 mM KCI
3 mM MgCh
0,01% (v/v) Brij 35
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) egyenként 0,4 mM

= Steril bidesztillalt viz
= |zolalt tiszta DNS

Buza specifikus primerre kidolgozott PCR-hez szijksé&eagensek

= Buzariboszomalis RNS génjére tervezett primer(pimann et al., 1993) (Szintetizaltatva:
Bio-Science Kft.)
TRO1 (25 nukleotid) 0,4M/50 pl
TRO2 (25 nukleotid) 0,4M/50

= Master mix (Roche)
= Steril bidesztillalt viz

= |zolalt tiszta DNS

Glutenin specifikus primerre kidolgozott PCR-heidks®ges reagensek

V4

= Az LMW glutenin gén mikroszatellit régidjara tenesiz primer par (Torjék et al., 2001)
(Szintetizaltatva: Bio-Science Kift.)
P1 (18 nukleotid) 0,itM/25 yl
P2 (18 nukleotid) 0,AM/25 ul
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= Master mix (Roche)
= Steril bidesztillalt viz
» |zolalt tiszta DNS

Buza-, arpa- és rozs-specifikus kloroplasztisz prim kidolgozott PCR-hez sziikséges reagensek

V4

= A trnL kloroplasztisz gén nem kdédolo régiojara ettt primer par (Dahinden et al., 2001)

(Szintetizaltatva: Bio-Science Kift.)
WBR11 (24 nukleotid) 0,tM/25 pl
WBR13 (24 nukleotid) 0,tM/25 pl

= Master mix (Roche)
= Steril bidesztillalt viz
= |zolalt tiszta DNS

4.2.3. Gélelektroforézis reagensei

10%-o0s poliakrilamid gélhez szilkséges oldatok
= Akrilamid 30% oldat (Acrylamide/bis-acrylamid)(29:(Sigma)
= 0,89 M TBE (pH 8,0) puffer, 10x térzsoldat
= Desztillalt viz
= TEMED (N,N,N,N,-tetrametil-etilén-diamin)

=  Ammonium-perszulfat oldat

Futtatashoz
» Mtuanyag gélkazetta (Novex)
= mintafelviteli puffer (GEL Loading Solution 6x, Sita)

= TRIS-bérsav-EDTA elektroforézis puffer (0,89 M TBiffer), pH 8,0 1x oldat

108 g TRIS
55 g borsav
40 ml 0,5 M NaeEDTA

= DNS molekula méret (bp) marker (DirectLoad Stepdexd Sigma) 50 bpst 3000 bp-ig
(50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 800, 800, 900, 1000, 2000, 3000 bp)

» FesbH oldat (1:10 aranyban)
Friss TBE (1x) oldat
SYBERM Green I. gélfesték (Sigma)
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2% -

0s agar6z gélhez szilkséges oldatok

Agardz (Ne Sieve GTG Agarose) (50 és 700 bp hosaakiaszok elvalasztasa esetén 2%-0s
agaroz alkalmazhatd)

1x TBE puffer

Futtatashoz:

4.2.4.

mintafelviteli puffer (GEL Loading Solution 6x, Sitp)

TRIS-Borsav-EDTA elektroforézis puffer (0,89 M TRiffer), pH 8,0 1x oldat
108 g TRIS

55 g borsav
40 ml 0,5 M NaeDTA

DNS molekula méret (bp) marker (DirectLd¥dStep Ladder, Sigma) 50 b-B000 bp-ig

(50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 800, 800, 900, 1000, 2000, 3000 bp)
Fesb oldat (1:10 aranyban)

Friss TBE (1x) oldat
SYBERM Green I. gélfesték (Sigma)

PCR-RFLP vizsgélat reagensei

Alul Arthrobacter luteusdl szarmazo restrikcios endonukleaz (Fermenfigs)Jul)
Alw261 (BsnmAl) Acinetobacter IwoffiRF L26-bdl szarmazié restrikcios endonukleaz
(Fermentas) (10 yu)
Yellow Tangd™ puffer (10x)(Fermentas)
33 mM Tris-acetéat (pH 7.9 at 37°C)
10 mM magnézium-acetat
66 mM kalium-acetat
0,1 mg/ml BSA

4.3. Miiszerek

A mérések soran alkalmazottiszereket a kdvetkézsoportositasban alkalmaztam.
Mintaelbkészitésnél hasznaltiiszer

Retsch GRINDOMIX GM200-as daralé
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Izolalasnal hasznaltiiszerek

=  Jouan BR4i centrifuga

= UV-1601 UV-Visible Spectrophotometer

PCR sokszorozashoz hasznaliszerek

= Perkin ELMER GeneAmp PCR System 2400

= BLS PDR-91 DNA Reproducer
Gélelektroforézishez hasznaltiszerek és szoftverek

= Elektromos tapegység (LKB Bromma 2301 Macrodriv@b)iakrilamid gél futtatasahoz)

» Futtatokad (XCell Sure Lock) (poliakrilamid gél fatdsahoz)

» Elektromos tapegység (Embi Tec Run &heower Supply) (agaréz gél futtatasahoz)

= Futtatokad (Embi Tec Run OW&Electrophoresis Cell) (agaréz gél futtatdsahoz)

= KODAK EDAS 290 szamitégeépes kiértésebndszer

= KODAK 1D Image Analysis Software (képanalizalo pam elektroforetikus kép
kiértékeléséhez)

4.4. Alkalmazott modszerek

A méréseim sordn PCR alapu moédszerekkel dolgozZtaenkivil alkalmaztam PCR-RFLP
analizist is, ahol a PCR amplikonokat az elektretikus elvalasztast medeben restrikcios
endonukleazokkal hasitottam. Ezt ket kerlilt sor az elektroforetikus elvalasztasrazdJV

fény alatti kiértékelésre.

4.4.1. DNS izolalas Iépései

A DNS izolalasok soran a rendelkezésemre all6 mietanyiségil flggéen a Wizard
technika (Zimmermann et al. 1998) segitségéveld®/ Baparhuzamos izolalas tortént. A daralt és
homogenizalt mintdkat 2 ml-es centrifuga-csovekldgtem, mintanként 300 mg-ot. Ehhez 8§80
Wizard puffert, 100ul guanidin-hidroklorid oldatot és 4l proteindz-K-t adtam. Az igy kapott
minta oldatot 3 oOraig razatva inkubaltam 60°C-orgjdnl0 percig centrifugaltam (12400 rpm,
AB2.14 szogrotor). Ezek utan steril Eppendorf cg&tvem 500ul feltiliszot 1 ml Wizard gyantahoz
adtam, amelyet 0sszerazas utan fecskezicegy specialis Wizard mini é&0szlopon atnyomtam.
A DNS-t tartalmazo6 gyanta az oszlopbandlé&zirén fennmaradt. A gyantét tartalmazé oszlopon
ezutdn 2 ml, 80%-0s izopropanol oldatot nyomtam fétskend segitségével, a gyanta
gombocskéken maradt szennyeesek eltavolitasara. A fennmaradt alkoholt cargafassal
tavolitottam el (12400 rpm, 2 perc, AB2.14 szOgrptd gyantarol a tisztitott DNS-t 50 65°C—
75°C-0s TE puffer rapipettazdsaval, majd centriféggal valsztottam le (12400 rpm, 5 perc,
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AB2.14 szogrotor). Az izolalt DNS oldatok tisztasafpkat és a DNS koncentracidkat

spektrofotometrids méréssel hataroztam meg, mijdsenélasig -20°C-on téroltadket.

4.4.2. A tisztitott DNS oldatok jellemzése

A DNS oldat jellemzésére spektrofotometrias mérésieztem, a dkezelt mintdk DNS
toredezettségét pedig az optiméalas soran agarélegbforézissel ellgriztem.

A technoldgiai feldolgozas DNS-re gyakorolt hatasafragmentumnagysag valtozasat 2 %-
0s agardz gélelektroforézissel eblemtem. Az elektroforézist Maniatis et al. (19893esnt
végeztem 120x80x5 mm géllapon, 100 V &lland6 feésedl mellett, 45 percig, 12 pl DNS
oldat/zseb mintafelvitellel, 1XTBE pufferben. A gkét SYBER Green I. gélfesték (Sigma) oldattal
(0,1 pl/ml) festettem, majd UV féeny alatt lefénykegem és kiértékeltem.

4.4.3. DNS sokszorozas

A primer parokat az irodalomban ismertetett szekieeimformaciok alapjan szintetizaltattam.
A kivalasztas soran figyelembe vettem, hogydkezelés egyes esetekben akar 1000 bp ala is
csokkentheti az atlagos DNS méretet. A szekventidée a vonatkoz6 referenciakat 1.

tablazatban soroltam fel.

10. tablazat A kilénbd® polimeradz lancreakciok soran alkalmazott primergaekvenciak
Osszefoglalasa

Primer ' i i Alqé
jel('jlése Primer SzekvenC|aJa Referenc|a Ce'gen

B49317 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG -3’

(400 bp-700 bpjrnL
Taberlet et (UAA) gén
al., 1991 | intronjanak egy nem
kodol6 szakasza
(109 bp) buza

TRO1 | 5-GAACGGGCTGTACGAGGACACGGGA -3’ riboszomalis RNS
génjének 25S és 18S

A49855 5-GGGGATAGAGGGACTTGAAC -3’

Allmann et lokusza kozott &y
al., 1993 | . . Ly
intergenikus regio
TRO2 | 5.GCGGCGTGTGCCACGTACGTGGTTT -3’ egy sirin ismétbds
szakasza
P1 5-TCCCGCCATGAGTCAATC -3’ Torjek et | (150 bp) LMW
P> ) ) al., 2001 és glutenin gén
5-TTGGGAGACACATTGGCC -3 2002 | mikroszatellit régi6ja
WBR11 buza, rozs (201 bp) és
5-GGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC -3’ A
Dahinden| &2 (.196 b.p'brnL
gén intronjanak
et al., 2001 p X
WBRI13| 5.TCTCTAATTTAGAATTAGAAGGAA -3’ homogenll(taSt mutato
szakasza
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A kinyert DNS tisztasagat, illetve sokszorozhat@s&y9317 és A49855 kloroplasztisz DNS
primer par segitségével vizsgaltam. A DNS eredetbtiza specifikus TRO1/TR02 primer parral
igazoltam, amelyet Allmann és munkatarsai (1998)etetek.

Tovabba a P1/P2 primer part alkalmasnak talaltartegin kontaminacio detektalasara, mivel
Torjék és munkatarsai kisérleteik sordn nem tudedlemz markereket és fajtakon belli
polimorfizmust detektalni ezzel a primer parrdktite ez a primer par a glutén egyik 6sszgty a
glutenint kddolé gén egy nem kodold szakaszat swkgza.

Végil egy masik specialis kloroplasztisz DNS prirpért (WBR11/WBR13) alkalmaztam
colidkias tuneteket okozo6 gabonafajokkal valé syemfdés kisarésére.

A PCR vizsgalat ékt a kilénbdsd koncentraciéju DNS oldatokat 25 ngtb téménységre
higitottam. A DNS sokszorozést 2B és 50l végtérfogatban, vékony fali PCR cstvekben
végeztem el. A végtérfogat az alkalmazott PCR WKékelt fliggvénye volt. A készllékvalasztas
tapasztalati aton tortént és nagyban befolyasokasalilékek titési és fitési sebessége, amely a
kulénbo®d primer parok mkodése szempontjabdl fontos befolyasold tétgek bizonyult.
Negativ kontrollként DNS-t nem tartalmaz6 vak pitobhékalmaztam. Az élelmiszervizsgalatok
esetében pozitiv kontrollként az adott vizsgalatmadgfeleb gabonafélédl izolalt DNS oldatot
hasznaltam. A reakcidét minden esetben forrd indéiag@4°C) kezdtem, ezzel cstkkentheolt a
nem specifikus termékek kéfEese. A lancreakcidét minden esetbételsel allitottam le (4°C). A
hokezelt mintaknal a reakcié érzékenységéenek néveélesekeben bizonyos esetekben sziikség volt
a templat DNS mennyiség 25 ngf(8-rél 250 ng/5 ul-re névelésére, illetve a ciklusszam

modositasara. A tovabbi ciklusparaméterek adataitvatekedkben foglaltam 6ssze.

Novényspecifikus primerre (B49317/A49855) kidolgtiZeCR szakaszai
A PCR elegyet mintanként 0,5 ml-es vékony fall RiSBvekbe éllitottam 6ssze:

= 0,5-0,5ul oligonukleotid (primer) oldat (reakcié elegyberpamer végkoncentracidja: 0,1
uM volt)
» 6,5l bidesztillalt viz
= 12,5ul master mix
= 5ulizolalt DNS (25 ng/4ul)
Az PCR elegy véds mennyisége 2%l volt. Az amplifikalasra alkalmazott keszllék arlie
ELMER GeneAmp PCR System 2400 volt.
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Alkalmazott program:

Ciklus szam: 35

El6denaturacié: 94°C-on, 2 percig

Denaturacio: 96°C-on, 20 masodpercig

Primer kapcsolddas (annealing): 59°C-on, 40 masoidpe
Komplementer szal szintézise (extenzio): 72°C-@npvésodpercig
Végs lanchosszabbitas: 72°C-on, 3 percig

Buza specifikus primerre (TR01/TR02) kidolgozottFP€zakaszai

A PCR elegyet mintanként 1 ml-es vékony falu PGBvekbe éllitottam Ossze:
= 4-4ul oligonukleotid (primer) oldat (reakcio elegybempamer végkoncentracioja: 0iM
volt)

= 12yl bidesztillalt viz

= 25ul master mix

= 5ulizolalt DNS (25 ng/4ul)
Az PCR elegy végsmennyisége 5@l volt. Ebben az esetben az amplifikalasra a BLIRFD
DNA Reproducer készuléket alkalmaztam.

Alkalmazott program:

Ciklus szam: 30

Elédenaturacié: 94°C-on, 2 percig

Denaturécid: 95°C-on, 20 masodpercig

Primer kapcsolddas (annealing): 65°C-on, 30 magoipe
Komplementer szal szintézise (extenzid): 72°C-@nmhsodpercig

Végs lanchosszabbitas: 72°C-on, 2 percig

Glutén specifikus primerre (P1/P2) kidolgozott P€fRkaszai

A PCR elegyet mintanként 0,5 ml-es vékony fali RiSBvekbe allitottam dssze:
= 0,5-0,5ul oligonukleotid (primer) oldat (reakcié elegyberpamer végkoncentracidja: 0,1
uM volt)

» 6,5l bidesztillalt viz

= 12,5ul master mix

= 5ulizolalt DNS (25 ng/qul)
Az PCR elegy véds mennyisége 2qul volt. Az amplifikalasra alkalmazott készilék arlkte
ELMER GeneAmp PCR System 2400 volt.
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Alkalmazott program:

Ciklus szam: 40

Elédenaturacioé: 94°C-on, 2 percig

Denaturacio: 94°C-on, 10 masodpercig

Primer kapcsolddas (annealing): 60°C-on, 30 magoipe
Komplementer szal szintézise (extenzid): 72°C-operkig
Végs lanchosszabbitas: 72°C-on, 2 percig

Buza-, arpa- és rozs-specifikus kloroplasztisz priem (WBR11/WBR13) kidolgozott PCR

szakaszai
A PCR elegyet mintanként vékony fali 0,5 ml-es RiSBvekbe allitottam dssze:
= 2,5-2,5ul oligonukleotid (primer) oldat (reakcié elegyberpamer végkoncentraciéja: 0,5
uM volt)
=  2,5ul bidesztillalt viz
= 12,5ul master mix
= 5uylizolalt DNS (25 ng/qul)
Az PCR elegy végsmennyisége 25l volt.
Jelen esetben is a Perkin ELMER GeneAmp PCR Sy2#400-as készlléket alkalmaztam a

sokszorozasra.

Alkalmazott program:

Ciklus szam: 35

Elédenaturacié: 94°C-on, 3 percig

Denaturacio: 96°C-on, 20 masodpercig

Primer kapcsolédas (annealing): 60°C-on, 1 permad8odpercig
Komplementer szal szintézise (extenzid): 72°C-gpert 20 masodpercig
Végs lanchosszabbitas: 72°C-on, 3 percig

4.4.4. Alkalmazott PCR-RFLP analizis lépései

A WBR11/WBR13 primer parral sokszorozott amplikonakstrikcios endonukleazos
emesztésAlul ésBsmAlenzimekkel tortént. Az enzimeket Tango puffer Idataval kétszeresére
higitottam, majd az igy kapott oldatbdl 10 W2 adtam 8ul PCR-termékhez, amelyetéebleg a
WBR11/WBR213 primer parral amplifikaltam. A kétfénzimet kilon reakciocsdvekbe mértem

0ssze a kulénb@zmintakkal. Az emésztés 37°C-on 3 Oraig, majd aktiwalas 65°C-on 20 percig
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tortént. Az enzimes hasitas utan a pozitiv minté@zralul esetében 68 bp és 133 bp hosszu DNS-
fragmentumok, mig @8smAl esetén pedig 86 bp és 115 bp hosszUsagi DNS-zpéikasltak
jellemzoek, melyek igazoltak a sokszorozott szekvencia iBpessagat. Az eredményeket

gélelektroforézissel elléniztem.

4.4.5. Termékanalizis lépései

A PCR termékeket és a restrikcios termékeket amapds soran akrilamid gélelektroforézis
segitségével jelenitettem meg. Az optimalt modstevabbi alkalmazasa soran agaréz
gélelektroforézist alkalmaztam a koltségek csokésmtérdekében. A modszerek rutingzés

megfizethet vizsgalatokka fejlesztése érdekében volt erre sk

Akrilamid gélelektroforézis
Egy 10%-0s gél készitéséhez (Ausubel, 1989) 3,8kmllamidot, 1,0 ml (10x) TBE puffert,

5,7 ml desztillalt vizet, 8ul TEMED-et és 80ul ammaonium-perszulfatot elegyités utan, még

folyékony allapotban bemértem atiamyag gélkazetta falai kozé. A zsebek a medfeféhi
segitségével keriiltek kialakitasra. 20-25 per@stillasi id utan eltavolitottam a fésés 1x TBE
pufferrel atmostam a zsebeket. A 26 PCR amplikon mintakbdl, Sul mintafelviteli puffer
hozzaadasa (50 minta esetén 1@l mintafelviteli puffer) utan zsebenként 10t vittem fel a
gélre. A fragmentumok hosszUsagéat a géb elsebébe ker&il5 ul DNS molekula méret (bp)
marker (DirectLoad™ Step Ladder (50 bp-3000 bppn#i) segitségével hataroztam meg. A
futtatast 200 V alland¢ fesziltség mellett 40 per@geztem, majd a géleken a fragmentumokat 20
percig SYBR Green festékoldatban aztatva tetterektfdhatéva. A festék oldatot @ SYBR
Green festéktl és 60ul friss (1x) TBE oldatbol (1:10) készitettem. A niegtett gélt Kodak EDAS
290 kiérteked rendszer segitségével UV fény alatt lefényképezterszamitégéepen KODAK 1D

Image Analysis Software segitségével kiértékeltem.

Agardz gélelektroforézis

Egy 2%-0s gél készitéséhez 1 g agar6zt 50 ml (BB pufferrel kevertem dssze, majd addig
melegitettem, amig a kristalyok tgitek és homogén lett az oldat. A horizontélis gélgimtése
elstt az oldatot kortlbelul 60°C-osrditidttem. Itt is fest alkalmaztam a zsebek kialakitasara. 35-40
perc szilardulasi i utan a gélt a futtatokddba 1x-es TBE pufferbeys8lttettem. A 25ul
mennyisé§ mintakhoz itt is Sul mintafelviteli puffert adtam. Mintaimbdl zsebemités pl-t vittem
fel a gélre. Itt is a gél elszsebébe kerlilt az @ DNS molekula méret (bp) marker (DirectLoad™
Step Ladder (50 bp-3000 bp), Sigma). A futtatasd 10 allandd feszlltség mellett 60 percig
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vegeztem, majd a géleket 20 percig SYBR Green Kektatban festettem. A festékoldatot az
el6zéekhez hasonloan készitettem. A megfestett géltté&zirKodak EDAS 290 kiértékel
rendszerrel UV fény alatt, KODAK 1D Image AnalySisftware segitségével értékeltem ki.
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5. KUTATASI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. DNS tisztasaga és sokszorozhatdésaga

A kutatas soran ész6r gabonafélékdh és kenyerekdl végeztem el a DNS izolalasat a Wizard
extrakciés technika alkalmassaganak bizonyitas@raard modszernél az enzimesen feltart minta
egy DNS-kob gyantan ereszthétt, amelyél a DNS 75°C-os TE pufferrel lemoshato.

Az izolalt DNS tisztasaga kulcsfontossagu szergpebe a PCR technika hatékonysagaban, de
a DNS toredezettsége sem elhanyagolhaté téngbibl a szempontbdl. Kiindulva ezeéba
kritériumokbdl, a DNS-oldatok tisztasaganak (intobinentességének) és tbredezettségének
vizsgalatara haromféle modszert alkalmaztam.

A modszer optimélasa sordn megvizsgaltam, hoggrealgyobb Bt elszenvedett mintakban, a
kenyerekben l& DNS-tartalomra milyen hatdssal volt a kenyérsiggshlkalmazott magas
kemence-timérseklet. A kenyerelkdh izolalt DNS-t a fentiekben leirt korilményekekamazva
megfutattam 2%-0s agardz gélen és DNS molekulaméaeter segitsegével elléztem a DNS
fragmentumok méreteit.

Az kinyert DNS oldatok tisztasadgéat az abszorbameghatarozas modszerével is eddztem,
amely moédszer alapja a fentiekbeh4(2 meghatarozott R érték meghatarozasa. Ez a modszer
DNS tisztasagi fokméje, de nem ad felvilagositast annak téredezettéegeér

A harmadik eljaras méar a polimeraz lancreakci6 tségével alkalmazott névényspecifikus
sokszorozas volt, amely egyarant adott kozvetetfornmacidt a DNS tisztasagarol
(inhibitormentesség), illetve a toredezettségi fokdHa az adott primer parral tértént sokszorozas
utan a vart hosszusagu (400-700 bp) szakasz meggetelen, akkor eldbkovetkeztethét, hogy a
hokezelés, ha élis idézett bizonyos foku téredezettséget a DNS-aemem olyan mértékhogy a
DNS ezekre a vizsgélatokra ne lenne még alkalmas.

5.1.1. Hikezelt mintak DNS-ének toredezettség vizsgalata

A kisérleteim megkezdésedtl meg kellett ggzé6dndém arrdl, hogy a legnagyoblériek kitett
mintdkra is alkalmazhat6 a rendszer. A vizsgalataima iranyultak, hogy mekkora a DNS
toredezettségi foka, illetve, hogy a kisérleteklakalmazott primer parok altal sokszorozott
végtermékekre realisan szamithatok-e. A 260°C-orp@f®ig sutott kenyerekokezelése volt a

legintenzivebb, ezért ezeken etlemtem a DNS degradalodast.

53



3000bp M. DNS molekula méret (bp) marker
(50, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 600, 700, 800, 900,

1000bp 1000, 2000, 3000 bp),
1-4CY-45 Q kenyerek
5-7T-128 Q kenyerek

150bp

100bp

50bp

4. abraKenyereklsl kinyert DNS futtatdsa 2%-0s agardz gélen

Az 4. abran j6l lathato, hogy a degradalodott DNS annyira témadt, hogy a fragmentumok
tobbségének hossza az 50-150 bp tartomanyba esikazsparok szamanak noévekedésével
forditottan ardnyos a fragmentumok szama, vagyiegievesebb a hosszi DNS szakaszokbol
taldlhaté a mintdkban. Ezek kdzll a legnagyobbaligsérik el az 1000 bp hosszusagot. Ez a tény
nehézségeket okozhat a névényspecifikus kloropsasgtimer par esetében, hiszen ennek a primer
parnak a végterméke fajtol fuggn 400 bp és 700 bp kdzé kell esnie és dlabelkovetkeztetesh
kiindulva ezekben a mintakban kevés az ilyen hcsmpil templat. Abban az esetben, ha a
kloroplasztisz PCR sikeresen elvégeéhatz a bkezelt mintdk esetében megnodvelheti az esélyét a
tobbi primer pérral valé sokszorozhatésag valds#igének.

5.1.2. Abszorbancia értékek alapjan meghatarozott BS tisztasag

Mint azt mér kordbban részleteztem, a tisztitottSaddatok 260 nm-en és 280 nm-en mért
abszorbancia értékeinek hanyadosabdl szamitottdR atapjan megallapithaté a mintak fehérje,
illetve RNS szennyezettsége. A kovetkdablazatok tartalmazzak a kisérletek soran fetrédsz
0sszes minta kinyerhetDNS mennyiségétug/300 mg vagyug/200 mg) és R értekéf1-16.

tablazat).
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11. tAblazatBazamintak és tésztak izolalhatdo DNS oldataind&nezoi

A mintabdl

. . R érték
- kinyerheté6 DNS
Mintak mennyisége, (A 260/280)
pg/300 mg

Buza ,CY-45 Q" 76,1+1,2 1,73+0,02
Buza ,T-128 Q" 80,3+1,2 1,76+0,01
Buza ,CY-45 Grandstar” 56,4+1,4 1,70+0,01
Buza ,T-128 Grandstar” 58,5+1,5 1,75+0,01
Buza ,lzabella” 37,4+1,7 1,65+0,02
Baza ,D-78" 48,2+1,6 1,70+0,01
Jzabella” szaraztészta 26,9+2,1 1,58+0,04
.D-78" szaraztészta 50,1+2,6 1,67+0,03
5 percig bzott ,Izabella” szaraztészta 11,1431 1,65+0,04
10 percig ézott ,1zabella” szaraztészta 9,6+4,9 1,60+0,04
5 percig 6z06tt ,D-78" szaraztészta 18,3+4,1 1,58+0,03
10 percig ézo6tt ,D-78" szaraztészta 13,745,0 1,58+0,05

12. tAblazatBuzaval keresztreagald és nem keresztreagalo gihéiasalamint mas

pszeudocerealiak izolalhatd DNS oldatainak jell@émz

y A mri]ntélbgll\lS R érték
int4 Inyerheto
Mintak mennyisége, (A 260/280)
pg/300 mg
Tritikalé ,Kargo” normal 56,8+2,1 1,74+0,04
Tritikalé ,Kargo” stresszelt 58,5+2,0 1,70+£0,01
Tritikalé ,EMBR 18” normal 95,3+1,7 1,79+0,01
Tritikalé ,EMBR 18" stresszelt 84,7£1,6 1,74+0,02
Rozs ,Matador” 71,8+1,7 1,74+0,02
Rozs ,Gamet” 62,1+1,9 1,71+0,01
Rozs ,GK Wibro” 43,52 1,70+0,01
Blza ,OKO-10" 55,1+2,3 1,66+0,03
Blaza ,D-78" 64,4+2,5 1,74+0,01
Buza ,,GK Cipo” 78,3+1,6 1,75+0,01
Arpa ,GK Rezi” 101,8+2,4 1,83+0,01
Arpa ,STC |. 22-03” 85,8+2,1 1,77+0,01
Arpa ,GK Arpad” 61,9+2,5 1,77+0,01
Rizs ,Janka” 41,0£3,7 1,74+0,02
Rizs ,Bioryza” 46,2+3,8 1,81+0,04
Rizs ,Abel” 48,7+4,2 1,80+0,01
Kukorica ,Sze TC 269" 25,8+0,6 1,56+0,03
Kukorica ,Ella SC” 34,310,6 1,60+0,01
Kukorica ,Sze SC 352" 34,8+1,0 1,61+0,01
Zab ,GK Iring6” 88,6+3,1 1,75%0,02
Zab ,GK Impala” 107,3+2,8 1,80+0,01
Zab ,GK Zalan” 140,3+3,2 1,88+0,01
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A mintabdl

: R érték
NtA kinyerheté DNS
Mintak mennyisége, (A 260/280)
Hg/300 mg

Hajdina ,430 torzs” 31,1+2,5 1,61+0,03
Hajdina ,P425 torzs” 65,1+0,4 1,80+0,01
Hajdina ,P427 torzs” 57,4+2,0 1,76+0,02
Amarant ,Edit” 52,5+1 1,61+0,02
Amarant ,R6za” 44,6x2,5 1,62+0,02
Amarant ,Maros” 42,0+1,1 1,62+0,03

13. tabldzatA PCR reakcidk optimalasdhoz hasznélt kenyérmittakszgén és nem transzgén

buzabdl) izolalhatdo DNS oldatainak jelleénz

A mintabdl R érték
Mintéak kinyerheté DNS

mennyisége, (A 260/280)

pg/200 mg
1. CY-45 Q kenyér 17,343 1,71+0,02
2. CY-45 Q kenyér 18,8+3,1 1,66+0,02
3. CY-45 Q kenyér 18,0+3,1 1,71+0,01
4. CY-45 Q kenyér 15,94+2.0 1,64+0,01
1. T-128 Q kenyér 15,5+3,6 1,55+0,04
2. T-128 Q kenyér 15,1+3,2 1,70+0,01
3. T-128 Q kenyér 17,2+3,6 1,64+0,04

14. tabldzatSzennyezéses kisérlet nyersanyagaibol és félkéngkeilbl izolalhaté DNS oldatok
jellemzi
A mint4bdl o
: i R értéek
Mintak kinyerheté DNS
mennyisége, (A 260/280)
Hg/200 mg
RL 20,8+3,8 1,88+0,01
KK 7,315,3 1,59+0,01
BP 8,315,1 1,75+0,01
TP 11,943,5 1,53+0,04
E 20,2+4,1 1,72+0,01
Kenyérpor 18,3+4,2 1,86+0,02
Kenyértészta 8,11+5,5 1,56+0,06
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15. tAblazatSzennyezéses kisérlet kenyeékikolalhato DNS oldatok jellendi

A mintabol R érték
Mintak k'rr'%’g;?]if‘s’ é[;':’s (A 260/280)
pg/300 mg

A gluténmentes kenyeér 16,3+2,8 1,65+0,01
B gluténmentes kenyeér 17,9+£3,0 1,71+0,04
A2 (tiszta+tiszta) 13,6+2,5 1,62+0,04
A3 (tiszta+szennyezett) 15,1+2,4 1,64+0,02
A4 (szennyezett+tiszta) 23,6£3,0 1,67+0,01
B2 (tiszta+tiszta) 22,0+2,3 1,78+0,02
B3 (tisztat+szennyezett) 21,1+1,0 1,77+0,02
B4 (szennyezett+tiszta) 18,3+1,1 1,66+0,01
B5 (szennyezett+szennyezett) 17,610 1,72+0,01
A5 (szennyezett+szennyezett) 21,4+1,0 1,76+0,04
U (izemben szaritva) 19,0+1,1 1,75+0,01
S (siléban szaritva) 17,911 1,73+£0,03
B1 rozskenyeér 27,7+2,0 1,84+0,03
Al buzakenyér 30,7+2,5 1,85+0,03

*A sarzs — a szennyezési kisérlet 1. napkészult kenyerek; itt minden egyes esetben blatis
hasznaltam szennyezési faktorként,
**B sarzs — a szennyezesi kisérlet 2. napkéiszult kenyerek; itt minden egyes esetben razslis

hasznaltam szennyezési faktorként,

16. tabldzatSargaborsé tésztakbdl és lisztékizolalhatd DNS oldatok jellend

i minand R érték

iNtA inyerheté

Mintak mennyisége, (A 260/280)
Hg/300 mg

ST 60,2+2,1 1,69+0,02

SL 42,8+2,1 1,68+0,04

SSz 32,2+0,5 1,70+0,01

Az altalam vizsgalt mintak R értékei tbbbnyire nedgbek voltak a tovabbi vizsgalatok
folytatdsahoz. A gyakorlati tapasztalatom szetiataz R érték kissé a hatarérték ala esik, az még
nem zavarja a polimeraz lancreakciot. Kisérletelapjan, amit a DNS oldatok tovabbi tisztitasa
céljabdl végeztem, a tovabbi proteinaz-K hozzagdhstve az emésztésidodvelése csak rontott
az eredmeényeken. Valésiimek tartom, hogy az egyes mintakban maradt prateihdkozta az
alacsonyabb R értékeket. Irodalmi tapasztalatoldididulva, mivel esetenként a gabonafélék
lisztjeinél, illetve méas bonyolultabb dsszetétalintaknal tapasztaltam a rosszabb eredményeket, az

is ebfordulhatott, hogy bizonyos szénhidrat, vagy egygbmolekula matrixok (pl. proteinaz
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inhibitorok) akadalyoztak a teljes fehérjelebomlaat tovabbi, sokszorozhatdésagot bizonyito,
kisérletek (B49855/A49317 kloroplasztisz primerrphvald sokszorozhatdsag) eredményessége
utan nem tartottam lényegesnek ennek a tovabbindfisat.

Az eredmények szerint a Wizard moédszer alkalmasnadnyult megfeléd minésédi DNS-
kinyerésre. E mddszer alkalmazasaval viszonylagriéanyisédj, de tiszta DNS izolalhato. Ennek
alapjan a Wizard nagy sikerrel alkalmazhatéva wébhgan mintédk (példaul dkezelt élelmiszerek)
estében is, ahol eleve kevesebb a DNS.

5.1.3. Noévényspecifikus kloroplasztisz primer pareggitségével meghatarozott DNS eredet és
sokszorozhatdsag

Az R értek megallapitasan kivil a névenyspecifigtimer parral valo amplifikalas a mintak
sokszorozhat6ségarol ad informaciot. A fajra sjacsf DNS fragmentum amplifikaléddsa a mintak
PCR reakcioval kapcsolatos inhibitor-mentességetnyiitja.

5.1.3.1.No6vényspecifikus modszer optimaldsa a minta-tipusok

A moddszer optimaldsahozdéskor a kulonbdk mintatipusok kdzott szelektaltam. Kilonboz
blazafajtakat, illetve kilénbézkdrnyezeti hatdsnak kitett azonos buzafajtakasgaf#tam, hogy
kizarjam a B49317/A49855 novényspecifikus kloroptez primer par szelektivitasat az egyes
bluzafajtakra nézve. Vizsgalta aestivumés T. durum buzabdl, transzgén és nem transzgéen
bazabdl, illetve novényvédzeres és novényvésker mentes bluzabdl szarmazd liszteket. A
hokezelés hatasainak vizsgalatara szaraz tésztakbd@rgerekbl szarmazo DNS-t sokszoroztam.
Végil megvizsgaltam mas, céliakia szempontjabojeées gabonaféleket és pszeudoceredliakat is

a modszerrel.

M1 2 3 4 5 6 7 8B

3000 b - — e _ M. DNS molekula méret (bp) marker
700bp gl (50 bp-3000 bp),
600bp = - 1.,D-78" szaraztészta

2.Buza ,D-78"

3. ,lzabella” szaraztészta

4.Blza ,lzabella”

5.Buza,CY-45 Q"

6.BuUza ,T-128 Q"

7.B0za ,CY-45 Grandstar”

8. Buza ,T-128 Grandstar”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

50bp

5. braKulonb6a buza fajtdk és szaraz tészték vizsgalata nbvénifqes kloroplasztisz primer
parral (B49317/A49855)
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M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-
3000 bp),

1.-2.CY-45 Q kenyeér (25 ng/pl és 250 ng/5
ul DNS templat)

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

6. abraKenyerek vizsgalata ndvényspecifikus kloroplaszpismer parral (B49317/A49855)

Ahogy az5. és 6. abranis j0l latszik, a kloroplasztisz primer par nenelsktiv a kilonbo&
blza fajtakra és kimutathat6 vele ékézelt mintdk azonos DNS szakasza is. Minden minta
esetében ugyanott kaptam jelet a gélen. Ezek la§él2 bp hosszusagu DNS szakaszoknak felelnek
meg. Ezeknek a savoknak a kdvetkezetes megjeldngseyitja azt, hogy a mintaink inhibitor-
mentesek, toredezettségik ellenére sokszorozhailfetke, hogy a vizsgalt kdrnyezeti hatdsok
nem befolyasoljak a kimutathatésagot. A primer pgdji-specifikussagat figyelembe véve

elmondhato, hogy ez a 662 bp hosszu DNS szakagtiaiimh fajra jellemz amplikon.

M1 2 3 45 6 7 8 9 B
M. DNS molekula méret (bp) marker (50

3000 bfs
700 bp bp-3000 bp),
400bp 1. Rizs ,Bioryza”

2. Kukorica ,Sze SC 352"

3. Tritikalé ,EMBR 18" normal
4.Rozs ,Gamet”

5.Zab ,GK zZalan”

6.Buza ,,GK Cip¢”

7. Arpa ,GK Arpéad”

8. Hajdina ,P425 t6rzs”

9. Amarant ,Maros”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

7. abraKilencféle gabona és pszeudocerealia vizsgalatémpecifikus kloroplasztisz primer
parral (B49317/A49855)
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A 7. abran lathato kilencféle gabona és pszeudocerealia maim@timaltam a B49317/A49855
noveényspecifikus kloroplasztisz primer part. Ityédelmien kitinik a primer fajspecifikus jellege,
hiszen a 400-700 bp tartomanyon belil a kilodHampk mas-mas mérgibp) jeleket adnak. Ez a
tulajdonsag a tovabbiakban egysdelekciot tehet leh&té a coéliakia szempontjabol artalmas és
nem artalmas gabonafajok és pszeudocerealia fagsgalatanalA meérés pontositasa erdekében a
sokszorozott amplikonok méreteit nem csak a léggitségével, hanem a KODAK 1D Image
Analysis Software segitségével is megbecsiltem pdiobuzamos futtatast kiértékelve, hiszen ilyen
kis felbontasnal a gélkép néha megtéuektet.

Megallapithato ezaltal, hogy a buza, rozs, arpaitsalé a bluza 662 bp hosszd amplikonjat
kozelitve adtak jelet (tritikalé 662 bp, arpa 64% tozs 667 bp). Ehhez a mérethez csak a rizs (mint
nem keresztreagalé gabonaféle) amplikonja kozelge614 bp hosszusagaval (Taberlet et al.,
1991), a tobbi keresztreakciét nem mutatd gabomaél pszeudocerealia kisebb amplikonjai
(amarant 600 bp, hajdina 600 bp, kukorica 532 Bp)ejkulondltek a tobb#ll. Ez hatarozottan
érvényes az eddig keresztreagaldnak hitt zab esedérelynek amplikonja alig éri el a 405 bp
hosszusagot. Ez utalhat a genetikai killonbségilletee a kilonbd4 ndvényrendszertani eredetre.

A reakcié optimalasa soran a Taberlet és munkatét881) altal leirtakhoz képest a PCR
programban hajtottam végre néhany valtoztatastaladmdekében, hogy a primer par az adott
laborkdrulmények kdzott megfetedn mikodni tudjon.

A PCR-programot a kovetké&zeppen valtoztattam a B49317/A49855 primer parnal:

* A denaturacio émérsékletét 94°C-rél 96°C-ra emeltem, mig az idéjgtercél 2 percre
noveltem.

* A primer kapcsolédasanalémersekletét 50°C-rél 1 fokonként optimalva egész@riC-ig
emeltem, amely végul optimalisnak bizonyult. Ezpdrhuzamosan viszont a primerek
kapcsolddasanak idejét 1 peilcd0 masodpercre csokkentettem a specifikusabbétezkn
képzdése érdekében.

* A komplementer szal szintézisének idejét 2 @@rt® masodpercre cstkkentettem.

» A fenti valtoztatasokon kivil még a cikkben nemrepé elédenaturaciét (94°C; 2 min) és
vegs lanchosszabbitast (72°C; 3 min) is alkalmaztambd jhatékonysag és specifikussag

elérése érdekében.

Az igy kapott jol niikodé programot alkalmaztam a tovabbi kisérletek sorBd2317/A49855

noveényspecifikus kloroplasztisz primer par esetében
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5.1.3.2. DNS-ek néveényi eredetének és sokszoroshgtinak elledrzése névényspecifikus

kloroplasztisz primer parral

A technikailag optimélt eljardssal ellgiztem a tovabbi mintdim megfetel
amplifikalhatésagéat és ezaltal vizsgaltam eredetiske

Végeztem egy kisérletet annak felméréseére, hogykeédz élelmiszerek, mint a szaraztésztak,
tovabbi feldolgozasa ¢kés) soran létrejon-e olyan sANDNS toérés, hogy az esetenkeént
befolyasolja a tovabbi vizsgalatokat. A kétféletil (durum és aestivum) készult tésztat 5 percig,
majd 10 percigdztem 100°C-on, majd Ujra elvégeztem velik a kiggtrlé\z 8. 4bran lathaté az
eredmeény, miszerint a DNS tovabbi téredezésaésf soran nem volt olyan jeléatmértéki, hogy
befolyasolja a kimutathatésagot. A DNS oldat meségét a PCR reakcié soran azonban

csokkenteni kell, hogy a jel kitisztuljon.

M 1 2 3 4 B

3000bp
700bp M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-
400bp 3000 bp),
1.5 percig 6z6tt ,D-78" szaraztészta
2.10 percig ézott ,D-78" szaraztészta
3.5 percig 6z6tt ,Izabella” szaraztészta
4.10 percig 8z6tt ,Izabella” szaraztészta
B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)
50bp

8. abra5 és 10 percigott tésztak vizsgalata nbvényspecifikus kloroplazzfirimer parral
(B49317/A49855)

A kenyér DNS-ek esetében fokozottan figyelni kelggikszorozhatésagra és a PCR inhibitor-
mentesseégre figyelembe véve a 250°C«tisatast és a Maillard-reakcié soran keletkeegytletek
esetleges befolyasat a PCR reakciéra. A kenyérkidd9317/A49855 primer parral vald
sokszorozasanak eredményé&.aabra mutatja. Minden esetben megkaptam a 662 bp hodsgaus

amplikont, tehat PCR-tisztanak nevededta mintak.
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3000bp
700bp
400bp

M. DNS molekula méret (bp) marker (50
bp-3000 bp),

1.-4.CY-45 Q kenyerek

5.-7.T-128 Q kenyerek

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

50bp

9. 4bra Osszes kenyérminta vizsgalata novényspecifikuoglasztisz primer parral
(B49317/A49855)

Ahhoz, hogy &. abra alapjan tett megallapitasaimat igazolni tudjanki2arjam a véletlent, a
keresztreagald és nem keresztreagaldo gabonadélégd a pszeudocerealiakbdl 3-3 fajtat
amplifikaltam a novényspecifikus kloroplasztisz B49/A49855 primer parral a kidolgozott

program segitségével. Az eredménydl0aés 11. abrakonathatoak.

MB1 2 3 45 67 89101112

M. DNS molekula méret (bp) marker (50
bp-3000 bp),

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)
1. Amarant ,Maros”

2. Amarant ,Ré6za”

3. Amarént ,Edit”

4. Hajdina ,P427 torzs”

5. Hajdina ,P425 t6rzs”

6. Hajdina ,430 torzs”

7. Kukorica ,Sze SC 352"

8. Kukorica ,Ella SC”

9. Kukorica ,Sze TC 269"

10.Rizs ,Abel”

11.Rizs ,Bioryza”

12.Rizs ,Janka”

I

AR R ARIIIR s

Ama- Hajdi Kukori- Rizsek
rantok -nak cak

10. abraBuzaval nem keresztreagalé gabondak és pszeuddé&reizkgalata névényspecifikus
kloroplasztisz primer parral (B49317/A49855)
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M12 3 4 567 8910 111213 141816

M. DNS molekula méret (bp) marker (50
bp-3000 bp),
1. Tritikalé ,Kargo” normal
2. Tritikalé ,Kargo” stresszelt
3. Tritikalé ,EMBR 18” normal
4. Tritikalé ,EMBR 18" stresszelt
5.Rozs ,Matador”
6. Rozs ,Gamet”
7.Rozs ,,GK Wibro”
8.Buza ,0KO-10”
9.BuUza ,D-78"
10.Buza ,GK Cip¢”
11.Arpa ,GK Rezi”
12.Arpa ,STC |. 22-03"
13.Arpa ,GK Arpad”
14.Zab ,,GK Iringd”
\_'__A_'_A_'_A_'_A_'_l 15.Zab ,GK Impala”
o AT 16.Zab ,GK Zalan”
Tnltl'ia- Ro-k Blzak Arpak Zabok B npegativ kontroll, vak (nincs DNS)
é zs0

3000 bp |

700 bp
400bp

50bp

11. braBuzaval keresztreagal6 gabonak vizsgéalata néveénifiques kloroplasztisz primer parral
(B49317/A49855)

Elmondhatd, hogy a novényspecifikus kloroplasz(iB49317/A49855) primer par minden
esetben kapcsolddni tudott az izolalt DNS templadaka PCR reakcid sorén, és a keletkezett DNS
szakaszok hossza az irodalmi forrdsnak medfetefajtol figgen 400 és 700 bazispar kdzeé esett.
Ez, a DNS PCR-rel valé sokszorozhatosagan kivil, j@lenti, hogy a kloroplasztisz DNS
vonatkozasaban a fajok kozti genetikai kulonbségelhasonlésagok megbecsidie mdodszer
segitségével (B49317/A49855 primer part a novéngroplasztisz DNS egy nem kodold
szakaszéra fejlesztették ki). Az altalam vizsgabhanak és pszeudoceredlidk kuloribégai més-
mas hosszusagu amplikont eredményeztek, tehat aszedalkalmas bizonyos meértek
elészelekciora genetikai rokonsag alapjan. Ezt bizgmydz is, hogy a keresztreagalé gabonak
(buza, arpa, rozs és tritikalé) esetében majdneancsznagysagu (buza 662 bp, tritikalé 662 bp,
arpa 642 bp, rozs 667 bp) jeleket kaptam. Ez Ujalzbnyiték arra, hogy a keresztreagaldk
kozelebb allnak genetikailag egymashoz, mint egpéls fajokhoz. A moédszer pedig médot adhat
kisziirésikre bonyolultabb matrixokbdl is. A kérdéses BDiS-ének vizsgalata lathatolag sokkal

kisebb amplikont eredményezett 405 bazispar magabsa, mint a bizonyitottan karos

63



prolamintartalmi gabonafélék. A géleken az is gihatd, hogy a buzaval nem keresztreagalo
gabonak és pszeudocerealiak jelei mas régidobant¢gddlemeg, mint a keresztreagalé fajok. A
pszeudocerealiak (amarantok, hajdinak) 600 bazighaa kukoricdk 532 bazisparnal, a rizsek
pedig az irodalmi adatoknaknak megfééri 614 bazisparnal adtak jelet. Az adatokat minden

esetben pontositottam a KODAK 1D Image Analysid\arfe segitségével.

A tovabbi adaptalt primer parok alkalmazasa szer@od elmondhatd, hogy a kisérlet soran
minden gabonaminta é$kezelt minta esetében kaptam specifikus jelet,ttetegbizonyosodtam
arrél, hogy a DNS-oldatok alkalmasak tovabbi vizagékra, hiszen a megfetelhosszusagu

templat DNS-ek jelen vannak és sokszorozhatoak.

5.2. Alkalmazott mddszerek optimalasa

A DNS oldatok mibségének és sokszorozhatésaganak @lteéise utan, a glutén szennyezettség
kimutatasa céljabol 3 féle primer par alkalmazasdlett dontdttem. Az etsa DNS eredetének
meghatarozasara szolgalo buza specifikus TRO1/fR@er par, amelyet Allmann és munkatarsai
(1993) fejlesztettek ki szintén gluténmentes fétktessmékek és élelmiszerek szennyezettségének
tesztelésére. Ez az adaptalt, 25-25 nukleotidbdlpalmer par referenciaként szolgal majd a tdbbi
primer parral végzett vizsgalat esetében is. Tketiréla azonban, hogy nem glutén specifikus,
hiszen egy 109 bp hosszu fragmentumot sokszoraza fboszomalis RNS génjének 25S és 18S
lokusza kozott |é¥ intergenikus régio egyiisin ismétbdé szakaszan. Ennekéelye, hogy a
szakasz konzervativitasa miatt megbizhatéan detdkiémilyen bluza maradvanyt, viszont a
detektalt nem allergént kdédolé DNS szakasz még bieonyitéka annak, hogy allergén fehérje is

eléfordul a mintakban.

A masodik, a P1/P2 primer par egy olyan mikrosia{@&SR) primer par, amely egy 150 bp
Ezt a primert eddig molekularis markerezésre hdgdnérorjék et al., 2001, 2002; Devos et al.,
1995) és alkalmazasaval a buzafajtak kozotti kidégbkre prébaltak ravilagitani, de
bebizonyosodott, hogy nem lehet fajtak kozétti kildegeket detektalni vele. Ezt az glutén
specifikus primer part &szo6r alkalmaztam gluténnel valé szenrdghxs kishrésere

modszerfejlesztési céllal.

A harmadik, egy specialis kloroplasztisz DNS prirpér, szintén anL gén egy nem kodolo

szakaszat, pontosabban intronjat sokszorozza slyacialis helyen, mely csak a buza, arpa és rozs
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“ sz

gabonaféle kimutatasara. A WBR11 és WBRBner para bluza és a rozs esetében 201 bp, arpa
esetében 196 bp hosszu szakaszt amplifikal ( Dehietlal., 2001). A modszer adaptalasa célszer
volt, hiszen az eddigi médszerekhez képest itttegyezték a primer part, hogy az amplifikalt DNS
szakaszok 2 restrikcios endonukleadz hasitasi hetgeialmazzak és ezaltal az amplikonokrol
tovabbi informéacidékhoz jussunk. Ez a PCR-RFLP amaNisszajelzést ad a kisérlet pontossagarol
€s bizonyos részleges szekvencia informaciok révgnmerek pontos kétléséél.

5.2.1. TRO1/TRO2 primer paron alapulé modszer optiralasa

Az Allmann és munkatarsai (1993) Aaltal kifejlestt@rimer par a hasonlo élelmiszer
vizsgalatok esetében egy meglélsen elismert referencia primer, hiszen a buzadfeD&S
részleteket nagy biztonsaggal mutatja ki. Egy koratés, nem tul hosszi DNS szakaszrél 1évén
sz0, minden buzafajta és, mint a kisérletékls kidertl, tokezelés esetében megféleh
hasznalhato.

Akarcsak a novényspecifikus kloroplasztisz primér psetében, itt is 3 szempont alapjan
valasztottam ki a mintakat az optimalashoz. Ezrarh&zempont volt a fajtak kozotti kilonbség, a
koérnyezeti hatasokbol adodo kilénbség ésikebelés okozta DNS roncsoldédas. Minden esetben
megvizsgaltam a primer parikbdoképességét és olyan feltételek kialakitasara tdteke a PCR
reakcié soran, hogy a modszer a tovabbiakban a&n ilgdnyl sérésre szoruld élelmiszeripari
mintak esetében ikodoképes legyen. A kovetk8zgélképeken lathatd, hogy a modszer minden
esetben kimutatta a buza ezen DNS szakaszanaWéjélem kulonbé& kortlmények kozal
szarmaz6 DNS templatok esetében egyarant, de lmgamyntak esetében a tovabbi optimalas is

szilkségessé valt2-14. abrg.

M1 2 3 4 5 6 78 B

M. DNS molekula méret (bp) marker
(50 bp-3000 bp),

1.,D-78" szaraztészta

2.Bl0za ,D-78"

3. ,lzabella” szaraztészta

4.Buza ,lzabella”

5.Buza ,CY-45Q”

6.BuUza ,T-128 Q”

7.Buza ,CY-45 Grandstar”

8. Buza ,T-128 Grandstar”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

12. abraKulénboz buzafajtak és szaraztésztak vizsgalata buzadpecifiRO1/TRO2 primer
parral

65



M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-
3000 bp),

1.5 percig 6z06tt ,D-78" szaraztészta (250 ng/5
ul DNS templat)

2.10 percig éz06tt ,D-78" széraztészta (250
ng/5ul DNS templat)

3.5 percig bz6tt Izabella” szaraztészta (250
ng/5ul DNS templat)

4.10 percig 8z6tt ,Izabella” szaraztészta (250
ng/5ul DNS templat)

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-
3000 bp),

1. CY-45 Q kenyér (25 ng/pl DNS templat)
2.CY-45 Q kenyér (250 ng/pl DNS templat)
B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

14. dbraKenyerek vizsgalatanak optimalasa buzaspecifikuITRR02 primer parral

Az optimélas soran tobb helyen valtoztatnom kel&ttirodalmi forrasban szerépPCR
termociklikus program bedllitasan ahhoz, hogy metifen mikoédjon az efsebben bkezelt
mintak esetében az adott laboratorium korilmengyeok is.

* Alkalmaztam eddenaturaciot a cikkben leirt 30 perces°@Gbs ebinkubalas helyett,
kisziirve ezzel a nagyon sok, nem specifikus termeék daiset.
* A rovid denaturacios i nagyon rovidnek bizonyult a telles DNS mennyiség

egyszalusitasahoz, ezért megnéveltem 1 s-rél 20 s-r

66



» 68°C-rol fokozatosan csdkkentettem a primer kapcsalidiimérsékletet 68C-ra, ami még
nem volt nagyon alacsony a nem specifikus termdiégbdéséhez, viszont elég alacsony
volt ahhoz, hogy az ésen tbkezelt termékek esetében is (pl. kenyerek) meggadaprimer
a széttoredezett DNS szakaszok kozul a megtelel

A magas Bmérsékleten dkezelt termékeknél a tapasztalat szerint joval rsaigla DNS
koncentraciét kell alkalmazni, hogy a toredezettshbgnére biztositva legyen a primer megfglel
kotédése. Ezt d43. és14. dabramintaindl a PCR elegy dsszemérése soran alkalmiizoényebb
DNS oldat hozzamérésével ertem el. 6xdtt tésztak esetében azonban jol lathatd, hogygam
templat koncentracié a vart amplikonok mellett nmé&gn specifikus szakaszok sokszorozasahoz
vezethet, tehet ezekben az esetekben indokolt eblki®NS koncentracié alkalmazasa a PCR
elegyben.

5.2.2. P1/P2 primer paron alapulé modszer optimaléas

Err6l az LMW glutenin specifikus primer parrdl elmondiahogy eredetileg molekularis
markerek (fajtéara jellentz genetikai jegyek) keresésére tervezték (Devosl.et1895), tehét
pontosan ellenkézfunkciora szantak, mint amire én alkalmaztam. Adléés munkatarsai (2001)
bebizonyitottdk azonban, hogy egy olyan mikrostiitélgioban sokszoroz, amely nem kulénbézik
az egyes fajtaknal. A primer parnak ezt a tulajdgas és a glutén specifikus mivoltat figyelembe
véve fejlesztettem a segitségével glutén deteléd@adkalmas mbdszert.

A primer minimalis optimalas utan minden megvizsgsktben kivaldan és reprodukélhatéan
mikodott. Nem kaptam kulonbézméreti PCR termékeket a kulonb®blzafajtak esetében sem
(15. abra), igazolva ezzel Torjek és munkatarsai allitagdem specifikus termék is ritkan
amplifikalédott az optimalési eljards soran, amiagkoka altaldban akezelt temékek esetében az
elébb emlitett nagyobb DNS koncentracio vdlb{17. abrg. Az optimalds soran a templat DNS
egyéb optimalasi lépésre, az irodalomban széregmociklikus program megfelelt a specifikus,

150 bp hosszu szakasz sokszorozasahoz.
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M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-
3000 bp),

1.,D-78" szaraztészta

2.Buza ,D-78"

3. ,lzabella” szaraztészta

4.Buza ,lzabella”

5.Buza ,,CY-45 Q"

6.BuUza ,T-128 Q”

7.Buza ,CY-45 Grandstar”

8.BuUza ,T-128 Grandstar”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

15. dbraKulénb6a buzafajtak és szaraztésztak vizsgalata glutérfipecP1/P2 primer parral

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-3000
bp),

1.5 percig lékezelt ,D-78" széraztészta (250 ng/5
ul DNS templat)

2.10 percig lbkezelt ,D-78" széaraztész{@50
ng/5ul DNS templat)

3.5 percig lokezelt ,Izabella” szaraztész(a50
ng/5ul DNS templat)

4. 10 percig lbkezelt ,Izabella” szaraztészta (250
ng/5ul DNS templat)

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

16. &bra5 és 10 percigézott tésztak vizsgalata gluténspecifikus P1/P2 eriparral
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M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-3000 bp),
1. CY-45 Q kenyér (2,5 ng/pl DNS templét)

2. CY-45 Q kenyeér (25 ng/pl DNS templat)

3.CY-45 Q kenyér (250 ng/pl DNS templat)

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

150 bp

50bp

17. dbraKenyerek vizsgalatanak optimalasa gluténspecifikLié§2 primer parral

5.2.3. WBR11/WBR13 primer paron alapulé médszer optnalasa

Ezzel a primer parral buza, arpa és rozs DNS-mara@kat detektaltam a Dahinden és
munkatarsai (2001) altal kifejlesztett PCR modsakapjan, majd az Olexova és munkatarsai
(2004), illetve a Kuchta (2004) RFLP-vizsgalattalvdbbfejlesztett modszerét adaptéltam és
optimaltam a sajat mintdimra. Ennek a primer paraalesetében az optimalasra hasznalt mintak
kivalasztasi szempontjait ésorban a primernek az a specialis volta befolyasattely szerint
egyszerre detektal buzat, arpat és rozst. A primpért el$ sorban a Magyarorszagon
koztermesztésben léyabonafajok egyes fajtaira optimaltam.

A primer part agy tervezték, hogy az egyes kutalill elfogadott, azonban még mindig
vitatott alliths szerint fkodjon, és a zabot, amely tébb esetben sem bizonguikusnak a
coliakidsok szamara, ne mutassa ki a mintakbdl. &Emegkllonboztetést a modszer fejléiszt
azoknak a lényeges genetikai erédallonbségeknek tulajdonitjak, amelyek fennallnak @tott

gabonaféle és a zab azonos funkcioju DNS résHermitt.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 B

M. DNS molekula méret (bp) marker
(50 bp-3000 bp),

1. Tritikalé ,EMBR 18” normal
2.Rozs ,Gamet”

3.Buza ,,GK Cip¢”

4. Arpa ,GK Arpéad”

5.Zab ,GK Zalan”

6. Rizs ,Bioryza”

7.Kukorica ,Sze SC 352~

8. Hajdina ,P425 torzs”

9. Amarant ,Maros”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

18. abraKilencféle gabona és pszeudoceredlia vizsgalata-bama- és rozs-specifikus
WBR11/WBR13 primer parral

Ahhoz, hogy a WBR11/WBR13 primer par megféél nmikodjon az adott laboratoriumi
korilmények kozott, itt is el kellett térnem kis mé&ben a Dahinden és munkatarsai (2001) altal
leirt termociklustol.

A PCR-programot a WBR11/WBR13 primer par esetébkivatke®d pontokban valtoztattam
meg:

» A ciklusszamot két 1épében 45-61 35 ciklusra csokkentettem, hogy elkerlljem ithisem

specifikus termékek képdéset.

* A primer par kapcsolodasanakireérsekletét 59°C-rol 60°C-ra emeltem a specifikbsab

termékek sokszorozédasa érdekében.

A WBR11/ WBR13 primer paron alapulé moédszert a Magyszagon koztermesztésbe vont
gabonafélékre adaptaltam, hogy a rendszer alkabmasbasson hazankban a fehérje mdédszerek
mellett kiegészé, illetve megefdsitd vizsgalatokra. A WBR11/ WBR13 primer parral amphft
DNS szakaszoknak buza és rozs esetén 201 bp-pah&rpedig 196 bp-nal kellett jelet adniuk a
futtatas utdn. Mint ahogy a gélképet8( abra) jol latszik, a vart jeleket megfetelhelyeken
kaptam. Minden mintanal kaptam 500 bp mérettartomare$ nem-specifikus PCR-termékeket,

amelyeket tovabbi optimalassal legtobb esetberridikeltintetnem. AL8. abranjol lathatd, hogy
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a modszer a harom alapéen tiltott gabonafélén kivil a rozsbol és buzabémasitett,
Magyarorszagonisin ekforduld tritikalé detektdlasara is alkalmas. Tal& a baza és a rozs
keresztezésébszarmazd novény, genetikai allomanyuk is nagyasohlo és coliakiasok szamara
ugyanugy tiltott gabonaféle, mint a buza, a rozsagsarpa, igy esetéeben a kapott amplikon is
indokolt.

Az allergén-szempontbdl sokat vitatott zab az ihmilaadatokat megésitve nem adott jelet
ennél a kisérletnél, tehat negativ mintaként kez&lh

5.2.3.1.PCR-RFLP vizsgalat optimalasa

Az PCR-RFLP restrikciés enzimes hasitast mé&gjers céljdbdl, az irodalmi leiras szerint
adaptaltam, hogy elkerlljem a fals-pozitiv erednedey. Az enzimes hasitas Iényege az, hogy a
PCR reakcié soran a WBR11/WBR13 primer par altapldikalt DNS szakaszokat a kétféle
restrikciés enzim ismert hasitasi helyen elhasitfmaz emésztés utdn mindkét esetben a megfelel
régibban kapunk jeleket, akkor bebizonyosodik, ha@gynegfelel szekvenciat amplifikélta a
primer. A hasitasok létrejottével részleges szekraemformaciokhoz jutunk, igy alatamasztva a

kontaminaciot okoz6 gabonaféle DNS-ének jelenlétét.

a) b)
M1 2345 67 8 9B M 1 23 4 56 78 98B

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-3000 bp), 5. Zab ,GK Zalan”

1. Tritikalé ,EMBR 18” normal 6. Rizs ,Bioryza”

2.Rozs ,Gamet” 7. Kukorica ,Sze SC 352"
3.Buza ,GK Cip¢” 8. Hajdina ,P425 t6rzs”
4. Arpa ,GK Arpad” 9. Amarant ,Maros”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

19. &braKilencféle gabona és pszeudoceredlia WBR11 / WB#titBer parral amplifikalt
PCR-termékdlul (a) ésBsmA (b) enzimmel emésztve
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Az Alul esetében csak akkor pozitiv a minta, ha az ar2@étbp (illetve arpa esetében 196 bp)
hosszU szakaszt a restrikcids enzim két részreéoktasiegy 68 és egy 133 bazispar (illetve arpa
esetében 68 és 128 bazispar) hosszu szakaszray Ahbgl9. a) abrais bizonyitja, kisérleteim
igazoltak ezeket az allithsokat a buza, arpa,&szgtikalé esetében is.

A fenti abran két jel helyett harom lathatd, a hadik jel 201 és 196 bazispar magassagban
taldlhatd, amely azt bizonyitja, hogy az enzim rtedta lebontani az oldatban &wsszes PCR
terméket és igy a kiindulasi DNS fragmentum iszi&ts gélen. Az optimalas soran az emeésztési
id6 ndvelésével halvanyodott a jel, de nem minderbesesikerilt véglegesen eltintetni.

A BsmA enzim esetében pozitiv jelet akkor kaptam, améoreredeti 201 bp (arpa esetében
196 bp) hosszu szakaszt a restrikcidés enzim ketedgmsitotta, melynek egyik fele 86 bp a masik
pedig 115 bp (arpa esetében 86 és 110 bp) magassgdent meg. Kisérleteim igazoltak ezt buza,
arpa, rozs és meg tritikalé esetéberi® p) abrg. Ebben az esetben is fennall, hogy az enzim nem
tudta lebontani az oldatban tedsszes PCR terméket és igy a kiinduladsi DNS fragume is latszik
a gélen. Az optimalast ebben az esetben is elvégezgy az emésztésiddchovelésével itt is
halvanyodott a jel, de itt sem sikerult minden leseteltiintetni azt.

A BsmA enzim hasitasi helye egy, a genetikai allomangokéirin elbfordulo részletnél van.
Azoknal a mintaknal, ahol nem sikerilt teljeserumiétni a WBR11/13 primer altal amplifikalt,
kordbban mar emlitett, kb. 500 bp hosszi nem skesiterméket, ott ez az enzim ezt a terméket
tovabb hasitotta tébb (4-5) kisebb részletre. Hzakmaradvany termékeket azokban az esetekben
sikerllt véglegesen eltintetni, amelyeknél a femlitett optimalasi eljaras segitett az 500 bp hiossz

szakaszt eltintetni.

5.3. A primer parok alkalmazhatésaga specifikus DNSzekvenciak
kimutatasara és megkulonboztetésére

Az adaptalt és fejlesztett mddszerek optimalasa keallt sor a tovabbi mintak vizsgalatara.
A primer pérok nikodéséhez szikséges, 6zl fejezetekben ismertetett optimalis feltételek
megteremtése utan acKkezelt mintak, a keresztreagald és nem kereszideagadbonak, a
pszeudocerealiak, illetve az ipari kisérleti minééka tovabbi kisérleti termékek vizsgalatara kerl

sor. A mintak tesztelésére az eddig ismertetettaxéket alkalmaztam.

5.3.1. TRO1/TRO2 primer parral végzett kimutatds eedményei

A TRO1/TRO2 primer par fkédéseéhez szikséges optimalis feltételek megtesemitan

elészor a buzakenyér mintak vizsgalatara kerilt salyek kdzoétt volt hagyomanyos buzaliszt
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alapanyagbdl és génkezelt buzabol szarmazo lispaalagbol készilt kenyéer egyarézid.(abra).
A mintaebkészitést itt is a teljes kenyerek szeleteléseritdgad és daraldsa (homogenizalasa)
jelentette.

M. DNS molekula méret (bp) marker (50
bp-3000 bp),

1.-4.CY-45 Q kenyerek

5.-7.T-128 Q kenyerek

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

20. abraOsszes kenyérminta vizsgalata buzaspecifikus TRRAZTprimer parral

A hékezelés (kemencében tortént sités) ellenére am atirakét féle lisztbl készult kenyér
esetében tiszta specifikus jeleket kaptunk 109 bgassagban. Az abra bizonyitja, hogy a primer
nem tesz kilénbséget a hagyomanyos és az adodtjlgelag mdodositott gabona fajtak kozott sem.
Ezen kivil az disen thkezelt mintdk esetében is megfél@leket kaptunk. Néhany minta esetében
eléfordult ,primer dimer” képadés, amelynek oka lehet a mintakban a relativ nalgyarimer
koncentracié a még ép templat mennyiségéhez képeek a primer parok, amelyek mar nem
talaltak tdbb megfelélhosszusagu, specifikus DNS szakaszt, 6sszekaptablégymassal.

Vizsgaltam a modszerrel a keresztreagaldé és nesskeeagald gabonaféléket (rozs, arpa,
zab, tritikalé, rizs, kukorica) és pszeudocerealidk (hajdina, amarant), de, mint az varhaté volt
egy ilyen konzervativ buza DNS szakaszra tervgmatier esetében, nem kaptam sem specifikus,
sem rossz primer beléitést bizonyitd jelet. Ezekben az esetekben a pripder nem talalt
templatot, ezért nem tudott amplikonokat Iétrehozni

Ezzel a primer parral csak buzaerédeNS detektalhatd nagy biztonsaggal.

5.3.2. P1/P2 primer parral végzett kimutatas eredmyei
A mikroszatellit primer par esetében ugyanugy, mantbluza specifikus primer parnal,

vizsgaltam az ésen lokezelt kenyereket és a kulonlioxeresztreagald gabonaféléket és
pszeudocerealiakat.

73



3000 b M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-

3000 bp),

1.-4.CY-45 Q kenyerek

5.-7.T-128 Q kenyerek

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

21. dbraOsszes kenyérminta vizsgalata gluténspecifikus Pprfner parral

A 21. 4bramutatja, hogy a 150 bp hosszlUsagu szakaszt masithen amplifikalta a primer,
flggetlenll a Bkezelés magas fokatol és a buza fajtdjatdl (hagpgos és genetikailag
modositott). Ezt a primert még nem hasznalislkebelt éleimiszer mintak tesztelésére és a vartnal
jobb eredmények alapjan arra kovetkeztethetiinky hexy a modszer alkalmassa valhat a baza

LMW-glutenin specifikus részletének rutinsiz&imutatisara.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 8B

M. DNS molekula méret (bp) marker (50
bp-3000 bp),

1. Amarant ,Maros”

2.Rizs ,Bioryza”

3. Kukorica ,Sze SC 352~

4. Hajdina ,P425 t6rzs”

5.Zab ,GK Zalan”

6. Arpa ,GK Arpad”

7.Rozs ,Gamet”

8. Tritikalé ,EMBR 18" normél
9.Buza ,GK Cip¢”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

22. abraKilencféle gabona és pszeudoceredlia vizsgalatarggpecifikus P1/P2 primer parral

Habar a P1/P2 primer par LMW-glutenin specifikusggeztem a tesztet mas keresztreagalo
gabonafélékre, nem keresztreagald gabonaféléknesZsudocerealiakra egyarant. Az eredmény
szerint 2. abra) a legtobb buzaval kereszteagalé gabonaféle (dvpsy) nem adott jelet, illetve
nem specifikus jelet adott annak ellenére, hogydegyik ugyanugy artalmas a colidkiasokra
nézve, mint a buza. Specifikus jelet (150 bp) adisttont a tritikalé, hiszen mint kordbban szé volt

rola, a nemesitése kovetkezményeként tartalmabnaagénallomanyanak nagy részét.
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A kisérlet soran kaptam még egy megtévesgelet az amarant esetében, mely ugyan nem
teliesen specifikus, viszont a korulbelll 180 bpdmisagu szakaggODAK 1D Image Analysis
Software segitségével megbecsiilve) egy kevésbellpritasi gélelektroforézis futtatds soran
megtéves# lehet. Ezért az ezzel a modszerrel végzett viasgidlsoran az amarant alkalmazasa
negativ kontrollként kertlersd

Azt hangsulyozni kell azonban, hogy a keletkezetdSD szakasz hosszUsagarél és
szekvencigjardl nincsen pontos informaciém, igy s lehet megmondani, hogy az adott
amplifikalt szakasz a genom mely rés@ébzarmazik. Semmiképpen nem lehet viszont azt a
kovetkeztetést levonni egy nem specifikus szakéegzjan, hogy az amarant tartalmazna allergén
részleteket (példaul: LMW-glutenint).

Az altalam kifejlesztett modszer csak buza és k&i@ kontaminacié kimutataséra

alkalmazhat6 nagyon j6 hatékonysaggal.

5.3.3. WBR11/WBR13 primer parral végzett kimutataseredményei

Az eléz6 fejezetekben mar ismertetett WBR11/WBR13 primergpiimalasa utan, sor kerilt a

kilénb6 gabonafajok 3-3 fajtajanak egyideggmplifikaldsara ezen primer parral.

M 1234567 8 91011121815168B

M. DNS molekula méret (bp) marker (50
bp-3000 bp),
1. Tritikalé ,Kargo” normal
2. Tritikalé ,Kargo” stresszelt
3. Tritikalé ,EMBR 18” normal
4. Tritikalé ,EMBR 18" stresszelt
5.Rozs ,Matador”
6. Rozs ,Gamet”
7.Rozs ,GK Wibro”
8.Buza ,0KO-10"
9.Buza ,D-78"
10.Buza ,GK Cip¢”
11.Arpa ,GK Rezi"
12.Arpa ,STC |. 22-03"
13.Arpa ,GK Arpad”
14.Zab ,,GK Iringd”
15.Zab ,,GK Impala”
Tritka-  Ro-  Buzak Arpak Zabok 16.Zab ,GK Zalan”
lek zsok B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

3000 bp |

23. abraBuzaval keresztreagalé gabondak vizsgalata buzaa; &s rozs-specifikus
WBR11/WBR213 primer parral
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A 23. abran a buzéaval keresztreagaldé gabonafélék (arpa, razikalg), illetve a
keresztreakcio szempontjdbdl kérdéses gabonafély (dazsgalatarol készult felvétel latszik, ahol
kétséget kizardan Kihik, hogy a zab egyaltalan nem tartalmazza azinetgeai szekvenciat, mint
az egyertelmien keresztreagalé gabonak.

Ahogy a 23. &bran jol lathatd, a tritikdléknal, rozsoknal és buzdkad201 bézispéar
hosszUsagu DNS-szakaszok jelentek meg, az arpaknéita fragmentumok kicsivel lejjebb, 196
bazisparnal adtak jelet. Ez a kulénbsélgd a 10-es és 11-es sorszamu mintak dsszehasanhta
lathatd, de 5 bazisparnyi kilénbség ennél a felimrdl, a gélelektroforézis hibaszazaléisat
figyelembe véve alapvé&n nem lathato.

A modszerrel az 6sszes tritikalé fajta glutén djje jellel detektalhato, igy kidvitve ezzel a

vizsgalhato céliakiat okozé gabonafélék szamaggsiprimer par funkcigjat.

M 123456 78 910 12 B P

M. DNS molekula méret (bp) marker (50
bp-3000 bp),

1. Amarant ,Maros”

2. Amarant ,Ré6za”

3. Amarant ,Edit”

4. Hajdina ,P427 torzs”

5. Hajdina ,,P425 torzs”

6. Hajdina ,430 torzs”

7. Kukorica ,Sze SC 352"

8. Kukorica ,Ella SC”

9. Kukorica ,Sze TC 269"

10.Rizs ,Abel”

11.Rizs ,Bioryza”

12.Rizs ,Janka”

B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)
P. pozitiv kontroll (buzaliszttl izolalt
DNS)

201bp
196bp

50bp

Ama- Hajdi Kukori- Rizsek
rantok -nak cak

24. abraBuzaval nem keresztreagalé gabonak és pszeudaakreiazksgalata buza-, arpa- €s rozs-
specifikus WBR11/WBR13 primer parral

A buzaval nem keresztreagalé gabona minték vizegdlaran a WBR11/WBR13 primer par
alkalmazasaval a pozitiv kontroll kivételével edgretmintanal sem kaptam jelet a gélaa.(abra).
Mindegyik amarantbdl, hajdinabdl, kukoricabdl ésshbl izolalt DNS negativnak bizonyult, tehat
nem talalhaté meg benniik a buzéara, rozsra, argétriikaléra jellemd DNS szakasz. Igy ezzel a
modszerrel j0l elvalaszthatok a keresztreagaldahint ezek a gabonafélék és pszeudoceredliak.
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5.3.3.1. PCR-RFLP vizsgalat eredményei

A 23. abranlathato, pozitiv jeleket adé mintak DNS-eit PCRERRechnikat alkalmazvAlul
e€s BsmA restrikciés endonukleazokkal emésztettem. A iastis hasitas utan kapott jelek2a.

abran lathatok.

a) b)
M 12345678 9101113 M 123456 7 89101113

3000 bp 3000 bg

2
-
“u
-
e
-
A
-

133bp 115bp
68bp 86bp

50bp

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-3000 bp),. Rozs ,GK Wibro”

1. Tritikalé ,Kargo” normal 8.Buza ,OKO-10”

2. Tritikalé ,Kargo” stresszelt 9.B0za ,D-78”

3. Tritikalé ,EMBR 18” normal 10.Buza ,GK Cipo”

4. Tritikalé ,EMBR 18" stresszelt 11.Arpa ,GK Rezi"
5.Rozs ,Matador” 12.Arpa ,STC |. 22-03"
6. Rozs ,Gamet’ 13.Arpa ,GK Arpad”

25. abraBuzaval keresztreagalé gabonak WBR11/WBR13 priraerabamplifikalt

PCR-termékdlul (a) ésBsmA (b) enzimmel emésztve

Az 23. dbranjelet eredmeényéztizenharom minta DNS amplikonjain alkalmaztam azimes
emésztést. AAlul esetén 133 bézispér és 68 bazispar hosszusagdfiBentumok keletkeztek,
melyek megédisitették a pozitiv eredményeim@b5( a) abrg. Sok esetben, mint azt az optimalés
soran is lattuk, 201 bazispar magassagban kaptamhagnadik jelet, mely valésziteg azeért
keletkezett, mert az enzim nem tudta az dsszes R@Réket feldolgozni az oldatbdl. Ez a
folosleges jel akkor sentirit el egyértelien, amikor az emésztésividés az enzim koncentraciét
jelentbsen megnoveltem. Valéstileg azért nem, mert az enzimgicklétt inaktivalodott a
rendszerben.

A BsmA enzimmel vald emésztés utdn minden minta esetélgamoldédott, hogy a
WBR11/WBR213 primer par a megfedeDNS szakaszt sokszorozta. Ott kaptam jelet miri8 a
pozitiv minta esetében, ahol az irodalom szerintat® volt, vagyis a 115 bazispar és a 86 bazispar

magassagban. Az eredmeéngm b) abranjol latszik.
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gy mindkét enzim eredményeit ©Osszevetve sikeriglizolnom a23. abran lathatd

eredmeényeim hitelességeét.

5.4. Gyakorlati alkalmazasok

Az eddigi sikeres vizsgalatok utan kdvetkezett adsaérek gyakorlati alkalmazhatésaganak
igazolasa. Gyakorlati alkalmazasnak tekinthatldaul egy technoldgiai gyartosor kritikus kofitro
pontjainak megallapitasa a médszerek segitséggualyartasi gyakorlat kialakitasa céljabol, vagy
egy bevezetés alatt allo, illetve mar bevezetetutégimentes termék gluténnal valo
szennyezettségének ellenése.

A kovetkedkben egy gluténmentes kenyeret gyart@ipatri Uzem elleérzését, valamint a
gyartésor mesterségesen megtervezett és végretajatnyezését végeztem el, majd az igy vett
mintdk gluténmentességét elfeiztem abbdl a célbdl, hogy a technolégia kritikpsntjai
pontosabban definialhatdéak legyenek.

Masrészél gyakorlati alkalmazasnak tekintlbetegy colidkids fogyasztoknak szant,
kifejlesztés alatt allo szaraztészta gluténmentgssk elletirzése is. Ennek a tésztanak az
alapanyaga sargaborso liszt, amelyet a lisztérzskghen szenvédbetegek is fogyaszthatnak.
Ennek a terméknek azéeketes, gluténmentességre vonatkoZiéset végeztem el a kifejlesztett és

az adaptalt médszerekkel.

5.4.1. Gluténmentes sidipari technoldgia kritikus kontroll pontjainak megh atarozasa

A Dunakenyér Sidipari és Kereskedelmi Rt. (2006-ban felszamolt@gjlespecialis terméke
a gluténmentes kenyeér volt, amelyet széles korb@hesitett a specidlis diétat igéhytoliakiaban
szenved betegek korében. Ezt a terméket az Uzem teljeddilOmitve gyartotta (Uzer6t
elszeparalt épulet, kilon nyersanyag-raktarhelyi@getlen személyzet, kilén mosogatohelyiség)
nagyon komoly egészsegugyi 6soknak és szabalyoknak megfébel engedélyeztetett

technoldgia alapjar26. abra).
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GLIADINMENTES KENYER

= 500g

{itGipari és Kereskedelmi RL
130. s2. lizem Szazhal Olajmunkas u. 2.

MinGséget megorzi:

(42-40l + 5 C-ig tarolva )

Osszetétel: Kukoricakeményitd, rizsliszt, viz,
burgonyapehely v éssir, éleszlo,
tojaspor, cukor, k

999 kJ 238 keal,

Gliadint és gl
Gyartési engedé!

IEERT

59
26. abraGluténmentes kenyér csomagolasan feltlintetett kdato

A technoldgia Iényege kukoricakemériyidl, burgonyapehelyll és rizslisztibl (a pontos
recepturat, illetve aranyokat a cég nem bocsatetidelkezésiinkre) dagasztassal olyan allagu és
szerkezdi tészta létrehozasa, amely sités soran izben, &@ligman és latvanyban is élvezhet
kenyeret eredménye27. abra). A glutén szerkezetjavitd hatasanak hianya neiath tészta nem
hasonlit a hagyomanyos dagasztott kenyértésztéitaoem anndl jéval higabb, folyésabb allagu.
Emiatt a technoldgia is eltér a hagyomanyostél,hméga annyiban, hogy itt fém kenyérformakban
ontve vetik a kemencékbe a kenyértésztat. A suléd a formakban megemelkedik és
kenyérformajava alakul a tészta. A masik eltérbagyomanyos technologiaktol az, hogy ez a fajta
kenyér sités utan is nagyon magas nedvességtamalomndelkezik, igy, hogy a gyors romlast és
penészedeést elkeriljék, csomagol&ste?4 déran keresztul szaritjak egy erre a célrdakitott,
szeparalt helyiségben.

A Dunakenyér Sidipari és Kereskedelmi Rt. engedélyezte szamomrgy legy kivételes
kisérletsorozatot hajtsak végre az lUzemen beliiszZBf a technoldgiai folyamat kilonliHz
pontjairdl mintédkat vettem, hogy az esetleges,ridél fliggetlen szennyérések kimutathatéak
legyenek. Ezek utan elvégeztem egy mesterségemrkonécios kisérletet is, amelynek soran
vizsgaltam, hogy ha hiba torténik (jelen esetbem,vBletlenszdien minimalis glutén kerdl a

rendszerbe), akkor az utélagosan a terrdiekilyen hatasfokkal mutathato ki.
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27. dbraGluténmentes kenyér gyartasanak technolégiai folyabraja
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5.4.1.1 Kisérleti bedllitAsok és a mintavételezésisaere

Elst lépésként fel kellett mérnem, hogy melyek a tebigia veszélyeztetett fazisai,
amelyeknél nagy valosZiséggel szennyédés folytan glutén kerilhet a rendszerbe. A
technoldgiai |épéseket megvizsgalva négy ilyen gomélaltam a technologiaban, ahol kils
(technolégian kivili) ténydik jatszanak szerepet, és ahol glutén-kontaminddfordulhat @7.
abran piros nyilakkal jel6lve).

A 4 ilyen pont kdzll az etsa nyersanyag forgalom, hiszen a nyersanyagok teredgan
papirral igazolt, de mint tudjuk, ez még énmagabardozhatja a szenny@és lehdiségét, ezen
kivil a szdllitds, pakolas soran is bekdvetkezhetrdaminalddas. A nyersanyag raktarb6l mintakat
vettem, mint ahogy abbdl a fent emlitett nyersankbgl megfeled aranyban o6sszeallitott
lisztkeverékidl is, amelyet otthoni kenyérsiutés ceéljabdl forgatmak a betegek részére, mint
félkész terméket. Ennél a pontnél nem tortént mesges kontaminacio, tehat az esetleg jeled 1év
gabonanyomok eleve szennyezett nyersanyagot feltétk.

A masodik és a harmadik ilyen veszélyeztetett @odagaszto tal és a éfdarmak tisztitasa
volt, amelynek helytelensége szintén okozhat szegddgst. A mintavétel et&ként a
dagasztétalban lévnyers tésztabdl, majd a éfdrmaban készilt kenyésbtortént mesterséges
szennyezés nélkil. A mesterséges szennyezésiekisdéin a kész termédb (kenyeér) vettem
mintat, miutan az edényzeteket kulonbaariacioban a kisérlet élsnapja soran buzaval, majd a
kisérlet masodik napja soran rozzsal szennyeztemeg#terséges kontaminacié variacioi a dagaszto

tal és a siforma szempontjab6l 28. abranlathato.
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Dagaszté szennyezett
Sutéforma szennyezett

DAGASZTO

Dagaszté szennyezett
Sutéforma tiszta

Dagaszté tiszta
Sutéforma szennyezett

SUTOFORMA

Dagaszt6 tiszta
Sutéforma tiszta

28. braKontaminacios kisérlet sordn a dagaszto &faimak szennyezési kombinacidinak
sémaja

A kenyerek a fent lathatd szennyezési séma alapjésziltek egymas utani két
kisérletsorozatban (kilénb®napokon, technoldgiai sor teljes tisztitasa utahdl ugyanezen séma
szerint egyszer a buzaliszt, majd a rozsliszt koltaminacios faktor. A szennyezést technikailag
ugy kiviteleztem, hogy az leginkabb imitaljon eggldsagos technologia hibat, mulasztast. A
dagaszto tal szennyezése ugy tortént, hogy bermakbnyer, illetve rozskenyér dagasztasa tortént,
amely utan nem alkalmaztam a szokasos tisztit@sast, csak egy fellletes kilritést és torlést. A
benne maradt szennyaessel (nem volt megallapithaté a pontos mennyiséggitt dagasztottam
az igy mar valbszilleg szennyezett kenyértésztat. A &@atmak szennyezése hasonlé mddon
tortént, meégpedig ugy, hogy bennik buzakenyeréeivd rozskenyeret sitottem, majd az
Ujrahasznositasuk @ nem toértént meg az alapos tisztitdsuk, csaklélabeemlitett kilrités és
torlés. Ebben az esetben sem volt megallapithgtatén szennyéalés pontos mennyisége, hiszen

egy technoldgiai hibat imitaltam a kisérlet soran.

A negyedik kritikus pontot a kenyerek szaritdsantgtte, hiszen a nem megfélétrben valo
szaritds okozhat szennyelgst, amit a szaritasidchossza csak fokozhat. Eitkiindulva vettem

mintat az erre a funkciéra szant helyiségben sériimesterségesen nem szennyezett!)
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kenyerekl, tovabba mesterségesen szintén nem szennyezstrikken modelleztem a szaritasi
korilmények valtoztatasaval a szaritds okozta geaidés kimutathatésdgat. Ez gyakorlatban
annyit jelentett, hogy gluténmentes kenyerek sasdifa két joval ,szennyezettebb” helyiséget
valasztottam, nevezetesen a normal (buza és rexg)ekeket gyarté tGzemi helyiséget, illetve a
pékség altalanos tarolojat (siléjat).

Azoknal a mintaknal, ahol kész kenyereket vizsgalta@ltalanosan elmondhatd, hogy a
mintavételt a teljes kenyerek darabolasa, szaritdagalasa és homogenizaldsa jelentette. Az

eredményeket a kovetkeejezetek tartalmazzak.
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5.4.1.2. Sudipari mintakbol szarmazo DNS sokszorozasa sorandtapredmenyek

A kovetked abrakon a kisérletek soran vett nyersanyag minizggalatanak eredményei
lathatok.

a) b)
M 123456789PB M123456789PB

50bp

M 12 3456789 PB

M. DNS molekula méret (bp) marker 6. Kenyérpor

(50 bp-3000 bp), 7.Kenyértészta

1. Rizsliszt 8. A gluténmentes kenyér

2. Kukoricakemeényit 9. Al buzakenyér (pozitiv kontroll)

3. Burgonyapehely P. pozitiv kontroll (bluzaliszttl izolalt DNS)
4. Tojaspor B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

5. Eleszt

29. abralpari kisérlet soran vett nyersanyag és felkésmné&rmintak vizsgalata névényspecifikus
kloroplasztisz primer parral (B49317/A49858),( buzaspecifikus TRO1/TR0O2 primer partay, (
gluténspecifikus P1/P2 primer parra) €s blaza-, arpa- és rozs-specifikus WBR11 / WBRiBer
parral ¢)
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A novenyspecifikus primer parral végzett amplifikal soran kiderilt egyrészt, hogy a
nyersanyagok nagy részének DNS-e PCR-rel sokszat®zmasrészt, hogy a 2 nem ndvényi
eredel nyersanyag (tojaspor és élégzhem kontaminalédott ndvényi eretietzennyeével, igy
artalmas gabonafélébszarmazo DNS-t sem tartalmaz@®&9(a) abrg.

A nyersanyagok buza specifikus PCR-rel val6 vizaigaieglep eredményt hozott. R9. b)
abra alapjan az 6sszes nyersanyag, kivéve az éleszttojasport, eredeéein bluzaval szennyezett
volt. A legintenzivebb specifikus jelet a burgonghelytdl szarmazé DNS amplikonja adta. Ebben
az esetben az esetleges véletleriskaresztreakciot a primerrel az NCBI internetestlzaas

(http://www.ncbi.nlm.nih.goy/burgonyara vonatkozé egyik szekvenciarészleteeg@sion number:

X65489) alapjan kizartam. Ennél kicsivel kevesebbderedét DNS-t tartalmazott a rizsliszt, de
nyomokban a kukoricakeméngits tartalmazta a buzaspecifikus szekvenciat (&z6ekisérletek
alapjan itt is kizarhatdé a rizs DNS és kukorica DiNSetlenszdr keresztreakcioja). Ez alapjaiban
modositotta az ipari kontaminacios kisériétevonhato kdvetkeztetéseket.

A glutenin részletre specifikus primer az allergkatlold6 DNS templatot a nyersanyagok
kozil csak a burgonyapehelyben taldlta meg. SEifolydlag ez a részlet kdvetkezetesen
megjelent a burgonyapehelyt tartalmaz6 félkész é&bmn (kenyérpor) és halvanyabban a
dagasztobodl vett tésztaban. Viszont meglepdon a kész termékben (gluténmentes kenyér) mar
nem volt detektalhatdé 20. c) abrg. Ennek oka lehet az egyre magasabb technologiai
feldolgozottsagi szint elérésével a DNS — ezzelldgy templat — tovabbi toredezése,
degradaldédésa, illetve a DNS kivonasnél fontos epmdr jatszd matrix hatds, amelynek
kovetkezmeénye lehet a hozzaférthspecifikus DNS korlatozott mennyisége.

A buzaspecifikus és gluténspecifikus primer parbkiégzett nyarsanyag-tesztelési kisérletek
eredmeényei alapjan nem allapithatok meg egyétietna technoldgia kritikus pontjai a mesterséges
kontaminacios kisérlet vizsgalata folyaman, hispem lehet pontosan megmondani, hogy az
esetleges pozitiv minta az eredetileg szennyeagitsanyag, vagy a mesterséges szennyezés
kovetkezménye-e. Arra viszont mindenképpen alkadkashogy vizsgalhatd legyen altaluk a
hokezelés hatasait kovegluténszennyezés a kenyerekben.

A Codex Alimentarius altal is javasolt DNS alapu deder, mely buza, rozs és arpa
detektalasara alkalmas, nem érzékelt a nyersanyatgkban az ébbi gabonafélékdl szarmazo
specifikus DNS részletet. 29. d) abranjol latszik, hogy a nyersanyagok esetében nemuképt
jelet. Ezzel a médszerrel, az eredmény ellenére lsizamyitott, hogy a mintdkban nincs buza, rozs
vagy arpa ered@tDNS, hiszen az &k6 primer parokkal pozitiv eredményt kaptam. Ennéénglre

ez a primer par alkalmas a kontaminacios kisédedrs vett kenyérmintak vizsgalti eredményei
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alapjan a technolégia kritikus pontjainak megatiédra, hiszen ha a kenyérmintak pozitivak

lesznek, azt nem a nyersanyag szennyezettségen lramesterséges kontaminécio okozta.

A nyersanyagok vizsgalata utan a kontaminaciosrlkiséoran vett kész kenyér mintak
vizsgalatara kerult sor. Feltételezhetolt azonban, hogy a szennyezett alapanyagok &aas
buzaspecifikus és gluténspecifikus primer parokdedd késztermék vizsgalatoknal zavaré lehet. A
blza-, arpa- és rozs-specifikus primer parral vitgeddigi mérésekid viszont arra lehetett
kovetkeztetni, hogy kisérlet konzekvencigjakénteahhologia kritikus pontjaira nézve fontos
kovetkeztetéseket lehet majd levonni.

El6szo6r, mint az eddigi kisérleteknél is, az izolaAIN® mintdk sokszorozhatésagat
ellendriztem ndvényspecifikus primer parral. Ennek a reee& az eredményei lathatok3a. a)
abran. Az abra feliratozasaban pontosan definialtam ataki eredetét, illetve, hogy milyen

edényzetet és giformat hasznaltam a készitésuknél.
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a) b)

M 1234567 891011121314 M 123456 78 91011121314

-
-
-
-
-
=
-
-—
-—
-
-
-
v

M. DNS molekula méret (bp) marker 9. B5 (szennyezett+szennyezett)

(50 bp-3000 bp), 10. A5(szennyezett+szennyezett)
1. A gluténmentes kenyeér 11.U (Uzemben szaritva)

2. B gluténmentes kenyér 12. S(siléban széritva)

3. A2 (tiszta+tiszta) 13. B1lrozskenyér

4. A3 (tisztat+szennyezett) 14. Albuzakenyér

5. A4 (szennyezett+tiszta) P. pozitiv kontroll (buzaliszttl izolalt
6. B2 (tisztattiszta) DNS)

7. B3(tisztat+szennyezett) B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)
8. B4 (szennyezett+tiszta)

30. AbraKontaminacios ipari kisérlet soran vett kenyérmkint&sgalata ndvényspecifikus
kloroplasztisz primer parral (B49317/A49858),(buzaspecifikus TRO1/TRO2 primer parday, (
gluténspecifikus P1/P2 primer pérrd) €s buza-, arpa- és rozs-specifikus WBR11/WBR &g

parral @)
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Ezen az abran jol latszik, hogy az Uzemben vettkdédyér minta mindegyikét tovabb
vizsgalhattam a tobbi primer parral, hiszen mindegPCR szempontjabdl tisztanak,
amplifikalhaténak bizonyult és kaptam jelet a 48é700 bp kdzo6tti mérettartomanyban.

A 30. b) abraszerint a buzaspecifikus primer parral kapott er@ayek azt mutatjak, hogy a
blza eredét konzervativ részlet mindegyik mintdban megtal@hatlt. Ez kdszonhét egyrészt
annak, hogy a nyersanyagok mar eleve szennyezettékk 9. b) abrg, mésrészt ezt csak
fokozta, hogy a mintédkat ténylegesen szennyeztetechnoldgiai kisérlet soran. Ha csak a
technoldgia okozta volna a kimutathaté buza etedeennyeédést, akkor az 1, 2, 3, illetve 6
mintaknak mindenképpen negativnak kellett volnaii@n Ezen kiviul pedig a rozzsal szennyezett
mintakat (7, 8, 9, 13 minta) sem kellett volna &etBie a buza specifikus primer parnak. Tehat,
ahogy az eddigi eredmények alapjan varhaté valyeasanyag-szenny&tések bikezelés utan is
kimutathatok maradtak a kenyérmintakbol ezzel asnédel.

A gluteninspecifikus P1/P2 primer par a kenyereksgélatakor nem adott kdvetkezetes
eredményt30. c) abrg. Ez lehet az eleve szennyezett nyersanyagok,riietve amiatt is, hogy a
nyersanyagok vizsgalatanal ez a primer par csalirgohyapehelyben talalt ra az LMW glutenin
génrészlet adott szakaszara. A masik lehetségdshek az, ami miatt a primer kévetkezetlendl
mikodik, hogy az eleve a nyersanyagban szertgsként dforduld minimalis mennyiségDNS
a hokezelés soran tovabb téredezik, illetve nagyonsgpebdik a mintdban. Ez a nem homogén
idegen DNS okozhatja a kenyerekben, hogy a végeyegna mintabdl kivett 300 mg DNS
izolalashoz hasznalt mennyiséighagymeértékben figg (még akkor is, ha a mintak dgenizalasa
elézéleg daralassal és keveréssel megtortént).

Ebbsl arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy ilyen malgasérsékleten torténhokezelés
okozta specifikus DNS darabokérdulasanak csokkenése csokkenti annak az edélyiébgy a
primer ratalaljon a megfeléltemplatjara. Ez bizonytalanna teszi a csak nyoraonkébfordulo
szennyed& buza DNS kimutathatésagat ezzel a modszerrékekklt mintdk esetében a modszer
csak a két masik (buzaspecifikus és buza-, rozpa-gpecifikus) mddszerrel parhuzamosan és
0sszevetve adhat megbizhaté eredményt.

A WBR11/WBR13 primer parral végzett kisérlet eredyeeB0. d) abra) szerint a stités @&t
szennyezett kenyerek esetében csak néhany elhdingaipesetben (8, 9 minta) érzékelte a
rendszer a végterméknél, hogy tortént mesterségesngezés. Ezekkel kapcsolatban pedig
levonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy a rozzskll saennye&dés jobban kimutathatd volt, mint
bazaval. A biuza DNS specifikus részlete sités n&m volt detektalhaté (pl. 4, 5, 10 minta).
Ertelemszdien azonban, mikor maga a teljes kenyér buzabszb rozslisztbl készult (13, 14

minta), sutés utan is kimutathato volt a megéel@NS szakasz jelenléte.
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A kisérlet bebizonyitotta azt is, hogy az utélagosakenyérre kertil DNS szennyexlés
minden tovabbi nélkil kimutathaté a mintabdl mégakis, ha kicsi a mennyisége (11, 12 minta).
Elmondhatd még, hogy az edényzet (dagasztotal #dosuia) szennyezettsége altalaban nem
mutathato ki a készterméilbezzel a modszerrel.

Az igy pozitivnak bizonyult mintak sokszorozott PGiRplikonjait a modszerkidolgozas
alapjan tovabb vizsgéltam PCR-RFLP modszerrel. sivikeios enzimes hasitddul (133 bp és 68
bp) ésBsmA (115 bp és 86 bp) enzimmel tértént, az eredmémagk abranlathatok.

M1 2 3 4 56 P M®2 3 4 56

3000 bp

133bp 115bp
68bp 86bp
50bp 50bp

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-3000 bp),
1. B4 (szennyezett+tiszta)

2. B5(szennyezett+szennyezett)

3. U(izemben szaritva)

4. S(siléban széritva)

5. Blrozskenyér

6. Al buzakenyér

P. pozitiv kontroll (bizalisztl®l izolalt DNS

31. AbraKontaminacios ipari kisérlet soran vett kenyérnkntdBR11/WBR13 primer pérral
amplifikalt PCR-termekélul (133bp és 68bp) é8smA (115bp és 86bp) enzimmel emésztve

A restrikcids enzimmel tértént emésztés soran nmrataplikon esetében megkaptam a vart
emésztett DNS szakaszokat, ami bizonyossa tettgy lao megfelél templatot sokszorozta a
polimerdz enzim a PCR reakcié soran. Két esetbssékhalvanyabban kiveliea megfelad 2
szakasz (1, 6 minta), de ebben a két esetben ifelaéga méret. Az 1-es minta esetében eleve
kevés volt a PCR termék, amit emésztenie kellett emzimnek, a 6-0s minta esetében

feltételezheten valamilyen enzim-inhibitor jatszhatott szeregmeemeésztés soran.
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A kontaminacids kisérlet eredménygielmondhato, hogy informaciot adtak a nyersanyagok
szennyezettségélr a szennyemés végterméld valdé kimutathatosagardl és ezaltal felhivtak a
figyelmet a kiinduldsi anyagok rendszeres diledsének szikségességére. A technoldgia
legkritikusabb pontjanak, az eredmények alapjanuéégmentes kenyerek szaritasa neveézhet
hiszen az utélagos szennyezés soran intakt DNSgzékal esetleg gabonafehérje keriilhet a
termékre, mely nagy veszélyt jelet a colidkiabaansed betegekre nézve.

A KEKI Biolégia Osztalyan az ugyanezekkel a mintakkégzett immunoldgiai vizsgalat
negativ eredményt hozott, tehat a DNS alapu mém@sekiszervizsgalatok esetében mindenképpen

indokoltak az eredmények pontositasa érdekében.

5.4.2. Gluténmentes sargaborsobol készitett tésatesgéalata

Az ipari kontaminacios kisérleten kiviul elvégeztegy gluténmentes diétdba illeszthet
termeék, egy sargaborsobdl késziilt tésztaetbs DNS alapu émsét. Ez a termék a piacon még
nem talalhaté meg, hiszen kifejlesztés alatt alinérés soran vizsgaltam azt, hogy ez a sargaborso
alapanyagbdl keészilt termék vizsgalhaté-e az aftakifejlesztett modszerekkel és, hogy a
nyersanyag vizsgalata, illetve a sargaborso tésztanoldgiai kivitelezése utani vizsgalat milyen
valtozasokat mutat ki. Ismeretlen minta Iévén tplbhuzamos sokszorozast végeztem kulotiboz

Elst lépésként a nyersanyag, vagyis a sargaborsé letdpavégezem el. A szemes
sargaborsét laboratoriumi, eli@zott korilmények kozott hantoltam, daraltam és bgemizaltam.

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-
3000 bp),

1. Sargaborso6 szem (25 ng/BDNS templét)
2. Sargabors6 szem (250 ngh5DNS templat)
B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

P. pozitiv kontroll (buzaliszttl izolalt DNS)

32. AbraSzemes sargaborsé DNE&sgalata novényspecifikus kloroplasztisz priméral
(B49317/A49855)
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A novény specifikus primer parral kortlbelll 500 Mmpgassagban adott jelet a sargaborsé. Ez
bizonyitotta a DNS ndvényi eredetét (gélkép szemagrn volt jel mas mérettartomanyban 400 és
700 bp kozott, tehat elvileg mas novényi eréd&@NS-el nem szennyezett a minta) és

sokszorozhatésaga@Z. abra).

M 1 2 Bl P1 P2 B2 34

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-3000 bp),

1. Séargaborsé szem (25 ng/bDNS templat) (P1/P2 primer parral)

2. Sargaborso szem (250 ng/EDNS templat) (P1/P2 primer parral)

B1. negativ kontroll, vak (nincs DNS) (P1/P2 primerrp8r

P1.pozitiv kontroll (buzalisztél izolalt DNS) (P1/P2 primer parral)
P2.pozitiv kontroll (buzalisztbl izolalt DNS) (TRO1/TRO2 primer pérral)
B2. negativ kontroll, vak (nincs DNS) (TRO1/TR02 prinp&rral)

3. Sargabors6 szem (25 ng/BDNS templat) (TRO1/TRO2 primer pérral)
4. Sargaborso szem (250 ngdDNS templat) (TRO1/TRO2 primer parral)

33. abraSzemes sargaborsé DNE&sgalatagluténspecifikus P1/P2 primer parralbdszaspecifikus
TRO1/TRO2 primer parral

A buzaspecifikus (TRO1/TR02) és a glutenin spewodik(P1/P2) vizsgélat is negativ
eredményt hozott a tiszta sargaborsé eseté®@ngbra), tehat elmondhatd, hogy a sargaborso
génallomanyaban nem talalhatd ugyanilyen hosszusBdls szakasz, amelyet a primer
amplifikalni képes, tehat negativ kontrollnak i&itehet. A vizsgalat azt is bizonyitotta, hogy a

borsémintak buzéaval nem szennyezettek.
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3000 by

109bp

M. DNS molekula méret (bp) marker (50 bp-
3000 bp),

1. Sargaborso tészta (2,5 ngdDNS
templét)

2. Sargaborso tészta (25 ngd5DNS
templét)

3. Sargaborso tészta (250 ng/DNS
templét)

4. Sargaborso liszt (2,5 ngié DNS templat)
5. Sargaborso liszt (25 ng(B DNS templét)
6. Sargaborso liszt (250 ng(®h DNS
templét)

P. pozitiv kontroll (blazalisztbl izolalt DNS)
B. negativ kontroll, vak (nincs DNS)

34. abraSargaborso tészta és sargaborso liszt Dikgyalata novényspecifikus kloroplasztisz
primer parral (B49317/A49855a), buzaspecifikus TRO1/TR02 primer parra) €s
gluténspecifikus P1/P2 primer parra) (

A 34. a) abran mar a gyarto altal kildott mintak, a malombémlt, kereskedelemben
kaphato sargaborso liszt és a kész szaraztésztaébDdkSsokszorozhatésagara iranyulod vizsgalatot
lathatjuk. A minta ismeretlensége miatt tobb padmias vizsgalatot végeztem valtoz6 toméniiség
templat DNS jelenlétében. A korulbeltl 500 bp hdsszargaborsora jellerizméreti jel itt is
lathatd, akarcsak a nyersanyag esetében, illetvis ielmondhaté a DNS izolatumokrél, hogy
alkalmasak a tovabbi PCR vizsgalatokra.

A buza specifikus primer parral annak ellenére yhoggativ eredmény volt varhatd, a mintak
buzara pozitivnak bizonyultak, hiszen a primer ramcdesetben amplifikalta a 109 bp hosszu
specifikus DNS szakasz84. b) abra. A reakcidé még egy nem specifikus 290 bp hossgiis

terméket is eredményezett.
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A 34. c¢) abraszerint a glutenin specifikus részlet is megjekegtélképen, ami mediitette a
bluzaspecifikus primer parral kapott eredményt. Mézea két primer par specifikusarikddik, igy
mindenképpen szenny@esre kdvetkeztettem.

Abbdl kiindulva, hogy nem csak a tészta esetéhanem az alapanyagaként szolgalo liszt
esetében is pozitivak voltak a mintak, arra leh&tatetkeztetni, hogy méar a nyersanyagkébkzités
soran szennyézeés tortént. llyen kontaminacios rizikoval jaré ptahetett a liszt készitése, vagyis
a malomban torténirlés, vagy a lisztnek a kereskedelmi lanc folyarbékovetkezett esetleges

szennyeédése.
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6. OSSZEGZES ES KOVETKEZTETESEK

Kisérleteim sordn mind a B49317/A49855 ndvényspedsf kloroplasztisz primer part, a
bazaspecifikus TRO1/TRO2 primer pért, az LMW-glutespecifikus P1/P2 mikroszatellit primer
part, mind pedig a blaza-, arpa-, rozs-specifikusRYBEWBR13 primer part sikeresen adaptaltam
eés optimaltam. A segitségukkelikddé PCR technikak parhuzamos vagy egyedi alkalmazasa
javasolhatd élemiszer mintdk vizsgalatara, terntésea kiegészitve ezzel az immunanalitikai
alapu technikakat. A mddszerek mindegyikét a Magygmagon koztermesztésbe vont
gabonafélékre (buza, rozs, arpa, zab, tritikdlé&okiaa, rizs) és pszeudocerealiakra (hajdina,
amarant), bkezelt termeékekre (szaraztésztak,ottf tésztak, kenyerek), technoldgiai
nyomonkovetésre (gluténmentes kenyérgyartas)yvdldtontaminécié kidgésére (gluténmentes
sargaborsé tészta) optimaltam, Ilélvét téve ezzel az eljarasok rutindzerlkalmazhatésagat az

alabbiak szerintl(7. és 18. tablazat

17. tAblazatAz 6sszes minta B49317/A49855 primer parral, TRBD2 primer parral, P1/P2
primer parral nyert eredményei*

B49317/A49855

novenyspecifikus
kloroplasztisz

TRO1/TRO2 buza
specifikus primer

P1/P2 glutén
specifikus primer

94

primer Péf par alkalmazasaval | par alkalmazasaval
alkalmazéasaval nyert nyert
Mintak nyert
PCRter- | PCR®™| poR ter. | PEREI | pop oy, | PCR T
. mek . mék me- . mék meé-
mék . mék mék
mérete rete rete
Buza ,CY-45 Q” + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Blaza ,T-128 Q” + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Baza ,CY-45 Grandstar” + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Blza ,T-128 Grandstar” + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Blza ,lzabella” + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Buza ,D-78" + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Jlzabella” szaraztészta + 662 bp + 109 bp + 150 bp
.D-78" szaraztészta + 662 bp + 109 bp + 150 bp
5 p,erC|g'h>kezeIt »lzabella + 662 bp + 109 bp + 150 bp
szaraztészta
10 percig kbkezelt + + +
.lzabella” szaraztészta 662 bp 109 bp 150 bp
5 p,erC|g'h>kezeIt ,D-78 + 662 bp + 109 bp + 150 bp
szaraztészta
10IperC|'g Bkezelt ,D-78 + 662 bp + 109 bp + 150 bp
szaraztészta




B49317/A49855
novenyspecifikus | tpo1/TRO2 buza P1/P2 glutén
klorloplasz,tlsz specifikus primer specifikus primer
primer par par alkalmazasaval | par alkalmazasaval
alkalmazasaval nyert nyert
Mintak nyert
PCRter- | "CR €| beR ter. | PR | pop oy | PCR tOr-
mék njek mék mék me- mék mék me-
mérete rete rete
CY-45 Q kenyerek + 662 bp + 109 bp + 150 bp
T-128 Q kenyerek + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Blza ,OKO-10" + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Baza ,D-78" + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Buza ,GK Cipo” + 662 bp + 109 bp + 150 bp
Arpa ,STC |. 22-03” + 642 bp - - - -
Arpa ,GK Rezi” + 642 bp - - - -
Arpa ,GK Arpad” + 642 bp - - - -
Rozs ,GK Wibro” + 667 bp - - - -
Rozs ,Matador” + 667 bp - - - -
Rozs ,Gamet” + 667 bp - - - -
Tritikalé ,,Kargo” normal + 662 bp - - + 150 bp
Tritikalé ,Kargo” stresszell + 662 bp - - + 150 bp
Trltlka}le .,EMBR 18 + 662 bp - - + 150 bp
normal
Tritikalé ,EMBR 18 4 662 bp i i 4 150 bp
stresszelt
Rizs ,Janka” + 614 bp - - - -
Rizs ,Bioryza” + 614 bp - - - -
Rizs ,Abel” + 614 bp - - - -
Kukorica ,Sze TC 269" + 532 bp - - - -
Kukorica ,Ella SC” + 532 bp - - - -
Kukorica ,Sze SC 352" + 532 bp - - - -
Amarant ,R6za” + 600 bp - - - -
Amarant ,Maros” + 600 bp - - - -
Amarant ,Edit” + 600 bp - - - -
Hajdina ,430 torzs” + 600 bp - - - -
Hajdina ,P425 torzs” + 600 bp - - - -
Hajdina ,P427 torzs” + 600 bp - - - -
Zab ,GK Zalan” + 405 bp - - - -
Zab ,GK Iring6” + 405 bp - - - -
Zab ,GK Impala” + 405 bp - - - -
Rizsliszt + 614 bp + 109 bp - -
Kukoricakeményit + 532 bp + 109 bp - -
Burgonyapehely + 650 bp + 109bp  + 150 bp
Tojaspor - - - - - -
Eleszt - - - - - -
Elsre bekevert kenyérpor + 620 bp + 1090bp + 150 bp
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B49317/A49855
novenyspecifikus | tpo1/TRO2 buza P1/P2 glutén
klorloplasz,tlsz specifikus primer specifikus primer
primer par par alkalmazasaval | par alkalmazasaval
alkalmazasaval nyert nyert
Mintak nyert
PCRter- | "CR €| beR ter. | PR | pop oy | PCR tOr-
mék njek mék mék me- mék mék me-
mérete rete rete
Nyers kenyértészta + 620 bp + 109 bp + 150 bp
A gluténmentes kenyér + 620 bp + | 109 bp - -
B gluténmentes kenyér + 620 bp + | 109 bp -
A2 (tiszta+tiszta) + 620 bp + | 109 bp -
A3 (tiszta+szennyezett) + 620 bp + | 109 bp -
A4 (szennyezett+tiszta) + 620 bp + | 109 bp -
B2 (tiszta+tiszta) + 620 bp + | 109 bp -
B3 (tisztat+szennyezett) + 620 bp + | 109 bp -
B4 (szennyezett+tiszta) + 620 bp + | 109 bp -
B5 109 b
(szennyezett+szennyezett * 620 bp " g ]
A5 109 b
(szennyezett+szennyezett i 620 bp i ’ ]
U (izemben széritva) + 620 bp + | 109 bp .
S (siléban szaritva) + 620 bp + | 109 bp -
B1 rozskenyér - 667 bp + | 109 bp -
Al buzakenyér + 662 bp + 109 bp -
Szemes sargaborso + 590 hp - - - -
Sargaborso liszt + 590 by + 109°bp + 150 bp
Sargaborsé tészta + 590 bp + 109 hp + 150 bp

18. tAblazatAz 6sszes minta WBR11/WBRIBimer parral nyert eredményei*

WBR11/WBR13 bulza, arpa, rozs specifikus
o, rimer alkalmazasaval nyert
Mintak P y
PCR-RFLP vizsgalat
PCR ] soran
ter- PCR,termek Alul esetén a] BsmAl esetén
mék mérete fragmen- a fragmen-
tumok tumok
mérete mérete
Baza ,CY-45 Q" n. n. v. n. v. n. v.
Buza ,T-128 Q” n n.v n. v. n. v.
Blza ,CY-45 Grandstar” n. v. n. v. n. v. n. v.
Blza ,T-128 Grandstar” n. v. n. v. n. v. n. v.
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Mintak

WBR11/WBR13 bulza, arpa, rozs specifikus
primer alkalmazaséaval nyert

PCR

PCR-RFLP vizsgalat

o

\ =4

o

A

A

A—4

\ =4

\ =4

o

o

o

\~4

) soran
ter- | PCR termek ['Alul esetén a] BsmA esetén
mék merete fragmen- a fragmen-
tumok tumok
mérete mérete
Blza ,lzabella” n. v. n. v. n. v. n. v.
Blza ,D-78" n. v. n. v. n. v. n. v.
»lzabella” szaraztészta n.v n. v. n. v. n. v.
.D-78" szaraztészta n. v. n. v. n. v. n. v.
5 percig lokezelt ,Izabella” szaraztészt n. \ n. v. n. v. n. v.
10 percig kbkezelt ,Izabella”
. . n. v. n. v. n. v. n. v.
szaraztészta
5 percig lokezelt ,D-78" szaraztészta n. v n. v. n. v. n. v.
10 percig kbkezelt ,D-78" szaraztészta n. v n. v. n. v. n. v.
CY-45 Q kenyerek n. v. n. v. n.v n. v.
T-128 Q kenyerek % n. v. n. v. n. v.
s -4 U 7z I-
Blza .OKO-10" + 201 bp 68 bgss 13389 b[l))ss 111
Blza ,D-78" + 201 bp 68 bgss 13389 b[:gpes 11%
- y - 1
Blza ,GK Cip6” + 201 bp 68 bgss 13389 b[l))ss 111
Arpa ,STC 1. 22-03" ¥ 196bp | %° bf)ss 12889 b‘l’)ss 1
Arpa ,GK Rezi” + 196 bp 68 bgss 12889 b[l))ss 11
Arpa ,GK Arpad” + 196 bp 68 bgss 12889 bzss 114
- y - 1
Rozs ,,GK Wibro” + 201 bp 68 bgss 13389 bzss 15
- y - 1
Rozs ,Matador” + 201 bp 68 bgss 13389 bzss 15
- y . 1
Rozs .Gamet” + 201 bp 68 bgss 13389 b[l))ss 111
- y - 1
Tritikalé ,Kargo” normal + 201 bp 68 bgss 13389 b[l))ss 13
- y . 1
Tritikalé ,Kargo” stresszelt + 201 bp 68 bpt))ss 13389 b[k))[;as 13
- y - 1
Tritikalé ,EMBR 18" normal + o01bp |8 bgss 13389 bf)gs 13
- y - 1
Tritikalé ,EMBR 18" stresszelt + 201 bp 68 bgss 13389 bzss 13

\ =4

Rizs ,Janka”

Rizs ,Bioryza”
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Mintak

WBR11/WBR13 bulza, arpa, rozs specifikus
primer alkalmazaséaval nyert

PCR
ter-
mék

PCR termék
mérete

PCR-RFLP vizsgalat
soran

Alul esetén a
fragmen-
tumok
mérete

BsmAl esetén
a fragmen-
tumok
mérete

Rizs ,Abel”

Kukorica ,.Sze TC 269"

Kukorica ,Ella SC”

Kukorica ,Sze SC 352"

Amarant ,R6za”

Amarant ,Maros”

Amarant ,Edit”

Hajdina ,430 torzs”

Hajdina ,P425 torzs”

Hajdina ,P427 torzs”

Zab ,GK Zalan”

Zab ,GK Iring6”

Zab ,GK Impala”

Rizsliszt

Kukoricakeményii

Burgonyapehely

Tojaspor

Eleszb

Elére bekevert kenyérpor

Nyers kenyértészta

A gluténmentes kenyér

B gluténmentes kenyér

A2 (tiszta+tiszta)

A3 (tiszta+szennyezett)

A4 (szennyezett+tiszta)

B2 (tisztattiszta)

B3 (tiszta+szennyezett)

B4 (szennyezett+tiszta)

68 bp és 133
bp'

bp*

B89 bp és 11%

o

B5 (szennyezett+szennyezett)

68 bp és 133
bp'

bp*

B89 bp és 11%

o

A5 (szennyezett+szennyezett)

U (uzemben szaritva)

68 bp és 13]
bp'

bp*

B89 bp és 11%

o

S (siléban szaritva)

68 bp és 13]
bp!

bp*

889 bp és 115

\ =4

B1 rozskenyeér

68 bp és 13]

}89 bp és 115

\ =4

bp

bp
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WBR11/WBR13 bulza, arpa, rozs specifikus
Mintak primer alkalmazéasaval nyert
PCR-RFLP vizsgalat
PCR ) soran
ter- | PCR termek ['Alul esetén a] BsmA esetén
mék merete fragmen- a fragmen-
tumok tumok
mérete mérete
R ; - 1
A1 buzakenyér + 201 bp 68 bp és 13389 bp és 11%
bp bp
Sargaborso tészta n. \. n. v. n. v. n. v.
Sargaborso liszt n. v. n. v. n. v. n. v.
Szemes sargaborso n. n. v. n. v. n. v.

*Jelmagyarazat ak7. és 18. tablazathaz

+: hatékony, PCR-termék keletkezik

-: nincs specifikus PCR-termék (negativ)
n. v.: nem vizsgaltam

1. szennyeddéslsl ad6dé pozitiv eredmény

A B49317/A49855 novényspecifikus kloroplasztisznper par alkalmazasaval bizonyitast
nyert a DNS mintak sokszorozhatdsaga. Ezen kivakzeamplifikalasi Iépés alkalmas gluténmentes
élelmiszerekben a tiltott gabonafélék (bluza, arpas, zab(?), tritikalé) jelenlétének igazolasara,
mivel fajspecifikus jelet produkél a médszer.

A kontrollként adaptalt, TRO1/TRO2 primer par alapgndszerrel egy konzervativ buza
amplikon detektalhatdo és nem métheele semmilyen mas keresztreagaldé és nem keragatce
gabonaféle, illetve pszeudocerealia. A hazai kimsetésben élordulé bluza fajtakat és ezek
erosen lokezelt termékekben&brduld DNS nyomait is biztonsaggal érzékeli a nagals

A P1/P2 mikroszatellit primer par adaptalasa é& alapozott médszerfejlesztés sikeres volt, a
technika a buza és a tritikalé erddeMW-glutenin nyomokat megbizhatéan detektalja arsyes a
részben bkezelt termékekben. Esen lokezelt termékek esetében, ha a szenhy2XS templat
csak nyomokban van jelen, a modszer eredményeitlenk€éppen javasolt 6sszevetni a toébbi
primer parral kapott eredményekkel a uegdvetkeztetés levonasastl Mas ceredlidk esetében
nem amplifikalhaté 150 bp hosszusagu specifikus Biikasz.

Méréseim is igazoltak, hogy a WBR11/WBR13 primer pékalmas a buza, rozs és arpa
kimutatasara. A hazai koztermesztésberd Ibuza, arpa és rozs fajokkal végzett méréseim ezt
alatdmasztottak. Kisérleteim soran fény derilt &rdogy a WBR11/WBR13 primer par a fenti
harom coliakias tuneteket kivaltgabonan kivil még a tritikalét is képes kimutatéi.
WBR11/WBR13 primer pér tesztelése megtortént arkidds mas ceredlidk és pszeudoceredlidk
esetében is, de ezeknél nem eredményezett spacifflkdl vagy 196 bp hosszusagu jelet a PCR
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modszer. Az amplikonok restrikciés endonukledzzdb \nasitasa, minden pozitiv minta esetében

alatamasztotta, hogy az irodalomban leirt RFLP mé@dalkalmas a PCR termékek azonositaséra.

Méréseim igazoltak, hogy ezeknek a PCR rendszekelegymas kiegészitéseként valo
alkalmazasaval j6l kiegészitibeh fehérjealapi modszerek tobbsége, illetve tedigmht kritikus
pontjainak megallapitasa is letie¢ valhat olyan gyartok esetében, akik bizonyodsszreretnének
a febl, hogy a sajat gluténmentes termékik nem szentty@zalmas gabonaval.

6.1. Uj eredmények

1. Glutén szennyezés kimutatasara iranyuld modszestdpgs soran adaptaltam a
B49317/A49855 novényspecifikus primer part és a ITRBR02 bluzaspecifikus primer part,
mint kontroll mddszert. Megallapitottam, hogy a @dyspecifikus primer parral valé
amplifikacio alkalmas a tiltott gabonafélék (buagpa, rozs, tritikalé) szelektiv kimutatasara
a tobbi artalmatlan gabonaféle és pszeudo-cer¢dlemlétében, hiszen nagyon kozeli
mérettartomanyban sorolhatok az amplikonjaik. Aeddg még tiltott, de vitatott zab a
névényspecifikus vizsgalat soran teljesen mas iagtemanyban adott jelet a tobbi
artalmas gabonaféléhez képest, ami biztositotelki#onitheéségét ezzel a modszerrel. A

két mddszert ésen lbkezelt mintaknal is eredményesen alkalmaztam.

2. P1/P2 mikroszatellit (SSR) primer par segitségégkitén szennyezettség Usésére
alkalmas modszert fejlesztettem, amely kimutatjlaabdl és a tritikalébdl szarmazoé

LMW-glutenin gén egy nem kédolo, ism&db szekvenciakbol allé szakaszat.

3. A buza, arpa és rozs specifikus WBR11/WBR13 pripéar alapi PCR technikét az utana
kovetked PCR-RFLP analizissel egyltt adaptaltam és mifitéazodszert, alkalmaztam
hazai kdztermesztésben v gabonafaj €s 2 pszeudoceredlia-faj vizsgalatalsbként
mutattam ki, hogy a primer par a blza, az arparégsafajokon kivil a tritikalé esetében is
eredmeényesen alkalmazhat6. Ezt a technikat megbetalkalmaztam ésen bkezelt

mintak esetében is.

4. Elsdként vizsgaltam egy gluténmentes kenyereket gyaedhnologia I[épéseit a
nyomonkodvetés szempontjabdl a nyersanyagoktol atdssékekig. A technoldgia egyes
lépéseinél vett mintakon teszteltem a novényspesfi buzaspecifikus, LMW-glutenin

specifikus, illetve a blaza-, rozs-, arpa specifiR@R technikat. Ugyanezeket a technikakat
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specidlis diétara tervezett sargaborsO tesztak ngeesttségének vizsgalata soran is
teszteltem. A végeredményeket Osszevetve megalepit, hogy az alapanyag
szennyezettsége minden esetben kihat a végterméigyanis a szennyezés utdlag

kimutathaté még akkor is, ha a termeéékidzben ldkezelésen ment at.

. Az irodalmi adatok alapjan délként alkalmaztam mesterségesen tervezett kontaidinac
tzemi kortlmények kdzott annak érdekében, hogylant@ogia kritikus pontjait kigajem.
Miutan meghataroztam a technologia veszélyeztédeisait, ezeknél 8bb buzat, majd
rozst hasznaltam szenny&ent, végul ezeknek a gabonaféléknek a végtermékiaén
detektalhatosdgéat vizsgaltam. A veégterméknek sparkényerek vizsgalata utdn az
eredményekéli meghataroztam, hogy a dagasztdé tal szennyezettg&sg a kenyerek
szaritdsanal tortént utdlagos szennyezés a veditbdmeés kimutathatd. A sigdformak

szennyezettsége altal okozott enyhe fellleti szergg/nem detektalhaté a végtermékben.
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7. TOVABBI JAVASLATOK

A tovabbiakban mindenképpen javaslom a PCR rendkzerabbi kereskedelmi forgalomban
lévé mintdkon vald tesztelését. Nagyon fontos lenn&leze az esetekben ELISA mddszerrel, vagy
mas kvantitativ immunoanalitikai modszerekkel tiétgparhuzamba vonast egyrészt az utdlagos
kimutathatosag méréseére, masrészt a DNS- és fkivenpds hatékonysaganak mérése erdekében.
A genetikai adatbankokbdl szarmaz6 szekvenciairdorak ismeretében akar ugyanezen DNS
részletekre, de akar mas szekvencidkra is ajaldotie tovabbi PCR primerek tervezése és
tesztelése az élelmiszermintakon. Ezek hatékongaikodése celjabol szilkkséges lenne mas tipusu
élelmiszer-matrixokra optimalt DNS kivonasi médsterfejlesztése is. Tovabb lehetne haladni
abban az iranyban is, hogy a B49317/A49855 prinderap sokszorozott DNS szakaszokat tovabb
hasitaniAlul ésBsmaA, hiszen ezek hasito helyeit biztosan tartalmazzadott DNS szakasz (lasd:
M2. Adatbazisban megtalalhaté szekvencia-informdcioily moédon a fajok pontosabb
elkilonitését tehetjik leh@até.

Fontos cél lehet egy valds idgjreal-time) PCR rendszer kidolgozasa vagy adsgaaldamely
lehetivé tenné a kvantitativ DNS mérést, majd ezt feh@ganyiségre visszavetitve megallapithato
lenne a DNS és fehérje korrelacidja az egyes miesdtében. Ezeknek az informacioknak a
birtokdban mar megalapozottan lehetne érvelni a R@OBszerek Iétjogosultsaga mellett.

Fontos volna tobb technoldgiai-sor tesztelése nsely feltarna a GMP szamara a kritikus

kontaminacios pontokat, igy leldgé téve azok kikiiszdbolését.
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8. OSSZEFOGLALAS

A glutén szenzitiv enteropatia lényege, hogy aatétti paciensben egyes gabonafélék (blza,
arpa, rozs, tritikalé, zab(?)) prolaminjai a vékb@lybolyhainak sorvadasat, deformalédasat idézik
el6. Ezen prolaminok teljes kizarasa az étrémdbbetegeket tiinetmentessé teszi. Habar a zabrol
manapsag ugy tartjak, hogy talan nem artalmas, sng@ignds probléma a zab buzaval vald
szennyeé&dése, tehat még szerepel a tiltolistan. Sajnosran@ nézve megdys adat, hogy mely
hatarérték alatt biztonsagos az artalmas prolamfogiasztdsa a colidkids betegek szaméra. Az
élelmiszerek keresztszennyegése és az akaratlan diétahibak sem ritkak, eréwet® hogy az
allergén-jelenlét cimkén tortén feltiintetése koteléz illetve a gyartok kotelesek az
allergénmentesség tényére garanciat vallalni. llyergfontolasbdl osztalyunkon a fehérje alapu
(ELISA) direkt vizsgélatokon kivil kifejlesztésreerkiltek DNS alapu, indirektnek mondhato
kontaminacio sirésére alkalmas modszerek is. Erre azért volt srjjksert bizonyos esetekben,
foleg feldolgozott éleimiszereknél a fehérje olyamfoomaciét vehet fel, mely megnehezitheti a
kioldédasat, igy moédosithatja a valésaghoz képe&lASA modszerrel, illetve mas fehérje alapu
kitekkel kapott mennyiségi eredményt. A PCR mdédmzealapuld DNS vizsgélat ugyan nem
helyettesiti a fehérje moddszereket, csak migEsre, ellefrzésre szolgal, viszont elég
bizonyitékot nyujt arra, hogy az adott élelmiszedamikor buzaval vagy vele keresztreagald
gabonéaval szennyédott. Ez j6 modszer lehet tovabbé olyan tipusimégderek esetében, amelyek
eredenden nem tartalmazhatnanak glutént (,rejtett” alleejé példaul bazakemeéngjt mint
adalékanyag), és étra termék gyartoja is szeretne megbizonyosodgenllesetekben a DNS
vizsgalat, nagy érzékenysegeneél fogva, kivaloaalalls lehet az esetleges keresztszeriogsek
kisziirésére.

Kisérleteim soran kulonb6éz mintdkra adaptaltam 4 primer part: A49855 és BZ931
kloroplasztisz DNS primer part (400-700 bp amplikeaokszoroz, névényfaj-specifikus) az izolalt
DNS amplifikdlhatésaganak ellérzésére, TRO1/TR02 bulzaspecifikus primer part (199
amplikont sokszoroz) a DNS eredetének vizsgélatdgy glutenin specifikus mikroszatellit
(P1/P2) primer part (150 bp amplikont sokszoroz) LMW glutenint kodolé gén intronja
jelenlétének kimutatasara és végul egy buza, razsar@a szelektiv kimutatasara alkalmas
WBR11/WBR13 neit primer part (201 bp amplikont sokszoroz bluza &s resetében; 196 bp
amplikont sokszoroz arpa esetében). Ez utébbi esedymékanalizis céljabél PCR-RFLP vizsgélat
is tortént.

Az adaptélt és kifejlesztett mddszereket a koveikerntakkal optimaltam: buzafajtak,
szaraztesztak pft tésztak, Bkezelt kenyerek, keresztreagalo (rozs, arpa, zabtr{@kalé) és nem

keresztreagalé gabonafélék (kukorica, rizs), pszeackaliak (hajdina, amarant).
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Bizonyitottam a DNS mintdk tisztasagat és sokszwmtisagat egyrészt az R értékek
meghatarozasaval, majd a B49317/A49855 novényskesif kloroplasztisz primer par
alkalmazaséaval. Ezen kivil ez az amplifikalasi $#@dkalmasnak bizonyult élelmiszerekben
megtalalhaté gabonafélékbskelektalasara, hiszen fajspecifikus jelet kaptanéegs soran.

A TRO1/TRO2 primer par alapu rendszerrel egy kovetiv buza amplikont detektaltam a
bazat tartalmazé mintakban, majd bizonyitottam,yhadptzan kivil nem mérkevele semmilyen
mas gabonaféle. A DNS extraktum buza eredeténekoli@sara azonban megbizhatdé valaszt
kaptam a mérések soran meégsen tbkezelt mintak esetében is.

A P1/P2 primer part a glutenint kddolo génrésaénlétenek kimutatasara hasznaltam. Ezzel
a primer parral kimutathatéva valt a buza és a kelesztreakciot mutaté tritikalé. Az amarant a
bazaéhoz kozeli mérettartomanybaiw gdet adott, ezért nem javaslom ebben az esetbgativ
kontrollként valé alkalmazasat, hiszen kis felbsatgélkép esetében a jel megtéevesahet.

Végul a buza, illetve a keresztreagald gabonafdékil a rozs és az arpa szelektiv
kimutatasara adaptalt WBR11/WBR13 figwimer parrdl kisérleteim soran bebizonyosodaityh
tritikalé kimutatasara szintén alkalmas. A szekiermontosabb azonosithatésaga érdekében az
ezen primerrel kapott DNS szakaszokat az irodaloniiatak szerinAlul (68 bp és 133 bp hosszu
DNS-fragmentumok) éBsmAl (86 bp és 115 bp hosszi DNS-fragmentumok) keshs
endonukleazokkal hasitottam, igy az eredményekB8-RELP mddszer segitségével pontositottam.

A fenti mbédszerek mindegyike, optimalas utan, sektleen énmagaban is, de k&gfppen
egyuttesen alkalmazva megféleék bizonyult glutén szenny@&xés s#résere. Optimalas utan
tovabbi mintdkon teszteltem az adaptalt és kifejets modszereket: gluténmentes kenyereb sit
Uzemben vett mintakon és gluténmentesnek szamiskdr mintakon (sargaborso tészta).

A Dunakenyér Sidipari és Kereskedelmi Rt. kozrékbdésével egy gluténmentes kenyeret
gyarté lUzemi technolOgia vizsgalatat végeztem &hetséges kontaminacid kisese celjabol.
Vizsgaltam a nyersanyagokat (kukoricakeméhyiizsliszt, burgonyapehely, tojaspor, élé3ziz
esetleges tarolasi hibdk kisgése végett, majd mesterséges szennyezeést ikthdamtechnoldgiai
folyamatok harom fontos pontjan (a dagasztasi &djaa sités és a kenyerek szaritasa soran). A
kisérleti gyartast két részletben veégeztemijsadr bulzalisztet, majd rozslisztet hasznaltam
mesterséges szennganyagként. Vizsgaltam ezek utblagos megjelenditya kimutathatésagat
a végtermékdl. Arra torekedtem, hogy a veszélyeztetett techgiaifazisok pontos meghatarozasa
révén a kontaminacios kockazat Kide® legyen. Eredményeim 0sszegzése soran arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy buza specifikus PE&€R:kenységéib adoddan, a nyersanyagban is
megtaléalta a nyomokban jelen &&kontaminans tiltott gabonaféle, a biuza DNS résérldtz a
szennyezettség a végtermékben is érzékeNmt. Mas modszerek esetében, mint a bldza, rozs és
arpa szelektiv kimutataséara adaptalt WBR11/WBRZt8ri&kanal megéllapithaté volt, hogy a két
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leginkabb szennyédésnek kitett pont a technolégia soran a dagadghbasaga €s a nagy
nedvességtartalmu kenyerek 24 éras szaritasa volt.

Tovabbi alkalmazasként teszteltem a modszerekgalarso lisztbl készilt szaraztésztédkon,
amelyeket 0] fejlesztésként, mint gluténmentes makdert kivannak forgalomba hozni.
Eredményként azt allapitottam meg, hogy a sargahaksugyan nincs keresztreakcidja a tiltott
gabonafélékkel, tehat a pozitiv eredményt a sargabsztben és tésztdban nyomokban jeleti 1év
blza eredét szennye&dés okozta. Ezt a kontaminaciot a sargaborsé nemfefe® orlési
koérilményei, vagy a kereskedelemben kaphatd sargabiszt nem megfelélkezelése, tarolasa

okozhatta.
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9. SUMMARY

Coeliac disease (gluten-sensitive enteropathy) ns aatoimmune disease triggered by
consumption of cereal (wheat, rye, barley, triggadat(?)) prolamins, like gluten. The substance is
that these prolamins can cause the characterigiptoms of coeliac disease, like damaging the
small intestine in subjects who are predisposedt.td’herapy consists of a gluten-free diet.
Although nowadays oats are generally consideredmbée harmful, it has to be pointed out that it
is still a potential problem that oats are freqlyecbntaminated by wheat, therefore it is also
prohibited in the coeliac diet. There are no cosielel clinical data on the threshold of gluten
sensitivity of coeliac patients. Contamination obdstuff constituents and inadvertent dietary
transgressions are not rare. Accordingly, the fpomucers have to guarantee that their products
are free from gluten, otherwise the labelling ofitgh content is obligatory. For this purpose
considerable progress has been made in gluten ssmaly food, immunochemical assays (e.g.
ELISA) and non-immune methods have been introduBedsitivity, specificity and reproducibility
of earlier protein based methods for gluten ansalysiere unsatisfactory, since the protein
conformation usually changes dramatically during technological process applied in the food
industry. DNA-based PCR method provides new faeditto detect gluten contamination in
processed foodstuffs. The aim of the applicatioGR method is not to substitute ELISA, but to
find a good complementary opportunity to detectegiu or other toxic prolamin contamination.
Furthermore, this could be a possibility to prote presence of some ,hidden” allergens, like
wheat starch in foodstuffs originally free fromeatien residues. The present study describes the
evaluation of polymerase chain reaction systenmsoasible indicators of contamination of gluten-
free food with the celiac-toxic cereals.

During the experiment 4 primer pairs were adaptednalyse the different samples: A49855
and B49317 chloroplast DNA primer pair (amplifieB04700 bp long amplicons, plantspecies-
specific) in order to check the amplificability tfie isolated DNA; TRO1/TR02 wheat-specific
primer pair (amplifies 109 bp amplicons) for prayithe origin of the DNA; a glutenin-specific
microsatellite (P1/P2) primer pair (amplifies 150 &mplicons) in order to find the specific intron
sequence of the LMW glutenin gene; and finally @ath, barley- and rye-specific WBR11/WBR13
primer pair (amplifies 201 bp amplicons in casembieat and rye; amplifies 196 bp amplicons in
case of barley) for the selective detection of ¢héwsee cereals. In case of the last primer pair a

PCR-RFLP analysis for PCR-products was adapteddegathe references.
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The adapted and developed methods were optimizediffament samples like: flours from
different varieties of wheat, wheat pastas, bopadtas, wheat breads, cross-reactive (rye, barley,
oat(?), triticale) and not cross-reactive (ricejzapcereals, pseudocereals (amaranth, buckwheat).

The amplifiability and purity (lack of PCR inhibit®) of the DNA samples was proved by
determining the R value and by the amplificationhwthe B49317/A49855 plant-specific primer
pair. Considering that this analysis has eventuated epegecific signals, this is a good
opportunity for pre-selection of the foodstuffs taining forbidden cereals according to these
results.

With the TRO1/TRO2 primer pair based analysis aseorative wheat DNA sequence was
detected in the wheat containing samples. Therenmagoss-reaction detected with other cereals.
Nevertheless, the wheat origin of the DNA samples @aiso proved in cases of the strongly heat
treated samples.

The P1/P2 primer pair was used for identificatiéothe presence of partial sequence from the
LMW-glutenin coding gene. It was turned out thas thrimer pair is applicable to detect both the
wheat and the triticale, too. During this analytsie amaranth DNA eventuated a very similar size
of amplicon than the wheat and triticale samplems@ering this result the application of amaranth
as negative control, may result in a false-posisigmal in case of a gelelectroforetogram of irtferi
guality, therefore its use as a negative contrabisrecommended.

Finally it was proved also that the adapted whdarley- and rye-specific WBR11/WBR13
primer pair is appropriate for detecting triticalep. The DNA fragments amplified by this primer
pair, according to the references, were digestéd Alul (effected 68 bp and 133 bp long DNA-
fragments) an@snAl (effected 86 bp és 115 bp long DNA-fragments}rietion endonucleases in
order to identify and refine the results with PCRER method.

After an adequate optimization, each methods meeti@bove proved appropriate one by one,
or more effectively in sequence for detection afitgh contamination. After optimization, the
adapted and developed methods were tested on rfigdmeples: samples from a factory making
gluten-free bread and samples from other glutem{freducts (yellow-pea noodles).

With kind contribution of ,Dunakenyér Siipari és Kereskedelmi” LTD. the analysis of a
gluten-free bread manufacturing technology was qoeréd in order to detect the critical
contamination points. The raw materials (maizeestarice-flour, potato- flakes, egg-powder and
yeast) were analysed to exclude the incidentahgtofailures. An artificial contamination was also
performed in 3 operative points of the technologytiie kneader-engine, in the pastry cutters and
during desiccation of the gluten-free bread). lo eries of production wheat and rye flours were
used as contaminants, and then their detectionattesipted from the end-products. Through the
intervention of exact definition of the critical ipts, the contamination risk could be easily
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determined. As a summary it can be concluded tihaatvspecific PCR method detects even traces
of wheat residues, due to the high sensibilityhag primer pair. This contamination was detectable
also in the end-products. Regarding the other nalsttike wheat-, barley- and rye-specific PCR it
was found that the most critical risk points of teehnology were the clearness of the kneader-
engine and the place of 24 hour long drying ofghgen-free bread products.

As a further adaption, the PCR methods were testedecently developed and introduced
yellow-pee noodleConcerning the results it can be pointed out thhbagh the yellow-pea gives
no crossreaction with the specific primers of tmehgbited cereals, the yellow-pea flour and the
yellow-pea noodle samples originating from the pigitbn, gave positive contamination signals. It
could be probably due to the inadequate millinguwsimstances or due to the storage failures of the

flour on the commercial circulation.
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M2. Adatbazisban megtalalhaté szekvencia-informacio

A dolgozatban felhasznalt primer parok és az dttalplifiklt DNS szekvencidk egy része az
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.goy/adatbazisban visszakereghet kdvetkedkben megadtam az

irodalmi hivatkozasok és az egyes primer parok \szediai alapjan kikeresett amplikonok
adatbazisban felllelhét szekvencia informacidit, amelyek alatamasztjak izsgalataimat. Az
aldbbiakban a szekvencidk elérsgigeit azonositd kdédjuk (accession number) és idigrk

(definition) alapjan adtam meg. A primer parokat |6kbb6z5 szinekkel jeldltem

megkulonboztetésal.

« WBR11/WBR13szekvencija
GGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC és
TCTCTAATTTAGAATTAGAAGGAA (reverz formdja:
TTCCTTCTAATTCTAAATTAGAGA)

B49317/A4985%zekvenciajaCGAAATCGGTAGACGCTACG és
GGGGATAGAGGGACTTGAAC(reverz formaja:
GTTCAAGTCCCTCTATCCCC)

TRO1/TR02 szekvenciajalGAACGGGCTGTACGAGGACACGGGA
€sGCGGCGTGTGCCACGTACGTGGTTTreverz formaja:
AAACCACGTACGTGGCACACGCCGC )

P1/P2szekvenciajal CCCGCCATGAGTCAATC és
TTGGGAGACACATTGGCC (reverz formdja:
GGCCAATGTGTCTCCCAA)

Buza (Triticum aestivum) WBR11/WBR13 és B49317/A49855 primer parokkal nyert
amplikonok szekvenciai

ACCESSION NUMBERDQ131550 662 bp DNA
DEFINITION Triticum aestivum tRNA-Leu (trnL) genpartial sequence; chloroplast.
(James and Schmidt, 2004)

Vagy ugyanez a részlet megtalalhatéo meég a:

ACCESSION NUMBERAB042240 134545 bp DNA
DEFINITION Triticum aestivum chloroplast DNA, corepe genome.
(Ogihara et al., 2002)

CGAAATCGGTAGACGCTACG GACTTGATTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCT
AAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC CCTGGAATTAAAAAAGGGCAATCCTGAGC
CAAATCCGTGTTTTGAGAAAACAAGGGGTTCTCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGAT
AGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAGTTAATTACGTIGTGTTGTT
AGTGGAATTCCTTCTAATTCTAAATTAGAGA AAGAGGGGTTTTATACCTTATACATTT
AATAAACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACTCAT ATTATAT
TATAATTATAATATAGGTTCTTTATCTTTTTTAGAAATGAAATTAGAAATG ATAATGAT
TATGAAATAAAAAACTCATAAAAACTCATATCATAATTTTTTTTCATTATT GTGAATCC
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ACTCCAATCGAATATTGAATAATCAAATTCTTCAATTCAAATTCAAAGTTT TCGAGATC
TTTAAAAAAGTGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAA
TACTGACAACAATGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAA GTTGTGA
GGGTTCAAGTCCCTCTATCCCC

662 bp amplikon
201 bp amplikon

Arpa (Hordeum vulgare) WBR11/WBR13 és B49317/A49855 primer parokkal nyert
amplikonok szekvenciai

ACCESSION NUMBERDQ131555 642 bp DNA
DEFINITION Hordeum vulgare tRNA-Leu (trnL) genegrtial sequence;
(James and Schmidt, 2004)

CGAAATCGGTAGACGCTACG GACTTGATTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCT
AAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC CCTGGAATTAAAAAAGGGCAATCCTGAGC
CAAATCCGTGTTTTGAGAAGGGATTCTCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGATAGGTG
CAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAGTTAATTACGTTGTGTIGTTAGTGG
AATTCCTTCTAATTCTAAATTAGAGA AAGAGGGGTTTTATACTTTATACATTTAATAA

ACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACTCATATTAT AATATAG

GTTCTTTATCTTTTTTAAAATTTCAAAATAAAATTCGAAATGATTATGAAA TAAAAAAC

TCATATCATAATTTTATTTTGAATTATTGTGAATCCACTCCATTCGAATAT TGAATAATC
AAATTCTTCAATTCAAATTCAAAGTTTTGAGAACTTTTAAAAAGAAAGTGG ATTAATCG
GACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACTGACAACAATGAAATTTC
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTTTAAGTTGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC

C

642 bp amplikon
196 bp amplikon

Arpa és buza dsszehasonlit@d#BR11/WBR13 primer amplikonjai kozotti kiilonbsédpp)

Buza

GGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC CCTGGAATTAAAAAAGGGCAATCCTGAGCCAA

ATCCGTGTTTTGAGAANBBEABEEE 1 TCTCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGATAG

GTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAGTTAATTACGTTGTGTTGTTAG
TGGAATTCCTTCTAATTCTAAATTAGAGA

Arpa

GGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC CCTGGAATTAAAAAAGGGCAATCCTGAGCCAA
ATCCGTGTTTTGAGAABEEBA TTCTCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGATAGGTGCAG
AGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAGTTAATTACGTTGTGTTGTIAGTGGAAT
TCCTTCTAATTCTAAATTAGAGA

(a kultnbod régi6 a két fajndl)
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Rozs (Secale cerealeVBR11/WBR13 ésB49317/A4985%rimer parokkal nyert amplikonok
szekvenciai

ACCESSION NUMBERAF519162 1706 bp DNA

DEFINITION: Secale cereale trnT gene, partial ssope; trnL gene, complete sequence; and trnF
gene, partial sequence; chloroplast genes for @plast products.

(Mason-Gamer et al., 2002)

GCTAAGTGGGCTTACATAACGGAAATAGTGTAACAAATAGAAATAGGTATA GTATAGG
AAATCCGTAAAATCTCAGATATTAGTTATTAATCTTAGCTATTAACTAGTT CTAAATTT
GAAGTTCTACTTATAAAAATAAAAAAATACTAAAACTTCTTAAAGATAAAG TTAGCTT
GATATGCTTAACTATAGGATATTAAAAAATAAAATTATAGAATTTATTGGT ATTTTCAT
TCGATCATTATAGACTTTATTATTTGTTAATAATTTGAGGATTAATATTTG ACTAAGGG
GAACATAGAGTCAGAGTAAATAAAATTGCTAATTCTGATTAGAAAAAAAGA ATAAATA
TCAAGCGTTATAGTATAATTTTGAATACTATAAAAAAGTAAGATGGGAGGT GGGGGAG
ATAAAAACTTTTGGATATATTGATTCGGATTGAATTGCAAATACATCAAGG ATAGAAT
CAATTCAATTCTGAATTGCAATAAGCAAGCGGGGTCTCTCAAATAGAGTCRAACTGAA
CTGCTAGACTNCGTTGAGTGATGAACTCAATGATTCAAAAAAAAAAAACTA AGAGATG
GATGAAATTACACAAGGAATCCTGGTCTCAAAGAAGAGGGAAATGGGGATATGGCGA
AATCGGTAGACGCTACG ACTTGATTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGT
GGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC CCTGGAATTAAAAAAGGGCAATCCTGAGCCAA
ATCCGTGTTTTGAGAAAACAAGGGGTTCTCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGATAG
GTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAGTTAATTACGTTGTIGTTGTTAG
TGGAATTCCTTCTAATTCTAAATTAGAGA AAGAGGGGTTTGGTTTTATACCTTATACA
TATACATTTAATAAACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCAC AGAACTC
ATATTATATTATAATTATAATATAGGTTCTTTATCTTTTTTAAAAATGAAA TTCGAAATG
ATAATGATTATGAAATAAAAAACTCATATCATAATTTTTTTTTTTTTCATT ATTGTGAAT
CCACTCCAATCGAATATTGAATAATCAAATTCTTCAATTCAAATTCAAAGT TTTCGAGA
TCTTTAAAAAAGCGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTC
AATACTGACAACAATGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTAT AAGTTGT
GAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCC AAATCCTCTTTTATTCCCTAACTATAACTATACT
ATATTATTATTATTTATCCTCTTTTTTTTTATCAATGGGTTTAAGATTCAT TAGCTTTCTC
ATTCTACTCTTTCACAAAGGAATGCGAAGAGAACTCAATGGATCTTATCCTATTCATTG
AATAGATTTCTTTTTTATTAGAGTATCGGCAAGAAATCTTGGTTATTCACTCCATTTTTA
AGTTTTATTTTATTTAAGTAAACCATGCACAATGCATAGGACTACCCCCCCCATTTTCA
AATTTTGAATTTGAAATACTTTAATTAATTTTTAGTCCTTTTAATTGACAT AGATACAAA
TACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAAGGTCAGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAG
GACTGAAAATC

667 bp amplikon
196 bp amplikon

Zab (Avena sativa) WBR11/WBR13 és B49317/A49855primer parokkal nyert amplikonok
szekvenciai

ACCESSION NUMBERDQ131557 405 bp DNA
DEFINITION: Avena sativa tRNA-Leu (trnL) gene, paftsequence; chloroplast.
(James and Schmidt, 2004)
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CGAAATCGGTAGACGCTACG GACTTGATTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCT
AAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC CCTGGAATTAAAAAAGGGCAATCCTGAGC
CAAATCCGTGTTTTGAGAGGGGGGTTCTCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAGTTAATTACGTTGTGTGTTAGTG
GAACTCCTTCTAAATTTGAAGGAAGGGCTTTATACATCTAATAAAGTGGATTAATCGG
ACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCGATACTGACAACAATGAAATTTCT
AGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC

C

405 bp amplikon
A WBR11/WBR13 nem tud sokszorozni, hiszen a prip@rkozul csak az egyiknek van meg a
kotédési helye.

Rizs (Oryza sativa)WBR11/WBR13 és B49317/A49855primer parokkal nyert amplikonok
szekvenciai

ACCESSION NUMBERDQ131552 615 bp DNA
DEFINITION: Oryza sativa tRNA-Leu (trnL) gene, paftsequence; chloroplast.
(James and Schmidt, 2004)

CGAAATCGGTAGACGCTACG GACTTGATTGTATTGAGCCTTGATATGGAAACCTGCT
AAGTGGCAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAAAAAAGGGGCAATCCTGAGC
CAAATCCATGTTTTGAGAAAACAAGCGGTTCTCGAACTAGAACCCAAAGGAAAAGGAT
AGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAGTTAATTACGTIGTGTTGCT
AGCGGAACTCCCTTCTAAATTAGGGAAAGAAGGGCTTTCGAAATCTAATACACACGTA
TAGATACTGGCATAGCAAACGATTAATCACAGAACTCATATCATAATATAG GTTCTTTA
ATTCTTTTTTAAAATGAAAATAGGAATGATTATGAAATAGAAAATTCATAA TTTTTTTA
GAATTGTTGTGAATCCATTCCAATCGAATATTGAGTAATCAAATCCTTCAATTCATAGT
TTTCGAAATCTTTTTAAAAGCGGATTAATCGGACGAGGATAAAGAGAGAGTCCCATTC
TACATGTCAATACTGACAACAATGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTC GACTTTCT
AAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCC

615 bp amplikon

Kukorica (Zea mays) WBR11/WBR13 ésB49317/A4985%rimer parokkal nyert amplikonok
szekvenciai

ACCESSION NUMBERDQ131551 532 bp DNA
DEFINITION: Zea mays tRNA-Leu (trnL) gene, partsquence; chloroplast.
(James and Schmidt, 2004)

CGAAATCGGTAGACGCTACG GACTTGATTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCT
AAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAAC CCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGC
CAAATCCCTTTTTTGAAAAACAAGTGGTTCTCAAACTAGAACCCAAAGGAAAAGGATA
GGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATCGAAGTAATAACGATTAATCACA
GAACCCATATTATAATATAGGTTCTTTATTTTATTTTTAGAATGAAATTAG GAATGATT
ATGAAATAGAAAATTCATAATTTTTTTTTAGAATTATTGTGAATCTATTCC AATCAAAT
ATTGAGTAATCAAATCCTTCAATTCATTGTTTTCGAGATCTTTTAATTTTTAAAAGTGGA
TTAATCGGACGAGGATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACTGACAACAATG
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AAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCT
CTATCCCC

532 bp amplikon

A WBR11/WBR13 nem tud sokszorozni, hiszen a prip@rkozul csak az egyiknek van meg a
kotédési helye.

Buiza (Triticum aestivum) P1/P2primer parral nyert amplikon szekvenciaja

ACCESSION NUMBER X07747 1827 bp
DEFINITION: DNA Wheat gene for low molecular weight glutenin
(Pitts et al., 1988)

TGCTCTGTAGGCGTCAGTTCATCTTATCATCTTAGAGGAAAATACAAAGTTAGTTTTAT
AAAAAGCAACCGAGTCTAGAAGAACCCTCCACACGCAAGACTTCAATAATCGAGCATA
TCTTAACAGCCCACACACGATTGCAAACTTAGTCCTACACAAGCTTTGCCTTCTTGTTT
ACGGCTGACAACCTATACAAGGTTCCAAACTCGGTTGCAAAAGTGATACTATCCTGAT
AAGTGCGTGACATGTAAAGTTAATAAGGTGAGTCATATGTACCAAACATCGAGGTTTC
TGTACTTTGTGTATGATCATATGCACAACTAAAAAGCAACTTTGATGATGAATCCAAAA
GTACGCTTTTGTAGCTAGTGCAACCCAACACAATGTACCAAAAAAATTCATTTCAGATG
CATCCAAACAGAATTATTAAAGCCGGTGCAAAGAAGGAAAAGAGGTGGTGTCCCGGC
AACTATAAATAGGCATGAAGTATAAAGATCATCACAAGTACAAGCATCAAA GCCAAG
CAACACTAGTTAACACCAATCCACAATGAAGACCTTCCTCGTCTTTGCCCTCTCGCTC
TTGCGGCGGCAAGTGCCGTTGCGCAAATTTCACAGCAACAACAAGCACCGCATTTTC
GCAGCAACAACAACCACCATTTTCACAGCAACAACAACCACCATTTTCGCAGCAACAA
CAATCACCATTTTCGCAACAACAACAACAACCACCATTTGCGCAGCAACAACAACCAC
CGTTTTCACAACAACCACCAATTTCACAGCAGCAACAACCACCATTTTCACAGCAACA
ACAACCACAATTTTCACAGCAACAACAACCACCATATTCGCAGCAACAACAGCCACCA
TATTCGCAGCAACAACAACCACCATTTTCGCAGCAACAACAACCACCATTITCGCAGC
AACAACAACAACCACCATTTACACAGCAGCAGCAGCAGCAACAACAACAACAACCAT
TTACACAGCAACAGCAACCACCGTTTTCACAACAGCCACCAATTTCACAGAGCAACA
ACCACCATTTTTGCAGCAACAACGACCACCATTTTCACGGCAACAACAAATACCAGTT
ATTCATCCATCTGTTTTGCAACAGCTAAACCCATGCAAGGTATTCCTCCAACAGCAGTG
CATCCCTGTGGCAATGCAGCGATGTCTTGCTAGGTCACAAATGTTGCAGCBAGCATTT
GCCATGTGATGCAGCAACAATGTTGCCAGCAGTTGCGGCAAATCCCCGAGRATCCCG
CCATGAGTCAATC CGTGCTATCATCTACTCTATCATCCTGCAGCAGCAGCAGCAGCAA
CAACAACAACAACAACAACAACAGGGTCAGAGTATCATCCAATATCAGCAA CAACAA
CCCCAACAGTTGSGCCAATGTGTCTCCCAA CCCCTACAGCAGTTGCAGCAGCAACTC
GGGCAACAACCTCAACAACAACAATTGGCACACCAGATAGCTCAGCTTGAGSTGATGA
CTTCCATTGCACTCCGTACCCTGCCAACAATGTGCAATGTCAATGTGCCGIGTACGAA
ACCACCACTAGTGTGCCATTAGGCGTTGGCATCGGAGTTGGTGTCTACTGRAAGAAA
AGATCTCTAGTAATATATAGTTGGATCACCGTTGTTTAGTCGATGGATATGICGATGTA
GCGGTGACAAATAAAGTGTCACACAACGTCATGTGTGACCCGCTCAAACTATTGTTT
AAATTCTGAAATAAAATACAAATAAAGGTGTATTAAGAAAATGTTCATATC GGCATTG
TGTGGATGTCGATCTGATTGCCAT

150 bp amplikon
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Blza (Triticum aestivum) TR0O1/TR02 primer parral nyert amplikon szekvenciaja

ACCESSION NUMBERX07841 4642 bp DNA

DEFINITION: Wheat rDNA 25S-18S intergenic regionded-BamHI fragment

(Barker et al., 1988)

COMMENT: Within the 25S-18S rDNA intergenic spaderepeat families are present. Family A
consitsts of 12 direct repeats of ca. 135 bp, falibf 3 direct repeats of ca. 150 bp, family Cof
direct repeats of ca. 173 bp and family D of 2 eep®f 30 bp lengths.

AGCAGAATTCACCAAGTGTTGGATTGTTCACCCACCAATAGGGAACGTGAEGTGGGTT
TAGACCGTCGTGAGACAGGTTAGTTTTACCCTACTGATGACAGTGTCGCGARAGTAATT
CAACCTAGTACGAGAGGAACCGTTGATTCACACAATTGGTCATCGCGCTTGTTGAAA
AGCCAGTGGCGCGAAGCACCGTGTGCCGGATTATGACTGAACGCCTCTAAICAGAAT
CCAAGCTAGCATGCGACGCCTGCGCCCGCCGCCCGCCCCGACCCACGTTAGGCGLCT
TGCGCAAGGGCCCGTGCCATTGGCTAAGCCGGTCCGGCCGAAGTGCCGCEGGGCCG
CCTCGAAGCTCCCTTCCCAACGGGCGGTGGGCTGAATCCTTTGCAGACGATAAATAC
GCGACGGGGCATTGTAAGTGGCAGAGTGGCCTTGCTGCCACGATCCACTE&RTCCAG
CCCCATGTCGCACGGATTCGTCCCTCCCCCACAACTTTCCTTCACCAAGPHGGTTCGA
AGATGCCATCAAAATCTGCACCGCAAAATCATGAGGACTAGAAATGGCTAAGTCCCTT
GTAAGACATACCCTTGGACCCAATAAGGCCAGTGGAAACAACACTCAAAACTATATGT
GCCGAATGCAAAAGATACTTGGCCGATTCATGCGGATGCCGTCGTCAGAGGTACACT
GCTAAGTCATGGTCAAGGCAAATGGTATAGTCCCTTATATGACATACACAATCACTCA
ATAAGGCCAGTGACGAGCACACTCAAAAGTATATGTGCCAAGTGAACAAGATACTTGA
CCGATTCATTCGGATGCCTTCATCAGGCTAAACGGCTATGTCATGGACAABCAAAAT
GGTAAAGTCCCTTGAATGAAATACGTAATCACTCGATAAGGCCAGTCGCGASCACAGT
CAAAACTATTTGAGGCAAGTGACCAAGATACTTCAGCGATTCATGTGTGCAACTCATC
ACAAAGACACTTACACGGACCCATGAACGGGCTGTACAGGGACACGGGAALBAAGTG
CTTGACATACTTCATGGACGGATGTGGACGCGCCCCATTGATCACCAGGUGMAACAC
TTAAAGGGAGCCGTGAACGGGCTGTACGAGGACACGGGA AAAAACTGGCCGACCGC
CGTCGTGGACGGAAGTTGACGCGCGCCATGGAAAACCGGGUORACCACGTACGTGG
CACACGCCGC GTAGACGGACCCTTACACGGAGCCGTGAACGGGCTGTACGTGGACAC
GGGAAAAAACTGGCCGACGGCCGTCGTGGACGGAAGTTGACGCGCGCCATEAAAAC
TGGGCAAAACCACGTACGTGGCACACGCCGCGTACACGGACCCTTACACGKECCGTG
AACGGGCTGTACGTGGACACGGGAAAAAACTGGCGAACGGCCGTCCTGGABGAAGT
GGACGCGCGCCATGGAAAACTAGGCAAAACCACGTACGTGGCACACGCCGETACAC
GGCCCCTTACACGGACCCGTGAACGGGCTGTACGTGGACACAGGAAAAAATBGCCCG
ACGGCCGTCGTGGACGGAAGTTGACGCGCGCCATGGAAAACTGGGCAAAACACGTA
CGTGGCACACGCCGCGTACACGGCCCCTTACACGGACCCGTGAACGGGCTACGTGG
ACACGGGAAAAAAGTGCCCGACGGCCGTCATGGACGGAAGTTGACGCGCGQTATGGA
AAACTGGGCAAAACCACGTACGTGGCACACGCCGCGTACACGGACCCTTARCGGACC
CGTGAACGGGCTGTACGTGGACACGGGAAAAAAGTGCCCGACGGCCGTCEIGACGG
AAGTTGACGCGCGCCATGGAAAACTGGGCAAAACCACGTACGTGGCACACGCGCGT
ACACGGACCCTTACACGGAGCCGTGAACGGGCTGTACGTGGACACGGGAMMAGTG
CCCGACGGCCGTCGTGGACGGAAGTTGACGCGCGCCATGGAAAACTGGGBAACCA
CGTACGTGGCACACGCCGCGTACACGGACCCTTACACGGACCCCGTGAAGECTGTA
CGTGGACACGGGAAAAAAGTGCCCGACGGCCGTCGTGGACGGAAGTTGACTSCGCC
ATGGAAAACTGGGCAAAACCACGTACGTGGCACACGCCGCGTACACGGACCTTACAC
GGACCCCGTGAACGGGCTGTACGTGGACACGGGAAAAAAGTGCCCGGCGEEGTCGT
GGACGGAAGTTGACGCGCGCCATGGAAAACTGGGCAAAACCACGTACGTGGACACG
CCGCGTACACGGACCCTTACACGGAGCCGTGAACGGGCTGTACGTGGACMGGAAA
AAAGTGCCCGACGGCCGTGCTGGACGGAAGTTGACGCGCGCCATGGAAAAGGGCA
AAACCACGTACGTGGCACACGCCGCGTACACGGACCCTTACACGGACCCU®BAACGG
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GCTGTACGTGGACACGGGAAAAAAGTGCCCGACGGCCGTCGTGGACGGAAT GACG
CGCGCCATGGAAAACTGGGCAAAACCACGTACGTGGCACACGCCGCGTAGRGGACC
CTTACACGGAGCCGTGAACGGGCTGTACGTGGACACGGGAAAAAAGTGCCGACGGC
CGTCGTGAACGGAAGTTGACGCGCGCCATGGAAAACTGGGCAAAACCATGACGTGGC
ACACGCCGCGTACACGGACCCGTACACGGACCCGTGAACGGGTATGAGAGECGGG
AAAAAATGGCCCATACACCATGCGAACCGGCTCAAAACCAGCTAATGATGGICAACAA
ACGGTGCCATGGCAGCGAAAACATGTCTCATGGCAAAAAAACGCTGCCACGCAGCGT
TTCAAAACAGTGTACCCCTCCTTCACAAACTAAGGGCAGGGGTCCCAATGGGGCTAA
AACCCTCGGGTATAGTAGGGAGGAGGGGTCCTTCCTGGTGGGCGTACGGAACGGGT
GATTTTTCTTAGGGAAAACACCCGTGTTCACGTACGCCCATCCTTTCCCABGTTGCCT
CGGATGTCCCGTCGTTATGCCATCACGAAGGTGTTGGCCCGGTCCCGTGUSTCTCGT
GAGAAATTCTGACCCAACAGCCGAAGGTAGCTCGGGAAACAGGAAAGTACLCGTTG
CGTACACGATCCGACCGACGGTAAACAGTCGCAACGATGTCCCTCCAATGEIGCCTCC
GGAAAAACGTTGCCCCTCGGTGGCAACGTCATCGCTGTCCCGGTCCCCTATGTCTCA
AGTGAAATTCTAACCCAACAGCCGAATGCGGCTCGGGAAACAGGAAAGTAGCCGTTT
CGTGCACGATAAGACCGTCCGACAACGTTGCACCGATGTCCCGATAAAGTGEBCCTTTG
GAAAATCGTTGCATCCGTAGCTTTATTGCTGCTGGTGTGACACGCGTGATIGGCCTTG
CAGGACGCCTTCGTGCAAGTGATCCTCCCGTGCTATGCATGGGCGGAGGTBGTTGGT
TTGACCGCTTGTTGGCTACTAAGCGCATGAGTAGCTTTGGACCCGTGTCTGCGGTAGA
TCCCCCGTTGTACTGCGGCCGACTACCGGCGCCGTGTCCCGTCCCTCGBHCTTCGA
ATCGCTGGATTAATAGTGCTTGCGTGCTAGTACCCGACCTACGGGAAGTGBECTTCGG
ATAATTGTTGCCTCGCGGCGGACGCCCATTGGGTGTGCCGCTGCGGCCARAGCGCTT
GCGGCGTTGCCTCGTGGGGCTGGCACATTACGTGCCCGTTGCTATCAAGGBACCTCGC
TCCCGCTTTTGGTCTCGGATGCTGCTCACGATAAAGGGTCGTGGCCCTTBGTTGCCT
CGACCCGACCCAAAGCTCTCCGAACTGAGAACAACCGGAACAGGACTTGCTCTACCT
CTCCACAGTTACGTGGTAGGATACGCAACTCTCTGCGCCGATCCTCAAGBBGATGAG
CTGTGCCGCTCAAGAGCGACAACCGGCCCGGCTGTTGCCTCTGAGTTTCCSAAAGT
GGAAGCGCAGAACGATGGCCGTGCTGGTAGTCACCAAGGACGTGCTACCT&E TGATC
CTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTGCAAGRATGAACCA
ATTTGAACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTGTTTGATGGTAC
GTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCAACAAACCCCGACTT
CTGGGAGGGGCGCATTTATTAGATAAAAGGCTGACGCGGGCTCTGCTCGM@ATCCGA
TGATTCATGATAACTCGACGGATCGCACGGCCTTCGTGCCGGCGACGCARITCAAAT
TTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGGGGCCTACCATGGTGGTARGGGTGAC
GGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACRACCAAG
GAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGGGGAGGTAGTGARBATAAA
TAACAATACCGGGCGCATTAGTGTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTA
ACGAGGATCC

109 bp amplikon
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M3. Aktualis térvénymaddosulasok

40/2008. (IV. 3.) FVM-SZMM eqyittes rendeletaiz éleimiszerek jeldléséil szold 19/2004. (1.
26.) FVM-ESzCsM-GKM egyittes rendelet moédositasarol
Az élelmiszerekdl sz6l6 2003. évi LXXXII. torvény 20. §-a (3) bekiEzséneka) pontjaban

foglalt felhatalmazéas alapjan - a gazdasagi és ekédési miniszterrel egyetértésben - a

kovetkedket rendeljik el:

1. 8 Az élelmiszerek jelolés#rszolo 19/2004. (1. 26.) FVM-ESzCsM-GKM egyitte=ndelet (a
tovabbiakban: R.) 19. §-anak (4) bekezdése a kéw&t ponttal egészul ki:

[Ez a rendelet a kdvetkézinids jogi aktusoknak valé megfelelést szolgalja:]

"k) a Bizottsdg 2007/68/EK iranyelve (2007. november) 23zonyos élelmiszer Osszetdv
tekintetében a 2000/13/EK eurdpai parlamenti ésadsin iranyelv Illa. mellékletének
modositasarol”

2. 8 Az R. 4. szamu melléklete helyébe e rendetdtekletdép.

3. 8 (1) Ez a rendelet a kihirdetése napjan léplylaa azzal, hogy rendelkezéseit 2007. november
26.-t0l kell alkalmazni. E rendelet hatalybalépéseiolyamatban |&¥ eljarasokat - ha az eljaras
targya kizarélag a 2007. november 25-ig kivételnekosult allergének jelblésének hianya - meg
kell szuintetni.

(2) E rendelet hatalybalépésével egyiteyy az R. 19. §-a (4) bekezdésémési) pontja hatalyéat
veszti.

(3) E rendelet 2. 8-aval moédositott, az R. 4. szamallekletének élirasaibol ered Uj jelblési
rendelkezéseknek nem megfélgblolédi termekek 2009. majus 31.-igoéllithatéak, és az addig
eléallitott termékek 2009. majus 31-ét kdsen is forgalomba hozhatdak.

4. § Ez a rendelet a bizonyos élelmiszer dssaktkintetében a 2000/13/EK eurdpai parlamenti
és tanacsi iranyelv llla. mellékletének modosi@is&zolo, 2007. november 27-i 2007/68/EK

bizottsagi iranyelvnek valé megfelelést szolgalja.

Melléklet a 40/2008. (V. 3.) FVM-SZMM egyittesderthez

"4. szamu melléklet a 19/2004. (1l. 26.) FVYM-ESz@&KM egyuttes rendelethez
Allergén dsszetafk

Azon anyagok listaja, amelyeket a kivétele&ltekintve jel6lni kell, amikor hivatkozas toriém 4.

szamu mellékletre
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1. Glutént tartalmazé gabona (blza, rozs, arpa, #aikoly, kamut-blza vagy ezek hibrid
valtozatai) €s azokbol készllt termékek, kivéve
a) buzabdl készult glukdzszirup, beleértve a dexti®Hgt),
b) buzabol készilt maltodextrin (*),
c) arpabol keszilt glukdzszirup,
d) gabonafélék, amelyih készllt parlatot vagy mégazdasagi eredetetilalkoholt szeszes
italok vagy egyéb alkoholtartalmu italok készitéesghasznaljak.
2. Rakféelek és azokbodl késziilt termékek.
3. Tojas és abbdl készlilt termékek.
4. Halak és azokbdl késziilt termékek, kivéve
a) vitaminok vagy karotinoidok hordoz6jaként haszhalienyv,
b) a sOr és a bor deritéséhez hasznalt halenyv ésdlyza.
5. Foldimogyoro és abbol készilt termékek.
6. SzoOjabab és abbdl készult termékek, kivéve
a) finomitott szbjabab olaj és zsir (*),
b) szdjababbol szarmazo természetes vegyes tokofer@®@olB06), természetes D-alfa
tokoferol, természetes D-alfa tokoferol-acetatnieszetes D-alfa tokoferol szukcinat,
c) a szOjabab ndvényi olajabdl nyert fitoszteroloKitszterol észterek,
d) a szdjabab névényi olajabdl nyert szterolokbéakitott fitosztanol-észter.
7. Tej és abbol készilt termékek (beleértve a @kg), kivéve
a) tejsavo, amelylil készilt parlatot vagy mégazdasagi eredetetilalkoholt szeszes italok
vagy egyéb alkoholtartalmu italok készitéséhez ek,
b) laktit.
8. Diofelék, azaz mandula (Amygdalus communis m@gyord (Corylus avellana), di6 (Juglans
regia), kesudio (Anacardium occidentale), pekarn@irya illinoiesis (Wangenh.) K. Koch], brazil
dié (Bertholletia excelsa), pisztacia (Pistaciaayemakadamia és queenslandi dié (Macadamia
ternifolia) és azokbdl készlilt termékek, kivéve
a) diofélek, amelyBl készilt parlatot vagy mégazdasagi eredetetilalkoholt szeszes
italok vagy egyéb alkoholtartalmu italok készitesghasznaljak.
9. Zeller és abbdl készult termékek.
10. Mustar és abbdl készult termékek.
11. Szezammag és abbol készllt termékek.
12. Keén-dioxid és S&ben kifejezett szulfitok 10 mg/kg, illetve 10 mitgt koncentraciot
meghaladdé mennyiségben.
13. Csillagfirt és abbdl készilt termékek.
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14. Puhatesiek és abbdl késziilt termékek.

(*) és az abbdl készult termékek, amennyiben aallési eljaras soran varhatéan nem novekszik

az eballitas alapjaul szolgal6é termék EFSA altal megnttt allergizalohatas-szintje”
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