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1. BEVEZETES

A géntechnoldgiailag moédositott organizmusok (Genetically Modified Organisms, GMO),
olyan él6 szervezetek, amelyekben az Orokitd anyagot, a DNS-t, a természetben elé nem
fordul6 médon valtoztattdk meg. Az elsé genetikailag modositott novényt 1984-ben 4llitottdk
eld és azota 60 kiilonbozd fajon — koziilik a legtobb o élelmiszer novényen - végeztek
genetikai mddositdst és vontdk Oket kisérleti, illetve szant6foldi termesztésbe. A
géntechnoldgiai modositds alkalmazdsaval lehetdség nyilt nem rokon fajok génjeinek
atvitelére is. A genetikailag mddositott novényeknek elsd, misod és harmad genericidjat
kiilonboztetjiik meg. Az elsd generdciéos GM novények kozé a biotikus (melyek koziil a
legelterjedtebbek a rovarkartevokkel szemben ellendlld) és abiotikus stressz rezisztens
novények (pl. gyomirtd szerekkel szemben tolerdins GM novények) tartoznak. Koziilik
leggyakrabban a szdja, kukorica, repce ¢és gyapot moddositdsdval taldlkozhatunk.
Elelmiszeripari szempontbdl a széja felhaszndldsa a legjelentdsebb, kiilonosen a hisiparban,
ahol nagyobb mennyiségben haszndljak a kiilonb6z0 széja készitményeket fehérje potloként,
illetve allomanyjavitoként. A madsodik generaciés transzgénikus novények fejlédésben és
anyagcserében modositottak, mig a harmadik generédcids transzgénikus novényeket az tn.
,bioreaktor” novények alkotjak, amelyeket mir nem élelmiszeripari célra, hanem példdul
gyogyszerhatéanyag-termelésre fejlesztik.

A GM novények tarsadalmi megitélése nem egységes, ezért biztositani kell a
termesztoknek és fogyasztoknak a szabad valasztds lehetdségét, hogy donthessenek a GM
novények termesztése, felhaszndldsa (pl. takarmény) vagy fogyasztdsa ellen illetve mellette.
Mindezeket figyelembe véve az Eurdpai Unié rendeletekkel szabdlyozza a genetikailag
moédositott termények, szervezetek kibocsatdsat, forgalmazdsat, nyomon kovetését és
jelolését. Az 1829/2003-as Eurdpai Kozosségi (EK) rendelet a GM élelmiszerek és
takarmanyok engedélyezésérdl, feliigyeletérdl €s cimkézésérdl rendelkezik. A 1830/2003-as
Eurépai Ko6zosségi rendelet értelmében a 0,9%-ndl nagyobb részaranyban genetikailag
modositott alkotot tartalmazé termékek jelolése az EU tagédllamaiban kotelezd. A torvény éltal
eldirt hatarértékek, valamint a GMO mentesség ellendrzésére Unids szinten kiillonbozo
analitikai mddszerek allnak rendelkezésre. Ezek a modszerek azonban leginkdbb ndvényi
mintdk (vetdmagok, takarmdnyok, élelmiszeripari nyers- és alapanyagok) vizsgdlatira
alkalmasak. A feldolgozott élelmiszerekbdl torténd DNS izoldlds és GMO kimutatds viszont
mar szamos nehézségbe iitkozhet. Egyes élelmiszeripari termékeknél az élelmiszer-matrixban
taldlhat6 fehérjék, zsirok, poliszaharidok, polifenolok és egyéb mdasodlagos komponensek
szamos esetben irreverzibilis kapcsolatot alakitanak ki a termékben taldlhaté nukleinsavakkal.
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Masrészt a kiilonbozo élelmiszer eldallitasi folyamatok sordn fellépd fizikai, kémiai hatdsok is
degraddlhatjak a benniik taldlhat6 DNS-t. A fent emlitett okok miatt fontos a mar meglévd
modszerek feldolgozott élelmiszer-métrixban torténd folyamatos tesztelése, adaptildsa és

tovabbfejlesztése mind a DNS izoldlds, mind a GMO kimutatas teriiletén.

A géntechnoldgiailag modositott organizmusokbdl allo, azt tartalmazé vagy azok
felhaszndlasdval késziilo élelmiszerek esetében, a kiilonbozd kornyezetvédelmi és etikai
aggélyok mellett, szdmos élelmiszerbiztonsagi probléma meriilhet fel, mivel az elfogyasztott
GMO-k vagy az ezt tartalmazé élelmiszerek éllati €s emberi szervezetre gyakorolt hatdsa nem
egyértelmiien tisztizott.

Egy GM novény engedélyezése soran a piacra keriilés elott szamos kockdzat-becslési
vizsgalatot kell végrehajtani. A GM élelmiszerekre (takarmanyokra) alkalmazhaté kockazat-
becslési stratégia kidolgozdsaban a biotechnoldgiai ipar, a termesztok €s a szabalyoz6 hatdsag
megosztott feleldsséggel vesznek részt. Szamos nemzetkozi szervezet is dllast foglalt, koztiik
meghatdrozd szerep jutott a Codex Alimentarius rekombindns-DNS-t hordozé névényekbdl
szdrmazé élelmiszerekkel kapcsolatos dtmutatGjanak. Az Eurdépai Elelmiszer-biztonsagi
Hivatal (European Food Safety Authority, EFSA) GM szervezetekkel foglalkozé szakértdi
paneljének modszertani utmutatdja is a Codex elvekre épiil. Napjainkban a GM ndvények
engedélyezési eljardsa soran mérlegelni kell, hogy milyen céllal torténik a modositas €s
milyen 1j, elOny0s tulajdonsdgokat hordoz majd a rekombindns DNS-t tartalmazé uj
terményvonal. A GM terményvonal 1j, integralt kockazat-becslésének megkozelitésében
szerepelni kell a sziiloi termény jellemzOinek (eredet, biztonsdgos felhasznalasi torténet), a
donor és a transzgén beillesztés moddjanak (donor és vektor leirdsa, beillesztett DNS
jellemzése), a géntermékek jellemzésének (szerkezet, eredet jellemzése, hatismdd, toxicitds,
allergenitds), az Uj GM termény vonal élelmiszer-biztonsagi jellemzésének (Osszetétel
vizsgélat, tdplalkozasi vizsgalat, biztonsagi értékelés allatkisérletekkel), valamint a kdrnyezeti
kockédzat becslésének ¢és a kornyezeti hatds folyamatos figyelemmel kisérésének és
feliigyeletének (GELENCSER and BANATI 2007).

Elelmiszerbiztonsigi szempontbél az egyik legnagyobb potencidlis veszélyt a fogyasztok
szempontjdbol a génmddositishoz haszndlt virus promoéterek haszndlata jelenti. Egyes
biotechnolégusok kutatasi eredményei alapjdn nem zdrhatjuk ki annak lehetdséget sem, hogy
a karfiol mozaikvirus prométer nyugvé virusokat aktivalhat, 4j rekombindns virusok
kifejlodéséhez vezethet, vagy elképzelhetd, hogy egyes gének fokozott miikodését
eredményezheti. Ennek bizonyitdsa azonban még nem tortént meg, tovabbi vizsgilatokat

igényel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A GMO-krdl altalaban — GMO-k szabalyozasa

2006-ban vilagszerte 22 orszagban 102 millié hektaron termett génmddositott novény. A GM
fajtak teriileti részesedése az USA-ban a legnagyobb (54,6 milli6 ha), Argentindban (18 millié
ha), Kanadaban (6,1 millié ha), Indidban (3,8 millié ha) és Kindban (3,5 milli6é ha). Becslések
szerint 2015-re a genetikailag mddositott novényekkel bevetett teriilet eléri a 200 millio
hektart. A legnagyobb mennyiségben széjat, kukoricdt, gyapotot, papayat, repcét,
paradicsomot termesztenek. A genetikailag mddositott szervezetek 1996-ban keriiltek el6szor
az eurdpai €lelmiszerpiacra, ahol az els6 GM-paradicsom slritmény az Egyesiilt Kirdlysdagban
keriilt forgalmazasra. A kukoricamolynak ellendll6 transzgénikus Bt kukorica és a herbicid
rezisztens glifozat-tolerans Roundup Ready széja (RR-széja) forgalmazisat az USA-ban
1995-ben, az EU orszdgokban 1996-ban engedélyezték.

Az EU mar az 1990-es évek elejétol megkezdte a GMO-kra vonatkozé jogi szabalyozds
kidolgozasat és specifikus jogszabalyokat vezetett be a fogyasztok egészsége és a kornyezet
védelme érdekében. Az elsd jogszabdly 1990-ben sziiletett meg (90/220/EGK irdnyelv), mely
a genetikailag médositott szervezetek szabad kornyezetbe torténd kibocsatasat szabalyozta. A
258/97/EC rendelettel az uj élelmiszerek €és élelmiszer-Osszetevok piacra keriilését
szabalyoztdk. KotelezOvé tették a genetikailag moédositott termékekbdl készitett, illetve a
genetikailag moédositott Osszetevot tartalmazéd élelmiszerek esetében a mddositds tényének
jelolését a termék cimkéjén, amennyiben az adott Osszetevd 2%-nal nagyobb mennyiségben
volt megtaldlhat6 az élelmiszerben. Mivel a RR szdja és a Bt176 kukorica forgalmazasat mar
a rendelet hatdlyba léptetése eldtt engedélyezték, ezért ezen GMO-k esetén a jelolési
kotelezettséget a EC/1139/98 szdmu rendelet fogalmazza meg. Két évvel késébb a 49/2000
EK rendelet 1%-os hatarértékben szabta meg a GMO-k kontamindcids szintjét. 2001/18/EK
iranyelv a géntechnoldgidval médositott szervezetek szdndékos kornyezeti kibocsatasardl szol
€s hatdlyon kiviil helyezte a 90/220 szamu irdnyelvet. Az 1830/2003-as EK rendelettel az
Eurépai Unié dontéshozdi csokkentették a hatdrértéket és a 0,9%-ndl nagyobb részardnyban
genetikailag moédositott alkotot tartalmazoé termékek jelolését tették kotelezové. A cimkézést
azokra az élelmiszerekre nem kell alkalmazni, amelyek az egyes 0sszetevOk vagy az egyetlen
Osszetevobdl 4llo élelmiszer legfeljebb 0,9 szdzalékos ardnydban olyan anyagot tartalmaznak,
amely GMO-kat tartalmaz, azokbdl all vagy allitottdk eld, feltéve, hogy ez az eléfordulés

véletlen és technikailag elkeriilhetetlen.



Ha példéul egy termék Roundup Ready szdja tartalma 0,9%, az azt jelenti, hogy a termékben
1évd 0Osszes szdéja GMO tartalma 0,9%, tehat a GMO tartalom nem a teljes termék
mennyiségére, hanem az adott komponensre (jelen esetben a szdjdra) vonatkoztatjak

A 1946/2003/EK rendelet a géntechnolégidval moédositott szervezetek orszdghatarokon
torténd atvitelérdl szol.

2004/787/EK ajanlasa a GM szervezetek és a GM szervezetekbdl elddllitott anyagok vagy e
termékekbdl torténd mintavételre és kimutatdsra ad technikai dtmutatdst. A 641/2004/EK
rendelet pedig az 1j, GM élelmiszerek €s takarméanyok engedélyezése iranti kérelem, a létezd
termékek bejelentése és a kockdzatértékelés sordn kedvezd eredményt mutato,
géntechnoldgidval mdédositott anyagok véletlen vagy technikailag elkeriilhetetlen jelenléte
tekintetében torténd végrehajtisdra vonatkozé részletes szabdlyokrdl szol.  Mivel
Magyarorszdag 2004. mdajus 1. 6ta az Eurépai Unié tagjava valt, igy a fent emlitett
jogszabalyok, rendeletek hazdnkra is vonatkoznak.

Magyarorszdgon a 148/2003 (IX. 22.) Kormany rendelete alapjdn a jelolési kotelezettség
elmulasztisa esetén a géntechnoldgiai birsig mértéke elsd esetben hidromszazezer forinttdl
tizmillio forintig terjedhet.

A vilag orszagaiban eltéréek a GMO jelolési kotelezettségek a termékek cimkéjén kotelezden
feltiintetendd hatarértékekre vonatkozéan. Mig az EU-ban, Svdjcban és Oroszorszdgban 0,9%
feltlintetését teszi kotelezové jogszabaly, ugy Koredban ez 3%, Japanban 5%, Brazilidban,
Ausztrilidban és Uj-Zélandon 1%, Norvégidban pedig 2% (BROD et al. 2007, GRYSON et
al. 2007a).

2.1.1. A géntechnologialag médositott novényekral

A géntechnoldgiai médositds sordn a novény Orokitd anyagdba, biotechnoldgiai diton olyan
géneket vezetiink be, amelyek az adott novényt rezisztenssé teszik, rovarokkal, gombakkal,
baktériumokkal, virusokkal szemben, avagy gyomirté szerekkel szemben valnak tolerdnssa
olyan moddon, ahogy az természetes koriilmények kozott nem tortént volna A
géntranszformécié sordn a célszervezet genomjdba juttatjdk be az ,idegen” génszakaszt
(vektort), mely a kivant tulajdonsdgot is hordozza. A genetikailag mddositott novények
esetében a beépitett vektor tobb régiébol all.

Az Un. promoter régié a gén mukodését hatdrozza meg, melynek segitségével szabdlyozni
lehet, hogy a GM novényben a transzgén a novény élete sordn mikor, mely szovetben és

szervben irédjon at.



A gazdasagilag jelentds gén vagy gének kodoljék az uj tulajdonsagot vagy tulajdonsagokat. A
marker génnel (pl.: antibiotikum rezisztencia gének) a sikeres transzformécié tényét sejt
szinten bizonyitjdk, a riporter génnel pedig a transzgén expresszidjat vizualizaljdk (GFP gén -
green fluorescent protein). A vektor gyakran tartalmaz tn. célba juttaté szekvencidkat, tranzit
peptideket, melyek a transzgén célba jutdsat segitik a kloroplasztiszba, a vakuolumba, sejt
kozotti jaratokba, ahol a beépiilt gazdasigilag jelentds gén daltal kodolt fehérje elvégzi
tényleges feladatit. Szdmos esetben a gazdasdgilag jelentds gén elé intron régiot is
beépitenek, hogy fokozzdk annak expresszids hatékonysagit. A vektor végén a termindtor
régid taldlhat6, mely az expresszids vektor dltal kodolt genetikai informdacio végét jelzi. Az
expresszids vektor novényi sejtbe torténd bejuttatdsdra szdmos indirekt (Agrobacterium
fajokkal) és direkt médszer (pl.: génpuska, ultrahangos transzformaécio, elektroporacid) 4ll
rendelkezésre. A genetikailag mddositott novények eldéllitdsa sordn a kovetkezd 1épés a
transzgénikus sejtek szelekcidja, amelynek sordn markergén (antibiotikum rezisztencia gén)
segitségével vilasztjdk ki a transzforméns sejteket. Ezt koveti a transzgénikus sejtekbdl
torténd novényregenerdlds, majd az Aatvitt gének integracidjanak, mikodésének és
oroklodésének bizonyitdsa (Southern-, Northern- és Western hibridizacioval). Ezt kovetden
hagyomanyos nemesitési moddszereket haszndlnak a kiilonb6z6 GM fajtdk eldéllitasara

(HESZKY and KISS 2005).

2.1.2. Glifozat tolerans GM novények eléallitasa

Az elsé generacids transzgénikus novények esetében kiillonbozd abiotikus (gyomirtd szer
tolerancia) és biotikus (virus, baktérium, gomba €s rovar) rezisztencia kialakitdsa volt a cél.
Ezek koziil a takarmédnyozés és élelmezés szempontjabdl, vildgviszonylatban is elsddleges
helyet foglalnak el a herbicid tolerdins GM novények, mint a sz6ja, a kukorica, a repce, €s a
gyapot. A totdlis gyomirtékkal szembeni tolerancia harom kiillonb6zé mechanizmussal érhetd
el: 1. a herbicid hatéanyaga altal kérositott fehérje tdltermeltetése, 2. a kdrositott fehérje
amindsav sorrendjének megvaltoztatdsa (mutdns gén), 3. a herbicid hatéanyaganak kémiai
modositasa (detoxifikdld gén), amely meggatolja a hatéanyag fehérjéhez val6é kapcsoldddsat.
Stabil toleranciat azonban csak az utdbbi kettOvel lehet kialakitani. Mivel a dolgozat célja a
Roundup Ready (RR) szdja kiilonbozé élelmiszerekbdl  torténd kimutatdsa és
€lelmiszerbiztonsdgi vizsgdlata, ezért a tovdbbiakban e GM novény elddllitdsa keriil

részletezésre.



A glifozat egy totdlis gyomirt6 szer, mely allatra nem toxikus és a talajban gyorsan lebontjak
a baktériumok. A mutdns génre alapozott stratégia a herbicid altal kdrositott enzim mutans
véaltozatat eredményezi, oly mdédon, hogy a mddositott enzim fehérjében bekovetkezett
valtozds miatt a hatéanyag-fehérje kapcsolat 1étrejotte gatolt legyen. Ezzel a technolégidval
eldallitott, allati és emberi fogyasztasra is engedélyezett glifozat tolerdns novény az RR szdja.
A glifozat hatéanyaga az aromds aminosavak bioszintézisét éllitja le a kloroplasztiszban,
azaltal, hogy gatolja az egyik kulcsenzimjének az EPSP-szintiz (5-enolpiruvil-sikimat-3-
foszfat) mikodését, igy a sejtben ledll az enzim 4ltal katalizalt fehérje szintézise. Az EPSP a
sejtmagban van kédolva, de a kloroplasztiszban miikodik. A Monsanto cég 4ltal kifejlesztett
RR szdja az 5-enolpyruvylshikimate-3-foszfat szintdz (EPSPS) gén mddositott véltozatat
tartalmazza, mely az Agrobacterium CP-4 torzsbol szarmazik. Ahhoz, hogy a bevitt gén
expresszalddjon a széja novényben, a 1. dbran lathatdé génkonstrukciét kell a gazdandvénybe
juttatni. A 35S prométer a karfiol mozaikvirusbdl szdrmazik, a nos termindtor pedig az
Agrobacterium tumefaciens nopalin szintdz termindtora. A vektor ezen feliil, tartalmaz egy
petinidbdl szdrmazd kloroplaszt tranzit peptid gént (CTP), mely a transzgén fehérje célba

juttatdsat segiti a miikodési helyére, a kloroplsztiszba (VAN HOEEF et al. 1998).
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1. abra Génkonstrukcié a Roundup Ready sz6jaban

2.2. GMO-k kimutatasanak lehetéségei

2.2.1. Transzgénikus mintak fehérje alapi kimutatasa

A kimutatds a beépitett transzgén daltal kodolt fehérje kozvetlen kimutatdsan alapszik
immunoldgiai reakciéval (ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay, enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgélatok). A technika elOnye, hogy meglehetdsen gyors és kiillonbozo
novényi és dllati mintdkbdl is lehetové teszi a vizsgadlatokat. Néhdany kereskedelmi
forgalombdl szdrmazé kit kvantitativ eredményeket is szolgaltat. Hétranya, hogy a
feldolgozas soran degradalodott fehérje kimutatdsira mar nem alkalmas, mivel a fehérje

epitopja megvaltozik és igy nem ismeri fel az antitestet.



Tovabbi héitranya, hogy minden kiilonb6zo transzgénikus fehérje kimutatdsdhoz més és mas
teszt elvégzésére van sziikség. A monitorozdsra un. lamindaris aramlasu teszt csikok (strippek)
is rendelkezésre allnak, melyek gyorsak, olcséak €s igen konnyli elvégezni veliik a mérést. A
moédosult fehérjék kimutatdsa gélkromatografiaval, gélelektroforézissel és enzimaktivitds

méréssel is lehetséges (SPIEGELHALTER et al. 2001).

2.2.2. DNS alapu detektalasi modszerek
2.2.2.1. A polimeraz lancreakcié (PCR)

Az elmult években egyre szélesebb korben alkalmazzdk a molekuldris bioldgiai médszereket
az élelmiszerbiztonsigi és -mindségi vizsgdlatok sordn, de egyre nagyobb a jelentOsége a
diagnosztikdban, kriminalisztikdban €és kornyezetvédelmi vizsgdlatokban. Kiilondsen
elterjedtek a DNS alapiu moddszerek, melyek koziil jelenleg a legfontosabb a nagy
érzékenységgel és specificitdssal bir6 PCR technika. A PCR mddszert széles korben
alkalmazzdk his- és novényeredet, élelmiszerhamisitdsok, allergének ¢és GMO-k

kimutatdséra, valamint mikroorganizmusok azonositdséra.

A PCR technikdval torténd6 GMO kimutatds tobb 1€pcs6bdl allo folyamat. A mintdk
elOkészitése €és homogenizdldsa utdn, az elOkészitett mintdkbol DNS-t kell izoldlni
(részletezve 2.3 fejezet), majd ha a DNS tisztasdga €s koncentracidéja megfelelonek bizonyult
végrehajthaté a DNS sokszorozédsa PCR technikéval.

A polimeraz lancreakci6 specifikus nukleinsav szekvencidk in vitro sokszorozasédra alkalmas
eljards, amelynek segitségével kis mennyiségli DNS, akar 1 képia is kimutathat6. A PCR
analizis soran, az intakt dllapotd DNS szdlakat hokezeléssel denaturdljak, ekkor azok kettds
spirdlszerkezete felbomlik és egyszaliva valik. A denaturalast 95°C koriili homérsékleten
végzik. A kezdeti denaturdlds utdn a cél DNS-t 20-40-szer ismétlddd, hdrom 1€épésbol
(denaturdlas, primer kapcsolddds, lanchosszabbitds) allé ciklusban sokszorozzdk (2. dbra). A
denaturdlds sordn a magas hdmérséklet hatdsara (95°C) a DNS két szdla elvélik egymdstol. Az
ezt kovetd hiités sordn oligonukleotid primerek kapcsolédnak (40-60°C) az egyszali DNS
szélakhoz. A ciklus utolsé 1épésében dNTP molekuldk felhasznéldsaval 72°C-on torténik
(CANDRIAN et al.,, 1991). a DNS lancok meghosszabbitdsa a DNS polimerdz enzim
segitségével. Mesterségesen modositott Fast Start vagy Hot Start Taq DNS-polimerdzokat is
alkalmaznak. Ezek az enzimek azért hasznosak, mert hasznalatukkal rendkiviili mértékben

lecsokkenthetd az aspecifikus melléktermékek képzodése.



Mivel ezek a melléktermékek leginkdbb a reakcidelegy Osszemérése, vagyis a PCR reakcid
elinditdsa eldtt képzodnek, ezeket az enzimeket specifikus monoklondlis ellenanyagokkal
deaktivaljak. A PCR ciklusok megkezdésekor ezek az enzimek egy-egyszeri kb. tiz percig
tartd 95°C-os hdkezeléssel aktivalhatdak, igy elkeriilhetd, hogy mar a PCR megkezdése elott
DNS szintézis torténjen.

A ciklusok lezajldsat kovetden a végsd lanchosszabbitds zarja a reakcidt, amely sordn az
0sszes DNS madsoldsa befejezddik. Egy-egy ciklus sordn a DNS mennyisége elméletileg

megkettdzodik, igy a 20-40 ciklus sordn képzodott DNS mennyiség mar jol detektalhato
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(Forrds: fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/mol_gen.htm)

A PCR-termék kimutatdsa és tovdbbi elemzése tobbféleképp torténhet. Legegyszeriibb
esetben az amplifikdlt DNS-t agar6z gélben futtatjdk és etidium-bromiddal megfestve UV
fényben vizsgiljdk (AUSUBEL et. Al 1989.). A futtatds nagyobb érzékenységli agardz
(metafor) vagy poliakrilamid gélen is torténhet és az etidium-bromid helyett SYBR Green I
festék is alkalmazhat6 a gél festésére. A SYBR Green I 50-100x nagyobb érzékenységgel bir
mint az etidium-bromid (SINGER et al. 1994). A termék kimutatdsa immunoldgiai
reakcidval is 0sszekotheté (PCR-ELISA). A hagyomanyos gélelektroforézis helyett kapillaris
elektroforézist alkalmazva az amplikonok mérete gyorsan és pontosan meghatdrozhat6
(DOOLEY et al. 2005). A fluoreszcens festékkel jelolt probak pedig lehetové teszik a PCR

reakcié kovetését valés idében (pl. TagMan).



2.2.2.2. GMO kimutatasi technikak csoportositasa az azonositani kivant célszekvencia

szerint

A GMO kimutatds harom f6 1€pése a megfeleld mindségli €s mennyiségli DNS izoldlasa, a
kivant DNS-szakaszok specifikus primerekkel torténd sokszorozdsa, valamint a termékek
azonositdsa. A mddszer segitségével a beépitett szabdlyz6 elemek (promoter, termindtor) vagy
a ,,idegen” transzgén DNS-ének kimutatdsa torténhet. A specificitds novelhetd, konstrukcio-,
ill. ,,esemény (event) specifikus PCR segitségével, mivel ebben az esetben a kimutatds olyan
génszakaszok detektdldsan alapszik, melyek a természetben ,,alapéllapotban” nem fordulnak

elo.

1. Screening — altalanos sziirés

A leggyakrabban a szlirést a prométer €s/vagy a termindtor régié alapjan végzik el (35S
promoéter és a nos termindtor). Ez a két elem igen fontos az adott gén kifejez6désében,
masrészt jelen van a legtobb forgalomban 1évé GM-ndvényben.

A mérések soran hamis pozitiv eredményhez vezethet, ha a vizsgdlt minta Cruciferaceae
csaladbdl szarmazott, €s azt a karfiol mozaikvirus megfertézte (LIPP et al. 1999b). Tébb PCR
rendszert dolgoztak ki karfiol mozaikvirus kimutatdsdra, abbol a célbdl, hogy kiszlirjék a fals
pozitiv mintdkat a GMO-k mennyiségi meghatarozasa soran (WOLF et al. 2000, CANCAR et
al. 2005). A baktérium eredetli nos terminator nem fordult el6 nem GM novényben, azonban
gyokerek vizsgalata esetén ovatosan kell végezni az extrakciot, mivel a talajszemcsék révén a

gyOkerekbe is tkeriilhet a baktérium.

2. A gazdasagilag jelentds gén kimutatasa

Specifikusabb a kimutatds abban az esetben, ha az adott tulajdonsagot hordozé gént mutatjak

ki, mely leggyakrabban herbicid és/vagy rovarrezisztenciat kodol a ndvényben.

3. Konstrukcio-specifikus PCR

A kiilonbozé GM fajtak azonositdsat, tn. konstrukcié-specifikus PCR-reakci6 alapjan végzik.
A GM novényekbe juttatott transzformdcids vektorban, mas néven genetikai konstrukcidéban
kivélaszthaté egy olyan rovid szakasz, mely csak az adott GM fajtdra jellemzd, tehdt sem a
természetben, sem mas GM novényekben nem fordulhat el6. Az azonositds sordn, a rovid,

sokszorozandé szakasz minden esetben atfed két szomszédos genetikai elemet.



4. .. Esemény”’ (event) specifikus kimutatas

A legspecifikusabb kimutatasi technikdk alapja a prométer vagy termindtor régié €s a hordozé
novényi genom kapcsolddasi pontjainak atfedése, mely lehetdvé teszi az un. ,.event’-ek, azaz
az egyes GM novényfajtdk azonositasat. Az emlitett négyféle kimutatdsi lehetdséget a 3. dbra

mutatja be.
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3. abra GM novények PCR alapu kimutatasi lehetoségei az egyes vektor elemek, illetve
genom-vektor atfedés alapjan

A PCR reakci6 soran kapott eredmények restrikcids enzimes hasitassal vagy a hibridizacios

technikdn alapul6 Southern Blot eljardssal erdsitheték meg (MEYER 1999).

2.2.2.3. Kvalitativ GMO analitika

A DNS alapu technikdk nagy eldnye, hogy a DNS rendkiviili stabilitidsa miatt a feldolgozott

termékekben, illetve 0sszetevokben eloforduld6 GMO-k detektalasara is alkalmas.

1. Egyszeri PCR

Az izoldlt DNS-b6l PCR mddszerrel torténik a sokszorozds. A reakcidelegy vizsgilata a
polimerdz lancreakcié utdn vdlaszt ad arra, hogy az adott minta tartalmaz-e transzgénikus
novényekre jellemzd DNS-szakaszt. Ha a reakcidelegyben eredetileg nem szerepelt
transzgénikus DNS, akkor, - a primer-illeszkedés hidnydban - a DNS sokszorozddésa is

elmarad.
A legtobb szakirodalom referencia anyagokbdl, szdjalisztekbdl és feldolgozott termékekbdl

torténd GMO kimutatassal foglalkozik, melyek legnagyobb részét kekszek, tésztdk, fizikai és
kémiai kezeléseknek kitett sz6jalisztek képezik (OVESNA et al. 2002).
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Szamos korvizsgdlatot is elvégeztek annak érdekében, hogy vizsgéljadk a jogszabdly altal
eldirt médszer alkalmazhatésdgat. LIPP et al. (1999a) dltal koordinélt korvizsgélat sordn, 27
laboratérium mutatta ki a kiilonb6z6é RR széjabab tartalmu (0% 0,1% 0,5% és 2%) mintakbol
a 35S promoétert €s nos termindtort. RR sz6jabab mintdk korvizsgdlata sordn kideriilt, hogy az
atlagos valdészintisége a fals pozitiv és negativ eredményeknek csak koriilbeliil 1-2%.

A fals negativ eredményeket féleg a 0,1%-0os RR sz¢jit tartalmazé mintdkban kaptak. A
vizsgalatok sordn a specificitds 97,9%-os volt, a szenzitivitds pedig 98,4% (LIPP et al.
1999b).

JANKIEWICZ et al. (1999) az elméleti és gyakorlati kimutatdsi hatdr meghatarozasan
dolgoztak egyszerti PCR technikdval, konstrukcio-specifikus primerpdrok hasznélatdval.
GMO-t tartalmaz6 és GMO-t nem tartalmazé DNS oldatokbdl készitettek modell mintdkat.
Az elméleti kimutatdsi hatar 0,005% GMO (30 kopia), de a gyakorlati a kimutatdsi hatar
értékei 0,01% GMO (60 kopia) volt. A standard referencia anyagbdl is sikeriilt a 0,1%-os
GMO tartalmat kimutatni.

LIPP et al. (2001) 23 laboratérium munkdjiat koordindlva korvizsgdlatot hajtott végre
feldolgozott modell élelmiszerekkel. A modell mintdk (bébi tdpszerek, kekszek, kiillonbozo
moédon kezelt széjaliszt mintdk) 0%, 2% és 100% (egyes esetekben 10% a 100% helyett) RR
szojat tartalmaztak, melyek eldallitdsa soran extrém nagy fizikai stresszt alkalmaztak (100°C
45 perc, vagy 180°C 10 perc). Vizsgalataik alapjdn 97%-ban kaptak megfeleld eredményeket
a GMO-t nem tartalmazé mintdk meghatarozasanal (3% volt a fals pozitiv eredmény) és 98 %-
ban sikeriilt a GMO tartalom kimutatdsa (2% volt a fals negativ eredmény). A kimutatési
hatar - a modell mintdk 6sszetételétdl fiiggden - 2% volt.

BONFINT et al. (2001) szintén korvizsgdlatban vizsgélta a 35S prométer (195 bp) és a nos
terminator (180 bp) jelenlétét kvalitativ PCR segitségével. A modell mintdkat GM
szojaliszttel szennyezték (0%, 2% és 100%), majd hokezelték azokat. Az érzékenység 89%-os
volt, a kimutatdsi hatéar pedig 2%.

KAKIHARA et al. (2007) egyszerli PCR mddszerrel vizsgdltdk GM szdjabab kimutatdsat
hoékezelt GM szdjababbdl €s az ugynevezett ,,nattd” fantdzianevii (specidlis sz6jabol késziilt
étel) mintdkbol. A mintdkat laboratériumi koriilmények kozott allitottdk eld. 5% RR szojat
tartalmazé szdjaliszt mintdt vizben szuszpenddltdk és magasnyomdsi gOzsterilezd
segitségével hokezelték (121°C, 20 perc). A ,nattd” mintdk 95%-os GM sz6jabol késziiltek.
Az alkalmazott primerek a CTP és CP4-EPSPS kapcsolddasi régionél, a CP4-EPSPS és a nos
termindtor kapcsolddasi régidjanal sokszoroztak. A mintdkbdl a DNS-t CTAB mddszerrel és
lugos kioldassal izoldltdk. A CTP - CP4-EPSPS kapcsoldddsi régionél sokszorozd primer

esetében nem kaptak jelet (100-150 bp) sem a hdkezelt szdja, sem a ,,nattd” esetében.
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Ezzel szemben a CP4-EPSPS - nos régié amplifikdlasa soran mindkét tipust mintanal sikeriilt
a GMO jelenlétét bizonyitani. Az eredmények azt mutatjdk, hogy egyes mintdkndl fontos
atgondolni, hogy mely célszekvenciat szeretnénk kimutatni, mivel az eredményekbdl az
kovetkezik, hogy a DNS szekvencidk a CTP és a CP4-EPSPS régiok kozott hokezelés
hatdsara konnyebben fragmentalodik (100 bp ald).

2. Nested (fészek) PCR

A reakci6 érzékenysége és specifikussdga lényegesen megnovelhetd az un. fészek PCR-el,
mely sordn két specifikus primerpar alkalmazdsaval 2 egymadst kovetd PCR reakcid
segitségével dusitanak fel egy DNS szakaszt. A sokszorozni kivint szakasz ismeretében az
elsé un. ,kiils6¢” primert kevéssé szoros amplifikacios koriilmények kozott alkalmazzak, igy a
kisebb mennyiségben 1€vd cél DNS is biztosan amplifikdlédik, vagyis ebben az esetben egy
hosszabb, éltaldban 300-400 bp hosszi szakaszt sokszoroznak. A mdsodik un. ,bels¢”
specifikus primerpart szoros amplifikdcids koriilmények kozott alkalmazzdk, amikor az elsd
PCR-termék a cél DNS. Ebben az esetben a hosszi szakaszon beliili régié 100-200 bp-os
rovidebb szakaszat amplifikéljak (4. abra) (Meyer et al. 1996).

Cél DNS

Elsé primer (kiils8) Elsé primer (kiils6)

(—] * =
E Elsé PCR I;ermt’akj

Masodik primer (belsd) Masodik primer (belsé
~ — p (belsd)

E*E
i

Specifikus PCR termék

4. abra A fészek PCR miikodési vazlata
Konstrukcié-specifikus nested PCR rendszert dolgoztak ki GMO kimutatdsra VAN HOEF et
al. (1998). Vizsgdlataik sordn a 35S promoter €s a petinia-CTP régidjat atfedd részre
terveztek kiilsd €s belsd primereket, melyeket kiilonb6z6 szdjabab, szdjaliszt és kereskedelmi
forgalombdl szarmazdé mintdkndl teszteltek (tofu, ndpolyi, kenyér, italporok). A modell
sz6jabab mintdknal 0,02% volt a kimutatdsi hatar (5000 nem GM szdjababbdl 1 RR szdjabab

kimutatasa).
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VAN DUIN et al. (1999) GMO mentes sz6jabol és RR szgdjabol DNS-t izoléltak, majd
modell DNS mintdkat allitottak el6, mely mintdk 0% 0,001%, 0,01% és 0,1%-ban
tartalmaztak RR sz6ja DNS-t. Vizsgdlataik sordn szintén konstrukcié-specifikus nested PCR
rendszert alkalmazva 0,01%-os kimutatasi hatart értek el. BROD et al. (2007) kutatdsaik soran
hasonlé eredményeket kaptak.

ZHANG et al. (2007) triplex nested PCR rendszert dolgoztak ki erdsen hokezelt
élelmiszerekbdl tortén6 GMO kimutatasra. A triplex PCR rendszer ebben az esetben
szimultdn mutatta ki a lektin gént és 2 GM konstrukciét (35S-CTP, EPSPS-nos). A vizsgalt
mintdk szdjalecitin, széja izoldtum, csokolddés ital, nyers széjaolaj, finomitott széjaolaj és
saldtdkhoz vald szdjaolajok voltak. A finomitott sz6jaolajbdl €s a saldta olajb6l nem sikeriilt
DNS-t izoldlni. A tobbi mintdban sikeriilt a nested-PCR rendszerrel a GMO jelenlétét
kimutatni (kivéve a nyers széjaolaj, ahol csak a lektin gént detektdltdk). A kutatdsok soran
laboratériumban eldallitott kiilonbozé RR szdéja tartalmi szodjaliszt mintdk segitségével
vizsgaltdk a mddszer érzékenységét is, mely jelen esetben 0,0005%-nak addédott. Kutatdsaik
szerint a nested-PCR jelen esetben 1000-szer érzékenyebb, mint a hagyomdnyos egyszerl

PCR.

3. Duplex- és multiplex-PCR

A multiplex-PCR Iényege hasonl6 az egyszeri PCR elvéhez, de lehetdvé teszi, egyidejiileg
egy reakcidcsdben, tobb primerpar felhaszndldsa mellett, tobb génszekvencia kimutatdsat.
Ebben az esetben polimorf mintdzatot kapunk.

SU et al. (2003) multiplex PCR rendszert dolgoztak ki RR széja és Bt kukorica GMO
tartalmanak kimutatdsara. Kutatdsaik sordn az RR széjaval végzett vizsgdlatok esetében 4
primerpart alkalmaztak egyszerre (CaMV 35S, nos termindtor, CP4-EPSPS és 18s rRNS). A
detektdlas hatékonysdganak, pontossidgdnak javitdsa és a fals pozitiv €s negativ eredmények
csokkentése érdekében a modszert membrdn hibridizaciés technikdval kombinéltdk.
Kutatdsaik sordn tobbek kozott 8 szdjabab mintat vizsgaltak GMO tartalomra a fent emlitett
hibridizaciés technikdval egyszeri és multiplex PCR rendszerrel kombindlva
(referenciaképpen egyszeri PCR-t és agar6z géles detektdldst is alkalmaztak). Mindkét
esetben ugyanazokat a szekvencidkat sikeriilt kimutatni a vizsgalt mintakbol.

GERMINI et al. (2004) multiplex PCR rendszert fejlesztettek ki transzgén széja és kukorica
szimultdn kimutatdsdra. A PCR reakciéhoz 7 primerpart alkalmaztak a MON 810, Btl1,
Bt176 GA21 kukorica, RR szdja és két endogén szakasz (zein és lektin) egy idOben torténd

azonositasara. A kisérleteket kiilonboz6 GMO tartalmu referencia anyagokkal végezték.
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A modszert korvizsgalatokban validaltdk, mely sordn igen j6 analitikai paramétereket kaptak
(kimutatési hatarérték (LOD) = 0,25%, ismételhetdség (r) = 1, reprodukdlhatésdg (R) =0,9).
Meéréseik sordn laboratériumban eldéllitott modell kekszmintdkat (15% RR szdja és 15%
MON 810 kukorica), egyes takarmény eldallitasi fazisokbdl vett mintdkat €s kereskedelembdl
szarmaz$ élelmiszermintdkat is vizsgdltak (8 db), melyek helyességét real-time PCR
mddszerrel ellendrizték. A kifejlesztett mdédszerrél elmondhatd, hogy igen specifikus és
szenzitiv, vagyis csak néhdny esetben kaptak fals pozitiv és fals negativ eredményeket.

FORTE et al. (2005) multiplex PCR rendszert dolgoztak ki GM kukorica és szdja
monitorozdsdra. A reakcié sordn szdja (lektin) é€s kukorica (zein) novény specifikus
primereket alkalmaztak a novényi DNS kimutatdsdra, valamint 35S prométer és nos
termindtor sokszorozasit végezték a GMO jelenlétének igazoldsdara. Sz6jamintdk esetében a
vizsgalt mintdk 0%, 0,1%, 0,5%, 1% és 2%-ban tartalmaztak RR szdjababot. A multiplex
PCR eredményei alapjan megdllapitottdk, hogy a lektin gén, a nos termindtor és a 35S
promoter szimultdn kimutatdsanak hatdra 0,5%. A mddszer igen gyors, jol reprodukdlhaté és

koltségkimélo, igy igen széles korben alkalmazhat6 GMO monitorozasra.

2.2.2.4. Félkvantitativ GMO analizis

1. Kompetitiv PCR (QC-PCR)

A mddszer egy un. belsd standardot igényel - mely a sokszorozandé DNS-t6l néhany
bazispdrral kiilonbozik, annak inszercidjaval, vagy delécigjaval hoztak létre - az ismeretlen
mennyiségli cél-DNS tartalom meghatarozdsahoz. A mddszer elve a bels6 standard és a cél-
DNS egyiittes amplifikdldsa. A polimeraz lancreakcidban két eltéréd méreti PCR jel képzddik,
az egyik a standard DNS szakaszb6l, a masik a minta DNS templéatjabdl. Azon a ponton, ahol
a mintaban taldlhaté komponens mennyisége kozel azonos, a standard és a mintabdl kapott jel
intenzitdsa megegyezik. A gél elemzése denzitometridsan torténik, a standard €s a cél-DNS
ardnyanak becslésére pedig regresszidelemzést haszndlnak. Az ekvivalenciapontban a bels6
standard és a cél-DNS indulé koncentriciéja egyenld, vagyis a regresszids egyenes
meredeksége 1, a regresszids egyiitthaté >0,99. A QC-PCR mddszerben a standard és a cél-
DNS kozotti verseny kovetkeztében csokken az érzékenység, ennek ellenére lehetdvé teszi
0,1% GMO eredetii DNS kimutat4sdt (STUDER et al. 1998, HUBNER et al. 1999).

HARDEGGER et al. (1999) a GMO tartalom mennyiségi meghatdrozdsat tlizték ki célul a
35S promoterre €s nos termindtorra tervezett primerek és a belsd standard (versengd)

segitségével, kvantitativ kompetitiv PCR rendszerrel.
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A moédszer mindkét esetben alkalmasnak bizonyult a mennyiségi meghatarozasra 0,1%-os
detektalasi hatarral. Vizsgalataim sordn két ismeretlen élelmiszermintat vizsgaltam QC-PCR

rendszerrel, melyek koziil az egyik GMO tartalma 0,5-1%, a masiké >2%.

2. Lab-on-a-Chip technika vagy kapillaris elektroforézis

A kapilléris elektroforézis az utobbi évtizedben terjedt el és igen hatékony, nagyérzékenységii
€s kivalo felbontdsi DNS elvélasztdsi médszernek bizonyult. Ennek a médszernek egy széles
korben alkalmazott eszkdze a ,,Lab-on-a-chip” Bioanalyzer késziilék (Agilent Technologies,
Inc., USA). Az 4ltala elvégezheté miivelet az agaréz gélelektroforézissel analég, de anndl 2
nagysagrenddel nagyobb érzékenységili. Ezzel a technikdval nemcsak a nukleinsavak, hanem
fehérjék és sejtek azonos miiszeren torténd vizsgalata is lehetséges (DOOLEY et al. 2005).

A modszer alkalmas PCR-termékek mennyiségi meghatdrozasara is €s egyes vagy multiplex
RT-PCR-termékek nagy pontossaggal torténd mérésére. A jobb érzékenység, széles linedris
dinamikus tartomdany €s a sdvok élessége a kisebb mennyiségben eléforduld — agaréz gélen

nem lathaté — termékek kimutatasat is lehetové teszik (5. abra).

1 2 3

I.1

I_x
[m

I 1

—_
!
— u
. — “
DA SO0 1% G
LabChip EtBr-featés

5. abra PCR-fragmentumok elvalasztasanak 0sszehasonlitdsa agardz gélen és
mikrokapillaris rendszeren

BIRCH et al. (2001) LabChip technoldgiat haszndltak GMO mennyiségi meghatarozdsara. A
DNS izoldlas utan, a keresett szekvencidkat lektin és 35S promoéter specifikus primerekkel
PCR késziilékben sokszoroztik, majd a PCR-termékeket vizsgéltdk Kkapillaris és
hagyomanyos gélelektroforézis alkalmazasaval. Vizsgdlataik sordn standard referencia
anyagokhoz hasonlitottdk a mintdkat. Az agar6z gélen megfuttatott PCR-termékeknek mérték
az optikai denzitdsat, majd az eredményeket gél dokumenticids rendszerrel értékelték ki. A
szerzOk mindkét mérést alkalmasnak taldltdk GMO mennyiségi kimutatdsara, de a LabChip

technoldgia valamivel pontosabb értékeket adott.

15



3. Immunreakcion alapuld detektalas

A 1Un. PCR-ELISA technika (6. dbra) is alkalmazhat6 médszer a PCR-termékek, igy a GMO

mennyiségi meghatirozasara.

S AviDN
{B BIOTIN
PEROXIDASE 0 DIEOMIGEMIN

QPFD

1 komplex r

6. abra A PCR-ELISA miikodésének sematikus abraja

LIU et al. (2004) folyadék fazisu hibridizacion alapul6 PCR-ELISA technikat teszteltek GMO
kimutatasra, ismert koncentraciéju modell és kereskedelembdl szdrmazo szdjabab mintakbdl.
A kimutatési hatar 0,3% volt. A biotinnal jelolt PCR-termékeket hibridizaltdk digoxigeninnel
jelolt probaval, majd a hibridizalt termékeket streptavidinnel fedett csovekben rogzitették.
Ezek utéan, a specifikusan kotott biotin és digoxigeninnel jelolt DNS fragmentumokat ELISA
technika segitségével (jelolt, anti-digoxigenin ellenanyaggal) mennyiségileg meghataroztik.
A vizsgélatok alapjan a moddszer gyors, megbizhatd, igen érzékeny a GMO mennyiségi
meghatdrozdsara €s nagy mintaszdm esetén teljesen automatizdlhaté a rutinmérésekhez. A
kereskedelmi mintdk vizsgdlata esetén az eredményeket agar6z gélen is kiértékelték, ahol
ugyanazokat a mintdkat taldltdk pozitivnak (a vizsgalt 7 mintabdl 4 pozitiv), mint a PCR-
ELISA technikénal.
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2.2.2.5. Kvantitativ GMO analitika

1. Real-time PCR

A GMO-tartalom mennyiségi meghatdrozasa is a PCR mddszeren alapul, szdmottevo
kiilonbség azonban, hogy a hdmérséklet-ciklusok sordn amplifikalodo képidk mennyiségének
novekedését a PCR-folyamat sordn valds idoben, miiszeresen lehet kdvetni egy specifikus
fluoreszcens préba segitségével. Az analitikai jelet pedig nem a folyamat végpontjan, hanem
annak linedris szakasza kezdetén nyerjiik. Rendkiviil szoros az Osszefiiggés a kiinduldsi DNS-
koncentracié (vagy koépia szdm) és a sokszorozddds idObeni lefutdsa kozott, igy ismert
koncentraci6ju standardok parhuzamos vizsgdlata lehetOséget ad a mintdinkban jelenlévo
DNS-szakaszok koncentracidjanak (vagy képia szdmdnak) meghatdrozdsara. A jelgeneralds
tobbféle technikdval is megvaldsithatd, egyrészt az amplifikdciés ciklusok lefolyasat
interkaldlodo festék segitségével (SYBR Green I) lehet lathatova tenni, masrészt a Forster-
féle rezonancia-energia-transzformaciéon (FRET) alapulé festés haszndlhaté kiillonbozo
prébakkal kombindlva (TagMan, Molecular Beacon, Scorpions). A Molecular Beacon és a
Scorpions probdk, nem linedris probak, igy még nagyobb a specificitdsuk (KOTA 1999).

A SYBR Green I festék az etidium bromidhoz hasonléan interkaldl6dé molekula, amely a
dupla széld (ds) DNS-hez kotédik az amplifikdlé elegyben. Bekotdédve, adott monokrém
fénnyel megvildgitva 530 nm-s hullimhosszi fényt emittdl. Az ebbdl keletkezd mérhetd
fluoreszcens jel nagysidga a PCR folyaman szaporodé dsDNS mennyiségével ardnyosan

novekszik (7. abra).

Interkalilode festélc
Primer E € .

1. Hidenaturacio |:| L |F |F| I L L ird
Polimeriz enzim P ® _

2.Primer Kitésés  1®, | | 1| | 4 | gt |F- Ll i

S.Lill.l: ]lﬂsszab]]ﬂﬂ.is _:'_F: IF: .I'F-. - Fq‘ 3 .'F .l_!— I i I ] I | I I I

(Forrds: www.takarabiousa.com/html/PCR_RTPCR_INTRO.html)

7. abra A SYBR Green I festésre alapozott detektdlas miitkodési elve real-time PCR analizis
soran
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A TagMan préba (8. dbra) — més néven hidrolizis préba — egy rovid, ismert szekvencidji a
sokszorozni kivant DNS szakaszhoz illeszkedé oligonukleotid, amely kiilon-kiilon egy un.
,reporter” €s egy ,,quencher” fluoreszcencidsan gerjeszthetd festékmolekuldkkal van jelolve
az 5 és a 3° végein. A festékek koziil az egyik gerjesztési frekvencidja joval kisebb

(quencher), mint a masiké (riporter).

1. Hi d enaturicii proba
Primer
—TTrTr jelzi (¥ & kiolta
[ N I |

2. Primer kitidés és priba hibridizacia

Polimeraz enzim ® Proha
TTTT T TTITT 1011
[ . | 1 01 1
3. Lanc hosszabbhodis i
o — w8
T T T T T T 01 10 Teed™
L 0 0 1 0 0 B Bt piiilnrun
i3]
-L,mkf
F 1T 1T T rrTrvirrnmuni ]
1 [|

| L
| I T I I N |

F: reporter (jelzd); Q: quencher (kioltd)
(Forrds: www.takarabiousa.com/html/PCR_RTPCR_INTRO.html)

8. abra Real-time PCR rendszerben jelgenerdldsra alkalmazott TagMan préba miikodési elve

A Forster-féle energia-ataddsi torvény szerint a besugdrz6 fotonokbdl nyert tobblet-energiat
az R festék atadja a Q-nak, igy csak Q fog gerjesztddni, ugyanakkor R nem ad fluorescencids
jelet. Lényeges, hogy a FRET csak akkor val6sul meg, ha Q és R festékek tavolsdga az un.
Forster-féle tavolsdgot (10 Angstrom=100 nm) nem haladja meg (HOLLAND et al. 1991).
A PCR ciklusok sordn, amikor a Taq-DNS-polimeraz enzim épiteni kezdi a szimpla DNS
madsodik szdlat, a szintézis eldrehaladtdval nekiiitkozik a szimpla DNS-szdlra hibridizalt,
festékkel jelzett ,,préba” oligo-nukleotidnak és endonukledz aktivitdsanak is koszonhetden, az
oligonukleotidot eltavolitja a szimpla szalr6l. Ekkor az egymastdl tdvolodo festékek kozott
mir nem érvényesiil a Forster-effektus és mindketten - vagy csak az R - mdas-mads
hullimhosszon fluoreszkdlni kezdenek, amit a mennyiségi meghatdrozdshoz hasznalt
kvantitativ PCR-késziilék monokromdtora szétvalasztva, kiilon érzékelni képes. Az emittalt
fluoreszcencia megfeleld hullamhosszon mérhetd és ardnyos a reakcidelegyben 1évo
specifikus target szekvencia aktudlis mennyiségével.
Az R-festék fluorecencids aktivitdsanak kiiszobértéke attol fiigg, hogy mekkora volt a
vizsgalati mintabdl késziilt reakcidelegy kezdeti transzgén-koncentracidja, vagyis minél tobb
templdt DNS van jelen, anndl kevesebb ciklus sziikséges a detektdlasi limitet jelentod
ciklusszdam eléréséhez (Ct: Threshold Cycle).

18



A Ct forditottan ardnyos a mintdban 1évé DNS koépiaszdmanak logaritmusdval. A mennyiségi
meghatarozas 1ényege, hogy a PCR-ciklusok szama és az amplifikaci6 sordn keletkez6 DNS-
szekvencidk kopiaszdma kozott linedris 0Osszefiiggés van. A real-time PCR kvantitativ
analizisben torténd haszndlata sordn leggyakrabban relativ mennyiségeket szdrmaztatnak,
melyet az ismert standardbdl kapott vonatkoztatdsi és keresett gén kiiszob ciklus értékének
(Ct) kiilonbsége alapjan az ismeretlen minta Ct érték kiilonbségébdl szamitanak. Az 9. dbran

egy példa lathaté a mért fluoreszcens jel idobeni véltozdsara a ciklusszam fiiggvényében.

Fluoreszcencia JEBRPRFRT SR S
intenzitaas L -
Minta L !
"
ll;
¢
Kiszabértek Vs
i )' ~ L R
- ...—C'f. ---------- I.—--n-—a-—---o.tw
C DME mentes kontrol
n I 0 a 2 P 5 4
Clklusszdm

Ct: kiiszob ciklus szam
(Forrds: Applied Biosystem)

9. abra A real-time polimeraz lancreakci6 soran kapott amplifikacids gorbe

VAITILINGOM et al. (1999) elsék kozott folytattak kvantitativ. GMO kimutatdst
,2Maximizer” transzgénikus kukoricabdl és ,Roundup Ready” sz6jabol késziilt referencia
anyagokkal. Eredményeikbdl tisztin kitlinik, hogy méréseik reprodukalhatéak és jol
demonstrdljdk a GMO tartalmat széles hatdrok kozott (0,01%-100%). A real-time PCR 10-
szer érzékenyebbnek bizonyult 6sszehasonlitva a QC-PCR-el. A kifejlesztett mddszerekkel
kereskedelmi forgalombo6l szarmazé (pl.: miizli, széja protein, kukoricakeményitd)
élelmiszermintdkat is vizsgaltak.

TERRY and HARRIS (2001) Roundup Ready sz6ja esemény-specifikus (event-specifikus)
relativ kvantifikalasat tizték ki célul TagMan és Scorpions préba alkalmazdsaval. Kutatdsaik
soran kideriilt, hogy a TagMan probét alkalmaz6 real-time PCR érzékenyebbnek bizonyult és
nagyobb pontossaggal adta meg a GMO mennyiséget a vizsgalt mintdkban. Bér fent emlitett
kiillonbségek adddhattak abbdl is, hogy a TagMan prébas méréseket ABI PRISM 7700-es
géppel, mig a Scorpions probat alkalmazé méréseket Roche Diagnostic LightCycler

berendezéssel végezték.
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ALARY et al. (2002) GMO tartalom meghatarozdsara alkalmas szimplex és duplex real-time
rendszert hasonlitottak Ossze. Méréseik soran Bt-kukoricat és RR-szgjat kvantifikdltak
mindkét rendszerrel. A vizsgélt mintdk ismert GMO tartalmi liszt mintak voltak (0-5%
kozotti GMO tartalom). RR széja esetében lektin génre és CaMV 35S promoterre tervezett
primereket hasznaltak a mennyiségi analizis sordn. A szimplex és duplex PCR sordn kapott
kvantitativ eredmények eltéréek voltak. A 0%, 0,1% és 0,5%-os GM tartalmi mintdk
esetében a szimplex PCR, mig az 1%, 2% és 5%-os mintdk esetében a duplex PCR adott
pontosabb eredményt. Az eltérések, azon kiviil, hogy a szimplex és duplex PCR reakcidk nem
feltétleniil mikodnek egyforma hatékonysdggal, szarmazhattak a DNS izoldlé mddszerek
eltérésébol.

HERNANDEZ et al. (2003) olvadasi gorbe meghatirozasan alapulé SYBR Green I real-time
duplex-PCR rendszert dolgoztak ki RR sz6ja (CP4-EPSPS) €s sz6ja endogén szakasz (lektin),
Maximizer 176 és GA 21, valamint triplex-PCR rendszert Maximizer 176, Bt11 és MON 810
kimutatdsdra. A vizsgalt mintdk standard referenciaanyagok voltak. A mérések sordn a
primerek olvadasi hdOmérsékletének (T,) optimalizdldsa volt az elsddleges feladat.
Optimalizdlds utdn a modszer érzékenysége 0,1%-nak bizonyult RR széja esetében. A
Maximizer 176 és a GA 21 duplex PCR esetében a 4 parhuzamos mérésbol ketténél nem
sikeriilt a 0,1%-ot detektdlni, igy az érzékenység itt 1%-nak mondhato.

YOSHIMURA et al. (2005a) GM kukorica (MON 810) és sz6ja (RR szdja) mennyiségi
meghatdrozasdnak alkalmazhatésagat vizsgaltdk hokezelt modell mintdkon. A dardlt
magmintdkat szuszpendéltdk és autokldvban 110°C-on kiilonboz6é ideig hokezelték. A
kisérletek soran megallapitottdk, hogy mind a rekombindns és mind a faj specifikus DNS
szekvencidk kopia szdma csokkent a kezelési id6 novelésével. Tovabba kimutattdk, hogy a
feldolgozott élelmiszerek esetében haszndlt primerek kivélasztasanal igen fontos, hogy azok
minél rovidebb szakaszt amplifikdljanak és a sokszorozott DNS szakaszok bp mérete kozel
azonos legyen. A kivdlasztott primerekkel kiillonbozd nyers €s feldolgozott élelmiszereket
(kukoricakeményitd, kukoricaliszt, puffasztott kukorica, burgonyaszirom, tofu, szdjatej, fott
sz@jabab) korvizsgélatban is vizsgéltak, melyek ismert szdzalékban tartalmaztak GM szdjat és
GM kukoricdt. Az eredmények alapjan néhdny minta esetében taldltak szignifikdns
kiillonbségeket a nyers €s a hozza tartoz6 hdkezelt termékek kozott (YOSHIMURA et al.
2005b).

CORBISIER et al. (2005) 1% RR szdjabab tartalmu, kiillonbozé keverési technikdkkal
eldallitott mintdkat (propeller, Turax, keverés 4-45°C), valamint azok erésen hokezelt (250°C,

30 perc) valtozatat vizsgaltak.
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Munkdjuk célja volt, hogy meghatdrozzak a kiillonboz6 kezelési formdk utdni GMO tartalmat
TagMan real-time PCR-el. A mintdkb6l a DNS-t DNeasy Plant Mini és Maxi kit szilika
gyanta alapi moddszerrel izoldltdk. Eredményeikbdl kideriil, hogy a vizsgdlt mintdk GMO
tartalma egy mintat kivéve (45°C turaxolt) 0,97-1,38% kozott volt. A mintdkat két
laboratérium is analizdlta, mely sordn kiilonb6zé DNS izoldldsi mddszereket alkalmaztak. A
vizsgélatokbdl kideriilt, hogy a szilika gyanta alapti mddszerrel izoldlt minta GMO tartalma
szignifikdnsan tobbnek adodott, mint a tobbi DNS izoldldsi mddszerrel kapott értékek.
ANDERSEN et al. (2006) 4 féle real-time PCR rendszert (molecular bacon, SYBR Green,
TagMan, ,Minor Groove Binder” MGB) hasonlitottak 6ssze GM szdja mennyiségi
meghatarozasadnak vizsgédlata céljabol. A kutatdsok sordn megallapitottdk, hogy egyik
rendszer sem bizonyult szignifikdnsan jobbnak a masiknél, de a molecular bacon préba
mutatta a legkisebb szenzitivitdst €s ez a rendszer volt a legérzékenyebb a PCR
paramétereinek valtozasara.

ENGEL et al. (2006) kutatdsaikkal bizonyitottdk, hogy a kiilonb6z6 szemcseméretii
Osszetevokbol allo élelmiszerek kvantitativ GMO analizise sordn eltérd, hibds eredményeket
kaphatunk. Kisérleteik sordn 1% GM kukoricat kvantifikaltak, mely sordn kiilonbozé méreti
kukoricadrleményeket kevertek O0ssze a kovetkezd Osszetételben: 1% Bt kukorica tartalmu
kukorica dara, 1% Bt kukorica tartalmu kukoricaliszt, 1% Bt kukoricaliszt + 99%
kukoricadara, 1% Bt kukoricadara + 99% kukoricaliszt. A hasonlé méretil
kukoricadrlemények esetében a 0,9% és 1%-os GMO tartalmat mértek. Ez az érték 1% Bt
kukoricaliszt + 99% kukoricadara esetében 2,4%-nak, 1% Bt kukoricadara + 99%
kukoricaliszt esetében pedig 0,2%-nak adédott. A DNS izoldlds Wizard mddszerrel tortént. A
CTAB mddszerrel izoldlt DNS oldatok esetében még nagyobb volt az eltérés az kiilonbozo
méretll 6sszetevOkbdl 4116 modell mintdk GMO tartalmédnak mérésekor.

Kutatédsiak sordn azt is bizonyitottdk, hogy hdkezelt élelmiszerek esetében annal pontosabb
eredményt kapunk a kvantifikdlas sordn, minél kozelebb esik a transzgén specifikus és a
referencia gén specifikus primerek altal sokszorozott DNS fragmentumok mérete. Fontos,
hogy a feldolgozott élelmiszerek esetében minél kisebb legyen a primerek dltal sokszorozott
DNS szakasz, a feldolgozas éltal eldidézett DNS toredezés miatt. A DNS degradacié hatassal
CHEN et al. (2007) 2,5% RR szg¢jét tartalmazd, laboratériumi koriilmények kozott eldéllitott
szOjate] mintdkat vizsgdltak. A kutatdsaik fo célja, vizsgdlni, hogy az egyes technoldgiai
lépések milyen hatdssal vannak a GMO mennyiségi meghatdrozdsara (turmixolas,
homogenizdlas, sterilizdlds). Az egyes kritikus 1épések soran mintat vettek és mérték a GMO

tartalmat TagMan real-time PCR mdédszerrel.
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A vizsgdlatok sordn arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a vizsgalt mintdkban az endogén
szakaszok relativ stabilabbak mint az exogén szakaszok, igy ezzel magyardzhat6, hogy a
szOjatej eldallitas utols6 1€pésébdl szarmazod sterilizalt mintdkban, mér csak 0,5% koriili RR

szdja tartalmat mutattak ki.

2.2.2.6. Makro-, mikro-array és egyéb alternativ modszerek a GMO detektalasra

A jovoében a GM novények fajtdi €s szdma egyre inkdbb novekedni fog a piacon, amelyek
eldallitdsahoz kiillonbozd vektor konstrukcidkat fognak alkalmazni, ezért sziikséges az un.
makro- és mikro-array technikdk fejlesztésére €s alkalmazasira. A mikro-array médszer, egy
koriilbeliill 1cm x 1cm feliilettel rendelkezd tobbféle anyagbdl 4ll6 hordozé lehet, amelyre
kiilonbozé moédon jelolt (pl. fluorescens festékkel, biotinnal) PCR-termékeket hibridizalnak.
A detektalast sok esetben kolorimetrids reakci6 teszi lehetové. GMO tesztek szazait tudjak igy
egyszerre, koltség-hatékony mddon elvégezni (SPIEGELHALTER et al. 2001).

CHEN et al. (2004) cDNS mikro-array rendszert dolgoztak nyers (pl. szdjabab) és
feldolgozott (pl. tofu) élelmiszermintakbdl torténd GMO-k kimutatdsara. A kutatdsok sordn a
chip technolégidval az éltaldban haszndlatos genetikai elemek, (35S prométer, nos terminétor,
vagy 35S termidtor), marker gének (nptll, hph, pat), riporter gének (gus, luc, gfp),
gazdasagilag jelentds gének (CrylA(b), pat, CP4-EPSPS) és novényi endogén szakaszok
(invertdz, legumin, aktin és B-tubulin) kimutatasat tizték ki célul. GM szdjabab és a beldliik
késziilt kiilonb6z6 feldolgozottsagi foku tofu esetében a moddszer jol reprodukélhaté és a
pontossiaga 100%. A moddszert késObb tovabbfejlesztették GM burgonyibdl, rizsbol és
paradicsombdl torténéd GMO detektdlasra is. Az endogén szakaszokon kiviil a médszerrel ki
tudtak mutatni a CaMV 35S prométert, a 35S termindtort, a nos termindtort €s az npt I, pat,
CP4-EPSPS cryl A(b) géneket is. A mddszer gyors és pontos (100%), a kimutatdsi hatar pedig
0,01-0,002% nyers mintdk esetében (CHEN et al. 2006).

PEANO et al. (2005a) multiplex PCR rendszert alkalmazott micro-array technoldgidval
kombindlva. Kutatdsaik sordin GM széjat (RR széja) és GM kukoricat (MON 810, Bt 176,
Btll, GA21) sikeriilt azonositani. A kimutatasi hatar 0,4%-nak adoédott. XU et al. (2006)
szintén multiplex PCR rendszert kombinéltdk micro-array technolégidval, novelve ezzel a
teljesitményt, a megbizhatésdgot és csokkentve a hamis negativ és pozitiv eredmények
eléforduldsat. A modszer segitségével bizonyitani lehetett a GM sz6ja, GM kukorica, GM
gyapot €s GM repce jelenlétét, mivel a 20 genetikai elem szimultdn kimutatdsira volt
alkalmas. A rendszer a karfiol mozaikvirus jelenlétébdl szarmaz6 hamis pozitiv eredményeket

is kiszurte.
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A kimutatdsi hatar 0,5% volt RR sz6ja esetében €s 1% GM kukorica esetében. Napjainkban
micro-array alapu technikat is kifejlesztettek nem engedélyezett GMO-k kimutatdsara

(TENGS et al. 2007).

A fent emlitett technikdkon kiviil szdmos alternativ médszer fejlesztésén is dolgoznak GMO
kimutatasdra. Ezek kozott emlithetd a kozeli infravords spektroszképia (NIR) (AHMED
2002), a tomegspektroszkopia (MIRAGLIA et al. 2004), kiilonbozd szenzorok és
bioszenzorok (MERIC et al. 2004, PASSAMANO and PIGHINI 2006, KALOGIANNI et al.
2006, STOBIECKA et al. 2007), valamint GMO kimutatds szintetikus peptid-nukleinsav
probak alkalmazédsaval (PEANO et al. 2005b, ROSSI et al. 2007).

2.3. A DNS izolalas és problémakore

2.3.1. PCR inhibitorok

A PCR élelmiszeranalitikdban torténd alkalmazdsa sordn az érzékenység jelentOsen
csOkkenhet. Ennek okai tobbnyire a DNS izoldlas, vagy az élelmiszer elddllitds sordn
keletkez0 DNS toredezés, a matrix-hatds és a PCR inhibitorok. Ilyen inhibitorok a DNS
izoldlds sordn haszndlt vegyszerek (pl. SDS, etanol, EDTA, guanidin-izotiociandt és a
CTAB), a hemfehérjék, a natrium-klorid, a natrium-hidroxid, a szacharéz, a glikogén, Ca2+, az
ovalbumin és maga a kivont DNS is gédtolhatja a PCR reakciét (ROSSEN et al. 1992). Ezeket
az 4llitasokat WILSON (1997) kutatdsai is alatdmasztjak, valamint bizonyitjak a zsirok,
pollenek, laboratériumi kesztylikbdl szarmazd hintdpor, laboratériumi milanyagaruk és a
cellul6z gatlé hatdsait is. Nehezen megoldhaté feladat az élelmiszer-matrixban taldlhato
fehérjék, zsirok, poliszaharidok, polifenolok (tannin) és més egyéb masodlagos komponensek
(szekunder metabolitok) eltavolitdsa (pl. csokolddé esetében), mivel szdmos esetben
irreverzibilis  kapcsolatot alakitanak ki a termékben taldlhat6 nukleinsavakkal. A
poliszaharidokrdl koztudott, hogy a DNS-polimerdz enzim inhibitora (FANG et al. 1992). A
polifenolok antioxidans tulajdonsaggal rendelkeznek €s igen sok novényben jelen vannak. A
polifenol tartalmi novényekbdl, termékekbdl torténd DNS izoldlds nehézkessé valdsa azzal
magyardzhat6, hogy a polifenolok kovalens kotéssel kotodnek a fehérjékhez és a
nukleinsavakhoz. Eppen ezért igen nehéz feladat a széjalecitin kimutatdsa csokolddé
mintdkbol, a kakad massza igen magas polifenol tartalma (500 mg/100g étcsokolddéra

vonatkoztatva) €s az alacsony lecitin tartalma (0,5%) miatt (GRYSON et al. 2007b).
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Az inhibitorok elsddleges kisziirésére és a kapott DNS-oldat koncentraciéjanak
meghatdrozasira spektrofotométeres mérés alkalmazhatd, mely sordn 260 és 280 nm
hulldmhosszon mért értékek hdnyadosabdl képzett R érték ad informdaciot az oldat RNS és
fehérje szennyezettségére (MANIATIS et al. 1989). Ha a 260 és 280 nm-en mért abszorbancia
értékek hanyadosa 1,7-2,0 kozotti, akkor az extrahalt DNS oldat megfelel? tisztasagu, ha 1,7-
nél kisebb, az extrahdlt oldatban fehérje is jelen van, ha 2,0-nél nagyobb, az extrahdlt oldat
RNS-t is tartalmaz. Amennyiben a tiszta DNS minta 260 nm hulldimhosszon mért
abszorbancia értéke 1,0, az megfeleltethetd 50 pg/ml koncentracidji, duplaszali DNS
oldatanak (ZIMMERMANN et al. 1998).

A tovéabbi inhibitor hatds vizsgélatdra célszerli egy belsé kontroll PCR reakcié hasznalata,

még a specifikus PCR reakci6 hasznalata elott.

2.3.2. Elelmiszerekbél torténé GMO kimutatasra alkalmas DNS izolalasi

modszerek

Szamos irodalomban olvashatunk novényi szovetekbdl torténd egyszerti DNS izoldldsi
technikdkrol, de joval kevesebb tudomanyos cikk foglalkozik a feldolgozott élelmiszerekbdl
torténd DNS izolédlassal és a felvetddd problémakkal. Jelenleg igen sok kereskedelmi
forgalombdl beszerezheté DNS izoldlé kit all rendelkezésre, de koziiliik csak kevés

hasznalhat6 feldolgozott élelmiszerekbdl torténd DNS izoldlasra (GRYSON et al. 2004a).

A DNS-izoldlds két kritikus pontjat a kivont DNS mennyisége, €s tisztasdga jelenti.
Feldolgozott élelmiszerek esetében jelentds problémét okoz, hogy az extrahdlt DNS
nagymértékben degradalodik, szdmos esetben a fragmentumok mérete nem éri el a 400 bp-t
sem. Az élelmiszerminta barmiféle fizikai vagy kémiai kezelése - pH, homérséklet, nyird
er6k, magas nyomds, savas vagy ligos kezelések - a DNS karosoddsdhoz, fragmentum
méretének csokkenéséhez vezethet a kiilonb6z6 helyeken bekovetkezd hasitdsok miatt, ezért
sok esetben el6fordulhat, hogy a kimutatds lehetetlenné valik. Szdmos kutaté tdmasztotta ala
azt, hogy keményitd szarmazékok (pl. gliikkéz szirup, maltodextrin) tisztitott lecitin, finomitott
novényi olaj, szdjaszész €s a magas homérsékleten hokezelt (bizonyos extruddlt vagy
sterilezett) termékek esetében nincs jelen a mintdban detektdlhat6 DNS (EBBEHOJ and
THOMSEN 1991, MEYER 1999, CHEN et al. 2007).

A GMO kimutatds sordn leggyakrabban alkalmazott DNS izoldldsi mddszerek, a Wizard,
CTAB és a modositott CTAB modszer. A Wizard mddszer 1ényege, hogy a proteindz K

enzimes kezelés utdn a DNS-t egy szilika gyantdn megkotjiik, tisztitjuk majd eludljuk.
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A CTAB eljards sordn pedig egy kloroformos tisztitds és egy alkoholos kicsapatds sordn
nyerjiik ki a DNS-t. A mddositott CTAB mdédszernél a mintét proteindz-K enzimmel emésztik
a tisztitdsi és a kicsapdsi 1épést megel6zéen (ZIMMERMANN et el. 1998).

POREBSKI et al. (1997) moédositott CTAB moddszert haszndltak DNS izoléldsra
poliszacharidot, polifenolt és tannint tartalmazé novények esetében. A moddositott izoldlds
sordn nagy sO koncentrdciét haszndltak a poliszacharidok eltdvolitdsdra. A polifenolok a
hozzéaadott polivinil-pirrolidonnal (PVP) hidrogénkotések altal komplexet alkotnak, mely
segitségével a polifenolokat tavolithatjuk el a DNS-t6l.

PAULI et al. (1998) vizsgdlataik sordn azt prébaltdk kideriteni, hogy vajon a szdjaolajat
szitkséges-e egyaltaldn jelolni a GMO tartalom tekintetében. Hidegen és melegen sajtolt
olajakat vizsgaltak, a DNS-t pedig a GMO kimutatdsndl leggyakrabban alkalmazott Wizard
modszerrel probaltdk kinyerni a mintdkbol. A hidegen €s melegen sajtolt olajak egyik részét a
DNS izolalds eldtt centrifugdltdk a mdésik részébdl centrifugdlds nélkiill probaltak DNS-t
izolalni. A DNS sokszorozhat6sagat lektin gén specifikus nested-PCR rendszerrel vizsgaltak.
A centrifugélt mintdk esetében nem sikeriilt az alkalmazott primerekkel a keresett szekvenciat
kimutatni, szemben a nem centrifugdlt mintakkal, ahol a nested-PCR-rel értékelhetd jeleket
kaptak az agar6z gélen. A nagyiizemi koriilmények kozott eldéllitott mintdk esetében (sziirt
nyers olaj, sziirt és centrifugalt, sziirt és finomitott olaj) szintén nem sikeriilt a lektin gén
jelenlétét bizonyitani. A kutatdk a vizsgalatok sordn arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
kezeletlen nyers olaj még tartalmazhat detektdlhaté DNS-t, de a feldolgozas sordn az olajos
fazisbol a DNS-t mar nem lehet kimutatni.

Ugyanerre a megallapitasra jutott GRYSON et al. (2002), akik laboratériumi koriilmények
kozott modellezték az olajfinomitds 1épéseit. Kutatdsai sordn arra a megdllapitdsra jutottak,
hogy a DNS a nyers olajbdl még kimutathatd, de a finomitas elsd 1€pése, a nydlkatlanitis utan
mar nem detektdlhatd. Kutatdsaikat tovabb folytatva kideriilt, hogy a nyalkatlanitasi 1épés
utdn a DNS igen nagy része a vizes fazisban marad ugyan, de csak nagymennyiségli (360 g)
kiinduldsi anyag esetén lehetséges a DNS jelenlétét bizonyitani a nyalkatlanitott
olajfrakciobdl is. Ennél az anyagmennyiségnél a lektin PCR sordn is pozitiv jelet kaptak
(GRYSON et al. 2004b).

Szemben szdmos irodalommal HELLEBRAND et al. (1998) sikeresen izolaltak DNS-t
hidegen sajtolt, sziirt és finomitott repcemag olajakbdl, melyekbdl nested-PCR segitségével
kimutattdk a repcére jellemzd gén jelenlétét. Az igy kapott eredmények nem csak a GMO
kimutatdsban, hanem a kiillonbozé novényekbdl szarmazd olajok azonositasdban,

hamisitdsdnak bizonyitdsaban is segitséget nyujthatnak.
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BUSCONI et al. (2003) sikeresen izolaltak DNS-t kereskedelembdl szarmazo6 olivaolajokbdl
tobblépcsds moédositott CTAB eljardssal, mely DNS oldat alkalmas volt tovdbbi PCR-es
vizsgélatokhoz.

ZIMMERMANN et al. (1998) 9 kiilonb6z6 DNS extrakcids eljarast hasonlitottak Gssze. A
vizsgalatokhoz szdja mintdkat (tofu, szo6jaliszt, lecitin) haszndltak és meghatdroztdk a kivont
DNS mennyiségét, mindségét. Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
DNS-kot6 gyantat felhasznal6 modszerek, mint a Wizard, Dneasy, Nucleon Phytopure
esetében, valamint a CTAB mddszer alkalmazéasakor viszonylag alacsony hozamd, de igen jo
mindségli DNS-t kaptak. Ugyanakkor az egyszer(ibb, gyorsabb és olcsobb eljardsok, mint a
ROSE, Alcali vagy a Chelex100 viszonylag nagyobb hozami, de gyenge mindségii DNS-t
eredményezett.

WURZ et al. (1998) Lecitin vizsgdlatara alkalmas, mddositott CTAB moddszert hasznaltak.
Kutatésaik sordn hexant és guanidin-tiocianétot tartalmazé puffert adtak a lecitinhez, alaposan
osszekeverték €s centrifugdltak. Ezt kovetden, a vizes fazishoz kloroformot adtak és a mintat
ismételten centrifugéltdk. A felso fazishoz glikogént kevertek, majd a DNS-t 2-propanollal
kicsaptdk. A megszaritott pelletet steril desztilldlt vizben feloldottdk és gélszliréssel
tisztitottak.

HERMAN et al. (2003) kereskedelmi forgalombdél beszerezhetd Dneasy™ Plant Tissue kit
folyékony nitrogénnel torténd kombindldsdval sikeresen izoldltak DNS-t kakaé massz4bdl,
lecitinbdl, sz6jababbdl, nyers mogyordbdl, kész mogyords és mogyord mentes csokoladébdl.
Vizsgélataik a csokolddéban nyomokban eléfordulé mogyoré detektdldsara irdnyultak.
VODRET et al. (2007) 45 Olaszorszdgban vésdarolt élelmiszermintat vizsgaltak kvalitativ és
real-time kvantitativ PCR technikdval, mely vizsgédlatok soran harom kiilonboz6 DNS
izoldlasi médszert hasonlitottak 6ssze. A DNS izoldldshoz CTAB mddszert, PrepMan Ultra
kereskedelmi kittet és egy AbiPrism 6100-as nukleinsav tisztité berendezést hasznaltak. Az
eredményeik arrdl tantskodnak, hogy mindharom izolalasi modszer alkalmas DNS izolélésra,
de a harom izoldldsi modszer kvantitativ méréseinek eredményeit 0sszehasonlitva eltérések
tapasztalhatok olaj, lecitin és feldolgozott termékek esetében (pl. péksiitemények).

GRYSON et al. (2004a) 5 kiillonb6z6 DNS extrakcios modszert hasonlitottak 6ssze csokoladé,
keksz, ndpolyi és csokis keksz mintdkbdl torténd széja DNS kimutatdsdra. A vizsgdlataik
soran ,,DNA Stool Mini Kittet”, ,,Nucleon PhytoPure Kittet”, Wizard Magnetic DNA
Purification System for Food Kittet”, Genespin DNA Isolation Kittet” és a CTAB mddszert
tesztelték. Az eredmények alapjan a CTAB mddszer bizonyult a legjobbnak, bar ez a médszer
joval iddigényesebb, egy teljes napot is igénybe vehet, szemben a kereskedelmi forgalombdl

vasarolhato kittekkel, melyekkel fél nap alatt izoldlhatunk DNS-t.
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GRYSON et al. (2007) GMO eredetl lecitint (0,6-3%) tartalmazé modell csokoladé mintakat
allitottak eld és vizsgdltak a lektin gén és a GMO kimutathatésagit, valamint a DNS
kivonhatdsagit az egyes mintakbol. Kutatasaik sordn 4 DNS izoldlé modszerrel probaltak
DNS-t izoldlni a mintdkbdl. A 4 médszer: a Nucleo™ PhytoPure™ kit novényi szévetekre,
CTAB mddszer, PVP mddszer és a Wizard DNS tisztité rendszer. A legjobban miikddo
médszernek a Nucleo™ PhytoPure™ kit bizonyult, ahol az R értékek < 1,46, melyek még
mindig jéval alacsonyabbak, mint az eldirt R=1,7-2. A lektin gén jelenlétét szdja specifikus
primerekkel prébaltdk kimutatni, a GMO kimutatidsra pedig a 35S promoterre, nos
termindtorra és EPSPS génre tervezett primereket haszndltak. Vizsgdlataik sordn
megallapitottdk, hogy a 15,4%-ndl tobb kakad masszét tartalmazé mintdkbdl nem sikeriilt a
lektin gént detektdlni, vagyis a kakad massza jelenléte egy bizonyos mennyiség felett
akaddlyozza a sz6ja DNS sokszorozhatdsagét, kimutathatésdgat. A 35S promoter jelenlétét a
csokolddé mintdkban szintén a Nucleon™ PhytoPure™ kittel kinyert DNS oldatokbdl sikeriilt
detektdlni. Az RR szdja specifikus kimutatds eredménye minden esetben negativ volt.
Vizsgdlataik sordn azt is megallapitottak, hogy ha nagyobb mennyiségii az izoldlashoz bemért
mintdnk mennyisége, abban nagyobb a PCR inhibitorok és a DNS extrakcids inhibitorok
mennyisége is.

CHEN et al. (2005) 8 kiilonboz6 feldolgozasi 1épés (darélés, f6zés /100°C, 15 perc/, alvasztés
/10% CaSQd/, préselés /16 kg/cm2 nyomds alatt, 60°C, 20-30perc/, keverés, homogenizalas,
porlasztva széritas /160°C belépd és 80°C kilépd homérséklet/) hatasit vizsgéltak lektin gén
és az EPSPS gén vdltozasdra. A 2,5% RR szdjababot tartalmazé kiinduldsi anyagbdl
szOjatejet, szdja fehérje izoldtumot és egy Un. ,bean curd” fantdzianevii sz6jabdl késziilt
desszertet allitottak eld. A vizsgdlatok soran kiillonb6zé méretii lektin (1883 bp, 869 bp, 407
bp, 162 bp) és EPSPS (1512, bp, 807 bp, 408 bp, 190 bp) specifikus primereket hasznaltak,
melyekkel azt probaltak bizonyitani, hogy a feldolgozasi technikdk sordn milyen mértékben
fragmentdlédik a DNS. Eredményi alapjan elmondhatd, hogy szinte mindegyik feldolgozasi
technoldgia hatdssal volt a DNS toredezettségére, de a hatdsfoka eltérd volt. A daralt
mintdkbdl 800 bp nagysédgu lektin gén sikeriilt amplifikédlni, mig az EPSPS gén esetében csak
400 bp volt detektdlhat. A legjelentdsebb degradiacié a porlasztva szdritdsndl adédott, ahol
csak a 162 bp (lektin gén) és 190 bp (EPSPS gén) nagysdgi fragmentumot sikeriilt kimutatni.

FERRARI et al. (2007) kutatdsaikat sordn RR sz6ja kvalitativ vizsgalatat tiizték ki kiilonbozo
kereskedelmi forgalomban kaphat6 sz6jababbdl, szdja tejporbdl, zsirtalanitott szgjalisztbdl €s
szOja italokbol. Vizsgédlataik sordn a CTAB modszer harom kiilonbozo valtozatat
hasonlitottdk Ossze. A tisztasdg tekinetétben a legjobb eredményeket (R= 1,6-1,9) az a

moddszer adta, ahol a mintdkat CTAB pufferrel és proteindz K enzimmel emésztettek.
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Az emésztés utdn elsé 1€pésben, fenol/kloroform/izoamil-alkohollal (25:24:1) tisztitottdk a
DNS-t, majd a tovdbbi két 1épcsoben kloroform €és izoamil-alkoholt (24:1) hasznéltak a
tisztitdsahoz. A DNS-t natrium-acetéttal és 100%-os etanollal csaptédk ki két 1épcsOben. Abban
az esetben is j6 mindségti DNS-t kaptak (R=1,6-2,2), amikor a 3 1épéses kloroformos tisztitast
2-propanolos DNS kicsapatds kovette. A GMO tartalom nested-PCR-rel torténd kimutatdsa
sordn ez utobbi mddszer bizonyult a legérzékenyebbnek (0,01-0,001% GMO kimutatds nyers
szGjababbdl).

DEBODE et al. (2007) négyféle fizikai kezelést alkalmaztak a célbdl, hogy vizsgaljdk van-e
hatdsa a kezeléseknek a GMO mennyiségi meghatdrozdsara. Kutatdsaik sordn RR szdja
referencia sorbdl izolalt tiszta DNS extraktumot kezeltek, (a matrix hatds kikiiszobolése
céljabol)  mikrohulldmmal, kundukciés melegitéssel, ultrahangos kezeléssel és
autokldvozassal. Az eredményeik alapjan elmondhatd, hogy a hipotézis, miszerint az
élelmiszerek feldolgozadsa hasonl6 ardnyud degradaciét okoz mind a transzgén (konstrukcié-,
vagy ,.esemény” specifikus) mind az endogén célszekvencia esetében, igaznak bizonyult.
Kutatésaik sordn megallapitottak, hogy a fizikai kezelések hatdsdra a transzgén és az endogén
célszekvencia C; értéke szignifikdnsan és viszonylag egyenlé mértékben ndtt, ami igy egy
4llandé AC, értéket eredményezett. Igy elmondhatd, hogy az alkalmazott fizikai kezeléseknek
a relativ GMO tartalomra nem volt hatdsuk. A kisérletek tervezésénél fontos szempont volt,
hogy a kivalasztott transzgén és endogén szekvencidkra tervezett primerek hozzdvetdleg

ugyanakkora méretli fragmentumot sokszoroztak.

2.3.3. A haromfazisi megoszlas médszere

Jelenleg 3 DNS-izoldlasi médszer (Wizard, CTAB, moddositott CTAB) az, amely széles
korben elfogadott GM szdja, kukorica valamint szdrmazékaik, pl. lecitin, szdjaolaj, illetve a
beldliik késziilt élelmiszerek esetében (VAN DEN EEDE et al. 2000). Egy DNS kivonasi
modszernél a DNS mindsége és hozama mellett nagyon fontos a moddszer idd- és
koltségigénye, ezért mindig torekedni kell minél egyszeriibb, gyorsabb és alacsony koltséggel
miikodé DNS izolalasi technikdk fejlesztésére, tovabbfejlesztésére. Egy ilyen igéretes DNS

extrakcids technika a haromfézisi megoszlas médszere (HFM).
A HFM eredeti formdjdban egy olyan fehérjeizoldlé6 médszer, amely egyesiti az ammodnium-

szulfat kis6z6 hatdsit és a szerves olddszer tercier butanol kicsapé hatdsét

szobahOmeérsékleten.
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Az erds kicsap6 szerek jelenlétében (20-80% relativ telitésti ammonium-szulfat és 30-50%
(v/v) tercier butanol) a vizes fazisbol kivalo fehérjék a hatarfeliiletre jutnak, ahol egy
harmadik fizisnak nevezett réteget képeznek. Igy egy fehérjében gazdag kozépsd réteg
kiiloniil el a két folyadék fazis kozott. A HFM sordn az apoldros komponensek (pigmentek,
lipidek, bizonyos enziminhibitorok), a felsd, mig a poléris komponensek (pl. cukor) az alsé
fazisban dusulnak (KISS et al. 1998). A fehérjekivalas mértékét tobb faktor befolydsolja, igy
a sO koncentracidja, a fehérje koncentracid, a szerves-vizes fazisok térfogataranya, a vizes
fazis pH-ja, a fehérjék 6sszetétele, molekulatomege, hidroféb jellege, izoelektromos pontja, és
a homérséklet. A HFM nagyon gyors, hatékony és gazdasagos 1€pés, f6 alkalmazasi teriilete a
nyers enzimkészitményekbOl torténd enzimtisztitds, amelynek kiilonbozd véltozatait
publikaltdk (ODEGAARD et al. 1984, PIKE and DENNISON 1989, SZAMOS and
HOSCHKE 1992, SZAMOS and KISS 1995, DENNISON and LOVRIEN 1997). Ujabban
egyéb alkalmazdsair6l is beszamoltak, példaul szodjalisztbdl torténd olaj kinyerésérol
(KANSAL et al. 2006).

SZAMOS et al. (1998) foglalkoztak eldszor a hdromfizisi megoszldssal, mint egy lehetséges
DNS kivondsi mdédszerrel, buzaliszt mintdkbdl. A DNS izolél4s alapja az a megfigyelés volt,
hogy nagy relativ ammoénium-szulfat telitésti oldatb6l a nukleinsav a hatéarfeliiletre jut. A
kinyert DNS oldatok tisztasdga (R értéke), 1,4 és1,7 kozé esett. Az igy kapott DNS oldatokat
tovabb tisztitottdk Wizard DNS tisztité rendszerrel és alkalmaztik tovdbbi PCR-es
vizsgalatokra.

JANOSI and SZAMOS (2001) 5 histermékbdl izoldlt DNS oldatot hasonlitottak ssze a DNS
tisztasagat €s koncentricidjit figyelembe véve. A mintdkbol Wizard és HFM moddszerrel
tortént a DNS kinyerése. A kétlépcs6s HFM moddszerrel 3 minta esetében kaptak megfeleld
mennyiségli és mindségli DNS-t, melyet tovabbi PCR-es vizsgédlatokhoz jol alkalmaztak. A

folyamat részleteit a tovabbiakban nem vizsgaltak.

2.3.4. DEAE-cellul6z ioncserés kromatografia

A kromatografids technikdkat eredetileg éllati szovetekbdl, mikrobakbdl és novényekbdl
torténd fehérje izoldlasra alkalmaztdk, de napjainkban, a biotechnolégidban egyre szélesebb
korben haszndljak rekombindns fehérjék, peptidek, szénhidratok és nukleinsavak kinyerésére.
A kromatografids technikdk koziill az ioncserés kromatografia jol alkalmazhaté DNS
izolalasra. Az egyik leggyakrabban hasznalt anioncseréld a DEAE-celluléz (Dietil-Amino-
Etil-cellul6z), ahol a szélak feliiletén elhelyezkedd dietil-amino-etil-csoportok anioncseréld

tulajdonsagot kolcsonoznek a cellul6znak.
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LEVISON et al. (1998) DEAE-Magarose magnesezett agar6z gyongyokon alapuld ioncserés
kromatogréfiat alkalmaztak Escherichia coli plazmid és genomidlis DNS izoldldsara. A
modszert sikeresen alkalmaztidk emberi vérbdl torténd DNS izoldldsdra is. Kordbbi
vizsgdlataik sordn 70 kiilonb6zé ioncserélét teszteltek, mely eredménye szerint a
kereskedelembdl szarmaz6 fehérje izoldlé ioncseréloknek kiilonbozo a teljesitménye. Az
eredményekbdl elképzelhetonek tartottdk, hogy a nukleinsavak is kiillonb6zd mértékben
kotédnek az anioncserélokre. Az egyik legjobb toltés slirtiséggel rendelkezd anioncseréld a
DEAE celluléz, mellyel a s6 koncentracioétdl fiiggéen (0,1 M-1,6 M) fehérjét, RNS-t illetve
DNS-t izoldlhatunk (BECKER et al. 1996).

2.4. GMO felmérések kereskedelmi forgalombol szarmazo

élelmiszermintak esetében

Az EU jelenleg érvényben 1év6 1830/2003-as EK rendelete értelmében minden olyan
élelmiszeripari terméket, amely 0,9% vagy anndl tobb GM 0sszetevot tartalmaz GMO
élelmiszernek mindsiil és jeloléskoteles. A fogyasztok érdekeinek védelmében a vildgon
szinte mindenhol fontosnak tartjdk tesztelni, hogy van-e lehetdségiik a fogyasztoknak
vélasztani a GMO-t tartalmazé €s nem tartalmazoé élelmiszerek kozott. Ezért kiilonbozé GMO
kimutatdsra alkalmas analitikai médszereket kell fejleszteni és adaptalni.

SHIRAI et al. (1998) Japanban viasdrolt széjabab mintdkat vizsgaltak a GMO tartalom
tekintetében. A tobbnyire észak-Amerikdb6l importdlt szdjabab 1,1%-dban taléltak
génmodositasra utald szekvencidkat (35S prométer és/vagy nos terminator).
VOLLENHOFER et al (1999) Ausztridban vasarolt feldolgozott élelmiszereket monitoroztak
az altaluk kidolgozott PCR modszerrel és a pozitiv mintakat kvantitativ PCR-el is vizsgaltak.
Bar a cikkben nem taldltam arra utaldst, hogy mennyi volt a vizsgalt mintdk darabszdma, az
jOl lathat6, hogy 17 mintdban taldltak GMO tartalomra utalé szekvencidkat (pl: sonka, szdja
ital, nugat krém, sz6jas spagetti, szdjaliszt, csirke falatok). A vizsgalt mintdkbol kettd
esetében igen magas GMO tartalmat mutattak ki (10% bandnos diétds instant por és 15%
csokoladés diétas instant por).

EL SANHOTY et al. (2002) egyiptomi élelmiszerpiacrdl szarmazoé élelmiszereket vizsgaltak.
Kutatasaik sordn 40 élelmiszermintdbol 8 (20%) esetében bizonyitottdk a transzgén szdja
jelenlétét. A vizsgélt mintdk 15%-a tartalmazott Bt176 GM kukoricét és 12,5% volt pozitiv a
Btl1-es GM kukoricara.

30



ORABY et al. (2005) szintén Egyiptombdl, Kairé teriiletérél szarmazé élelmiszermintdkat
vizsgéltak, mely eredményeképpen 24 mintdbél 3 mintdnal bizonyitottdk a CaMV 35S
promoter jelenlétét, de mindhdrom minta negativnak bizonyult a nos termindtor vizsgalata
soran.

ROTT et al. (2004) 39 élelmiszermintat vizsgaltak, mely mintdk kanadai élelmiszer-
aruhdzakbdl szarmaztak. Kutatdsaik sordn kvalitativ és kvantitativ PCR mddszerrel kivantak
kideriteni, hogy a vizsgdlt mintdk tartalmaznak-e GM 0Osszetevét €s ha igen, hany
szazalékban. A vizsgélt mintdk foleg vegetaridanus ételek, kekszek, sz6jabab és liszt minték,
fiszerek, leves porok, bébiételek és italok voltak. A 39 vizsgélt mintabdl 28-ban taldltak RR
sz@jatartalomra utal6 jeleket kvalitativ PCR-el. A vizsgdlt mintdk GMO tartalma 0,03 és 87%
kozotti tartomédnyban véltozott.

LAU et al. (2004) kinai élelmiszerpiacrél szarmazoé élelmiszereket vizsgaltak kvalitativ PCR-
el és a vizsgalt 31 minta koziil (sz6jabab, szdjaliszt, sz6ja tej, levespor, levesbetét, virsli) 20
mintdban taldltak RR sz6ja tartalomra utal jeleket.

CARDARELLI et al. (2005) 89 Brazilidban vasarolt élelmiszerminta (pl. szdjatejpor mintak,
kekszek, tésztafélék, virsli mintdk, szdéja italok, konzerv levesmintdk, nyers szdjabab és
levespor mintdk) GMO tartalmat vizsgéltdk. A 89 mintdbol 66 esetében sikeriilt kimutatni a
sz0ja jelenlétét lektin specifikus primerek segitségével. A szgjat tartalmaz6 66 mintat tovabb
vizsgéltdk 35S promoter €s nos termindtor jelenlétének bizonyitdsa érdekében. A mintakbol
16 esetben azonositottdk a fent emlitett két genetikailag fontos elem egyiittes jelenlétét.
Tovabbi 6 mintdban a 35S prométert azonositottdk, de a nos termindtort nem. A mintakrdl
CaMV specifikus primerek segitségével bizonyitottdk, hogy karfiol mozaikvirussal voltak
fertdzottek. A 16 pozitiv mintdban az RR szdja jelenlétét transzgén specifikus PCR
segitségével is bizonyitottdk. Az egyszeri PCR érzékenysége 0,1%-nak addédott a 35S
promoter, a nos terminétor és az EPSPS gén esetében.

GERMINI et al. (2005) Olaszorszdgban vasarolt termékeket teszteltek az altaluk kidolgozott
multiplex PCR rendszerrel. A mdédszer alkalmas az RR sz6ja, MON 810, Bt 176, Btl1 és GA
21 GM kukoricdk egyiittes kimutatasara. 40 élelmiszermintat vizsgaltak, melyek foleg keksz
mintdk, szdja és kukorica mintdk, szdéja italok voltak. A vizsgdlt termékek 17,8%-andl
bizonyitottdk a transzgén jelenlétét. A kvantitativ mérések szerint egyetlenegy minta GMO
tartalma sem haladta meg az EU jogszabaly dltal eldirt 0,9%-ot. Erdemes megemliteni, hogy
két GM pozitiv minta csomagoldsan ,,GMO mentes” feliratot talaltak.

GREINER et al. (2005) 100-100, szgjat tartalmazé élelmiszert vizsgélt 2000 és 2001-ben a
Brazil élelmiszerpiacon. 2000-ben a vizsgélt mintdk 13%-a, 2001-ben 21%-a tartalmazott RR

sz0jat.

31



A 2000-es felmérés szerint a pozitiv mintdk koziil 2 minta tartalmazott RR széjat 1% alatt, 3
minta volt 1-4% kozott, 4 minta 4-10% kozott €s 4 minta 10% RR szdjatartalom felett. A
2001-es adatok szerint 3 minta 1% alatt tartalmazott RR szgjat, 5 minta 1-4% kozott, 6 minta
4-10% kozott és a maradék 7 minta tobb mint 10%-ban tartalmazta a GM szdjat.

SIERADZKI et al. (2006) Lengyelorszagban végeztek felmérést, arra vonatkozdan, hogy a
takarmdny alap- és segédanyagai tartalmaznak-e GM szdjét vagy kukoricat és ha igen, milyen
mértékben. 87 mintat vizsgaltak, melyek koziil 53 (61%) bizonyult pozitivnak. Az 53
mintdbdl 50 esetben RR szojatartalmat detektdltak és 3 esetben GM kukoricat (MONS10 és
T25). Az 53 GMO tartalmd mintdb6l 46 minta 0,9% {fol6tt tartalmazott génmoddositott
Osszetevot.

ABDULLAH et al. (2006) 85 Malajzidban vésdrolt élelmiszert (sz6jabab, szdjaliszt, tofu,
HLtempe” ,.fucuk”, melyek tradiciondlis maldj élelmiszerek) teszteltek é€s vizsgaltdk a 35S
promoter, nos terminator és az EPSPS gén jelenlétét. A 85 vizsgalt mintabdl 80 tartalmazott
szojat (lektin gént) és 18 esetben sikeriilt kimutatni mindharom genetikai elem jelenlétét,
vagyis a sz@jat tartalmaz6 mintdk 22,5%-a tartalmazott GMO 0sszetevot.

VODRET et al. (2007) 45 Olaszorszdgban vasarolt sz6ja tartalmu €lelmiszermintat (széjate;j,
lecitin, szdjaliszt, jégkrém, ndpolyi, keksz) vizsgdltak kvalitativ és real-time kvantitativ PCR
technikdval. A vizsgalt 45 mintabdl 12 esetben tudtdk kimutatni kvalitativ PCR technikdval a
35S prométer jelenlétét. A 12 pozitiv mintdt kvantitativ PCR technikdval is vizsgaltik. A
mérések alapjan mindegyik minta GMO tartalma 0,9% alatt adédott.

BROD et al. (2007) 37 Brazilidban vasarolt szdja tartalmd mintdkat vizsgéltak nested-PCR
rendszerrel. A 37 vizsgalt mintdbol 19 tartalmazott RR széjat (szdja tejpor 25/15, szdjaliszt
6/4), vagyis a vizsgalt mintak 51%-a.

BROD and ARISI (2007b) 62 élelmiszermintat (texturdlt szdjafehérje, szdja tejpor)
vizsgaltak, mely élelmiszerek Brazilidbol szarmaztak. A vizsgdlt szdjatartalmi mintdk koziil
40 minta tartalmazott RR sz6jat. Osszesen 2 minta tartalmazott 1% feletti GMO-t.

ZHOU et al. (2007) RR szdja monitorozasat tlizték ki célul szdjabab mintdkbdl Kindban. A
660 vizsgalt szdjabab minta koziil 60 minta tartalmazta az RR szdjara jellemzé CP4-EPSPS
gént (9%).

A husiparban jelentés mennyiségben haszndlnak kiilonb6zd szdja készitményeket,
szOjafehérje koncentratumot €s izoldtumot fehérje potloként, allomanyjavitoként, viz és
zsirmegkotd  képességéért, mégis igen kevés azon vizsgdlatok szdma, amelyek a

hustermékekbdl torténé GMO kimutatassal foglalkoznak.
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BROD and ARISI (2007a) elsOként hataroztdk meg ekkora mintaszdm mellett a
kereskedelembdl szarmazd huskészitményekbdl (mortadella mintak, hot-dog és hamburger
hismintdk, f6tt sonka mintdk) és a hisgyartas sordn alkalmazott, tobbnyire sz6jat tartalmazé
adalékanyagokbdl (fliszerek, széja fehérje és szdja fehérje izolatum, iz fokozok) torténd RR
szdja jelenlétét. Kutatdsaik sordn 40 Brazilidbdl szarmazé mintat vizsgédltak nested-PCR
rendszerrel a GMO jelenlétének tesztelése céljabol. Eredményeik szerint a vizsgdlt 40
mintdbol 33 minta tartalmazott széjat, melybdl 18 esetben bizonyitottdk az RR szdja

jelenlétét. A modszer érzékenysége ebben az esetben 0,1%-os volt.

2.5. DNS tilélése a tapcsatornaban és onnan mas szervekbe valo

bejutasanak kockazata

A genetikailag médositott szervezetek kibocsidtdsa és forgalmazdsa engedélyhez kotott. Az
engedélyezési eljards sordn tobbek kozott vizsgdlni kell az 4j tulajdonsag kialakitdsat
eredményezd vektor konstrukcidk allati, emberi szervezetbe torténd bejutdsdnak kockazatat,
valamint az emészt0 csatorndban 1évo transzgén fehérje és DNS stabilitdsat (KUIPER et al.
2002).

Szamos biotechnolégus szerint a tapldlékban eléfordulé legtobb fehérje és DNS a
tapcsatorndban hamar alkoté elemeire bomlik. PUSZTAI and BARDOCZ (2004) szerint, ha
ez igaz lenne, akkor viszont nem lenne értelme a DNS-en alapulé gydgyszereknek,

vakcinaknak és a virusos bélfert6zésektol sem kellene tartanunk

2.5.1. A 35S promoter és esetleges veszélyei

A genetikailag moédositott novények esetében a beépitett idegen gén mukodését az tn.
promoéter régié hatdrozza meg. Segitségével szabdlyozni lehet, hogy a GM ndvényben a
transzgén a novény élete sordn mikor, mely szovetben és szervben irédjon at. A fajok kozotti
atirast lehetévé tevo, elsé generdcids konstitutiv prométerek (példaul karfiol mozaikvirus)
hatdsara a tervezett génexpresszié mindenhol és allandéan megnyilvanulhat. Az dGjabb GM
novények esetében azonban a vektor konstrukcié mdr szerv- €s szovetspecifikus promotert is
tartalmazhat, valamint a harmadik generdciés GM novényeknél a gén iddbeli kifejezédése is
megval6sithatd (BANATI and GELENCSER 2007). Napjainkban az engedélyezett GM
novények egyik leggyakrabban haszndlt prométere a karfiol mozaikvirusbdl szarmazé 35S
promoter, melyet az RR szdja génkonstrukcid is tartalmaz és melynek biztonsdgossaga
néhany kutatd szerint vitatott.
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A caulimovirusok a kettés szdli DNS-virusok egyediili képvisel6i, tipustagjuk a karfiol
mozaikvirus (cauliflower mosaic caulimovirus). Kiilonlegessége, hogy nukleinsav-
Ujratermelése a reverz transzkriptdz (RNS-t0]l fiiggd DNS-polimerdz) enzim milkddésén
alapul. E replikdciés méd az dllat- €s humdnpatogén retrovirusokra jellemzd, ezért is
haszndljdk a caulimovirusokra a pararetrovirus elnevezést. A genomja egy 8 kbp méreti
kettds szélu cirkularis DNS, mely harom helyen szakad meg. Két f6 mRNS szintézis torténik
(19S és 35S) az egyik szalrdl, és a genom hat nyitott leolvasasi keretet tartalmaz (ORF).

A mozaikvirussal fertdzott kereszteseket (karfiolt, kdposztat, brokkolit stb.) évszdzadok oGta
fogyasztja a népesség, de probléma nem addédott még ezzel kapcsolatban. Nem okozott
fokozott génmiikodést, és nem keletkeztek 1j virusok sem (HO et al. 2000b). Azonban mikor
a virus ily médon bejut a szervezetiinkbe, annak a genetikai anyaga a virus fehérjetokjaba van
burkolva, és ez az, ami meghatdrozza a virus specifitdsat. A specifitds az evolicié soran
alakult ki dgy, hogy a karfiol mozaikvirus tokja csak a kdposztaféléket betegiti meg. Igy ha
karfiol mozaikvirussal fert6zott novényeket esziink, a virus véltozatlanul megy at a
szervezetiinkon. A kutatdk véleménye eltérd abban az dlldspontban, hogy mi torténik, ha a
virus viruskopeny nélkiil jut be a szervezetiinkbe, mint ahogy az, példaul az RR széjaban
talalhat6 expresszids vektorban van (PUSZTAI and BARDOCZ 2004).

Ez 1ddig nem taldltak tudomdnyos bizonyitékot a viruskopenyt nem expresszald virus
promoterek egészségkarositd hatasara. Egyes adatok szerint a megvasdrolt karfiol és karalabé
10%-a fert6zott karfiol mozaikvirussal. A novény minden egyes sejtjében 100.000 képidban
van jelen a teljes virus DNS. Ezzel szemben a transzformédns novények sejtjeiben 1-5
példanyban taldlhat6 a 343 nukleotidnyi DNS-darab. Mindez azt jelenti, hogy 100.000-szer
tobb virus- és promoéterszekvencidt fogyasztanak az emberek, mint amennyi a transzformans
novényekben megtaldlhaté. (COCKBURN 2002). Erdemes megemliteni, hogy a CaMV35S
promoétert hordozé transzformansokkal végzett etetési kisérletek nem mutattak kéros
elvaltozast csirkében, halakban, szarvasmarhédban és patkdnyban (HAMMOND et al. 1996).

A promoéter rendszerint gén specifikus, de egyes kutatok szerint a promodter a transzgént
befogadd sejt genomjdban mads ,alvd” géneket is bekapcsolhat. Ez olyan fehérjék
szintézis€hez vezethet, amelyek hatdsdt nem lehet el6re kiszamitani. Tovdbbd a sejt
genomjaban taldlhatdé nyugvé virusokat is aktivalhatjdk, vagy Uuj, rekombinédns virusok
kifejlddéséhez vezethetnek. Ha a genetikai mddositds eredményeképpen 1) novényi virusok
jonnek létre, akkor annak a lehetdségét sem zarhatjuk ki, hogy ezek az érintett novényben

jarvanyokat okozzanak (PUSZTAI and BARDOCZ 2004).
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HO et al. (1999) szerint a virdlis promdterekkel szemben felmeriilt az a gyant, hogy egyes
gének fokozott miikodését eredményezik a transzformalt novényben, és igy kozvetve
daganatos megbetegedések kialakuldsdban lehet szerepiik. Transzgénikus rizs lokuszanak
vizsgalata sordn kideriilt, hogy a karfiol mozaikvirus prométer a DNS-ben tn. rekombinécids
"forr6 pontokat" hozhat 1étre, igy egyes gének, DNS részek, esetleg az egész kromoszoma
instabilla vilhat. A DNS fragmental6dhat, egyes gének poziciéja megvaltozhat tgy, hogy
azok még mdas kromoszomdkra is dtkeriilhetnek. A CaMV 35S prométer néha még maés
kromoszoman 1€v0, azaz més genetikai egységen taldlhaté géneket is bekapcsolhat. Tobb
kutatds szerint a karfiol mozaikvirus csak novényi sejtekben mukodik, sokak szerint viszont
ez a promoter allati sejtekben (Xenopus oocytes — karmos béka petesejt) is aktiv (HO et al.
2000a). A promoter aktivitdsat bizonyitottdk baktériumokban (Escherichia coli, Yersinia
enterocolotica, Agrobacterium rhizogenes), gombdkban (Schizosaccharomyces pombe) és
emberi rdkos sejtvonalakban (STEINBRECHER 2002).

MYHRE et al. (2006) vizsgaltak, hogy vajon aktiv-e a 35S promoéter emlds sejtekben.
Kisérleteik sordn expresszids vektort készitettek, ahol a 35S promotert illesztették két riporter
gént kddold szakaszok elé (szentjadnosbogar luciferdz gén és GFP /green fluorescent protein/
gén) ¢és transzfekcids kisérleteket végeztek in vitro human Caco-2 sejtvonalakban. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a 35S prométer képes volt a riporter géneket expresszalni, bar
a fehérje expresszids szint mérsékeltebb volt, mint a human cytomegalovirus promoterrel
végzett kisérletek soran.

HO et al. (2000a) szerint fontos megemliteni, hogy a karfiol mozaikvirus nagyfoku
hasonlésagot mutat az 4llati hepadnavirusokkal, ahova a hepatitis-B-virus is sorolhatd és a
HIV-virussal. Bar a hasonlésag a CaMV és a hepatitis B virus kozott még nem elegendd a
rekombindci6 létrejottéhez, mivel egyes kutatdsok szerint a rekombindcios ciklusuk jelentdsen
eltér egymadstdl €s nincs szekvencia hasonlosdg a CaMV 35S prométer €s a hepatitis B

replikdcidjdban szerepet jatszo ,.forré pontjuk™ (hotspot) kozott.

Az emberi DNS-nek csak kb. 1,5 %-at azonositottdk génként, a tobbit felesleges, avagy
szemét (junk) DNS-nek hivjdk. A feleslegesnek gondolt DNS darabokrdl kideriilt, hogy nagy
résziik nyugvo virus, vagy virusmaradék. Valdszinii, hogy ezeknek a vitalis DNS-daraboknak
a kémiai szerkezete sériilt, €¢s normalis koriilmények kozott legtobbjiik elvesztette az djra-
aktivdlédds képességét. Azonban eléfordulhat, hogy némelyikiik djra bekapcsolhaté. Igy a
genetikailag modositott kukoricdban, szdjdban €s a tobbi novényben ez a prométer

eldsegitheti, hogy a virusgén horizontélis géndtvitellel dtkeriilhessen egyik fajbdl a masikba.
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Ha az ember genetikailag mddositott novényt tartalmazé élelmiszert fogyaszt, akkor
fenndllhat annak a veszélye, hogy a taplalékban 1évd karfiol mozaikvirus promoéter a
bélhamsejtekben hozzdkapcsolddhat az egyik nyugvd virus DNS-€hez és azt aktivalhatja
(PUSZTAI and BARDOCZ 2004).

EWEN and PUSZTAI (1999) szerint a bélhamsejtekben a karfiol mozaikvirus promoter
nemcsak a virusokat kédold, hanem a sejtben jelenlevd mas géneket is aktivdlhat. A GM
burgonyat tartalmazo tdpon tartott patkdnyok gyomor- és bélfaldnak szovettani vizsgalatakor
kideriilt, hogy a CaMV és a genetikai modositdsban haszndlt mds DNS darabok hatisara a
hamsejtekben felgyorsul a sejtosztdédas. Vizsgalataikbdl azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a
transzgének a bélben nem szabdlyozhaté novekedést valthatnak ki, ami végiil is vastagbélrak

kifejlodéséhez vezethet.

2.5.2. Horizontalis génatvitel idegen DNS atjutasa a bélfalon és

integralodasa a szervezetbe

Horizontélis génatvitelrdl akkor besz€liink, amikor a gének egyik fajb6l a masikba keriilnek.
Kevés kisérletet végeztek annak vizsgélatara, hogy a kompetens baktériumok felvehetik-e a
transzgént. Emellett igen fontos a DNS bélcsatorndba és més szervekbe valamint izomba
torténd atkeriilésének vizsgélata is, sajnos az erre vonatkozé irodalmak szdma sem til sok. A
legtobb esetben GM kukoricaval torténd etetési kisérleteket folytattak és igen csekély az RR
szOjaval végzett vizsgédlatok szdma. Mindossze néhany tobbgenericids, hosszutava etetési
kisérletrdl olvashatunk az irodalomban, e vizsgilatok szdmat mindenképpen fontos lenne

novelni.

Mikrobakkal végzett kisérletek eredményei: MERCER et al. (1999) az egyik szdjban €16
baktérium faj egyedeit Osszekeverték egy rekombindns plazmid 520 bp hosszisagu
részletével. Megfigyelésiik szerint a baktérium rovid idon beliil transzformalédott. PUSZTAI
and BARDOCZ (2004) szerint ez egyben azt is jelentheti, hogy a genetikailag mddositott
novényekbdl az antibiotikum rezisztenciat hordozé markergén étkezéskor atkeriilhet a szajban
€s az emésztdcsatorndban €10 baktériumokba. Ezekbdl a kisérletekbdl az kovetkezhet, hogy a
virus-promoter és esetleg mas hozzacsatolt DNS darabok is atkeriilhetnek a GM-n6vénybdl a

bélhamsejtekbe és a vérbe.
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Laborallatok bevonasaval végzett kisérletek eredményei: DOERFLER et al. (1995)
kisérleteik sordn egéretetési kisérletben bizonyitottdk, hogy az élelmiszerrel bejuté idegen
DNS nem teljesen bomlik le az emésztOrendszeren keresztiil, hanem (M13mp 18 ds DNS)
atmenetileg tulél az dllatok bélrendszerében (kimutathatd volt a székletbdl, bar csak erdsen
fragmentalt formdban). Az idegen DNS darabokat 2-8 éraval az etetés utdn a vérbdl is sikertilt
kimutatni. Eredményeikbdl kideriilt, hogy a vérben 1év0 idegen DNS majdnem kizardlag a
periférian keringé fehérvérsejtek sejtmag és citoplazma frakcidjaval kapcsolodik Ossze.
SCHUBBERT et al. (1997) vizsgdlataikban probéltdk kideriteni, hogy a vér altal szallitott
M13mp18 DNS integralédhat-e az dllatok barmely szervében 1évo sejtek kromoszémadival. Az
M13mp18 fag DNS fragmentumok jelenlétét igazoltak a vékony és a vastag bélben (oszlopos
hamsejtekben), a vakbélben, a mdjban, a 1épben és a székletben.

Az eredményeik alapjan arra kovetkeztettek, hogy az idegen DNS 4&tjutdsa a bélfalon,
valamint a bélrendszer nydlkahartydja alatt taldlhaté Peyer-plakkokon keresztiil torténik a
periféridn keringd fehérvérsejtekbe €s a kiilonb6zd szervekbe. Kisérleteikkel bizonyitotték,
hogy az idegen DNS kovalens kotést kialakitva kapcsolodhat az egér DNS-ével (M13mp18
DNS 70%-o0s homolégiat mutatott az egér IgE receptor génjével). A vizsgdlatok legnagyobb
részét PCR és FISH (fluoreszcens in situ hibridizaciés) moddszerrel végezték. Tovabbi
kutatasaik is aldtdmasztottdk az idegen DNS detektédldsat tobb szervben, sot kisérleteik szerint
az idegen DNS a méhlepényen is atjuthat. A kutatasok soran az idegen DNS részt kimutattak
a magzatok kiilonbozd szerveibdl és az ujsziilott dllatokbdl is (SCHUBBERT et al. 1998).
Kisérletek sordn az idegen DNS felszivddott a bélbdl és a vér-agy gaton at bekeriilt a magzati
agyba, bar ennek a megfigyelésnek a jelentdsége vitatott (THOMSON 2001).

WILCKS et al. (2004) kisérleteik sordn tobbek kozott plazmid DNS tulélését vizsgaltik in
vivo patkdnymodell segitségével. A plazmid DNS-t 5 6raval az etetés utén is sikeriilt izoldlni a
bélbbl szarmazd mintakbdl. A mintakbdl izolalt DNS-t transzformaltak Escherichia coli-ba,
ahol a vizsgélatok szerint a plazmid még bioldgiailag aktiv volt. Az eredmények alapjdn a
kutatok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a DNS tuilélhet a bélrendszerben és igy a
bélbaktériumok felvehetik azt.

ZHU et al. (2004) kutatdsaik sordn Roundup Ready széjat tartalmazoé tdppal (30%, 60% és
90%) végeztek etetési kisérletet patkdnyokkal. A 13 héten at tartd etetési kisérlet sordn
figyelték, hogy a CP4-EPSPS gén DNS fragmentumét (145 bp), illetve a szdjabab lektin
génjét kodold fragmentumdt (405 bp) sikeriil-e detektdlni az izomszovetbol. A PCR-es
vizsgalatok alapjan megéllapitottdk, hogy a két vizsgalt fragmentum egyetlenegy mintdbdl

sem volt kimutathato.
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EL-SANHOTY et al. (2006) GM burgonyaval végeztek patkanyetetési kisérletet, mely soran
csak a novényi DNS jelenlétét igazoltdk egyes szervekben (mdj, vese, 1ép) és az izomban. A
GM specifikus primerekkel végzett PCR-es vizsgélatok negativnak bizonyultak.

A novényi DNS jelenléte magyardzhaté azzal, hogy a novényi (kloroplaszt) genom jelenléte
relativ magas (100 kopia/sejt) kopiaszdmban van jelen a transzgénhez (1-2 kdpia/sejt) képest.
A béltraktus kiilonbozd szakaszain (gyomor, nyombél, éhbél, csipdbél, vakbél, végbél) a GM

DNS jelenlétét ezzel szemben igazoltdk, még 24 d6raval a tdpelvonds utén is.

GMO tappal etetett haszonallatok bevonasaval végzett Kkisérletek eredményei:
KHUMNIRDPETCH et al. (2001) GMO sz6jat tartalmazé tdppal végeztek brojler
csirkeetetési kisérletet 7 héten keresztiil. 1. 3. 5. és 7. héten vettek mintakat a hisbél, a borbadl,
a majbdl és a nyombélbdl és real-time PCR mddszerrel vizsgéltdk, hogy kimutathaté-e az
idegen DNS szekvencia a szervekbdl. A vizsgélat sordn az 6sszes minta negativ volt.

TONY et al. (2003) 35 napon at tart6 brojler csirkeetetési kisérletet végeztek Bt 176 kukorica
hibridet (NX 6262 — Bt 176) tartalmazé tdppal. Mintét vettek a vérbdl, izombdl, majbol,
vesébol, 1épbodl, szivizombdl, a csecsemOmirigybdl, valamint vizsgdltdk a béltraktus
kiilonboz6 régidit. Eredményeikbdl megéllapithatd, hogy a bélrendszerben nem degradalodik
teljes mértékben a DNS és a novényi DNS kis fragmentuma (199 bp) atjut a bélhamsejteken a
vérbe, néhdny szervbe és a szovetekbe, mely 24 6raval a tdpldlék elvondsa utdn mar nem
kimutathat6. Ugyanakkor a Bt gén nem volt detektdlhaté egyetlenegy vizsgdlt szervbdl,
szovetbdl illetve a vérmintakbol sem.

ROSSI et al. (2005) brojler csirkeetetési kisérletet végeztek Bt kukoricdval. Vizsgéltak tobbek
kozott a cryl A(b) gén, a zein gén kimutathatésdgat a béltartalombdl, a begybdl, a zizabdl, az
€hbélbol, a vakbélbol és a vérbdl. Eredményeik szerint a takarmanybdl szarmazé DNS
fokozatosan degraddlédik a tdpcsatorndban. A crylA(b) gén egy 1800 bp méretii
fragmentumat néhany esetben a begybdl és a ziiz4dbol sikeriilt kimutatni.

AESCHBACHER et al. (2005) 60% Bt 176-os kukoricaval kevert tappal etettek brojler
csirkéket és tojo tyukokat 39 napon keresztiil. A 1ényegi egyenértékiiségen kiviil vizsgaltdk,
hogy kimutathaté-e a béltraktusbdl (begy, zizégyomor, vékonybél, vakbél), szervekbdl (m4j,
1ép), hisbol, vérbdl, vizeletbdl, tojasbol az idegen génrészlet. A PCR-es vizsgdlatokhoz, a
baromfi és invertdz specifikus primereken kiviil Bt gén specifikus primereket hasznaltak. A
rekombinans novényi DNS fragmentumat egyediill a begybdl sikeriilt kimutatni néhany

esetben, a tobbi minta negativ volt.

38



FLACHOWSKY et al. (2005) hosszt tavu, 10 (10*12 hét) generécids etetési kisérletet végzett
fiirjekkel. A tdp Bt kukoricat tartalmazott. Az eredmények szerint a transzgén DNS
fragmentuma (211 bp) kimutathat6 volt a gyomorbdl és a béltraktusbdl, mig az izomszdvet, a
mdj, a vese, a 1ép, a sziv és a tojasok negativnak bizonyultak.

DUGGAN et al. (2000) vizsgaltdk, hogy a kér6dzok gyomriaban a GM-tapbdl a transzgén
atkeriilhet-e a bend6ébaktériumokba. Ugy taldltak, hogy a bendSben a transzgén gyorsan
lebomlik. PUSZTAI and BARDOCZ (2004) szerint ez a rovid id6 is elég lehet arra, hogy a
bendd-baktériumok felvegyék a transzgént, azaz bekoOvetkezzen a génatvitel, bar jelen
publikécidban feltevésiiket kisérleti eredményekkel nem tdmasztottak ala.

EINSPANIER et al. (2001) Bt kukoricit tartalmazé téppal etettek szarvasmarhdkat és
csirkéket, annak érdekében, hogy vizsgdljdk, kimutathaté-e kiillonbozd szervekbdl,
szovetekbdl (izom, mdj, 1€p, vese). Vizsgélataikat PCR technikdval végezték, mely sordn egy
esetben sem sikeriilt a Bt-gén fragmentumat detektdlni (189 bp). Rovid kukorica
kloroplasztisz gén részletet néhdny esetben detektaltak. Ezeket az eredményeket egy USA
altal koordinalt kisérletsorozatban is megerdsitették, vagyis a Bt toxint kodold gént, vagy
génrészletet nem sikeriilt allati szovetekbdl, tejbdl és tojasbol PCR technika segitségével
kimutatni (AUMAITRE et al. 2002). Ezt timasztottdk ala POMS et al. (2003) eredményei is,
mely sordn bizonyitottdk, hogy bar a kukorica invertdz gén és a szdja lektin gén jelenléte
igazolhat6, de a génmoddositott 8sszetevokre a vizsgalt tejmintdk negativak voltak.

AULRICH et al. (2002) szarvasmarha- €s csirkeetetési kisérleteket hajtottak végre Bt
kukoricat tartalmazé tdppal. Vizsgdlataik sordn bizonyitottdk, hogy transzgén DNS
fragmentumok nem mutathaték ki sem a masodlagos allati termékekbdl (tojés, hus, tej) sem a
kiilonboz6 szovetekbdl (izom, mdj, 1ép, vese).

PHIPPS et al. (2002) kutatdsaik sordn szarvasmarhdkat etettek génmoddositott (RR) szoéjat
tartalmazé tappal €s vizsgaltdk, hogy a CP4-EPSPS gén kimutathat6-e a tejbdl. Az etetési
kisérlet 12 hétig végezték és a 3. 4. és a 12. héten vettek mintdkat a transzgén jelenlétének
vagy hidnyanak vizsgélatdra. Az eredmények szerint a vizsgalt mintdkbdl egyetlenegy esetben
sem sikeriilt PCR mddszerrel kimutatni a fent emlitett gén jelenlétét. A tap 26,1% szojalisztet
tartalmazott szdrazanyagra vonatkoztatva. PHIPPS et al. (2003) etetési kisérleteit folytatva,
GM sz6jat és kukoricat tartalmazoé tdppal végzett szarvasmarha etetési kisérleteket, mely
sordn vizsgalta tobbek kozott a CP4-EPSPS és crylA(b) gén jelenlétét a bendOben, a
nyombélben, a tejben, a vérben és a székletben. Eredményeik szerint a transzgén jelenlétét a
bendd szilard fazisdbol és a nyombélbdl lehetett kimutatni. A széklet minden esetben negativ
volt, mely azt jelenti, hogy a DNS a bélrendszerben degradalodott. A vizsgalt tej €s vérmintak

mindegyike szintén negativ volt.
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TRABALZA-MARINUCCI et al. (2008) 3 éves hosszutavu etetési kisérleteket végzett 53
anyajuhhal és utddaikkal. A kisérletben haszndlt tdp Bt 176-os kukoricét tartalmazott. Szamos
vizsgélatot végeztek, melyek kozott szerepelt a transzgén DNS kimutatdsanak vizsgalata
mdjbol, 1épbdl, hasnydlmirigybdl, €hbélbol, vérbol, bendd folyadékbol és a bendd
baktériumflordjabol (vizsgélva ezzel a horizontdlis géntranszfer lehet0ségét). Az eredmények
alapjdn az Osszes minta negativnak bizonyult, vagyis a transzgén jelenléte nem volt
kimutathat6 a vizsgalt mintakbdl.

REUTER and AULRICH (2003) Bt kukoricit tartalmazé tidppal végeztek sertésetetési
kisérleteket, mely sordn a végbélbdl sikeriilt kimutatni a transzgén DNS fragmentumat,
szemben a szervekbdl, vérbdl és szovetekbdl, mely mintdk negativak voltak.

CHOWDHURY et al. (2003b) StarLink CBH351 GM kukoricat tartalmazo6 tappal végeztek
sertésetetési kisérleteket és kimutattdk a cry9C gént a vakbél és a végbél tartalmdbodl. Ezzel a
kisérlettel bizonyitottdk, hogy a DNS nem bomlik le teljesen a béltraktusban. CHOWDHURY
et al. (2003a) tovabbi etetési kisérletekkel végeztek eredményeik aldtdmasztdsara. A 28 napon
at tartd sertésetetési kisérlet sordn 60% Bt 11 GM kukoricdt tartalmazé tappal etettek
sertéseket, majd mintat vettek az allatok vérébol és a bélrendszer kiillonbozd szakaszaibdl
szarmaz6 béltartalombdl. Vizsgaltdk a DNS degradaciéjat, mely kisérletek sordn a cryl A(b)
gén 110 bp és 437 bp nagysdgi fragmentumat mutattdk ki a béltraktus kiilénb6zo
szakaszaibdl a végbél tartalmat is beleértve. A vérmintdk a cryl A(b) génre nézve minden
esetben negativok voltak. A béltraktusban és a végbél tartalomban crylA(b) fehérjét is
detektaltak.

JENNINGS et al. (2003b) szintén sertésetetési kisérleteket végzett kiilonb6z0 %-ban RR
sz0jat tartalmazo6 tappal. A vizsgélat sordn a novekedés kiilonbozd fazisaibdl vettek mintakat
az izombdl (bélszin) és vizsgéltdk a CP4-EPSPS gént kodold régié egy 272 bp hosszu
fragmentumédnak és a lektin génnek a jelenlétét (198 bp). A vizsgalt mintdk mindkét
fragmentumra negativak voltak a Southern blot-tal kombinalt PCR-es vizsgélatok soran.
Ugyanebben az évben publikdltak csirkeetetési kisérleteiket is, mely 60% GM kukoricat
tartalmazé tappal tortént (MONS10). A vizsgalatok sordn 42 nap utdn mintat vettek a csirkék
mellizmébdl és vizsgaltdk a cryl A(b) gén (213 bp) jelenlétét. A mintdk mindegyike negativ
volt (JENNINGS et al. 2003a).

MAZZA et al. (2005) 35 napos GM (MONS810) kukoricdt tartalmazé tappal végeztek
sertésetetési kisérlet. A cryl A(b) gén rovid fragmentumat mutattdk ki vérbol, majbol, 1€pbdl,

vesébol. Az intakt cryl A(b) gént egyetlenegy esetben sem detektaltak.

40



TUDISCO et al. (2006) génmodositott széjaval végeztek nyuletetési kisérletet, ahol a
vizsgélatok sordn nézték az idegen gén dtkeriilését a szervekbe (novényi DNS, lektin gén, 35S
promoter). A ndvényi DNS jelenlétét tobb szervbdl is kimutattdk, viszont a mintdkbol nem
sikeriilt a lektin gént és a 35S promoétert detektdlni. Kovetkezd évben publikalt kisérleteik
soran kecske anyadllatokat etettek RR széjat tartalmazé tdppal. A vizsgdlatok Iényege azt
volt, hogy a borjak szoptatdsa és nevelése alatt atkeriilhet-e az idegen gén a kiilonbdzo
szervekbe. Vizsgaltdk a novényi DNS, a lektin gén és az idegen gén atjutasat (CP4-EPSPS,
35S promoéter). A novényi DNS és a lektin gén jelenlétét tobb mintdbdl sikeriilt kimutatni.
Példaként, a novényi DNS jelenléte a mdjban a mintdk 91,6%-4ban, a lektin gén jelenléte a
mintdk 36,4%-aban kimutathat6 volt. A 35S prométer és az CP4-EPSPS gén jelenlétét
igazoltdk a majban (50% és 16,6%), a vesében (80% és 40%), az izomban (40% és 60%), a
1épben (25% és 25%), a szivben (25% és 75%) és a vérben (75% és 25%). Az eredmények
alapjan arra kovetkeztettek a szerzok, hogy a szoptatds sordn, a tejen keresztiil is megtorténhet
a géntranszfer (TUDISCO et al. 2007).

SANDEN et al. (2004) lazacetetési kisérletet hajtott végre GM szo6jat tartalmazoé tappal, annak
érdekében, hogy vizsgalja az idegen DNS talélését (EPSPS gén /120 bp/, 35S prométer /195
bp/, lektin gén 180 bp /) a béltraktusban. A vizsgdlatok sordn a 120 bp nagysdgu
fragmentumot sikeriilt detektdlni a gyomorbdl, és a bélcsatorna kiilonb6zd szakaszaibol. A
kisérlet folytatasaként GM élelmiszerbdl szarmaz6 idegen DNS felvételét vizsgaltak in vivo és
ex vivo lazacetetési kisérlettel. Kisérleteik sordn a bélrendszer egyes részleteit vizsgaltdk in
situ hibridizasiés (ISH) és PCR technikdval. Az ISH technikdval tortént a felvett idegen DNS
helyének a meghatdrozasa, az eredményeket pedig PCR technikdval igazoltdk. A vizsgédlatok
sordn a 35S promoter és a novényi DNS kapcsolddasi részre tervezett primerekkel dolgoztak
(211 és 305 bp). Az idegen DNS-t sikeriilt kimutatni a kozépbél kotdszoveti rétegébdl illetve
a sejtek vakuolum rendszerébdl is. Kisérleteikbdl az is kideriilt, hogy intenziv stressz hatdséara
a lazac bélrendszerének makromolekula felvevo hatdsa megvaltozhat (SANDEN et al. 2007).
NIELSEN et al. (2005) PCR mddszerrel tobb kiilonbdzd hosszisdgi GM fragmentumot
szintetizaltak és hozzdkeverték a lisztté 6rolt tiphoz viz segitségével. fgy a tipok mindegyike
atlagosan 1x10'' képidt tartalmazott adott GM DNS-bél. A vizsgdlatokat lazacetetési
kisérletben végezték, mely sordn a fent emlitett 6rolt GM DNS-t tartalmazé tapbdl 0,5 ml-t
intubdltak (adagoltak fecskenddvel) az dllatokba 1, 2, 4, 8, 16, 32 és 64 6rds idépontokban. A
kisérletek sordn a mdjbol, vesébdl és a vérbol sikeriilt detektdlni a 81 bp, 84 bp és 151 bp
hosszisagu szakaszt. A legtobb esetben a 8. 6rdban mérték a legnagyobb koncentracidban a
kiilonbozd idegen DNS-ek kopiaszamdt. Tovdbbi kutatdsaik sordn intravéndsan a vérbe

fecskendeztek meghatdrozott képiaszamban (1x10'®) GM DNS-t tartalmazé oldatot.
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Eredményeik szerint 0,5 és 1 6raval az intravénds adagolds utdn a vérben és minden vizsgalt
szervben detektaltdk az idegen DNS-t a mdjbol, a vesébdl, a hisbdl és az ivarmirigyekbdl is.
Néhany szovetmintandl 24 6raval az injektdlds utan is kaptak pozitiv eredményeket. A PCR-
es vizsgdlatok sordn RR sz6ja, 35S prométer és cryl gén specifikus primereket hasznaltak.
Eredményeik azt mutatjak, hogy a DNS felszivédhat a vérben, mely képes elszallitani azt a

kiilonb6z06 szervekbe, izomba (NIELSEN et al. 2006).

In vitro sejtvonalon és in vivo human kisérletek ereményei: MARTIN-ORUE et al. (2002)
RR sz6ja és Bt kukorica degradacidjat vizsgaltdk humén gyomor és vékonybél szimuldcidval.
A megfeleld in vitro koriilményeket teremtve, kutatdsaik sordn azt taldltdk, hogy a GM
élelmiszerbdl szdrmaz6 transzgén tulélhet mind a gyomorban, mind a vékonybélben
koriilbeliil 4 6ra hosszdig. Kutatasok szerint a gyomorban nem taldlhat6 DN4az I enzim, igy a
DNS degradéciéért az alacsony pH a felelds. A vékonybélben a novényi sejtek lizdlnak és a
DNS kiszabadul a sejtekbdl. Ex vivo kisérletek szerint a legnagyobb mértékli DNS
degradaciot a bélrendszer felsd szakaszdban, a nyombélben €s az €hbélben figyeltek meg, ami
valGsziniileg a magas pankredz enzim aktivitdsnak koszonhetd. Igy a bélrendszer alsGbb
régidjaban alacsonyabb mértékili a degradacié (WILCKS et al. 2004).

NETHERWOOD et al. (2004) tanulmanyaik sordn az EPSPS gén tilélését vizsgéltdk a
newcastle-i egyetemen humén kisérletekkel. Vizsgalataik sordn hét olyan beteggel végeztek
kisérletet, akiknek a vastagbelét valamilyen megbetegedés miatt kioperdltdk. Ezekben az
emberekben a vékonybél végét a hasfalon at kivezették, igy a taplalék megemésztetlen része
(a béltartalom) a bélfalhoz erdsitett cserélhetd taroloban gyllt Ossze. A hét betegnek egyszeri
alkalommal genetikailag mddositott sz9jabol késziilt hamburgert és shake-et adtak és nézték,
hogy milyen mértékben bomlott le a bélrendszeriikben a transzgén DNS. Bar kiilonbozo
mennyiségben, de minden egyes beteg béltartalmdbodl ki lehetett mutatni a GM-szdja
transzgén szekvencidjiat. A bélflora tenyésztési vizsgdlatai sordn néhany mintdbdl tobb
generdcion keresztiil is kimutathaté volt a szdja transzgénje. A kisérlet masik felében
egészséges emberekkel etették ugyanazt a GM-sz4jabdl késziilt ételt, de a székletbél mar nem
tudtak a transzgént kimutatni, igy valészintileg a transzgén a vastagbélben elbomlott.

Mivel a fent emlitett cikkekbdl kitlinik, hogy az adatok igen ellentmonddsosak, igy sziikség
lenne hosszu tavy, tobb generdcids etetési kisérletekre, melyek kiterjednek a bélcsatornaban
torténd DNS degradéacié vizsgdlatdra, a szervekbe, izomba torténd atkeriilés lehetdségének
vizsgalatdra, az allatok fejlodésének (Ossz tomeg, szervsily) illetve szovetek mikroszképos

vizsgélatéra.
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3. CELKITUZESEK

A kiilonboz6 gazdasagilag jelentds gént tartalmazé genetikailag médositott novények jelentds
fejlddésen mentek keresztiil az elmult években. Az elsoként kifejlesztett, termesztett és
élelmiszeriparban felhasznélt FlavrSavr paradicsomot szdimos GM novény kovette. Az els6
generdcios GM-novények koziil az RR szdja a legjelentdsebb, melyet 2004-ben méar tobb mint
40 millié ha-on termesztettek. Felhaszndljdk a legtobb allat takarmdnyozdsara, emellett
€lelmiszeripari alkalmazdsa is szdmottevd. Mivel a GM novények a természetben ilyen
formaban el0 nem fordulé vektor konstrukcidkat tartalmaznak, ezek emberi-, allati
szervezetre gyakorolt hatdsa teljes mértékben még nem ismert, igy a fogyasztok egy része
kétségekkel fogadja termesztésiiket és élelmiszeripari alkalmazasukat.

A fogyasztéi érdekeket figyelembe véve az Eurdpai Unié rendeletekkel szabalyozza a
genetikailag modositott termények, szervezetek kibocsatdsat, forgalmazdsat, nyomon
kovetését €s jelolését. A rendelet betartdsdnak érdekében szamos deklaralt GMO kimutatasi
modszert fejlesztettek ki, tobbek kozott a Joint Research Center (JRC) referencia modszerét
(VAN DEN EEDE et al. 2000), amelyre vizsgélataim nagy részét épitettem. A modszer
kidolgozasdhoz tobbnyire takarmdnyokat, gabonaipari nyers- és alapanyagokat (szdjabab és
liszt), valamint néhdny készterméket (keksz, bébitdpszer) haszndltak. Viszonylag kevés
irodalmi adat all rendelkezésre a kiilonboz6 élelmiszer-technoldgiai eljarasoknak, fizikai,
kémiai hatdsoknak Kkitett, dsszetett élelmiszer-matrixokbdl (hudsipari és édesipari termékek)
torténd GMO kimutatasra.

A fentieck mellett nagyon fontos a GMO-k élelmiszerbiztonsigra gyakorolt hatdsanak

vizsgalata, mivel az erre vonatkozé szakirodalmak szdma is igen csekély.
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Ezek alapjan dolgozatomban az aldbbiak vizsgalatat tliztem ki célul:

Kiilonboz6 technolégiai fazisokbdl szarmazd, féliizemi koriilmények kozott eldallitott GM
szdjat tartalmaz6é modell hustermékek vizsgédlata egyszeri PCR moddszerrel, vizsgdlva
ezzel az egyes fizikai hatdsokra bekovetkezé6 DNS degradaciét, valamint azt, hogy a
degradaci6 befolyésolja-e kimutathatosagot,

A JRC dltal javasolt DNS izolédl4dsi mdédszerek adaptélésa, tesztelése és tovabbfejlesztése
kiilonbozo feldolgozottsagu élelmiszer-matrixokbol torténd DNS izoldlasara. Koltség
hatékony haromfazisi megoszlason alapulé (HFM) DNS kivondsi mddszer
tovabbfejlesztése, optimalizdldsa valamint DNS izoldldsi technika kidolgozasa
kereskedelmi forgalombdl szdrmaz6, DNS extrakcié szempontjabdl kritikus kakad
tartalmu (csokolddé, csokolddé tartalmu ndpolyi) mintdkra,

az EU dltal eloirt 0,9%-os jelolési kotelezettség betartdsanak vizsgdlata kereskedelmi
forgalombdl szarmaz6 élelmiszerek kvalitativ és kvantitativ GM tesztelésével,

Roundup Ready szdja expresszids vektorjdban megtaldlhaté karfiol mozaikvirus 35S
promoéter tdpcsatornabdl torténd kimutathatosdga és a szervezetbe torténd bejutdsanak
vizsgalata 4llatetetési kisérletekkel, a JRC d4ltal javasolt GMO kimutatdsi moddszer

hasznalatdval és adaptalasaval.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Vizsgalati anyagok, eloallitasuk és mintavételezés

4.1.1. Roundup Ready szdja kimutatasanak vizsgalata élelmiszermintakbol

4.1.1.1. Féliizemi koriilmények kozott eloallitott modell hismintak

A vizsgalati mintakat a Hajdd BET RT, debreceni és mez6kovécshazi iizemében dllitottak elf.
A hismintdk pulykahtst tartalmaztak és a termékeket 0,5%; 1%; 1,5%; és 2%-ban Roundup
Ready szdjaliszttel keverték, melyekbdl a kovetkezd termékeket allitottdk eld (a mintdk

pontos Osszetétele gyartasi titok).

Baromfi parizsi
A nyers, formdazott termékeket fiistolo-f6zdszekrényben hokezelték, megfelelé paraméterek
mellett. F6zés: 80°C-on 70 perc, hontartds: 72°C-on, 20 perc. A hdkezelt termék hiitése hideg
vizes zuhany alatti el6hités utdn hiitGalagitban tortént 10°C alatti maghémérsékletre. A GMO
vizsgalat sordn két ponton tortént a termékbdl mintavételezés:

® nyers, formdzott parizsi mintak,

e hdkezelt parizsi mintak.

Baromfi vagdalt
A panirozott termékek eldsiitése forré napraforgé étolajban 180°C-on 40 madsodpercig, az
utdsiitése pedig forrd levegds siitdben 185°C-on 5 percig, 82°C maghdmérsékletig tortént. A
gyorsfagyasztast FRIGOSCANDIA egyedi spirédl-fagyasztoban végezték -38°C-on, 70 percig
-18°C maghdmérsékletig. A panirozott vagdalthds eldéllitdsa sordn a termékbdl 6t ponton
tortént mintavételezés:

® nyers, formdzott vagdalthis mintak,

® panirozott vagdalthis minték,

® olajban eldsiitott vagdalthis mintak,

e glzzel készre siitott vagdalthis mintak,

e fagyaszott vagdalthis mintak.

A formézott nyers masszabdl kiilonbozé konyhatechnikai eljardsokkal is készitettek mintékat.

Mindhéarom esetben a fagyasztott dllapotd vagdalt hisbdl indultak ki.
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Az elso eljards sordn Zanussi 1égkeveréses siitovel a vagdaltakat 225°C-on siitotték 15 percig
89-90°C maghdmérsékletig. A masodik kezelés mikrohullamu siitdvel tortént 500 watt
teljesitményen 6 percig, 78-80,5°C maghOmérsékletig. A harmadik esetben De Longhi
kontakt grillsiitdben a vagdaltakat két oldalon, kozepes siitési fokozaton 5 percig hokezelték

76-82°C maghdmérsékletig.

Pulyka majkonzerv iizemi gyartasa
A nyers, mdjkrémet tartalmaz6 konzervdobozokat autoklavban 121°C-on 50 percig 115 °C
maghOmérsékletig hokezelték, majd nyomads alatt 25-30°C-os maghdmérsékletig hiitdtték. A
vizsgalat sordn két ponton tortént a termékbdl mintavételezés:

® nyers majkrém mintak,

e sterilezett majkrém mintak.

4.1.1.2. Kereskedelembdl szairmazé mintacsoportok

A GMO vizsgalataim sordan kereskedelembdl szdrmazd élelmiszermintakat is vizsgaltam,

mely az aldbbi mintacsoportokba csoportosithaté:

e Hiuskészitmények: formdban vagy bélben fott, pacolt hisok; aszpikos termékek;
felvagottak; pdarizsi mintdk, virsli mintdk; madjasok; huskonzervek; majkrémek;
gyorsfagyasztott hiskészitmények,

e Bébiételek: tejpép porok, bébiétel konzervek,

¢ Levesbetétek

e Pizzak és makaroni sz6szok

e Kdességek: pudingporok, kekszek, ndpolyik, csokoladék,

e Szoéjatermékek: szojaital, sz6jaszdsz, szdjakocka, szdjagranulatum, szdjacsira, tofu.

A mintdk kiszerelési egységenkénti teljes mennyiségét hdztartdsi kutterben apritottam,
homogeniziltam (4x0,5 perc) szobahdmérsékleten. Az egyes mintdk apritdsa kozott a kuttert
mosoOszeres vizzel majd DNS elimindléval (Qiagene) tisztitottam é&s desztilldlt vizzel
oblitettem. A homogenizdlt mintdb6l 10 g-ot steril centrifugacsébe mértem, majd

felhaszndlasig -18 °C-on taroltam.
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4.1.2. 35S prométer tapcsatornabdl torténé kimutatasa és a szervezetbe
torténo bejutasanak vizsgalata patkanyetetési kisérletben — vizsgalati

mintak

Eldzetesen 5 napig szdjamentes (félszintetikus tdp tojasfehérjével keverve) diétan nevelt
Wistar torzstt him patkdnyokat alkalmaztam a kisérletekhez (5 allat/csoport). Az allatokat
ezutin 10% Osszfehérje tartalmu tdppal etettem, mely fehérjeforrasként szdjalisztet
tartalmazott. A liszt RR sz6ja tartalméat keveréssel allitottam be 0,9%, 2,5% és 50%-ra. A 14
napos etetési kisérlet utdn a tulaltatdsat kovetden az dllatokbdl eltdvolitottam a lépet, majat,
hasnyalmirigyet, vesét, belet, gyomrot, mintit vettem az izombol, és fiziologias séoldattal
mostam a belet és a gyomrot. A mintdkat -18°C-on tdroltam felhasznalasig. A kontroll csoport

GMO mentes széjaval eldallitott tadpot kapott.

4.1.3. 35S promoéter tapcsatornabol torténo kimutatasa és a szervezetbe
torténo bejutasanak vizsgalata csirkeetetési kisérletekben - vizsgalati

mintak

A Master-M Kft. kisvardai baromfifeldolgozé tizemében tortént az etetési kisérlet 2,5%-ban
RR szdjét tartalmazé takarmdnnyal. A kontroll csoport GM mentes sz6jat tartalmazé tapot
kapott. A neveltetés 42 napon keresztiil tortént, mely iddszak sordn hdromszor tortént
tapvaltas. Mintavétel a baromfi neveltetés sordn 5 idOpontban, a kiilonb6z6 etetési fazisokbol
véletlenszerlien tortént. A mintavételi idopontok a kovetkezok voltak:

® betelepitett napos csibe

e szuper intenziv eldindité takarmany etetési fazisa

e szuper intenziv indit6 takarmany etetési fazisa

® szuper intenziv neveld takarmdny etetési fazisa

® vigdvonal

Minden mintavételnél az allomanybdl 3 db dllatot vizsgaltam, melyekbdl eltdvolitottam az
izmos gyomor kiilsé és belso részét, a mirigyes gyomrot, a begyet, a belet, a hasnydlmirigyet,
a bélfodri nyirokcsomoét €s a méjat, mintat vettem tovibba a combbdl és a mellhdsbdl. A belet
(5-10 ml a nevelési fazistol fiiggden) fiziol6gids sdoldattal mostam ki. A mintdkat steril

szikével apritottam és -18°C-on taroltam felhasznalasig.
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4.2. Oldatok és reagensek

4.2.1. Oldatok és reagensek a DNS izolalashoz

Promega Wizard kittel torténd DNS izoldlds vegyszerei:

Wizard puffer (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% SDS)
5 M guanidin-hidroklorid oldat (Sigma)

20 mg/ml proteindz-K enzim oldat (Sigma)

80%-o0s 2-propanol (Merck)

TE puffer (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0))

CTAB DNS izoldldsi modszer vegyszerei:

CTAB puffer (50 mM cetil-trimetil amménium-bromid; 100 mM Tris-HCI (pH 8,0),
1,4 M NaCl, 20 mM EDTA)

Kloroform (Reanal)

70%-os etil-alkohol (Merck)

TE puffer

Hdromfdzisu megoszildson alapuld DNS izoldldsi mddszer vegyszerei:

TNE puffer (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% SDS)
5 M guanidin-hidroklorid oldat

20 mg/ml proteindz-K enzim oldat

telitett ammonium-szulfat (Reanal)

100%-o0s 2-propanol (Merck)

70%-o0s etil-alkohol (Merck)

TE puffer

loncserés kromatogrdfidaval torténd DNS izoldlds vegyszerei:

DEAE cellul6z (0,6-0,8 meq/g Reanal)

Start puffer (50 mM (pH 8,0) Trizma, 250 mM NaCl)
Elualé puffer (50 mM (pH 8,0) Trizma, 750 mM NaCl)
Sephadex G25-0s és G50-es gél (Pharmacia)

TE puffer
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4.2.2. Oldatok és reagensek a polimeraz lancreakciohoz

Egvszerti polimerdz ldncreakcio reagensei.

A szo6ja specifikus PCR-es vizsgilatok sordn a REDTaq PCR ReadyMix-et hasznéltam, a

GMO specifikus vizsgalatok sordn (35S, nos) pedig egy joval specifikusabb és érzékenyebb
JumpStart REDTaq PCR Ready Mix-et.

REDTaq PCR ReadyMix (Sigma) (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,,
0,001% zselatin, 0,2 mM dNTP, stabilizalok, 0,75 U Taq DNS polimeraz), primerek, PCR
tiszta steril viz (Sigma)

JumpStart REDTaq PCR ReadyMix (Sigma) (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 2 mM
MgCl,, 0,001% zselatin, 0,2 mM dNTP, festék, stabilizalok, 0,75 U Taq DNS polimeraz,
Jump Start Taq antitestek), primerek, PCR tiszta steril viz

Real-time (valos idejit) polimerdz ldncreakcio reagensei:

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosytems) (0,2 mM dATP, dCTP, dGTP
és 0,4 mM dUTP, 4 mM MgCl,, 1,25 U DNS polimerdz és 0,25 U UNG /Uracil-N-
glikozilaz/), primerek €s probdk (TagMan), PCR tiszta steril viz

4.2.3. Oldatok és reagensek a termékanalizishez

Tris-Bérsav-EDTA elektroforézis puffer (TBE puffer), pH 8,0 10x térzsoldat (108 g Tris
bazis, 55 g bérsav, 40 ml 0,5 M Na,EDTA)

2%-0s agar6z-gél oldat TBE pufferben DNS fragmentum analizishez (1 pg/ml etidium-
bromid desztillalt vizben)

10%-o0s "mini" gél oldat a PCR termékek analiziséhez 1 mm vastag gél kész gélkazettiba
(Invitrogen) ontve (1,65 ml akrilamid-biszakrilamid (29:1) oldat, 0,5 ml TBE puffer (10x
torzsoldat), 2,85 ml desztillalt viz, 4 ul TEMED, 40 pul 10%-0s ammonium-perszulfat
oldat)

Gélfestd oldat SYBR Green I (Sigma)

DNS Baézispar hossz standard (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 2000, 3000 bp - Sigma)

DNS Bézispar hossz standard (125, 564, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416, 23130 bp -

Fermentas)
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4.3. Vizsgalati modszerek

GMO vizsgalataim sordn a Joint Research Center (Ispra) dltal javasolt médszert hasznaltam.
A vizsgalat els6 1épése a megfeleld mennyiségli és mindségli DNS izoldldsa a mintdbol. A
masodik 1épésben egy kontroll PCR reakciéval megdllapithatd, hogy a minta PCR tiszta-e,
vagyis tartalmaz-e lancreakci6 inhibitorokat. A harmadik 1épésben két specifikus reakcio
segitségével eldonthetd, hogy a minta tartalmaz-e a GM elddllitds sordn alkalmazott
szabdlyoz6 DNS szekvencidkat (35S promotert €s/vagy nos termindtort). A specifikus
reakciok termékének tovdbbi vizsgdlatdval donthetd el, hogy a vart terméket kaptuk-e (VAN
DEN EEDE et al. 2000).

4.3.1. DNS izolalas

A modell hismintak és a kereskedelmi mintak esetében Wizard, Amicon ultrasziirovel
kombindlt Wizard (50 bp vagéasi hatarérték), proteindz-K enzimmel kombindlt CTAB,
haromfazisd megoszlason alapulé (HFM) és ioncserés kromatografids médszert hasznédltam.

Mindkét DNS tilélés vizsgalat esetén a DNS izoldlds minden esetben Wizard mddszerrel
tortént. A patkdnyetetési kisérlet sordn a gyomrot 2 ml, a belet 4 ml, csirkeetetési kisérlet
esetében pedig a belet 5-10 ml fiziol6gids séoldattal mostam ki (nevelési fazistol fiiggden).
Ezen mintdk kevés DNS-t tartalmaztak, igy az izoldlds eldtt Amicon ultraszlird segitségével

(proteinaz K enzimes emésztés utan) koncentraltam.

Wizard mddszer:

¢ 300 mg homogenizdlt mintét steril csébe mértem és ezt kdvetden 860 ul extrakcids puffert
(TNE), 100 pl 5 M-os guanidin hidrokloridot és 40 ul 20 mg/ml proteindz K enzimet
pipettdztam a mintdhoz. Alaposan Osszekevertem €s 3 6ran keresztiil 60°C-on razégépben
inkubaltam.

¢ Inkubdlds utdn a mintat 10 percig 12400 rpm-en centrifugaltam (Eppendorf csovekkel
kompatibilis AB2.14 tipusu szdgrotor, Jouan BR4i centrifuga). Az 500 pl feliiluszo6t
atpipettaztam 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe, majd 1-1 ml Wizard gyantat adtam hozza.

e A keveréket atforgattam, majd minioszlopon fecskendd segitségével dtnyomtam, igy a

DNS-t tartalmazé gyanta az oszlopban 1€vé sziir6n fennmaradt.
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Az oszlopon 1év0 mintdkat 2 ml 80%-os 2-propanollal mostam szintén fecskendd
segitségével, majd a maradék 2-propanolt centrifugdldssal (12400 rpm, 2 perc)
tavolitottam el.

A minioszloprél 50 ul, 70°C-os TE puffer segitségével eludltam a megkotott DNS-t
(12400 rpm, 2 perc).

A DNS-t higitottam (50 ng/ul) és -18°C-on taroltam felhasznaldsig (ZIMMERMANN et
el. 1998).

Amicon ultrasziirovel kombindlt Wizard mddszer:

Kevés DNS-t tartalmazé mintdk esetében alkalmaztam ezt a mddszert (pl.: szdjatej, hig
bébiételek, bélfolyadék). 4 ml mintit emésztettem (3 6ra, 60°C) 2 ml Wizard pufferrel,
500 pul 5 M-os guanidin hidrokloriddal és 100 pl (20 mg/ml) proteindz K enzimmel.
Inkubdélds utan a mintat 10 percig centrifugaltam (12400 rpm).

4 ml feliilisz6t Amicon ultraszlird (Millipore) segitségével (vagasi érték 30000 Dalton =
50 bp duplaszdld DNS) a mintdkat betoményitettem kétszer-haromszor 10 percig (15 ml-
es csovekkel kompatibilis R20 tipusu kilendiild rotor, Jouan BR4i centrifuga) torténd
centrifugdldssal 500 pl-re, majd 1-1 ml Wizard gyantdt adtam és az elozdekben leirt
Wizard médszer szerint folytattam tovdabb a DNS izoldlast. ZIMMERMANN et el.

(1998) médszerére tamaszkodva mddositottam a DNS kivonasi technikat.

Proteindz K enzimmel kombindlt CTAB mddszer:

* 1 g mintit steril 15 ml centrifugacsében 5 ml CTAB pufferrel, 50 pl proteindz K
enzimmel (20 mg/ml) 60°C-on 2 éran at inkubaltam.

e Az oldatot ezutdn 10 percig, 4000 rpm-en centrifugdltam (15 ml-es csovekkel
kompatibilis R20 tipust kilendiil6 rotor, Jouan BR4i centrifuga), majd a felso fazishoz
(3 ml) 60 ul (20 mg/ml) RNaz enzimet adtam €s 60°C-on 5 percig inkubaltam.

e A 3 ml fels6 fazist 1 ml kloroformot tartalmaz6 csObe tettem, majd 30 masodpercig
kevertettem és ezt kovetden 10 percig centrifugdltam (12400 rpm). A fels6 fazis 2 ml-
€¢hez 2 ml 100%-os 2-propanolt adtam és szobahdmérsékleten 30 percig dllni hagytam.

e 10 percig centrifugdltam (12400 rpm; Eppendorf csovekkel kompatibilis AB2.14
tipusu szogrotor, Jouan BR41i centrifuga), majd a feliiliszot eltdvolitottam és a pelletet
200 pl TE pufferben oldottam vissza (60°C, 10 perc inkubéacio).

e Vortex utdn a vissza nem oldddott anyagokat centrifugaldssal tavolitottam el (2 perc,

12400 rpm).
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e A DNS-t higitottam (50 ng/pl) és -18°C-on téroltam felhasznalasig (ZIMMERMANN
et el. 1998).

Hdromfdzisu megoszldson (HFM) alapulé DNS izoldldsi mddszer:

Els6 1épésben az irodalom alapjan (BAILEY and OLLIS 1987) kivalasztott sékat (MgSOs,
KCl, (NH4),SO,4, natrium-citrat) teszteltem 30%-os relativ telitésen. Szerves olddszerként a
tercier butanolt és az izopropanolt vélasztottam. A sOk teszteléséhez modell oldatot
készitettem, mely tartalmazott sz6ja fehérjét (15,5 mg/ml), tiszta csirke vorosvértest DNS
(Reanal) (1 mg/ml) és szdja olajat (3 v/v%). Optimalizadlds utdin ammonium-szulfattal és
izopropanollal dolgoztam tovédbb és 30%, 40%, 50%, 60%-os relativ ammoénium-szulfat

telitésen vizsgaltam a fehérje, illetve a DNS hatarfeliiletre jutdsat.

Az altalam tovabbfejlesztett €s optimalizalt haromfazisi DNS izoldlasi médszer 1€pései:

e 600 mg homogenizélt mintét steril csObe mértem és ezt kovetden 1780 pl extrakcids
puffert (TNE), 200 ul 5 M-os guanidin hidrokloridot és 40 pl proteindz K enzimet (20
mg/ml) pipettdztam a mintdhoz. Alaposan Osszekevertem és 2 6ran keresztiil 60°C-on
inkubaltam.

e Inkubdlds utdn a mintdt 10 percig centrifugdltam (12400 rpm; Eppendorf csovekkel
kompatibilis AB2.14 tipust szdgrotor, Jouan BR4i centrifuga).

e 1-1 ml telitett ammoénium-szulfatot pipettdztam steril csovekbe, melyekre 1 ml-t adtam
a centrifugdlt mintdk feliilisz6jabol (50%-os relativ telités).

e Rovid idejii vortexezés utdn 860 pl 100%-os 2-propanolt adtam a mintdhoz,
Osszeraztam és 2 percig centrifugaltam (4000 rpm).

e 225 ml telitett ammonium-szulfat oldatot mértem steril 15 ml-es centrifuga csovekbe,
majd a centrifugélt mintdk als6 fazisabdl 1,5 ml-t adtam hozza (80%-os relativ telités).

e ROvid vortexezés utan hozzaadtam 1,6 ml 100%-os 2-propanolt, jOl Osszerdztam és 2
percig centrifugéltam (4000 rpm).

e A kozépso fazist atpipettaztam steril Eppendorf csovekbe, majd Gjra centrifugdltam 2
percig (12400 rpm), a maradék viz eltavolitasa céljabol.

* A maradék viz eltdvolitdsa utdn a pelletet 250 ul 70%-os etil alkohollal mostam, a
maradék so és kis molekuldju szerves vegyiiletek eltavolitasa céljabol.

e Centrifugdlds utan (5 perc, 12400 rpm) az etanolt eltavolitottam és a pelletet vakuum

alatt szaritottam
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A csapadékot 200 ul TE pufferben (70°C) oldottam vissza. Az esetlegesen vissza nem
oldédott részt centrifugalassal tavolitottam el (12400 rpm, 1 perc).
A DNS-t higitottam (50 ng/ul) és -18°C-on taroltam felhasznalasig.

DEAE celluloz ioncserés kromatogrdfids modszer:

1,5 g homogenizalt mintét steril 15 ml-es centrifugacsbe mértem és 4 ml extrakcios
puffert (TNE), 500 pl 5 M-os guanidin hidrokloridot és 100 pl (20 mg/ml) proteinaz K
enzimet pipettdztam a mintdhoz. (Egyes mintdkndl, melyek nagyon magukba szivtdk a
nedvességet, dupla annyi puffert adagoltam). A mintdkat alaposan dsszekevertem és 3
oran keresztiil 60°C-on inkubéltam.

A mintdkat lecentrifugdltam (4000 rpm, 5 perc), majd a feliiliszét Sephadex G50
rétegen tiikkrosre sziirtem (KREMMER 1974).

A kapott mintdkat DEAE-cellul6z oszlopra vittem, majd Start pufferrel mostam
(10ml) a nem kotédott komponensektdl vald elvalasztds céljabol (detektalds a 260 nm-
en mért fényelnyelés alapjan).

A tisztitds utan az oszlopon megkotddott DNS-t 3 ml 750 mM-os NaCl tartalma 50
mM-os (pH 8,0) Trizma pufferrel eludltam.

Az oszloprdl lejové DNS oldatot 3 frakcidba gyljtottem (3*1 ml) és a mdsodik
frakciét Sephadex G25 gélen (KREMMER 1974) 4teresztettem sOmentesitettem
céljabol (4 ml gyanta + 1 ml minta).

A mintat sémentesités utdn Amicon ultraszlird segitségével (vagéasi érték 30000
Dalton = 50 bp duplaszald DNS) toményitettem (1000 pl-t 100 pl-re).

A DNS-t higitottam (50 ng/ul) és -18°C-on taroltam felhasznalasig.

A modszert BECKER et al. (1996), LEVISON et al. (1998) és KREMMER (1974)

publikécidi alapjan fejlesztettem.
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4.3.2. A kivont DNS tisztasaganak meghatarozasa

A DNS oldat koncentracidjat és a tisztasdgara jellemzé R értéket spektrofotometrids
analizissel hatdroztam meg a 260 nm és 280 nm-en mért elnyelés hdanyadosa alapjan. A DNS
izolalast a vizsgdlattol fiiggben két illetve harom parhuzamos mintaval végeztem
(ZIMMERMANN et al. 1998). A DNS fragmentumok nagysdganak véltozdsit a modellekben
2%-os agaroz-gélelektroforézissel kovettem nyomon.

Az elektroforézist MANIATIS et al. (1989) szerint hajtottam végre 100 V alland6 fesziiltség
mellett 45 percig, 12 ul DNS oldat/zseb mintamennyiséggel, 1x TBE pufferben LKB Midget
Electrophoresis Unit késziilékkel. A géleket etidium-bromid oldattal (1 pg/ml) festettem és az
eredményeket KODAK EDAS 290 rendszerrel értékeltem ki.

4.3.3. DNS sokszorozas

Kutatdsaim sordn egyszert ill. valés idejii real-time PCR rendszert alkalmaztam. A PCR
modszerhez sziikséges primereket az irodalomban ismertetett szekvencia informécidk alapjan
szintetizaltattam. A primereket kivélasztdsandl figyelembe vettem, hogy az élelmiszerek
eldallitdsa sordn alkalmazott hokezelés és egyéb fizikai véltozdsok a DNS toredezését

okozhatja.

4.3.3.1 Kontroll PCR

Modell és kereskedelembdl szdrmazo élelmiszermintdk vizsgdlata egyszerti PCR modszerrel

A modell hismintdk esetében szdja specifikus lektin gén sokszorozdsdval vizsgdltam az
izolalt DNS inhibitor mentességét. A kereskedelembdl szarmazé élelmiszermintdk esetében
szintén szdja specifikus gént haszndltam a szdja jelenlétének bizonyitdsdra. A szdjalektin
primereivel (GM03/GMO04) a lektingén egy 118 bp hosszisiagu fragmentuma sokszorozhat6
(MEYER et al. 1996).

A szgjat nem tartalmazé kereskedelmi mintdk inhibitor mentességét gerinces déllatokra
specifikus (Scytb1/Scytb2), vagy novény specifikus primerek (B49317/A49855) segitségével
ellendriztem. A gerinces dllatokra specifikus primerpar egy, a citokréom b fehérjét kodolo
mitokodridlis gén 175 bp-os szakaszat sokszorozza (BRANCIARI et al. 2000), a névény
specifkus primerpar pedig a kloroplasztisz DNS trnLL génjének nem kdédold (konzervativ)
régigjat amplifikdlja.
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Ebben az esetben novényenként eltéré bp méreteket kaphatunk, mivel ez gén kevésbé
variabilis, igy onmagaban alkalmas akdr evolicios vizsgalatokra is (TABERLET et al. 1991).

Csokolddé és kakad tartalmu mintdk esetében a PCR tisztasigot ORTOLA-VIDAL et al.
(2007) altal tervezett primer (rbc104f/rbc104r) segitségével ellendriztem. Az adott primerpar
a kloroplasztisz rbcLL gén egy igen konzervativ régidjat sokszorozza, melynek mérete 104 bp.
A mintdbdl izoldlt DNS PCR-rel torténd sokszorozhatésagdnak vizsgalatdval a hamis-negativ

eredmények is elimindlhatok.

35S promdter tdpcsatorndbdl torténd kimutatdsa és a szervezetbe torténd bejutdsdnak

dllatkisérletes vizsgdlata

A vizsgélt szervmintdk PCR tisztasagat mind a csirkeetetési kisérlet, mind a patkanyetetési
kisérlet sordn a gerinces dllatokra specifikus (Scytbl/Scytb2) primerpar segitségével

ellendriztem (BRANCIARI et al. 2000).

A kontroll PCR reakcidk sordn alkalmazott primerek adatait €s a vonatkozé referencidkat a 1.

tdblazatban foglaltam 6ssze.

1. tablazat A kiilonb6z6 kontroll PCR reakcidk sordn alkalmazott primerparok adatai

Primer | Primer

. . Primer szekvencia (5’-3%) Referencia Célgének
szama jele
A49855 | GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC TABERLET Elt.ero bp mérett, n§veny-
1. specifkus kloroplasztisz DNS

et al. (1991)

B49317 | CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG szakasz (trnL gén)

175 bp hosszi gerinces allat-

Seytbl | TATTCCTAG CCATGC ACT ACACA | gRANCIAR | specifikus mitokondridlis DNS

2. Ietal. szakasz

Scytb2 | TAT GAT CCG TAA TAT AGG CCT CG (2000) (citokrom b fehérjét kédold
gén)

rbc104f | GGA GTT CCT ATC GTA ATGC ORTOLA- 104 bp hosszi novény-

3. VIDAL et specifikus kloroplasztisz DNS
rbcl104r | CGG TGG ATG TGA AGA AGT A al. (2007) szakasz (rbcL gén)
GMO03 | GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC 118 bp hosszii sz6ja lektin-

MEYER et - .
4. al. (1996) specifikus sejtmag DNS

szakasz

GM04 | GCC CAT CTG CAAGCCTTT TTG TG
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Minden esetben a sokszorozast 25 pl végtérfogatban, vékonyfali PCR csovekben végeztem el

Perkin Elmer 2400 tipust késziilékben. Negativ kontrollként templdt DNS-t nem tartalmazé

un. blank-et alkalmaztam, pozitiv kontrollként pedig az adott vizsgdlatnak megfelelé hisbdl,

sz0jabol izolalt DNS oldatot haszndltam. A kiilonbozé kontroll PCR reakcidkat az optimélés

elvégzése utdn az 2. tadblazatban lathaté homérséklet profilokkal végeztem.

2. tablazat Az alkalmazott kontroll reakciok hdmérséklet profiljanak és a templat DN'S
mennyiségének adatai

. . . Primer | Reakciéba
Primer | Sokszorozando . Ciklus- p .
. PCR program lefutasa . végkonc. | vitt DNS
Szama szakasz Szam
(unM/reak.) | konc. (ng)
Eltérd bp méretli, |94°C, 3 perc — hot start és 94°C, 1 perc;
novény-specifikus | 55°C, 1 perc; _
1. kloroplasztisz DNS | 72°C, 2 perc; 35 0.5 13
szakasz 72°C, 3 perc
175. bp h(zsszu 94°C, 2 perc — hot start és 92°C, 1 perc;
gerinces allat- 50°C. 1 perc:
2. specifikus o Pere 30 0,25 250
. . 72°C, 1 perc
mitokondridlis 799C. 2 perc
DNS szakasz P
104 bp hosszu 95°C, 15 perc — hot start és 94°C, 15 mp.
novény-specifikus | 50°C, 30 mp.;
3. kloroplasztisz DNS | 72°C, 30 mp. 30 0.1 100
szakasz 72°C, 10 perc
118 bp hosszd sz6ja 2(5)08, :1))8 [Ifrc' — hot start és 95°C, 30 mp.
4, lektin-specifikus o p-; 35 0,25 250
DNS szakasz 72°C, 60 mp.
72°C, 3 perc
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4.3.3.2. GMO specifikus reakciok

Egyszerii PCR

A GMO kimutatds esetemben a beépitett szabalyozéelemek detektdldsan alapul, vagyis mind
a modell és kereskedelmi élelmiszermintdk, mind az 4llatkisérletek esetében a 35S prométer
és/vagy nos termindtor jelenlétét vizsgaltam. A felhasznélt primerparokkal (35S-cf3/35S-cr4)
a 35S promoéterrdl 123 bp méreti, a nos terminatorrél (HA-nos118f/HA-nos118r) pedig 118
bp méretli fragmentum sokszorozhato.

A GMO specifikus egyszeri PCR sordn alkalmazott primerek adatait és a vonatkozé

referencidt a 3. tadbldzatban foglaltam Ossze.

3. tablazat A GMO specifikus PCR reakcidk sordn alkalmazott primerparok adatai

Primer Primer

L . Primer szekvencia (5’-3%) Referencia Célgének
szama jele
35S-cf3 | CCA CGT CTT CAA AGC AAG TGG 123 bp hossz
35S prométer-
5. specifikus DNS
35S-cr4 | TCC TCT CCA AAT GAA ATG AAC TTC C p
LIPP et al. szakasz

HA-nosl18f | GCA TGA CGT TAT TTA TGA GAT GGG (2001 118 bp hosszii
6 nos t'e'rmlnator-
HA-nosl18r | GAC ACC GCG CGC GAT AAT TTA TCC Specslifk‘fs? NS

Minden esetben a sokszorozast 25 pl végtérfogatban, vékonyfali PCR csovekben végeztem el
Perkin Elmer 2400 tipusu késziilékben. Negativ kontrollként templdt DNS-t nem tartalmazé
un. blank-et alkalmaztam, pozitiv kontrollként pedig az RR sz6jdbdl izoldlt DNS oldatot
hasznaltam. A kiillonb6zé GM specifikus PCR reakcidkat az optimélds elvégzése utan a 4.
tablazatban lathat6 hdmérséklet profilokkal végeztem.

A modell husmintdk esetében a ciklusszdm a kiilonboz6 feldolgozottsagi fokd hismintdknal
eltéré volt, igy a baromfi parizsi esetében 28, baromfi vagdalt esetében 30 és a pulyka
méjkonzerv esetében pedig 33. A kereskedelmi mintdk esetében a ciklusszdm minden esetben
35 volt.

A DNS tulélésének vizsgdlata esetében a 35S promoéter kimutatdsa sordn a lancreakcid
homérséklet profilja megegyezik a 4. tabldzatban Osszefoglaltakkal, de a reakcid
érzékenységének novelése céljabol a ciklusszamot 40-re, a bevitt DNS mennyiséget 250 ng-
r6l 500 ng-ra noveltem. Ez a DNS mennyiség még nem gétolja a PCR reakciét (ROSSEN et
al. 1992).
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4. tablazat Az alkalmazott GMO specifikus lancreakciok hdmérséklet profiljanak lefutasa

. Primer vég-
Primer | Sokszorozandé Ciklus- koncentracio | DNS konc.

. PCR program lefutasa
szama szakasz szam (uM/reakcié) (ng/reak)

118 bp hosszi | 94°C, 2 perc - és 94°C, 25 mp.;
nos termindtor- | 64°C, 30 mp.;

5. specifikus DNS | 72°C, 45 mp. 28-40 0.4 250-500
szakasz 72°C, T perc
123 bp hossztii | 94°C, 2 perc - és 94°C, 25 mp.;
6. 35S prométer- | 64°C, 30 mp.; 28-40 0.4 250-500

specifikus DNS | 72°C, 45 mp.
szakasz 72°C, T perc

4.3.4. Termékanalizis

A vizsgélatok sordn a PCR termékeket 10%-os poliakrilamid gélben (150x80x1 mm mini gél)
futtattam. A mintdkbol 10-10 pl-t vittem fel a gélekre. Az elektroforézis 1 6rdn 4t, 200 V
alland6 fesziiltség mellett tortént, LKB Midget Electrophoresis Unit tipusi késziilékkel.
Futtatds utdn a gélt 15 percig SYBR Green 1. festékkel festettem €s a kapott savokat a DNS-
hossziisdg markerrel, valamint pozitiv kontrollként hasznalt mintdra kapott savokkal
hasonlitottam Ossze. Az igy kapott géleket UV transzillumindtor alatt vizsgaltam, majd Kodak
EDAS 290 rendszerrel (EASTMAN KODAK, USA) dokumentaltam és értékeltem ki
(MANIATIS et al. 1989).

4.3.5. Real-time (valos idejii) PCR (Q-PCR)

A kereskedelmi mintdk vizsgélata sordn, abban az esetben, ha az adott minta 35S prométerre
€s/vagy nos termindtorra pozitivnak bizonyult, real-time PCR segitségével meghatdroztam a
GMO tartalmét. A sokszorozdst GeneAmp 5700 tipusu késziilékben (Applied Biosytems), 25
ul végtérfogatban végeztem. A reakcié minden esetben 250 ng templat DNS-t, 0,2 mM dATP,
dCTP, dGTP és 0,4 mM dUTP-t, 4 mM MgCl,-ot, 1,25 U DNS polimerazt és 0,25 U UNG-t
(Uracil-N-gliilozildz) tartalmazott. Ezen kiviil a reakci6 tartalmazott még lektin specifikus és
Roundup Ready event (esemény) specifikus primereket és a probakat (TagMan). A primerek

€s probak adatait az 5. tablazatban foglaltam Gssze.
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A reakcié sordn negativ kontrollként templdt DNS-t nem tartalmazé un. blank-et

alkalmaztam. A mennyiségi meghatarozashoz RR széja standard referencia anyagot (Fluka,
ERM-BF410 - 0%, 0,1%; 0,5%; 1%; 2%, 5%) hasznaltam. A PCR reakcié homérséklet
profilja a kovetkezd volt: 50°C 2 perc (1 ciklus), 94°C 10 perc (1 ciklus), majd 15 mp. 94°C
és 1 perc 60°C (45 ciklus).

5. tablazat A kvantitativ PCR reakcidk soran alkalmazott primerparok adatai

. Vég-
Pf““e.r’ Primer/préba szekvencia (5°-3”) koncentracio Célgének
proba jele P
(nM/reakcio)
GmaxLecF CTT TCT CGC ACC AAT TGA CA 102 bp
0,75 hosszu szdja
GmaxLecR TCA AAC TCA ACA GCG ACG AC lektin-
GmaxLecFT se?ls;l?;ll]()ul\sls
(pr;’/'i;dl;‘;M' CCA CAA ACA CAT GCA GGT TAT CTT GG 0.2 szakasz
jeloléssel)
RRS3JF TAG CAT CTA CAT ATA GCT TC 85 bp hosszi
0,75 RR sz6ja
RRS3JR GAC CAG GCC ATT CGC CTC A e(sjvrgigy
RRS3JFT (préba specifikus, 3’
FAM-TAMRA | ACA AAA CTA TTT GGG ATC GGA GAA GA 0,2 kapcsolodds)

jeloléssel)

DNS szakasz

Referencia: BERDAL and HOLST-JENSEN (2001)
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5. KUTATASI EREDMENYEK

” 2

5.1. Féliizemi koriilmények kozott eléallitott modell hiismintak és
kereskedelmi forgalombol SZArmazo ¢lelmiszer-mintak
vizsgalatanak eredményei

5.1.1. Modell és élelmiszer-mintak DNS izolalasi eredményei

5.1.1.1. Féliizemi modell hismintak DNS izolalasi eredményei

Kutatdsaim sordn, els6 1épésben modell hismintdkat teszteltem egyszeri PCR mddszerrel
annak érdekében, hogy vizsgdljam a kiillonbozd hdkezelés hatdsara bekovetkezd DNS
degradéaciot és ennek hatdsat a GMO kimutatdsra. A GMO kimutatas els6 1épése a megfeleld
mindségli és mennyiségli DNS izoldldsa. Az anyagok és moddszerek 4.1.1.1.1. fejezetben
részletezett vagdalthuds, parizsi és majkrém mintdk apritdsat és homogenizaldsat kovetden
Wizard mddszerrel végeztem el a DNS kinyerését. A kiilonb6zd technoldgiai 1épésekbdl vett
mintdk azonos Osszetételliek voltak és azonos koncentrici6ban tartalmaztak szdjalisztet,
melyen beliil csak az RR szdjaliszt ardnya valtozott (0%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%). A fent
€s szoOrast szdmoltam. Minden minta esetében két parhuzamos DNS izolélast végeztem. A 6.
és 7. tablazat ezen mintdkbol kinyert DNS mennyiségének és tisztasagdnak (R érték)

atlagértékeit tartalmazza.

6. tablazat Vagdalths, parizsi és majkrém modell mintdkbol Wizard médszerrel nyert DNS
oldatok jellemzdi

Wizard tisztitas
Mintak A mintabdl Mnyeﬂ R érték
DNS mennyisége (Assonso)
ng/100 mg

Nyers, formdazott vagdalthus mintdk 6,72+0,99 1,80+0,03
Panirozott vagdalthis mintdk 6,24+1,44 1,77+0,02
Olajban eldsiitott vagdalthis mintak 6,74+1,56 1,77+0,04
GOzzel készre siitott vagdalthis mintdk 5,08+1,08 1,77+0,06
Fagyasztott vagdalthis mintak 4,98+0,90 1,75+0,08
Parizsi mintak hokezelés el6tt 6,32+0,33 1,7620,04
Parizsi mintak hokezelés utan 6,09+0,91 1,75%0,05
Mijkrém minték sterilezés elott 20,87+1,60 1,81+0,02
Mijkrém minték sterilezés utdn 29,57+3,30 1,82+0,02
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A tablazatbdl kitlinik, hogy a m4jkrémekbdl joval nagyobb mennyiségli DNS-t sikeriilt
izoldlni. Ennek oka valdsziniileg az, hogy a mdjban jéval nagyobb a DNS koncentracié mint
az izomszovetben, a mdjban végbemend igen erds anyagcsere folyamatok és eltérd
szovetszerkezet miatt. A vagdalthis és pdrizsi mintdk hasonlé eredményt mutattak a
kinyerhetd DNS mennyiségét illetben. A vagdalthus mintdk kiilonboz6 technoldgiai 1€pések
soran vett mintdi sem kiillonboztek egymastol 1ényegesen. Mindezek oka az is lehet, hogy a
Wizard gyanta DNS megkotd képessége is limitalt, a kisérletek alapjan els6sorban a minta

Osszetétele befolyasolja a megkotddd mennyiséget.

7. tablazat Kiilonbo6z6 siitési eljarasokkal elkészitett vagdalthis modell mintakbdl Wizard
modszerrel nyert DNS oldatok eredményei

Wizard tisztitas
Mintak A mint4bél k.inyert R érték
DNS mennyisége (Assonso)
ung/100 mg
Vagdalthds mintdk kontakt grillsiitével siitve 5,13+0,69 1,83+0,06
Vagdalthds mintdk mikrohulldmu siit6vel siitve 6,28+0,52 1,84+0,03
Vagdalthds mintdk 1égkeveréses siitdvel siitve 7,81+1,04 1,85+0,04

A DNS izoldlas eredményei alapjdn - megallapithatd, hogy mindegyik hudsminta esetén az
alkalmazott WIZARD mddszerrel megfeleld mennyiségili és nagy tisztasidgd DNS oldatokat

kaptam, melyek alkalmasnak bizonyultak a tovdbbi PCR-rel torténd vizsgalatokhoz.

5.1.1.2. Kereskedelemi forgalombdl szarmazo kiilonb6z6 mintacsoportok DNS

izolalasanak eredményei

Kutatdsaim sordn kereskedelmi mintdkat is vizsgdltam annak érdekében, hogy teszteljem,
milyen szdzalékban taldlhatunk a magyar élelmiszerpiacon GMO-t tartalmazé élelmiszeripari
termékeket. Mivel az el6z0 fejezetben emlitett modell hdsmintdk esetében a Wizard
modszerrel megfeleld6 mennyiségli és mindségli DNS-t sikeriilt izoldlnom, igy legelsd
1épésben az élelmiszermintdk esetében is ezt a modszert alkalmaztam. A DNS izolél4st harom
parhuzamos mintdval végeztem el. Azon mintdk esetében, ahol a Wizard mddszert nem
lehetett eredményesen alkalmazni, CTAB, HFM illetve ioncserés kromatogriafids modszert

hasznaltam.
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A mintdkbdl kinyert 0sszes DNS mennyiségére és tisztasdgara vonatkozd adatokat a 8-21.
tdblazatokban foglaltam Ossze. 100 mg sonka mintabdl 4tlagosan 3,0-11,23 pg DNS-t lehetett
kinyerni, melyen beliill néhdny aszpikos termék esetében alacsonyabb koncentracid és
tisztasdg értékeket kaptam (8. tablazat). Ennek oka valdszinlileg a zselatin volt, mely igen
nagy mennyiségii (szdraz dllapotban 98-99%) fehérjét tartalmaz, melyet az izoldlds sordn nem
sikeriilt teljes egészében eltavolitani, rontva ezzel a DNS oldat tisztasdgat. Elképzelhetd, hogy
a DNS izolélés sordn haszndlt proteindz-K enzim nem tudta megfelel6 mértékben elbontani a
zselatint, igy nem sikeriilt megfeleld R értékii DNS-t izolalni.

Périzsi mintdk esetében a pdarhuzamos mintdkbdl kinyert 6sszes DNS mennyiségére és
mindségére vonatkozd adatokat a 9. tabldzatban foglaltam Ossze. A mintdkbdl kinyert DNS
mennyisége ingadoz6 volt (5,47-19,50 png/100 mg minta), ami valdszinlileg az eltérd
termékosszetétel miatt adodott. A tisztasdgra vonatkozé adatokat vizsgalva megéllapithatd,
hogy szinte minden termék esetében (egy esettdl eltekintve: Périzsi 3) az R érték 1,7 és 2,0

kozé esett.

8. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltérd gyartoktdl szarmazd sonka mintdkbol Wizard
eljarassal izolalt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitds
Sonka mintdk A mintdbdl kinyert DNS y

mennyisége R érték

1g/100 mg (A260280)
Sonka 1 9,65+0,29 1,76+0,03
Sonka 2 (aszpikos) 3,13+0,06 1,64+0,05
Sonka 3 (aszpikos) 4,85+0,47 1,77+0,09
Sonka 4 11,25+0,67 1,75+0,01
Sonka 5 10,99+0,61 1,77+0,01
Sonka 6 6,19+0,16 1,80+0,01
Sonka 7 (aszpikos) 3,00+0,08 1,66+0,04
Sonka 8 5,43+0,22 1,71£0,04
Sonka 9 (aszpikos) 3,36+0,35 1,69+0,06
Sonka 10 10,57+0,57 1,78+0,04
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9. tablazat Kereskedelmi forgalombol, eltérd gyartoktdl szarmazd vordsard mintakbol
Wizard eljarassal izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitds
Pdrizsi mintdk A mintabdl k.in}/ert DNS R érick

mefinylseee (A260/280)

png/100 mg
Parizsi 1 12,21+1,00 1,78+0,01
Parizsi 2 10,69+1,96 1,82+0,04
Parizsi 3 5,47+1,18 1,66+0,01
Parizsi 4 6,17+0,20 1,74+0,00
Parizsi 5 19,50+1,02 1,79+0,00
Parizsi 6 14,75+0,08 1,78+0,00
Parizsi 7 11,44+1,06 1,77£0,03
Parizsi 8 11,14+0,39 1,7620,01
Parizsi 9 13,17+1,85 1,80+0,03
Parizsi 10 10,40+0,45 1,71+0,01
Virsli 1 12,96+1,47 1,7620,00
Virsli 2 13,83+1,65 1,7620,00
Virsli 3 6,75+1,41 1,6620,06
Virsli 4 9,36+0,35 1,84+0,02
Virsli 5 8,58+0,51 1,71£0,04
Virsli 6 5,26+1,04 1,79+0,02
Virsli 7 8,65+1,45 1,78+0,03
Virsli 8 9,36+1,69 1,76+0,03
Virsli 9 8,17£1,53 1,71£0,05
Virsli 10 14,29+0,65 1,78+0,01

A virsli mintdkbdl izoldlhaté DNS adatait szintén a 9. tdbldzat tartalmazza. Az eredmények
alapjan elmondhatd, hogy ezen mintdkbdl is nagyobb mennyiségii (5,26-14,29 ng/100 mg
minta) tiszta DNS-t lehetett izolalni.

A mijkrém és kenOmdjas mintdk DNS-ének mennyiségi és tisztasagi jellemzdit az 10.
tdblazatban tiintettem fel. A DNS szintén minden esetben megfeleld mindségli €s mennyiségi
volt. Ez esetben is az egyes mintdk kozott jelentés eltérések voltak, melynek oka ez esetben is

val6szintileg az Osszetétel.
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10. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltérd gyartoktdl szarmazd kendmajas és majkrém
mintdkbol Wizard eljardssal izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitds
Kenomdjas és mdjkrém mintdk A mintdbdl kinyert s
DNS mennyisége R értek

1g/100 mg (A2601280)
Méjkrém 1 22,95+1,28 1,82+0,01
Majkrém 2 10,6020,60 1,74+0,04
Méjas 1 13,79+1,79 1,76£0,02
Majas 2 14,89+1,77 1,68+0,09
Mijas 3 14,46+0,93 1,76+0,06
Maijas 4 12,10+1,47 1,74+0,06
Maijas 5 10,7120,41 1,69+0,06

A gyorsfagyasztott huskészitményekbdl is sikeresen izoldltam DNS a Wizard moddszer
felhasznélasdval. A DNS oldatok jellemzoit a 11. tabldzat tartalmazza. A 13. szamu
gyorsfagyasztott histermék esetében nem tudtam megfeleld tisztasdgi DNS-t izoldlni sem a
Wizard sem a CTAB modszerrel. A Wizard mddszerrel kapott hirom parhuzamos atlag R
értéke 1,32-nek adddott, mely szerint a minta fehérjével szennyezett. Ezen mintdbdl

haromfazisd moédszerrel izoldltam tiszta (tdblazat nem mutatja) DNS-t (1,71+0,05).

11. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltérd gyartoktdl szarmazd gyorsfagyasztott
mintdkbol Wizard eljardssal izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitds
Gyorsfagyasztott hiistermékek A mintabdl k:m?/ert DNS R érick

MeAnyISeee (A260/280)

ng/100 mg
Gyorsfagyasztott histermék 1 11,65+0,37 1,70£0,07
Gyorsfagyasztott histermék 2 16,58+0,67 1,76+0,02
Gyorsfagyasztott hiistermék 3 5,54+0.45 1,67+0,12
Gyorsfagyasztott histermék 4 9,43+1,08 1,77+0,03
Gyorsfagyasztott hiistermék 5 12,25+0,51 1,72+0,01
Gyorsfagyasztott histermék 6 7.81+1,02 1,76x0,02
Gyorsfagyasztott hustermék 7 13,93+0,81 1,74+0,00
Gyorsfagyasztott hustermék 8 9,54+0,22 1,75+0,01
Gyorsfagyasztott histermék 9 6,92+0,75 1,76%0,02
Gyorsfagyasztott histermék 10 10,18+0,45 1,75+0,02
Gyorsfagyasztott histermék 11 5,10+0,34 1,78+0,04
Gyorsfagyasztott histermék 12 4,47+0,94 1,67+0,08
Gyorsfagyasztott histermék 13 4,3240,73 1,32+0,20
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A kovetkezd vizsgélt mintacsoport a bébiételek csoportja volt. Az egyes mintdkndl a DNS
kinyerés Wizard és CTAB moddszerrel tortént. A CTAB mddszert a konzerv bébiételeknél

2

alkalmaztam, mivel e mintdk a DNS tartalmat illetden tul ,higna bizonyultak,
valészintsithetéen a zoldség-tartalom miatt. A megfeleld6 DNS koncentracié elérése
érdekében, nagyobb mennyiségli anyagbdl kellett kiindulnom. Egy minta esetében ez a
modszer sem volt alkalmazhatd, mivel a minta olyan hig volt, hogy igy sem sikeriilt a PCR
reakciohoz sziikséges mennyiségli DNS kinyerése (4. minta). A megoldas igy a Wizard
modszerrel vald izoldlas el6tt egy Amicon Ultrasziirdvel torténd koncentrdldsi 1€pés. Az

izolalas adatait a 12. tablazat tartalmazza.

12. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltérd gyartoktol szarmazo tejpép bébiétel és bébiétel
konzerv mintdkbdl Wizard ill. CTAB eljdrassal izolalt DNS oldatok mennyiségi €s tisztasagi
jellemzoi

Wizard és CTAB tisztitds
Bébiételek A mintabdl kinyert y
DNS mennyisége R érték

ug/100 mg (A2601280)
Bébiétel 1 (pép) (Wizard) 1,02+0,54 1,68+0,05
Bébiétel 2 (pép) (Wizard) 1,43+0,29 1,82+0,01
Bébiétel 3 (pép) (Wizard) 4,43+0,34 1,68+0,04
Bébiétel 4 (konzerv) (Amicon Ultra+Wizard) 0,11+0,12 1,84+0,05
Bébiétel 5 (konzerv) (CTAB) 2,53+0,76 1,72+0,04
Bébiétel 6 (konzerv) (CTAB) 7,20+0,17 1,84+0,01
Bébiétel 7 (konzerv) (CTAB) 2,55+0,2 1,66+0,02
Bébiétel 8 (konzerv) (CTAB) 6,92+0,07 1,76+0,02

A 13. téblazat a levesbetétekbdl torténéd DNS izoldlds eredményeit mutatja be. A DNS-t
szintén Wizard és CTAB mddszerrel nyertem ki. A mintdkbdl 10,05-20,05 ng/100mg DNS
volt izoldlhat6, magas tisztasagi (R) értékek mellett. A *-al jelolt levesbetét mintdk esetében a
CTAB utols6 1épését, a 2-propanolos DNS kicsapast még egyszer el kellett végezni a DNS

oldat megfeleld tisztasdga érdekében.
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13. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltérd gyartoktdl szarmazd levesbetét mintakbol
Wizard ill. CTAB eljarassal izolalt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzdi

Wizard és CTAB tisztitds
Levesbetét mintdk A mintabdl kinyert oy
DNS mennyisége R értek
ug/100 mg (Aa601280)
* Grizgaluska (CTAB) 14,92+0,37 1,81+0,01
* Arvit gyorsfagyasztott galuska (CTAB) 13,05+0,08 1,89+0,00
Madjgaluska levesbetét (Wizard) 14,39+0,56 1,83+0,02
Mijgombdc levesbetét (Wizard) 10,08+1,28 1,78+0,03
Mijgaluska (Wizard) 20,05+1,58 1,83+0,02

A 14. tiblazat a mirelit pizzdkbdl és a makardni szészokbdl, alapporokbdl izoldlt DNS
mindségi €s mennyiségi jellemzoit mutatja. Minden esetben sikeriilt DNS-t izoldlni, de egyes

mintdkndl csak igen kis koncentraciéban.

14. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltérd gyartoktol szarmazé pizza és makaroni szosz
mintdkbol Wizard ill. CTAB eljarassal izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzoi

Wizard és CTAB tisztitds
Pizzdk, makaroni szdsz mintdk A mintabdl kinyert -y
DNS mennyisége R érték

1g/100 mg (A2601280)
Alappor 1 (Wizard) 5,25+0,25 1,85+0,01
Alappor 2 (Wizard) 8,76+0,42 1,82+0,03
Bolognai méartds 1 (Wizard) 0,74+0,13 1,58+0,12
Bolognai méartas 2 (CTAB) 6,00+0,16 1,65+0,04
Bolognai martas 3 (Wizard) 0,8+0,20 1,58+0,05
Mirelite Pizza 1 (Wizard) 4,50+0,34 1,74+0,04
Mirelite Pizza 2 (Wizard) 5,56+0,66 1,77+0,07

A 15. tablazat foglalja 6ssze a pudingpor mintdk DNS izoldldsanak eredményeit. Ezeknél a
mintdkndl csak egy esetben tudtunk megfelel6 mindségii DNS-t izoldlni, mely minta grizt is
tartalmazott. A legtdbb vizsgdlt pudingpor "csak’ kukoricakeményitdt, esetenként kakadport
€s egyéb adalékanyagot tartalmazott, melybdl igen nehéz DNS-t izoldlni a magas szénhidrat
tartalom €s a magas feldolgozottsagi fok miatt. Szdmos kutatd tdmasztotta ald azt, hogy egyes
keményitd szarmazékok esetében nincs jelen a mintdban detektdlhaté DNS, valamint a magas
szénhidrat és polifenol tartalom is gatolta a megfeleld6 mennyiségli DNS kinyerését
(EBBEHOJ and THOMSEN 1991, MEYER 1999, FANG et al. 1992, POREBSKI et al. 1997,
GRYSON et al. 2007b).
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15. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltérd gyartoktol szarmazé pudingpor mintakbol
Wizard ill. CTAB eljarassal izolalt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzdi

Wizard és CTAB tisztitds
Pudingpor mintdk A mintabdl kinyert DNS s

mennyisége R értek

ug/100 mg (A260/280)
Pudingpor 1 n n
Pudingpor 2 n n
Pudingpor 3 (Wizard) 7,81+0,08 1,81+0,03
Pudingpor 4 n n
Pudingpor 5 n n

n=nincs izolalhaté DNS

A 16. tablazat a toltott ostydk és csokolddé mintdk DNS izoldlds eredményeit foglalja Ossze.
Sem Wizard, sem CTAB technikdval nem sikeriilt 5 mintdbdl megfeleld tisztasagu,
sokszorozhat6 DNS-t kinyerni. Ezek a mintdk csokolddé mintdk voltak, illetve a 3. szdmu
minta egy kakadval toltott ostya. A sikertelen DNS izoldldsért valdsziniileg a csokolddéban
taldlhaté kakaé massza magas polifenol (tannin) tartalma felelés. A polifenolok szdmos
esetben irreverzibilis kapcsolatot alakitanak ki a termékben taldlhat6 nukleinsavakkal, igy
nehézkes lehet az ezt tartalmazé termékekbdl torténd DNS kivondsa. A polifenolok ezen feliil

PCR inhibitorok is (GRYSON et al. 2007b).

16. tablazat Kereskedelmi forgalombdl, eltéré gyartoktdl szarmazoé toltott ostyak, csokolddé
és egyéb mintakbol Wizard eljarassal izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitds
Toltort oswék é:v csokolddé A mintabol kinyert —
mintdk DNS mennyisége R érték

1g/100 mg (A2601280)
Toltott ostya 1 2,49+0,05 1,72+0,10
Toltott ostya 2 3,98+0,35 1,72+0,04
Toltott ostya 3 n n
Toltott ostya 4 1,57+0,34 1,64+0,06
Di6izli 6rlemény 16,194+0,09 1,83+0,00
Csokoladé 1 n n
Csokoladé 2 n n
Csokoladé 3 n n
Csokoladé 4 n n

n=nincs izolalhaté DNS
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A csokolddé tartalmi mintdkra egy DEAE-celluléz ioncserés kromatografia elvén mitkodo
technikat fejlesztettem ki, melynek részletes leirdsa az anyagok €s moddszerek fejezetben
taldlhat6. A 17. tdbldzat ezzel a mddszerrel izoldlt DNS mindségi is mennyiségi adatait
tartalmazza. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy ezzel a DNS izoldlasi technikdval
sikeriilt j6 mindségii DNS-t kinyerni a kakad tartalmi mintdkbol. Ez a technika jol miikodhet
csokolddé és kakad tartalmd mintdkndl, nemcsak a GMO kimutatdsnal, hanem esetlegesen

csokolddéban 1évé mogyord, illetve egyéb novényi DNS jelenlétének (pl. szdja) igazoldsara.

17. tablazat Kereskedelmi forgalombol, eltéré gyartoktol szarmazo toltott ostya és csokoladé
mintdk DEAE-cellul6z ioncserés kromatogrédfidval izoldlt DNS oldatok mennyiségi és
tisztasagi jellemzo6i

Ioncserés kromatogrdfids modszer
cookold A mintabol kinyert R érték
DNS mennyisége (Assonso)
ng/100 mg

Toltott ostya 3 1,31+£0,34 1,90+0,04
Csokoladé 1 1,22+0,52 1,77+0,06
Csokoladé 2 1,99+0,64 1,87+0,03
Csokoladé 3 1,37+0,53 1,89+0,05
Csokoladé 4 2,81+0,78 1,96+0,02

A széjatermékek (18. tabldzat) esetében az erdsen feldolgozott mintdkbdl (pl. széjaszosz)
sikertelen volt a DNS izolédlds az altalam alkalmazott médszerek mindegyikével. Mindkét
emlitett sz6jaszdsz, sotét szdjaszosz volt, melyekben igen magas a szénhidrit- és a karamell
tartalom. A magas poliszaharid tartalom gatolhatja a DNS izoldlast, mivel szdmos esetben
irreverzibilis kapcsolatot alakitanak ki a termékben taldlhaté nukleinsavakkal. Sz6jaszészbol
torténd izolalasi eredményeim az irodalommal egybeesnek, mivel az irodalom szerint igen
nehézkes az ilyen magas feldolgozottsdgi foku termékekbdl a DNS kinyerése (EBBEHOJ and
THOMSEN 1991, MEYER 1999).

Az elsddleges termékeknél megfeleld mennyiségli és tisztasdgid DNS-t kaptam. A szdjaital

esetében sziikséges volt a Wizard modszerrel vald izolélas elott egy Amicon Ultrasziirovel

torténd koncentralasi 1épés is.
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18. tablazat Kereskedelmi forgalombdl szarmazo, eltéré feldolgozottsagi foku széjatermék
mintdkbol Wizard eljardssal izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitds
rm
s

ug/100 mg (A2601280)
Szdjababcesira 1,35+0,31 1,62+0,04
Széjakocka 18,89+0,44 1,86+0,01
Szdjagranulatum 14,60+1,36 1,84+0,02
Tofu 11,42+1,26 1,93+£0,04
Sz6jaital 0,20+0,67 1,93+0,03
Szdjaszdsz 1 n n
Sz6jaszdsz 2 n n

n=nincs izolalhaté6 DNS

A kereskedelmi mintdk DNS izoldlds eredményeit Osszefoglalva megéllapithatd, hogy a 91
mintdbdl 85 esetben tudtam a ldncreakcidhoz megfelelé mindségli és mennyiségli DNS-t
izoldlni, Wizard, Amicon Ultraszlirével moédositott Wizard, CTAB, HFM, vagy ioncserés

kromatografias modszerrel.

5.1.1.3. Haromfazisi megoszlason (HFM) alapulé DNS izolalasi médszer

tovabbfejlesztése élelmiszeranalitikai célokra

A HFM eredetileg egy fehérjeizoldlé médszer, mely sordn erds kicsapd szerek (ammonium-
szulfat, €s tercier-butanol) jelenlétében a vizes fazisbdl kivalo fehérjék a hatarfeliiletre jutnak,
ahol egy harmadik fazist képeznek a két folyadék fazis kozott. A HFM soran az apoldros
komponensek (pigmentek, lipidek, bizonyos enziminhibitorok), a fels6, mig a polaris
komponensek (pl. cukor) az alsé fazisban disulnak (KISS et al. 1998). SZAMOS et al. (1998)
megfigyelése szerint nagy relativ ammonium-szulfat telitésii oldatb6l a nukleinsav is a
hatarfeliiletre jut.

Kisérleteim sordn elsé 1épésben a Hofmeister féle liotrép sor alapjdn kivédlasztott sokat
[MgSO4, KCI, (NH4)>SO4, natrium-citrat] teszteltem 30%-os relativ so telitésen. Szerves
oldészerként 30% tercier butanolt és a HFM-ben kordbbiakban nem alkalmazott 2-propanolt
alkalmaztam. A sok teszteléséhez modell oldatot készitettem, mely tartalmazott szdja fehérjét
(15,5 mg/ml), tiszta csirke vorosvértest DNS (Reanal) (1 mg/ml) és szdja olajat (3 v/v%).

Az igy elkiiloniilo hdrom fazis als6 vizes fazisa tartalmazza a DNS-t, melynek tisztasagat és

mennyiségét spektrofotométerrel ellendriztem.
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A 19. tablazat a parhuzamos mérések atlagértékeit €s szérdsait mutatja. Az eredmények azt
mutatjdk, hogy megfelel tisztasdgu DNS-t kaptam az 1, 2, 5, 8 rendszerekkel, de a legjobb
hozamot a 2. rendszerrel értem el. A terc-butanollal is megfelel6 mennyiségii DNS-t kaptam,
mivel a 2-propanol kevésbé koltséges és a butanoltol eltéréen nem dermed meg 25°C-on, igy

kisérleteimhez tovabbiakban a 2-propanolt alkalmaztam.

19. tablazat Csirkevér DNS mindsége és mennyisége kiillonboz6 sokkal és szerves
olddszerekkel végzett haromfazisi megoszlasi rendszerekben

Modell Hasznalt alkoholok és sok A mintabol kinyert R érték
R 2 oess DNS mennyisége
mintak kombinacidja (A2601280)
. _ pg/ul
1. Ammoénium-szulfat és tercier 0,78+0.31 1,7340,03
butanol
2. Ammoénium-szulfat és 2-propanol 0,84+0,23 1,77+0,02
3. Natrim-citrat és tercier butanol 0,23+0,45 1,37+0,05
4. Nétrium-citrat és 2-propanol 0,12+0,57 1,54+0,04
5. Kalium klorid és tercier butanol 0,05+0,68 1,71+0,05
6. Kaélium klorid és 2-propanol 0,04+0,74 1,57+0,04
7 Magnézium-szulfat és tercier 0,1340.58 1.39+0,03
butanol
8. Magnézium-szulfat és 2-propanol 0,07+0,52 1,74+0,04

A fenti eredmények szerint kisérleteimet, a legjobb eredményt adé 2-es rendszerrel
folytattam, az el6z0 fejezetben mar emlitett modell husmintak tesztelésével. A kisérleteimet a
HFM mddszerrel két 1épcsdben végeztem. Az els6 1épcsében 30%, 40%, 50% illetve 60%
relativ s6 telitésen (kiilon-kiilon tesztelve) 30% 2-propanol jelenlétében a fehérjéket, majd
masodik 1épésként az alsé vizes fazisbol 80%-os relativ sé telitésen és 30% 2-propanol
jelenlétében a DNS-t csaptam ki. Az elsd 1épésben, ha novelem a telitést (40%, 50%, 60%)
egyre tobb szennyezddés (pl. fehérje) tdvozik el a rendszerbdl és igy a 80%-os relativ
telitésnél (masodik 1épcsd) tisztabb DNS dllithaté eld. Ugyanakkor azonban a s6 koncentracié
novelésével a fehérjével eltdvoz6 DNS mennyisége is novekszik, ezért célom annak a
hatartelitésnek a meghatdrozdsa volt, amikor a két folyamat ereddje megfelel6 DNS hozamot
€s mindséget biztosit. A két 1épcsdbdl 4ll6 megosztd rendszereket a tovabbiakban relativ s6
telités/térfogatszazalék magadasaval jeloltem, igy példaul a 40/30 jelolés 40%-os relativ
ammonium-szulfét telitésti, 30 térfogat% 2-propanolt tartalmazé rendszert jeloli. A modell
hismintdkat elsdé esetben két 1épcsében 30/30 (elsé 1€pcsd) és 80/30 (mdsodik 1€épcsd)
rendszerben teszteltem, mely sordn nem kaptam megfeleld tisztasagi DNS-t (adatok nem

kozlik), mert az R érték nem haladta meg az 1,5-6t.
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Ezt az jelenti, hogy a mintdk még erSsen szennyezettek fehérjével. Igy a tovabbiakban
noveltem a s6 telitést, hogy minél tobb fehérje tdvozzon el a rendszerbdl, igy 40/30, 50/30 és
60/30 rendszert teszteltem, mely sordn a masodik 1épés minden esetben a 80/30 rendszer volt.
A 40/30 rendszerben a DNS tisztasdg nem volt minden esetben megfeleld (adatok nem
kozlik), ezzel szemben az R érték az 50/30 és a 60/30 rendszerben mar minden esetben 1,7
és 2 kozott volt. A DNS izoldlds kritériumai az extrakciés hatékonysdg, DNS tisztasag és
koncentracié mellett a DNS amplifikalhatésaga, igy az 50/30 és a 60/30 rendszerrel kapott
DNS oldatok sokszorozhatdsagat is tesztelni kellett. Mivel minden minta tartalmazott szgjat
is, igy a DNS oldatokat sz6ja specifikus primer parral vizsgaltam, amelynek segitségével egy
118 bp hossziisagi fragmentum sokszorozhaté. Igy ha az dltalam vizsgalt mintdkbdl izolalt
DNS oldatom inhibitor mentes, mésrészt tartalmazza a sziikséges lektin gént akkor a fent
emlitett amplikon detektdlhatd. Az amplifikacié utan kapott gélképeket a 10. dbra szemlélteti.
Az 4brdkon jol lathatd, hogy a 60/30 rendszer esetében nem tudtam igazolni a szdja jelenlétét
a sterilezett mintdkndl, aminek oka valdszinli az, hogy a toredezett kisebb DNS darabokat a
fehérje mar ezen a telitésen magaval vitte. Az 50/30 rendszerben minden esetben sikeriilt a
vart amplikont detektdlni, igy a tovédbbiakban ezzel a rendszerrel dolgoztam tovabb. A
megfeleld R érték eléréséhez minden esetben 70%-os etanolos mosast is kellett végezni az
izolalas utols6 1épéseként. A 70%-os etanol eltavolitja a maradék sokat és a kis szerves

molekuldkat, amelyek gatolhatjak a PCR reakciot.
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10. abra Lektin génre specifikus primerpar alkalmazasa az 50/30-as (A) és a 60/30-as (B)
relativ telitésen feldolgozott mintdkra (118 bp PCR termék)

1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp); 2. DNS mentes kontroll (vak proba)

3. 0,5 %-0s majkrém sterilezés elott; 4. 0,5 %-os méjrém sterilezés utan;
5. 0,5 %-os nyers, formézott vagdalthis; 6. 0,5 %-os készre siitott, fagyasztott vagdalthus
7. 0,5 %-os périzsi hokezelés elott; 8. 0,5%-o0s parizsi hdkezelés utin;

9. Pozitiv kontroll (szdjaliszt DNS)
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A fentiekben emlitett 50/30 rendszerrel kidolgozott mddszer végsO leirdsa szerepel az
anyagok és modszerek fejezetben. A kidolgozott rendszerrel a féliizemi koriilmények kozott
eldallitott modell hismintdkbdl (Anyagok és mddszerek 4.1.1.1. fejezet) izoldlt DNS oldatok
eredményeit a 20. tdbldzat tartalmazza, a GMO kimutatdsban elterjedten alkalmazott Wizard
modszerrel Osszehasonlitva. A tdbldzat a mintdk hdrom péarhuzamos izoldldsanak
atlageredményeit tartalmazza a DNS mindségre és mennyiségre vonatkozdan. A tdblazatbol
jol lathat6, hogy a HFM mddszer minden esetben jobb (dtlagosan 2-szer nagyobb) DNS
hozamot produkélt, mint a Wizard médszer. Az R érték is minden esetben a kivant 1,7 és 2
érték kozott volt, vagyis az izoldlt DNS oldatunk igen tisztdnak bizonyult a spektofotometrids

mérések alapjan.

20. tablazat 0,5% RR széjat tartalmaz6 modell hismintdk DNS izolédlas eredményeinek
osszehasonlitasa HFM és Wizard modszerrel

A mintabél kinyert | A mintabél kinyert | R érték R érték
DNS mennyisége DNS mennyisége (A260280) (A260/280)
ug/100 mg (Wizard) | pg/100 mg (HFM) Wizard HFM

Kivalasztott
modell mintak

Parizsi minta

arizsi minta 6.45+0,01 8,58:0,20 1,7540,03 | 1,7120,03
hokezelés elott
Parizsi minta 6.46+0.38 13,59+0,55 1,78+0,01 | 1,82+0,06
hokezelés utan
Nyers, formdzott 7,790,30 19,68£0,21 1,79+0,01 | 1,89+0,01

vagdalthiis minta

Készre siitott,
fagyasztott 5,64+0,03 18,98+0,11 1,79+0,02 | 1,82+0,02
vagdalthis minta

Mijkrém minta

Rremm il 18,79+0,10 42,23+0,44 1,80+0,03 | 1,80+0,01
sterilezés elott
Méjkrém minta 34,10+1,62 37,57+1,34 1,84+0,02 | 1,80%0,01

sterilezés utan

A kordbbiakban mar Wizard médszerrel izolalt és egyszerii PCR mddszerrel GM pozitivnak
bizonyul6 kereskedelmi forgalombdl szarmazé élelmiszermintdkon is teszteltem a HFM
modszert. A 21. tdblazat ezen élelmiszermintadk Wizard és HFM modszerrel kapott DNS

izoldlasanak eredményeit foglalja dssze.
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21. tablazat Kereskedelmi forgalombdl szarmazé GMO pozitiv mintakb6l HFM és Wizard
modszerrel nyert DNS oldatok jellemzdinek dsszehasonlitdsa

Kereskedelembél | A mintabdl kinyert | A mintabdl kinyert R érték R érték
szarmazo DNS mennyisége DNS mennyisége (A260/280) (A260/280)
¢lelmiszermintak | pug/100 mg (Wizard) | pg/100 mg (HFM) Wizard HFM
Mijkrém minta (1) 22,95+1,28 55,56+1,24 1,82+0,01 | 1,88+0,02
Mijkrém minta (2) 10,60%0,60 26,48+1,01 1,74+£0,04 | 1,67£0,03
Sonka minta (4) 11,25+0,67 13,64+0,57 1,7540,01 | 1,71+£0,04
Sonka minta (5) 10,99+0,61 30,60+0,61 1,77+£0,01 | 1,88+0,01
Kendmdjas (3) 14,46+0,93 120,40+0,78 1,76+£0,06 | 1,89+0,03
Kenémédjas (4) 12,10£1,47 107,32+0,86 1,74+0,06 | 1,88+0,02
Parizsi minta (5) 19,50+£1,02 34,00+0,44 1,79+0,00 | 1,83%0,05
Parizsi minta (9) 13,17+£1,85 59,48+0,39 1,80+£0,03 | 1,92+0,04
}?uys ‘;rrlsiiiyé;m“ 9,43+1,08 11,48+0,25 1,7740,03 | 1,78+0,01
Sﬁys‘;;shfigy(jim’“ 16,58+0,67 36,68+0,31 1,76+0,02 | 1,9420,02
Virsli minta (1) 12,96+1,47 17,64+0,68 1,762£0,00 | 1,71%0,05
Virsli minta (7) 8,65+1,45 39,64+0,79 1,78+0,03 | 1,89+0,04

Mind a modell (0,5% RR szdja) hdsmintdkat és mind a GMO pozitiv kereskedelmi
forgalombdl szdrmazdé hismintdkat teszteltem gerinces allatokra specifikus, lektin gén
specifikus és 35S promoter specifikus primerek segitségévével, annak bizonyitdsara, hogy a
kifejlesztett haromfazisi moédszerrel ugyanolyan j6 mindségli és mennyiségli amplifikdlhat6

DNS izolalhat6, mint a Wizard médszerrel. Ennek eredményei az 5.2.5 fejezetben taldlhato.

A két mddszert 6sszehasonlitva elmondhatjuk, hogy mindkét médszer elvégzése hozzavetdleg
4 orat igényel (kb. 12 minta esetén) a proteindz K emésztési 1épést is beleértve. A mdodszerek
koltségét illeten, viszont igen nagy kiilonbségek addédnak. Kereskedelemi forgalombol
szarmaz6 Wizard DNS tisztit6 Kit jelenlegi piaci ara koriilbeliil 55.000,- Ft/100 minta. Ezzel
szemben a DNS-HFM moddszer segitségével 100 mintabdl torténd DNS kinyerés hozzavetdleg
3.000,- Ft-ba keriil. Természetesen mindkét moddszer koltségeit még noveli a proteindz K
enzim alkalmazdsa, mely 100 mintdra koriilbeliil 25.000,- Ft. Igy az egy mintdra juté koltség a

Wizard médszer esetében 750, -Ft, mig a HFM esetében csak 280, -Ft.
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5.1.2. Modell és élelmiszer-mintak PCR vizsgalatanak eredményei

5.1.2.1. Szdja tartalmi modell hiismintak kontroll lektin PCR-jének és GMO

vizsgalatanak eredményei

A PCR reakci6 optimélis paramétereinek bedllitdsa utdn szdéja specifikus lektin gén
sokszorozasaval vizsgaltam az izoldlt DNS-ek inhibitor mentességét, vagyis, hogy a vizsgélt
hismintdk tartalmaznak-e sokszorozhaté szdja eredetii lektin gént (Anyagok és mddszerek
fejezet, 1. tablazat). Pozitiv kontrollként a husmintak el6allitasa sordn felhasznédlt RR szdjat
alkalmaztam. Az eredmények alapjdn elmondhatd, hogy az Adltalunk vizsgalt Osszes
hismintdbdl sikeriilt a lektin gént detektdlni. A 11. és 12. dbra példaként szemlélteti a lektin
PCR eredményeit az iizemben eldallitott vagdalthds, parizsi és majkrém mintdk esetében. A
gélfotokrdl jol l1athatd, hogy a kiilonb6z0 tipusti hdkezelési eljardsok eldtti és utani mintdknal,
a bazispar standarddal illetve a pozitiv kontrollal 6sszehasonlitva, minden esetben jelen van a
lektin gén fragmentuma. Ugyanezt elmondhatjuk a kiillonbozd siitési eljarassal készre siitott

vagdalhiis mintdk esetében is (dbra nem szemlélteti).
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11. abra 0,5%, 1%, 1,5% és 2% RR szo6jat tartalmazé vagdalthis mintdk
lektin PCR-jének eredményei (118 bp PCR termék)

1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp) 14. Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
2. DNS mentes kontroll (vak préba) 15. DNS mentes kontroll (vak préba)

3. 0,5 %-os nyers, formazott vagdalthus 16. 1,5 %-os nyers, formazott vagdalthis
4. 0,5 %-os panirozott vagdalthis 17. 1,5 %-os panirozott vagdalthus

5. 0,5 %-os el0siitott vagdalthis 18. 1,5 %-os el0siitott vagdalthis

6. 0,5 %-os készre siitott vagdalthus 19. 1,5 %-os készre siitott vagdalthus

7. 0,5 %-os fagyasztott vagdalthus 20. 1,5 %-os fagyasztott vagdalthus

8. 1%-os nyers, formazott vagdalthus 21. 2%-os nyers, formazott vagdalthus

9. 1 %-os panirozott vagdalthus 22. 2 %-o0s panirozott vagdalthus

10. 1 %-os elosiitott vagdalthus 23. 2 %-os elosiitott vagdalthus

11. 1 %-os készre siitott vagdalthus 24. 2 %-os készre siitott vagdalthus

12. 1 %-os fagyasztott vagdalthus 25. 2 %-os fagyasztott vagdalthus

13. Pozitiv kontroll (RR sz6ja) 26. Pozitiv kontroll (RR sz6ja)
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12. abra 0,5%, 1%, 1,5% és 2% GMO-t tartalmazé parizsi €s majkrém mintak
lektin PCR-jének eredményei (118 bp PCR termék)

1. Bé&zispar hossz standard (50-3000 bp) 12. Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
2. DNS mentes kontroll (vak préba) 13. DNS mentes kontroll (vak préba)
3. 0,5 %-os parizsi hokezelés elott 14. 0,5 %-0s majkrém sterilezés elott
4. 1 %-os péarizsi hokezelés elott 15. 1 %-os méjkrém sterilezés elott
5. 1,5 %-os périzsi hokezelés elott 16. 1,5 %-0s majkrém sterilezés elott
6. 2 %-os parizsi hokezelés elott 17. 2 9%-os majkrém sterilezés elott
7. 0,5 %-parizsi hokezelés utan 18. 0,5 %-0s majkrém sterilezés utan
8. 1 %-os parizsi hdkezelés utan 19. 1 %-o0s méjkrém sterilezés utan
9. 1,5 %-os parizsi hokezelés utdn 20. 1,5 %-0s majkrém sterilezés utan
10. 2 %-os périzsi hokezelés utan 21. 2 %-o0s méjkrém sterilezés utan
11. Pozitiv kontroll (RR széja) 22. Pozitiv kontroll (RR széja)

A lektin sokszorozhatésdganak vizsgalatit kovetden specifikus reakciokkal, vagyis a
genetikailag médositott RR szdjéra jellemzd nos terminétor €s 35S promoter szabalyzo régiok
sokszorozésdval vizsgdltam a GMO jelenlétét a mintakban (Anyagok és mddszerek fejezet, 3.
tdblazat). Ezzel, a kiilonb6z6 tipusi hokezelések (olajban siités, sterilezés stb.) hatdsat
vizsgéltam a kimutathatésdgra tehat, hogy a 0,5%-o0s mesterséges szennyezettségi szint
kimutathat6-e. Kutatdsaim sordn a JRC éltal javasolt GMO kimutatdsi médszert alkalmaztam.
Az 1%-0s RR szdja tartalmu sterilezett mdjkrémbdl €s készre siitott vagdalthisbol torténd 35S
promoéter és nos termindtor kimutatdsa sem minden esetben volt sikeres. Ezért a
kimutathat6sag érdekében az agaréz gélen torténd futtatast a nagyobb elvalaszté képességi
10%-os poliakrilamid gélen végeztem, és az etidium-bromiddal torténd gélfestést az 50-100x

érzékenyebb SYBR Green I-re cseréltem.
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A JRC dltal eldirt PCR paramétereket, azonban a termékanalizis soran mar poliakrilamid gélt
€s SYBR Green I festéket alkalmazva, jobb eredményeket kaptam (13. dbra). A méjkrém
vizsgalatdndl azt tapasztaltam, hogy mig a nyers termékmasszabdl vett mintdkndl a GMO
jelenléte egyértelmiien detektdlhatd, a sterilezés okozta valtozdsok miatt a nos termindtor
kimutathatésaga csokken. Ez abbdl adédhat, hogy a mintdban a DNS a magas hémérséklet
hatdsdra toredezetté valik, illetve a mintaszerkezet megvéltozik. A gélen erds
hattérszennyez0dések és primer-dimerek is keletkeztek, igy az el6irt PCR rendszert
optimalizdlni kellett a megfelel6 eredmények elérésének érdekében. A primer-dimerek és
hattérszennyezddések jelei a pdrizsi, a vagdalthis és az egyéb siitési technologidk

alkalmazasédval készre siitott vagdalthds mintdk gélképén is lathatd volt (dbra nem mutatja).
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13. abra GMO-t tartalmaz6 majkrém mintak 35S - 123 bp (a) és nos PCR-jének -118 bp (b)
eredményei a PCR reakci6 optimalizdldsa elott

1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp) 7. 0,5 %-0s majkrém sterilezés utan
2. DNS mentes kontroll (vak préba) 8. 1 %-os majkrém sterilezés utan
3. 0,5 %-os majkrém sterilezés elott 9. 1,5 %-0s mijkrém sterilezés utan
4. 1 %-os mjkrém sterilezés elott 10. 2 %-o0s majkrém sterilez€s utan
5. 1,5 %-os majkrém sterilezés elott 11. Ures zseb

6. 2 %-os majkrém sterilezés elott 12. Pozitiv kontroll (RR sz6ja)

A mintdkbdl szarmazé tisztitott DNS oldatokban a fragmentcsokkenést 2%-os agardz gélen
ellendriztem. A 14. abran jol lathat6, hogy a nyers €s hokezelt parizsi mintdk DNS mintdzata
(2-3. zseb) nem kiilonbozik egymastdl jelentdsen, az dtlagos DNS méret 1 és 23 kbp kozotti.
A vagdalthus mintdk esetében, a DNS mintédzat szintén hasonlé egymashoz (200 bp - 23 kbp),
de méar az alacsonyabb mérettartomanyban is taldltam DNS-t, mely toredezés valdszintileg a

feldolgozasi technoldgidnak koszonhet6 (6-13 zseb).
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A nyers méjkrém massza esetében a DNS méret szintén az eldbb emlitett 200 bp - 23 kbp
kozotti mérettartomdnyban taldlhatd, ezzel szemben a sterilezett mdjkrém konzerv mintakbdl
izoldlhat6 DNS mérete igen alacsony, kisebb mint 350 bp. Ez a méret el6z6 irodalmi adatok
alapjan is vdrhat6 volt (EBBEHOJ and THOMSEN, 1991) és részben felelds lehet a kimutatas

nehézkességéért.
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14. abra Nyers, hokezelt valamint sterilezett modell hiskészitményekbdl izolalt DNS mintak
elvdlasztdsa 2%-os agar6z gélen

1. Bazispar hossz standard (125-23130 bp) 12. 0,5%-0s vagdalthus kontakt grillsiitdvel siitve

2. 0,5 %-os périzsi hokezelés elott 13. 0,5%-0s vagdalthds mikrohulldmad siitvel siitve
3. 0,5 %-os périzsi hokezelés utdn 14. Bazispar hossz standard (50-3000 bp)

4. Baézispar hossz standard (50-3000 bp) 15. Bazispar hossz standard (125-23130 bp)

5. Bézispar hossz standard (125-23130 bp) 16. 0,5 %-0s majkrém sterilezés eldtt

6. 0,5 %-os nyers, formazott vagdalthus 17. 0,5 %-0s majkrém sterilezés utin

7. 0,5 %-os panirozott vagdalthus 18. 1 %-o0s méjkrém sterilezés utdn

8. 0,5 %-os eldsiitott vagdalthus 19. 1,5 %-o0s mdjkrém sterilezés utdn

9. 0,5 %-os készre siitott vagdalthus 20. 2 %-os méjkrém sterilezés utdn

10. 0,5 %-os fagyasztott vagdalthus 21. Bazispar hossz standard (50-3000 bp)

11. 0,5%-0s vagdalthus l1égkeveréses siitdvel siitve

A fent emlitett okok miatt a PCR reakci6 koriilményeit optimalizéltam. Az optimalizilas tobb
Iépcsdben tortént, amely sordn Jump Start REDTaq PCR mixet haszndltam az
amplifikdciéhoz, mely mixben a specifikus enzimmiikodést gatld ellenanyag hd hatdsra
inaktivalddik, a polimerdz mar a teljesen szétvalt DNS ldncon tud miitkodésbe 1épni, mely altal
csokken a nem specifikus termékek képzddése. Tovabbd, az eldirt primer koncentraciét
csOkkentettem (0,5 uM/reakciérél 0,4 puM/reakciéra) a primer-dimerek keletkezésének
kikiiszobolésére.
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A hattérszennyezések  kialakuldsdnak megakaddlyozdsara a primer kapcsolddasi
homérsékletet az eldirthoz képest 2°C-al emeltem, ndvelve a primer specificitast, igy a 0,5%-
ot tartalmaz6 sterilezett mijkrém mintdk esetében is sikeriil kimutatni a GMO jelenlétét,
valamint sikeriilt a primer-dimerek illetve a hattérszennyezddéseket is megsziintetni.

A hattérszennyezddések eltiintetése érdekében a ciklusszdmot is csokkenteni kellett, mely
eltéronek adddott a kiilonbdz6 modell termékek esetében a feldolgozottsagi foktdl fiiggden.
Az optimalizalt PCR reakci6 sordn kapott eredményeket a 15.-18. dbra példaként mutatja be.
Az abrékrdl jol lathatd, hogy az optimalizdlt mddszerrel a périzsi, vagdalthis és méjkrém
mintdk vizsgélata esetén, a kiilonb6zd hokezelési tipusok eldtt és utan vett mintdkbdl 0,5%-os
hatarérték mellett igazolhat6é volt a GMO jelenléte. Ugyanezt elmondhaté a kiilonb6z0 siitési

eljarassal készre siitott vagdalhis mintdk esetében is (dbra nem szemlélteti).
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15. abra GMO-t tartalmaz6 parizsi mintak 35S - 123 bp (a) és nos PCR-jének - 118 bp (b)
eredményei a PCR reakcié optimalizaldsa utan

1. Bé&zispar hossz standard (50-3000 bp) 7. 0,5 %-os parizsi hokezelés utdn
2. DNS mentes kontroll (vak préba) 8. 1 %-os parizsi hokezelés utan
3. 0,5 %-os parizsi hokezelés elott 9. 1,5 %-os parizsi hokezelés utdn
4. 1 %-os parizsi hokezelés elott 10. 2 %-os périzsi hokezelés utan
5. 1,5 %-os parizsi hokezelés elott 11. Pozitiv kontroll (RR széja)

6. 2 %-os parizsi hokezelés elott
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16. abra GMO-t tartalmaz6 majkrém mintak 35S - 123 bp (a) és nos PCR-jének - 118 bp (b)
eredményei a PCR reakci6 optimalizdldsa utan

. Bazispar hossz standard (50-3000 bp) 7. 2 %-os majkrém sterilezés elott

. DNS mentes kontroll (vak préba) 8. 0,5 %-os majkrém sterilezés utan

. Ures zseb 9. 1 %-o0s majkrém sterilez€s utan

. 0,5 %-0s majkrém sterilezés elott 10. 1,5 %-0s majkrém sterilezés utan
1 %-0s méjkrém sterilezés elott 11. 2 %-o0s majkrém sterilez€s utan
1,5 %-0s majkrém sterilezés elott 12. Pozitiv kontroll (RR sz6ja)
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17. abra GMO-t tartalmaz6 vagdalthds mintak
35S PCR-jének (123 bp) eredményei a PCR reakci6 optimalizéldsa utdn

1. 0,5 %-os Bazispar hossz standard (50- 12. 1 %-os elésiitott vagdalthus
3000 bp) 13. 1,5 %-os eldsiitott vagdalthds
DNS mentes kontroll (vak préba) 14. 2 %-os elosiitott vagdalthus

2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.

15. 0,5 %-os készre siitott vagdalthis
16. 1 %-os készre siitott vagdalthus

17. 1,5 %-os készre siitott vagdalthis
18. 2 %-os készre siitott vagdalthus

19. 0,5 %-os fagyasztott vagdalthus

20. 1 %-os fagyasztott vagdalthus

1,5 %-os panirozott vagdalthds 21. 1,5 %-os fagyasztott vagdalthus

10. 2 %-os panirozott vagdalthds 22. 2 %-os fagyasztott vagdalthus

11. 0.5 %-os eldsiitott vagdalthis 23. Pozitiv kontroll (RR sz6ja) 79

nyers, formazott vagdalthis

1 %-o0s nyers, formazott vagdalthus

1,5 %-o0s nyers, formazott vagdalthis a
2 %-os nyers, formazott vagdalthus
0,5 %-os panirozott vagdalthus

1 %-os panirozott vagdalthus



100bp

1 2 34 5 6 7 8 9 10111 2 12 13141516171819 20212223 24
3000 bp !

=

=

=
200 bp
150 bp B3

-

50 bp

uuth\JUsdu&JUV* /-

18. abra GMO-t tartalmazé vagdalthis mintdk nos PCR-jének (118 bp) eredményei a PCR
reakcié optimalizédldsa utan

1. Bé&zispar hossz standard (50-3000 bp) 12. 0,5%-o0s el0siitott vagdalthis

2. DNS mentes kontroll (vak préba) 13. 1 %-os el6siitott vagdalthus

3. Ures zseb 14. 1,5 %-os eldsiitott vagdalthis

4. 0,5 %-os nyers, formazott vagdalthus 15. 2 %-os el6siitott vagdalthis

5. 1 %-os nyers, formdzott vagdalthus 16. 0,5 %-os készre siitott vagdalthus
6. 1,5 %-os nyers, formazott vagdalthis 17. 1 %-os készre siitott vagdalthus
7. 2 %-os nyers, formazott vagdalthus 18. 1,5 %-os készre siitott vagdalthus
8. 0,5 %-os panirozott vagdalthus 19. 2 %-os készre siitott vagdalthids
9. 1 %-os panirozott vagdalthus 20. 0,5 %-os fagyasztott vagdalthus
10. 1,5 %-os panirozott vagdalthus 21. 1 %-os fagyasztott vagdalthis
11. 2 %-o0s panirozott vagdalthus 22. 1,5 %-os fagyasztott vagdalthus

23. 2 %-os fagyasztott vagdalthis
24. Pozitiv kontroll (RR széja)

A legtobb szakirodalom referencia anyagokbdl, szdjalisztekbdl és feldolgozott termékekbdl
torténd GMO kimutatassal foglalkozik, melyek legnagyobb részét kekszek, tésztdk, fizikai és
kémiai kezeléseknek kitett szdjalisztek képezik (OVESNA et al. 2002, LIPP et al. 1999a,
LIPP et al. 1999b, JANKIEWICZ et al. 1999, BONFINI et al. 2001, KAKIHARA et al.
2007). Szinte alig taldlhat6 szakirodalom a kiilonbozd feldolgozottsdgi szintii, eltérd
Osszetételll husmintdkbdl torténé GMO kimutatds vizsgdlatira, pedig a szdjat mint
fehérjepotlot €és  allomdnyjavitét nagyon gyakran haszndljdk a husiparban, emellett
kotelezendden jelolendd, allergén listdn is szerepld komponens ezért vizsgalatuk igen fontos.
BROD and ARISI (2007a) elsOk kozott hatdroztdk meg a kereskedelembdl szdrmazéd
hiskészitményekbdl (mortadella mintdk, hot-dog és hamburger hismintdk, fott sonka mintak)
€s a husgyartds sordn alkalmazott, tobbnyire szdjat tartalmaz6 adalékanyagokbdl (fiiszerek,

szdja fehérje €s szoja fehérje izolatum, iz fokozdok) torténd RR sz6ja jelenlétét.
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Kutatédsaik sordn nested-PCR rendszert hasznaltak, melynek érzékenysége ebben az esetben
0,1%-0s volt, bar ZHANG et al. (2007) kutatdsaik szerint a nested-PCR 1000-szer is
érzékenyebb lehet, mint a hagyomdanyos egyszerii PCR.

Az eredményeimet Osszefoglalva elmondhatd, hogy az adaptdlt optimalizalt egyszerii PCR
modszerrel, poliakrilamid gélen torténd elvélasztassal és SYBR Green I festéssel a sterilezett
termékek vizsgalatakor is sikeriilt a 0,5%-os kimutatdsi hatdrt elérni (a szenzitivitds €s a
specificitds az optimalizalt médszerrel 100% volt). A 0,5%-os detektédldsi hatarral teljesithetd
volt az EU jogszabdly altal eldirt 0,9%-os jelolési kotelezettség. Ez az érték, az EU-ban nem

engedélyezett GM termékeknél 0,5%.

5.1.2.2. Kereskedelembdl szirmazo élelmiszermintak kontroll lektin PCR-jének és GMO

vizsgalatanak eredményei

Sz6ja specifikus lektin gén sokszorozdsdval vizsgaltam, hogy az élelmiszermintdk
tartalmaznak-e szgja Osszetevot, ellendrizve ezzel a mintadk csomagoldsan olvashat6 dsszetétel
helyességét is. Ha nem volt feltlintetve a sz6ja dsszetevo €s ennek ellenére a minta pozitivnak
bizonyult, a termék jeloléshibas, vagy elképzelhetd, hogy a termék a gyartévonalon
szennyez0dott. Amely minta csomagoldsan az OsszetevOk kozott fel volt tlintetve a szdja
tartalom, abban az esetben a lektin gén sokszorozdsdval az izoldlt DNS-ek inhibitor
mentessége is ellendrizhetd. Anndl a mintdndl, ahol nem taldltam a csomagoldson
szdjaosszetevot, terméktdl fiiggben novény vagy gerinces allatra specifikus primerparral
ellendriztem az inhibitor mentességét (Anyagok és mddszerek fejezet, 1. tablazat).

A lektin primerrel torténd amplifikdcié sordn, ha a termék tartalmazott szdja 0sszetevot, egy
118 bp méreti fragmentum sokszorozddott (Anyagok és mdodszerek fejezet, 1. tdblazat).

A 19. dbra példaként mutatja be a gyorsfagyasztott hismintdk lektin PCR-jének gélképét. Az
eredmények alapjan lathatjuk, hogy az 0sszes gyorsfagyasztott hismintdban detektdlhat6 volt
a lektin gén, tehdt tartalmazott széjat. A termék cimkén 1évo jelolések megegyeztek a
vizsgalati eredményekkel, kivételt képez a ,,gyorsfagyasztott hustermék 6”, ahol a szdja
tartalom nem volt jelolve a csomagoldson. A minta jeloléshibds, vagy a gyartds sordn szdjaval
szennyezOdhetett, mivel semmi olyan egyéb adalékanyagot nem tartalmazott, amivel

magyardzhato lett volna a lektin gén jelenléte.
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19. abra Gyorsfagyasztott histermék mintdk lektin PCR-jének eredményei (118 bp)

1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
2. DNS mentes kontroll (vak préba)

3. Evans sz6ja (GMO mentes)

4. Pozitiv kontroll (RR sz6ja)

5-17. Gyorsfagyasztott hustermék 1-13.

Osszefoglalva a kereskedelembdl szdarmazé élelmiszermintdk lektin PCR-jének az
eredményeit (22. tdblazat), megallapithatd, hogy a széja tartalom vizsgédlata sordn, a 80 jo
mindségli DNS mintdbdl 65 termék esetében kaptam lektin génre pozitiv jelet. 5 sonka termék
sz@ja tartalmardl, nem volt informédciém, mivel ezen termékek nem elére csomagolt, hanem
frissen szeletelt druk voltak, igy ezen mintakat a tabldzat nem tartalmazza (ezen 5 mintdbdl is
sikeriilt megfeleld mindségli DNS-t kinyerni, de szdjat egyetlenegy esetben sem detektaltam) .
Az igy fennmarad6 65 minta koziil 7 esetben mutattam ki a szdja jelenlétét, annak ellenére,
hogy semmiféle sz6ja Osszetevore, vagy sz6jabol szdrmazé adalékanyagra a csomagoldson

nem taldltam utaldst, vagyis a termékek 11%-a jeloléshibas volt.
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22. tablazat Kereskedelmi forgalombdl szarmazé élelmiszermintdk szdja tartalmara

vonatkoz6 adatok 0sszefoglaldsa

Vizsealt Lektin gén
Mo DNS (szbja) | Jeloléshibas
Vizsgalt mintacsoportok . izolalasok pozitiv termékek
szama . o .
(db) szama (db) mintak szama (db)
(db)

Parizsi mintdk 10 10 9 1
Virsli mintak 10 10 7 0
Sonka mintak 5 5 2 2
Kendmdjas és majkrém mintak 7 7 7 1
Gyorsfagyasztott hustermékek 13 13 13 1
Levesbetét mintak 5 5 2 0
Tolt/ott o§tyfak €s csokoladé és 9 9 7 0
egyéb mintak
Pizzak, makaroni szész mintak 7 7 3 0
Bébiételek 8 8 6 1
Széjatermékek 7 5 5 0
Pudingpor mintak 5 1 1 1
Osszesen 86 80 62 7

A szo6ja jelenlétre utald lektin gén vizsgélatit kovetden specifikus reakcidkkal, vagyis a

genetikailag modositott RR szdjéra jellemzd nos terminétor €s 35S promoter szabalyzo régiok

sokszorozasaval vizsgdltam a GMO jelenlétét a mintdkban (Anyagok és mddszerek fejezet, 3.

tdblazat). A szabdlyozé régidk sokszorozdsa sordn kapott eredményeket példaként a 20-21.

abrdn mutatom be. Az 4brabdl lathatd, hogy a 13 vizsgalt gyorsfagyasztott hisminta koziil 4

(gyorsfagyasztott hisminta 3, 7, 10, 11) minta esetében volt kimutathat6 a nos terminator és

35S promoter egyiittes jelenléte. A gyorfagyasztott hisminta 5 és 9 esetében csak a 35S

promotert sikeriilt detektdlni (20. dbra), a gyorfagyasztott hisminta 8 mintdban pedig csak a

nos terminatort (21. abra).
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20. abra Gyorsfagyasztott histermék mintdk 35S PCR-jének eredményei (123 bp)
1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
2. DNS mentes kontroll (vak préba)
3. Evans sz6ja (GMO mentes)
4, Pozitiv kontroll (RR széja)
5-17. Gyorsfagyasztott hastermék 1-13.
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21. abra Gyorsfagyasztott histermék mintak nos PCR-jének eredményei (118 bp)

1. Bé&zispar hossz standard (50-3000 bp)
2. DNS mentes kontroll (vak préba)

3. Evans sz6ja (GMO mentes)

4. Pozitiv kontroll (RR széja)

7.

5-1 Gyorsfagyasztott histermék 1-13.

A kereskedelmi élelmiszermintdk GMO vizsgdlata sordn kapott eredményeket a 23. tdblazat
foglalja 0ssze. A GMO jelenlétének kimutatdsa sordn megdllapithat6, hogy a vizsgdlt 62
lektin gén pozitiv termék koziil 29 minta esetében sikeriilt kimutatni a 35S prométer és/vagy
nos termindtor jelenlétét. GMO jelenlétére utald jelolést egyik termék csomagoldsan sem
taldltam. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt mintdk 47%-andl volt
kimutathatd a GMO tartalom. Ha a termék tartalmazott nos termindtort és/vagy 35S
promotert, abban az esetben megmértem, hogy az adott minta, hany szdzalékban tartalmaz RR
szdjat. A mennyiségi meghatdrozast ,,esemény’’ (event) specifikus valds idejii (real-time) PCR
modszerrel végeztem.
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A relativ. GMO (RR szdja) mennyiségi meghatdrozdsa sordn a normalizalds lektin gén
specifikus szekvencidval tortént (Anyagok és modszerek fejezet, 5. tdblazat). Az ismeretlen
minta RR szdja tartalma standard referencia anyagok mérésébdl adddo kalibracids gorbe

segitségével tortént.

23. tablazat Kereskedelembdl szarmaz6 élelmiszermintdk GMO vizsgalatanak 6sszesito
tdblazata

Vizsgalt Lektin gén (szdja) m;ss /t;:;‘mlgasngor
Vizsgalt mintacsoportok mintak szama pozitiv mintak vagy oo
(db) (db) promoter egyiittes
jelenléte (db)

Parizsi mintak 10 9 8
Virsli mintdk 10 7 6
Sonka mintak 5 2 2
Kendmdjas és majkrém mintak 7 7 3
Gyorsfagyasztott histermékek 13 13 7
Levesbetét mintak 5 2 0
Toltott ostydk és csokoladé és

P 9 7 1
egyéb mintdk
Pizzak, makaroni szdsz mintak 7 3 0
Bébiételek 8 6 1
Szoéjatermékek 5 5 1
Pudingpor mintak 1 1 -
Osszesen 80 62 29

A kvantitativ vizsgdlatok eredményeit a 24. tdbldazat foglalja Ossze. Az eredményekbdl
lathatjuk, hogy a 29 GM pozitiv mintdbdl 12 minta RR sz6ja tartalma kisebb volt, mint 0,1%
(41,4%-a a GM pozitiv mintdknak), 12 minta (41,4%) esett a 0,1-0,9%-os intervallumon beliil
€s 5 minta (17,2%) tartalmazott 0,9%-ndl magasabb RR széja tartalmat. A 0,9%-ndl
magasabb RR széja tartalmd mintdkndl a csomagoldson egyetlenegy esetben sem taldltam

utalast a GM 0Osszetevo elofordulasara.
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24, tablazat Kereskedelembdl szarmazé élelmiszermintdk mennyiségi GMO vizsgélatanak
Osszesito tabldzata

Sy . s L. Vizsgalt
RR széja tartalom (%) Vlzsgalt(;l:;:;lskzéﬁ;)" elben a mintak szama
(db)

parizsi minta (5), kendémdjas minta (2),
<0,1 gyorsfagyasztott hisminta (2), virsli minta 12
(1) toltott ostya minta (1), szdjatermék (1)

sonka minta (1), pdrizsi minta (2),
0,1-0,9 kendmdjas minta (1), gyorsfagyasztott 12
hisminta (3), virsli minta (4), bébiétel (1)

parizsi minta (1), gyorsfagyasztott hlisminta

095 (1), virsli minta (1) 3
sonka minta (1), gyorsfagyasztott hisminta
>5 5
(1),
Osszesen 29

Ha a Magyarorszagon végzett GMO felmérést osszevetjiik a vildg egyes orszdgaiban végzett
felmérésekkel, igen eltéré eredményeket kapunk (SHIRAI et al. 1998, EL SANHOTY et al.
2002, ROTT et al. 2004, LAU et al. 2004, CARDARELLI et al. 2005, GERMINI et al. 2005,
GREINER et al. 2005, ABDULLAH et al. 2006, VODRET et al. 2007, BROD and ARISI
2007a, BROD and ARISI 2007b, ZHOU et al. (2007). A vizsgalt termékek szdma és
milyensége is igen széles skdlan mozog, igy az eredményeimet igen nehéz Gsszevetni az
irodalomban taldlhatéakkal. Az irodalomban fdleg szdjatej, levesporok, széjaliszt, szdjabab,
keksz, tészta, bébiételek, sz6jatejpor, néhany hisminta tesztelésével talalkozhatunk.

Vizsgdlataimban igen nagy szdmban szerepeltek hustermékek, melyek eredményei alapjan
elmondhaté (ha csak a vizsgdlt sz6jat tartalmazd hudsmintdkat veszem figyelembe), hogy a
mintdk 60%-andl volt kimutathaté az RR szdja jelenléte. BROD et al. (2007) szintén
kereskedelembdl szdrmazd huskészitményekben €s a hdsgyartds sordn alkalmazott szdjat
tartalmazé adalékanyagokban vizsgéltdk az RR szdja jelenlétét. Kutatdsaik alapjin
elmondhat6, hogy eredményeik hasonlé adatokat szolgaltattak, mivel a szdjat tartalmazo

mintdk 55%-aban bizonyitottdk az RR sz6ja jelenlétét.
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5.1.2.3. Haromfazisi megoszlason (HFM) alapul6é DNS izolalasi médszerrel kinyert DNS
sokszorozhatésaganak vizsgalata

Az 5.1.1.3. fejezet eredményei alapjan lithaté, hogy a kiilonb6z6 modell hismintakbdl és
kereskedelembdl szarmazo élelmiszermintdkbdl kivdlé mindségli és mennyiségli DNS-t
sikeriilt izoldlni a HFM moddszer segitségével. A DNS mindségén €s mennyiségén kiviil, a
DNS oldat inhibitor mentességét is ellendrizni kell. Az izolalt DNS sokszorozhatdsigét szdja
specifikus primerekkel bizonyitottam (Anyagok és moddszerek fejezet 1. tdblazat), mivel
minden vizsgalt minta tartalmazott szdjat, ebben az esetben, ha a vizsgadlt DNS oldatunk
inhibitor mentes, akkor egy 118 bp méreti fragmentum sokszorozédik. A 22/a. dbra a modell
husmintak lektin PCR-jének eredményeit mutatja be. Az abrardl jol lathatd, hogy minden
esetben sikeriilt a szgja jelenlétét bizonyitani, ugyanigy mint a Wizard moddszerrel izolalt
DNS esetében. Mivel a modell mintdk mindegyike tartalmazott RR szdjat, igy a modszer
alkalmazhatésagat a 35S promoterre specifikus primer parral is ellendriztem (Anyagok és
modszerek fejezet, 3. tablazat). Minden esetben sikeriilt kimutatni a 35S prométer jelenlétét

(22/b. abra).

A kereskedelemi forgalombdl szdrmazé - mar eldzetesen PCR-el RR szdja pozitivnak
bizonyul6 - élelmiszermintdkat szintén lektin és 35S specifikus primerparokkal vizsgaltam,
annak bizonyitdsdra, hogy hasonldéan j6 eredményeket kapok-e, mint a Wizard mddszerrel
izolalt DNS-ek esetében. A 23. és 24. dbra a kereskedelmi mintdk lektin és 35S promoter
specifikus primerparral torténd amplifikdcié eredményeit mutatja be. A gélképeken
egyértelmiien lathat6, hogy minden esetben megjelent a vart 118 bp (lektin gén) és 123 bp
(35S prométer) méretii fragmentum. Igy elmondhatd, hogy a DNS izoléldsra tovébbfejlesztett
HFM mddszer ugyanolyan hatékonysaggal miikodik, mint a Wizard modszer, de alacsonyabb
koltséggel €s nagyobb DNS hozammal. A mdédszer hatékonysagét a tovdbbiakban real-time
PCR modszerrel is sziikséges lenne ellendrizni, hogy lassuk a mennyiségi GMO vizsgalat
soran hasonlé GMO tartalmat kapam-e a HFM és a Wizard mdédszerrel izoldlt DNS-ek

esetében.
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200 bp
150 bp
100 bp

C 0 CT0Oaeom e g

50 bp

(a) (b)

22. abra Féliizemi koriilmények kozott eldallitott modell hdismintdk lektin
- 118 bp (a) és 35S PCR-jének eredményei — 123 bp (b)
(haromfazii megoszlason alapulé DNS izolélasi mddszer felhasznalasaval)

1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp) 6. 0,5 %-os készre siitott, fagyasztott vagdalthus
2. DNS mentes kontroll (vak préba) 7. 0,5 %-os péarizsi hokezelés elott

3. 0,5 %-os majrém sterilezés elott 8. 0,5%-o0s parizsi hokezelés utan

4. 0,5 %-os méjrém sterilezés utan 9. Pozitiv kontroll (RR szdja)

5. 0,5 %-os nyers, formazott vagdalthus

2 345 6 7 8 9 101112 13 14 15

3000 bp
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23. abra Kereskedelmi forgalombdl szarmazé élelmiszermintak lektin PCR-jének (118 bp)
eredményei (HFM eljarassal nyert DNS oldatok felhasznalasaval)

1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp) 9. Parizsi minta 1

2. DNS mentes kontroll (vak préba) 10. Périzsi minta 2

3. Maijkrém minta 1 11. Gyorsfagyasztott hisminta 1
4. M4jkrém minta 2 12. Gyorsfagyasztott hisminta 2
5. Sonka minta 1 13. Virsli minta 1

6. Sonka minta 2 14. Virsli minta 2

7. Kendémdjas 1 15. Pozitiv kontroll

8. KenOmajas 2 (Evans GMO mentes szdja)
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24. abra Kereskedelmi forgalombdl szarmaz6 élelmiszermintak 35S PCR-jének (123 bp)
eredményei (HFM eljarassal nyert DNS oldatok felhasznaldsaval)

1. Bazispar hossz standard (50-3000 bp) 8. Kendmdjas 2

2. DNS mentes kontroll (vak préba) 9. Parizsi minta 1

3. Madjkrém minta 1 10. Périzsi minta 2

4. Mdjkrém minta 2 11. Gyorsfagyasztott hisminta 1
5. Sonka minta 1 12. Gyorsfagyasztott hiisminta 2
6. Sonka minta 2 13. Virsli minta 1

7. Kendmdjas 1 14. Virsli minta 2

15. Pozitiv kontroll (RR sz6ja)

A modell husmintdkbol és a kereskedelmi forgalombdl szdrmazé husmintdkbél HFM
modszerrel izoldlt DNS-t teszteltem gerinces éllatra specifikus primerpar segitségével is,
annak érdekében, hogy ldssam a modszerrel sikeriilt-e sokszorozhaté allati-eredetii DNS-t
kinyerni. Az izoldlt DNS inhibitor mentességét Scytb1/Scytb2 gerinces éllatra specifikus
primer par segitségével ellenOriztem, mellyel egy 175 bp hosszisagu mitokondriélis eredetii
fragmentum sokszorozhaté (Anyagok és modszerek fejezet, 1. tablazat).

A 25. dbra a modell hismintdk gerinces dallatra specifikus primerpar PCR-jének gélképeit
mutatja be. Az dbrardl j6l lathatd, hogy minden esetben sikeriilt a 175 bp hosszisdgu szakaszt
kimutatni, vagyis az izoldlt DNS-ek esetében sikeriilt igazolni, hogy tartalmaznak 4llati-
eredetii DNS-t is. Az PCR eredményei alapjan elmondhat6, hogy a HFM mddszerrel izolalt
DNS oldatok ugyanolyan jol alkalmazhaténak bizonyultak a kiilonb6z6 PCR reakcidkhoz,

mint a Wizard médszer segitségével kinyert DNS oldatok.
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3000 bp Bizispir hossz standard (50-3000 bp)

DNS mentes kontroll (vak préba)

0,5 %-0s majrém sterilezés elott

0,5 %-0s majrém sterilezés utan

0,5 %-os nyers, formézott vagdalthis
0,5 %-os készre siitott, fagyasztott
vagdalthts

0,5 %-os parizsi hokezelés elott
0,5%-o0s parizsi hdkezelés utan

9. Pozitiv kontroll (csirkehiis DNS)
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200 bp
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25. abra Féliizemi koriilmények kozott eléallitott modell hismintdk gerinces allatra
specifikus kontroll PCR-jének (175 bp) eredményei

A vizsgélt kereskedelembdl szdrmazé élelmiszermintdkndl is minden esetben sikeriilt a 175

bp hosszui fragmentum sokszorozasa €s detektdldsa a gélben (dbra nem mutatja).

5.1.2.4. Kakaé tartalmi mintak ioncserés kromatografiaval kinyert DNS

sokszorozhatésaganak vizsgalata

A kereskedelembdl szdrmaz6 élelmiszermintdk GMO vizsgdlata sordn a csokolddé mintakbdl
€s a kakadval toltott ostydbol nem sikeriilt DNS-t izolédlni az dltalunk alkalmazott Wizard,
CTAB, HFM mddszerrel sem. Ennek oka a kakadban taldlhaté polifenolok és egyéb
madsodlagos komponensek, melyek az irodalom szerint szdmos esetben irreverzibilis
kapcsolatot alakitanak ki a termékben talalhaté nukleinsavakkal. Ezért a DNS izolédldsara
egyszerlien kivitelezhetd anioncseréld kromatogrifidas modszert fejlesztettem ki DEAE-
cellul6z és Trisz-puffer alkalmazasaval (Id: Anyagok és Moddszerek). A kifejlesztett
modszerrel j6 mindségli DNS-t kaptam, amint azt a spektrofotometrids mérések, valamint az
agar6z gélen torténd DNS ellendrzése is bizonyitja. A 26. dbra szemlélteti a csokolddé
tartalmu ostya €s csokolddé mintdkbdl kinyert DNS fragmentum eloszlasat 2%-os agaroz
gélen. A DNS mintézatok jelentésen nem térnek el egymastél. Minden mintandl a 10-23 kbp
tartomanyban sikeriilt DNS-t detektdlni, valamint 150 bp alatt is kimutattam DNS
toredékeket, melyért valésziniileg a termékek elddllitdsa sordn alkalmazott magas

homérséklet, illetve egyéb technoldgiai kezelések feleldsek.
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1. Baézispar hossz standard

23130 b
P 3000 bp (125-23130 bp)

2322 bp 2000bp 2. Kakadval t6ltott ostya
2027 bp 3. Csokoladé 1
1000bp 4. Csokolddé 2
5. Csokoladé 3
264 bp 6. Csokolddé 4
150 7. Bazispar hossz standard
E P ’
125 bp 100 bp (50-3000 bp)
50 bp

26. abra Kereskedelmi forgalombdl szarmaz6 kakadval toltott ostydabdl és csokoladébol
DEAE cellul6z alapu ioncserés kromatografidval tisztitott DNS oldatok mintdzata

A DNS inhibitor mentességét €s sokszorozhatdsagat novény specifikus primerpar segitségével
ellendriztem, mellyel egy 104 bp hosszisdgid kloroplasztisz DNS szakasz sokszorozhatd
(Anyagok és moédszerek fejezet, 1. tablazat). A PCR reakcié paramétereinek optimalizdldsa
utan kapott eredményeket a 27. dbra szemlélteti. Az abrardl jol latszik, hogy minden minta
tartalmaz sokszorozhaté novényi DNS-t. A kovetkezd 1épésben szdja specifikus primerparral
vizsgéltam, hogy a mintdkbdl kimutathaté-e a szdja Osszetevd. Mindegyik minta esetében
pozitiv jelet vartunk, mivel a csomagoldson a szdja tartalom (kakadval toltétt ndpolyi), vagy a

lecitin (csokoladé), mint adalékanyag fel volt tlintetve.

3000 bp 1. Bazispér hossz standard (50-3000 bp)

2. DNS mentes kontroll (vak préba)
3. Kakaodval toltott ostya
4. Csokoladé 1
5. Csokoladé 2

200 bp o 6. Csokolddé 3

150 bp 7. Csokoladé 4

SN SVISWaYSg 7. Csoko
100bp Ry 8. Pozitiv kontroll
50 bp et (Evans GMO mentes szdja)

27. abra Kereskedelmi forgalombdl szarmaz6, kakadval toltott ostyabol és csokoladébol
szarmaz6 DNS mintdk (DEAE eljarassal tisztitott) novény specifikus PCR-jének (104 bp)
eredményei
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A 28. dbra a lektin PCR eredményeit mutatja. JOl lathatd, hogy a csokolddé mintdkbol, csak
igen gyenge jelet sikeriilt detektdlni, mely valdszinlileg egyrészt annak koszonhetd, hogy a
mintdban a lecitin koncentraciéja joval kisebb, mint a jelenlevé névényi DNS koncentracidja,
valamint az erfsen feldolgozott lecitinben, a DNS mar toredezett allapotban van jelen, igy

emiatt is nehézkessé valhat a kimutatasa.

3000 bp

Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
DNS mentes kontroll (vak préba)
Kakadval toltott ostya

Csokoladé 1

Csokoladé 2

Csokoladé 3

Csokoladé 4

Pozitiv kontroll

(Evans GMO mentes szdja)

PNADNR WD =

50 bp

28. abra Kereskedelmi forgalombdl szarmazd, kakadval toltott ostyabol és csokoladébol
szarmaz6 DNS mintdk (DEAE eljarassal tisztitott) lektin specifikus PCR-jének (118 bp)
eredményei

A tovdbbiakban vizsgaltam a mintdkban a GMO jelenlétet, de mindegyik minta negativnak

bizonyult mind a 35S prométer, mind a nos terminétor tekintetében (dbra nem mutatja).
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5.2. 35S prométer tapcsatornabol torténé kimutatasa és a
szervezetbe torténé bejutasanak vizsgalata patkanyetetési

kisérletekben

5.2.1. 35S prométer tapcsatornabdél torténo kimutatasa és a szervezetbe torténo

bejutasanak vizsgalata patkanyetetési kisérletekben - DNS izolalas eredményei

A kisérletek sordn 4 csoportot kiilonitettem el, mely csoportokban az allatokat 0%, 0,9%,
2,5% és 50% Roundup Ready szoéjat tartalmazéd tappal etettem 14 napon keresztiil. Egy
csoporton beliil 5 allattal dolgoztam. A kisérletek sordn az egyes éllatok szerveibOl és az
izombdl Wizard moédszerrel DNS-t izoldltam, melynek eredményeit a 25. tdblazat foglalja
Ossze. A tdblazatban az 0sszes csoport adata egyesitve lathatd, az eredményeket 6sszefoglalva
megéllapithatd, hogy az 0Osszes szervbdl €s izomszovetbdl minden esetben megfeleld
mennyiségl és tisztasagu DNS-t extrahdltam a tovabbi PCR analitikai vizsgélatokhoz. Egyes
esetekben a bél és a gyomor vizsgdlata sordn igen nagynak adddott az emlitett szervekbol

kinyert DNS mennyiségének szdérdsa, mely az allatok egyedi eltérésébdl adddhat.

25. tablazat 0%, 0,9%, 2,5% és 50% %-os RR szojat tartalmazé tappal etetett patkanyok
szerveibdl és izomszovetébdl izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasigi jellemzdinek
Osszefoglal6 tablazata

Wizard modszer
Szervmintdk A mintabdl kin
: DNS rnennyiscz,/geftt R érték

ug/100 mg (A260280)
Lép 23,26-26,89 1,78-1,81
Mij 20,16-22,63 1,78-1,82
Hasnyéalmirigy 30,39-34,63 1,82-1,88
Vese 27,42-32,84 1,79-1,84
Bél 46,34-59,23 1,83-1,85
Gyomor 23,97-41,21 1,80-1,82
Izom 10,51-14,39 1,78-1,81
Bélfodri nyirokcsomé 8,29-17.7 1,78-1,80
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A 26. tablazat a 0%, 0,9%, 2,5% és 50%-o0s RR szdjat tartalmazoé tappal etetett dllatok bél és
gyomortartalmdbdl izoldlt DNS oldatok mennyiségi és tisztasdgi jellemzOit mutatja. A
gyomrokat 2 ml, a belet 4 ml fiziol6gids sdoldattal mostam ki. Ezen mintdkat a proteindz K-
val torténd enzimes emésztést kovetden Amicon Ultrasziird segitségével koncentraltam

(2 ml-t toményitettem 500 pl-re), a megfeleld mindség €s mennyiség elérése céljabdl. Az igy

toményitett mintdkbodl a tovabbiakban sikeresen vontam ki DNS-t.

26. tablazat 0%, 0,9%, 2,5% és 50%-os RR sz6jat tartalmazo tappal etetett patkanyok bél- €s
gyomortartalmabdl izolalt DNS oldatok mennyiségi és tisztasigi jellemzoi

Wizard modszer
Szervmintdk A mintabdl kinyert oy
DNS mennyisgge (i ertek)
1g/2000 260/280

Bélfolyadék (0%) 1,92+1,15 1,75+0,06
Bélfolyadék (0,9%) 2,11£1,97 1,78+0,05
Bélfolyadék (2,5%) 1,84+2,10 1,73+0,16
Bélfolyadék (50%) 0,73+0,70 1,66+0,19
Gyomorfolyadék (0%) 1,67£1,23 1,84+0,09
Gyomorfolyadék (0,9%) 2,02+1,16 1,83+0,07
Gyomorfolyadék (2,5%) 1,17£1,09 1,86+0,08
Gyomorfolyadék (50%) 1,94+1,23 1,82+0,02

5.2.2. 35S promoéter tapcsatornabél torténé kimutatasa és a szervezetbe torténo

bejutasanak vizsgalata patkanyetetési kisérletekben — PCR vizsgalatok eredményei

Az etetési kisérlet soran 0%, 0,9%, 2,5% és 50%-os RR sz¢jat tartalmazé tappal etetettem az
allatokat 14 napon keresztiill. A DNS izoldlas fejezetbdl 1dthatd, hogy minden szervbdl és
izomszovetbdl megfeleld R értékii DNS-t izoldltam, megfeleld koncentriciéban. Az izolalt
DNS inhibitor mentességét SCytb1/SCytb2 gerinces allatra specifikus primer par segitségével
ellendriztem, mellyel egy 175 bp hosszisdgu fragmentum sokszorozhaté (Anyagok és
modszerek fejezet, 1. tablazat). A kontroll PCR eredményei alapjan az altalam vizsgélt 6sszes
minta megfeleld tisztasdgunak bizonyult, i{gy minden DNS minta alkalmas volt a tovabbi
PCR-el torténd vizsgalatokhoz. A 29. dbra példaként mutatja be a gerinces éllatra specifikus

primerparral torténd sokszorozas eredményét.
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3000 bp Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
DNS mentes kontroll (vak préba)
Lép

Mij

Hasnyalmirigy
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Bél

Gyomor

Izom

10. Bélfodri nyirokcsomd6

11. Bélfolyadék

12. Gyomorfolyadék

13. Pozitiv kontroll (csirkehis DNS)

200 bp
150 bp

WO N B WD =

100 bp

50 bp

29. abra Patkanyszerv és izomszovet mintak gerinces dllatra specifikus PCR-jének (175 bp)

eredményei

Mivel az 0sszes izoldlt DNS minta inhibitor mentesnek bizonyult, igy a kovetkezd 1épésben
vizsgéltam, hogy kimutathaté-e a 35S prométer valamely szervbdl, vagy az izomszovetbdl. A
GM o0sszetevd jelenlétét az élelmiszermintdknal is alkalmazott 35S promoterre tervezett GM
specifikus primerek segitségével vizsgaltam, mellyel egy 123 bp hosszisigu fragmentum

sokszorozhat6 (Anyagok és mddszerek fejezet, 3. tablazat).

A 30. dbra példaként mutatja az egyik 50% RR szo6jat tartalmazo téppal etetett patkdny (2.
szamu éallat) béltraktusabdl, egyéb szerveibol és husabdl izolalt DNS 35S prométer specifikus
PCR-jének eredményeit. A 35S promoéter a bélben, a bélfolyadékban, a gyomorban és a
gyomorfolyadékban volt kimutathat6

A tobbi 4 dllat esetében, melyeket szintén 50% RR szdjét tartalmazé tappal etettem, tobb
esetben kaptam pozitiv jelet a 35S prométerre, azokndl a szerveknél, melyek kozvetleniil
érintkeznek a tdppal (gyomor, bél), ennek megfeleléen a gyomorfolyadékban és a

bélfolyadékban is.

95



Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
DNS mentes kontroll (vak préba)
Mjj

Lép
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Bélfodri nyirokcsomé
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Izom

Bél

10. Bélfolyadék

11. Gyomor

12. Gyomorfolyadék

13. Pozitiv kontroll (RR széja)

3000 bp

200 bp
150 bp
100 bp
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30. abra 50% RR széjat tartalmazd tappal etetett (2. szamu) patkdny béltraktusabol, egyéb
szerveibdl és izmabol szarmazdé mintdk 35S prométer specifikus PCR-jének (123 bp)
eredményei

Az 50% RR szdjat tartalmazé tappal etetett allatok vizsgdlata sordn kapott eredményeket a 27.
szamu tablazat foglalja 6ssze. Az 1. szamu dllat esetében egyetlenegy esetben sem kaptam a
123 bp fragmentum méretnél jelet, ami azt jelenti, hogy egyetlenegy mintdban sem sikeriilt
kimutatni a 35S promdter jelenlétét. A 3. szamu dallat esetében a gyomorban és a
gyomorfolyadékban volt kimutathaté a 35S promoéter. A 4. szamud éllat esetében a
bélfolyadékban és a gyomorfolyadékban tudtam detektdlni a 35S prométert detektdlni. Mig az
5. szdmu 4llat esetében szintén a bélfolyadékban és a gyomorfolyadékban kaptam pozitiv jelet
a 35S prométer specifikus PCR sordn. A tdbladzatban taldlhaté szerveken kiviil az Osszes

vizsgélt szerv €s izom minta negativnak bizonyult.

27. tablazat 50% RR sz6jat tartalmazdé tappal etetett patkdnyok esetében a 35S promoéter
tdpcsatornabdl torténd kimutatdsanak osszefoglalé tablazata

L Allat szima
Mintak
1. 2. 3. 4, 5.
Gyomor - + + - -
50% RR sz6ja Gyomorfolyadék - + + + +
tartalmu tap Bél - + - - -
Bélfolyadék - + - + +

96



A 31. dbra a 2,5% RR sz6jat tartalmaz6 tappal etetett dllatok béltraktusdbol, egyéb szerveibdl,
€s 1izmabdl izoldlt DNS 35S promoéter specifikus PCR-jének eredményeit mutatja az 5. szdmu
patkany esetében. A 35S primerparral torténd sokszorozds sordn az 5. szamu 4llat esetében
kaptam pozitiv jelet a gyomorfolyadékban (31. dbra). A tobbi 4 dllat esetében minden minta

negativnak bizonyult.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13

Bazispar hossz standard (50-3000 bp)
DNS mentes kontroll (vak préba)
Mij

Lép

Vese

Bélfodri nyirokcsomé
Hasnyalmirigy

Izom

Bél

10. Bélfolyadék

11. Gyomor

12. Gyomorfolyadék

13. Pozitiv kontroll (RR sz6ja)

3000 bp

200 bp
150 bp
100 bp

W nhkhwh =

50 bp

31. abra 2,5% RR szdéjaval etetett 5. szamu patkany béltraktusabodl, egyéb szerveibdl és
1zmébol szarmazd mintdk 35S promoter specifikus PCR-jének (123 bp) eredményei

A 0,9% RR szojat tartalmazé tdppal etetett allatok béltraktusdbol, egyéb szerveibdl, és
izmébol izoldlt DNS 35S prométerrel torténd sokszorozasa sordn egyetlenegy allat esetében
sem kaptam pozitiv jelet. Ez természetesen a kontroll (0% RR széjat tartalmazé tappal etetett)
allatokbdl szarmaz6 mintdkra is elmondhatd.

Vizsgdlataimat 0sszefoglalva elmondhatd, hogy az 50% RR széjat tartalmazé tappal torténd
etetés soran egyes esetekben a gyomorbdl, bélbol, gyomor- €s bélfolyadékbdl detektdltam a
35S prométert. Bar az allatok altatdsa eldtt, egy éjszakdn 4t tartd tapelvonds tortént, ez ido
val6szinlileg nem volt elegendd arra, hogy a tdpldlék teljes mértékben kiliriiljon a
szervezetbol, ez adhat magyardzatot a pozitiv eredményekre. A tobbi szervminta és az
izomszovet minden esetben negativ volt, mely azt jelenti, hogy a 35S prométer, vagy annak
kisebb fragmentuma nem jutott it a bélfalon, igy nem keriilt bele a véraramba. Hasonl6
eredményeket kaptam, mint EL-SANHOTY et al. (2006), akik GM burgonyaval végeztek
patkanyetetési kisérletet. A vizsgélatok sordn a GM specifikus primerekkel végzett PCR-es
vizsgalatok negativnak bizonyultak a majbol, vesébdl, 1€pbdl €s izombdl vett mintdk esetében.
Ezzel szemben a béltraktus kiilonboz6 szakaszain (gyomor, nyombél, éhbél, csipdbél, vakbél,

végbél) a GM DNS jelenlétét igazoltdk, még 24 draval a tdpelvonds utdn is.
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ZHU et al. (2004) kutatasaiktdl, Roundup Ready szo6jat tartalmazé tappal (30%, 60% €s 90%)
végeztek etetési kisérletet patkdnyokkal. A 13 héten at tartd etetési kisérlet sordn figyelték,
hogy a CP4-EPSPS gén DNS fragmentumadt (145 bp), illetve a sz6jabab lektin génjét kodolod
fragmentuméat (405 bp) sikeriil-e detektdlni az izomszovetbdl. Kisérleteik sordn egyéb
szerveket nem vizsgéltak. A PCR eredményei alapjan megéllapitottdk, hogy a két vizsgélt

fragmentum egyetlenegy mintabdl sem volt kimutathato.

5.3. 35S prométer tapcsatornabol torténé kimutatasa és a
szervezetbe torténo bejutasanak vizsgalata - csirkeetetési

kisérletekben

5.3.1. 35S promoéter tapcsatornabél torténé kimutatasa és a szervezetbe torténo

bejutasanak vizsgalata csirkeetetési kisérletekben - DNS izolalas eredményei

A Master-M kisvardai baromfifeldolgoz6 tizemében tortént az etetési kisérlet 2,5%-ban RR
szOjat tartalmazo takarmdnnyal. Mintavétel a baromfi neveltetés sordn 5 iddpontban,
kiilonbozo etetési fazisokbol véletlenszertien tortént. Minden mintavételnél az allomanybdl 3
db 4llatot vizsgéltam, melyekbdl szervmintdkat vettem, a belet (5-10 ml — nevelési fazistol
fiiggben) fizioldgids soéoldattal mostam ki és a mintdkbol DNS-t izolaltam. Kontrollként
garantdltan GMO sz6ja mentes tappal etetett csirkeszervekbdl is izoldltam DNS-t (adatok nem
mutatjak). A bélfolyadékokbdl is izoldltam DNS-t, de ezeket a mintdkat, a szintén proteindz K
enzimes emésztést kovetden Amicon Ultrasziird segitségével koncentrélni kellett a megfeleld

mindség és mennyiség elérése céljabol.

Az 1igy koncentrdlt mintdkb6l a tovdbbiakban sikeresen vontam ki DNS-t (4 ml-t
toményitettem 500 pl-re, 33. tabldzat). Az eredményeket 6sszefoglalva megéllapithatd, hogy
az Osszes szervbol és izomszovetbdl minden esetben megfeleld6 mennyiségli és tisztasigu
DNS-t extrahdltam. Az azonos etetési fazisokbdl vett mintdk esetében a DNS izoldlasi
eredményekbdl atlagot és szdrast szdmoltam. A 2,5%-0s RR szo6jat tartalmazé tappal végzett
kiilonbozo etetési fazisokbdl szarmazé DNS oldatok mennyiségi és minOségi paramétereinek
atlagértékeit €s szordsait a 28-31 tdbldzat tartalmazza. A neveltetés kezdeti fazisaiban, a
szervek kis mérete miatt nem sikeriilt az 4llatokbdl egyes szerveket elkiiloniteni (bélfodri

nyirokcsomd, hasnyalmirigy), igy ezen adatok hidnyoznak a tablazatbdl (28. tablazat).
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A neveltetés késOi fazisaiban a béltraktust a konnyebb kezelhetdség érdekében két részletben
vizsgaltam. A kinyerhet6 DNS mennyisége a kiilonb6z0 nevelési fazisokban az éllatok

fejlodése miatt eltérd lehet, ezért az adatokat kiilon tdblazatokban részleteztem.

28. tablazat Betelepitett napos csibék szerveibdl €s izomszovetbdl izolalt DNS mindségi és
mennyiségi paraméterei

Szery neve A kinyert DNS R érték

S mennyisége (ULg/100 mg) (A260/A2s0)
Izmos gyomor kiils6 rész 45,31+6,02 1,87+0,03
Izmos gyomor belso rész 41,02+5,11 1,88+0,06
Mirigyes gyomor 08,82+22,78 1,89+0,03
Begy 91,9048,55 1,90+0,00
Izom (comb) 32,80+2,78 1,86+0,05
Bél 40,49+37,74 1,80+0,09
Mij 55,72+7,03 1,87+0,02

Szerv neve A kinyert DNS R érték

S mennyisége (1g/100 mg) (Aa60/A2g0)
Izmos gyomor kiils6 rész 50,38+6,97 1,85+0,00
Izmos gyomor belsd rész 46,85+12,41 1,72+0,00
Mirigyes gyomor 36,55+1,55 1,71+0,00
Begy 52,04+2,85 1,7240,05
Izom (comb) 37,29+0,17 1,83+0,00
Izom (mell) 42,2742 48 1,71+0,04
Bél 36,69+2,93 1,85+0,01
Hasnyélmirigy 25,7945,15 1,76+0,01
Mij 64,19+0,44 1,85+0,01

Szerv neve A kinyert DNS R érték

S mennyisége (1g/100 mg) (Aa60/A2g0)
Izmos gyomor kiils6 rész 25,51+0,04 1,88+0,01
Izmos gyomor belsd rész 32,61+9,48 1,88+0,01
Mirigyes gyomor 26,45+7,04 1,89+0,00
Begy 33,72+0,89 1,87+0,01
Izom (comb) 13,90+3,12 1,91+0,01
Izom (mell) 10,48+1,31 1,94+0,01
Bél eleje 51,73+£16,48 1,83+0,04
Bél vége 43,08+27,05 1,84+0,02
Hasnyalmirigy 3,89+0,62 1,71+0,07
Bélfodri nyirokcsomé 30,06+0,52 1,79+0,00
M3j 52,82+3,52 1,84+0,00

29. tablazat Szuper intenziv el6indit6 takarmany etetési fazisabdl szarmazo csirkeszervekbol
€s izomszovetbdl izoldlt DNS mindségi €s mennyiségi paraméterei

30. tablazat Szuper intenziv indité takarmany etetési fazisabol szarmazo csirkeszervekbol és
izomszovetbdl izoldlt DNS mindségi és mennyiségi paraméterei
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Szery neve A.kinyert DNS R érték

- mennyisége (Lg/100 mg) (Az60/Ang0)
Izmos gyomor kiilsd rész 21,56+0,59 1,82+0,03
Izmos gyomor belsé rész 30,08+2,51 1,90+0,00
Mirigyes gyomor 29,49+2,00 1,88+0,00
Begy 24,41+4,04 1,87+0,00
Izom (comb) 12,87+0,25 1,90+0,00
Izom (mell) 14,75+0,99 1,88+0,01
Bél eleje 43,71+£8,92 1,88+0,01
Bél vége 55,42+4,66 1,84+0,03
Hasnyélmirigy 20,71£7,31 1,82+0,03
Bélfodri nyirokcsomé 49,05+10,44 1,82+0,01
Mij 56,14+0,81 1,84+0,00

Szerv neve A‘kinyert DNS R érték

- mennyisége (Ug/100 mg) (A260/A2s0)
Izmos gyomor kiilsd rész 39,61£0,59 1,85+0,00
Izmos gyomor belsd rész 22,542 81 1,88+0,00
Mirigyes gyomor 52,52+2,16 1,87+0,00
Begy 16,35+3,35 1,86+0,01
Izom (comb) 11,52+1,65 1,83+0,02
Izom (mell) 14,24+0,47 1,90+0,01
Bél eleje 3,01+0,62 1,63+0,21
Bél vége 60,87+10,62 1,79+0,09
Hasnyélmirigy 3,24+0,13 1,74+0,02
Bélfodri nyirokcsomé 5,08+1,03 1,8440,06
Mij 58,97+0,74 1,85+0,02

31. tablazat Szuper intenziv nevel0 takarmany etetési fazisabdl szarmazé csirkeszervekbdl és
izomszovetbdl izoldlt DNS mindségi €s mennyiségi paraméterei

32. tablazat Vagovonalrdl szarmazo csirkeszervekbdl és izomszovetbdl izoldlt DNS mindségi
€s mennyiségi paraméterei
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33. tablazat 2,5% RR szdjat tartalmazo tappal etetett csirkék béltartalmabdl izolalt DNS

oldatok mennyiségi €s tisztasagi jellemzdi

A kinyert DNS

csirkeszervek)

Szerv neve mennyisége (1Lg/4000 ( AR e;’tAek )
ul) 260/ A280
Bélfolyadék (betelepitett napos csibe) 0,55+0,22 1,88+0,02
Bélfolyadék (szuper intenziv eldindité takarmény 1.6942.96 1.8640.04
etetési fazisa) 07E2, ,0020,
Bélfolyadék eleje (szuper intenziv indit6 takarméany 5 8144.15 1.800.03
etetési fazisa) O LET, ,0Ux0,
Bélfolyadék vége (szuper intenziv indit6 takarmany 0.8543.47 | 830,04
etetési fazisa) ,0I=E9, ,65%0,
Bélfolyadék eleje (szuper intenziv neveld takarméany 1.9247.39 | 820,05
etetési fazisa) JLEL, ,02%0,
Bélfolyadék vége (szuper intenziv neveld takarméany 3.7041.07 1 860,00
etetési fazisa) TU=L ,00x0,
Bqlfolyadek eleje (vagovonalrdl szarmazd 0.54+3.45 1.8520.04
csirkeszervek)
Bélfolyadék vége (vagdvonalrdl szarmazd 6.45£2.75 1.7420,07

5.3.2. 35S promoéter tapcsatornabél torténé kimutatasa és a szervezetbe torténo

bejutasanak vizsgalata csirkeetetési kisérletekben — PCR reakciok eredményei

Mivel, - mint az a DNS izoldlas fejezetben is jol lathaté - minden szervbdl és izomszovetbol

megfeleld R értékii DNS-t izoldltam, megfeleld koncentracidban, igy a kovetkezd 1épésben az

inhibitor mentességet és a sokszorozhat6 DNS jelenlétét ellendriztem kontroll PCR

reakcidval. A kontroll PCR reakci6 soran az SCytb1/SCytb2 gerinces allatra specifikus primer

par segitségével dolgoztam, mellyel egy 175 bp hosszisdgi fragmentum sokszorozhat6

(Anyagok és modszerek fejezet, 1. tdblazat).
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32. abra Szuper intenziv neveld takarmany etetési fazisabol szarmazo szerv és izom
mintdk gerinces dllatra specifikus PCR-jének eredményei
1. Ba&zispar hossz standard (50-3000 bp) 10. Bélfolyadék eleje
2. DNS mentes kontroll (vak proba) 11. Bélfolyadék vége
3. Ures zseb 12. Hasnyalmirigy
4. Izmos gyomor belsd rész 13.  Bélfodri nyirokcsomé
5. Mirigyes gyomor 14. Mjj
6. Begy 15. Béleleje
7. Izom (comb) 16. Bélvége
8. Izom (mell) 17. Izmos gyomor kiilsd rész
9. Pozitiv kontroll (csirkehiis DNS)

A 32. 4bra példaként mutatja be a szuper intenziv nevel0 takarmany etetési fazisabol
szarmaz$ csirkeszerv és izom mintdk gerinces dllatra specifikus primerparral torténd
sokszorozdsdnak eredményét. A tobbi vizsgdlt mintdndl is minden esetben sikeriilt a 175 bp
hosszisagi DNS szakaszt sokszorozni, ami azt jelenti, hogy a DNS oldataink nem
tartalmaznak PCR inhibitorokat.

Mivel az Osszes DNS minta alkalmas volt a tovabbi vizsgélatokhoz, igy a 35S promoter
szervekbe, izomba torténd datkeriilésének a lehetdségét 35S promoéterre tervezett GM
specifikus primerek segitségével vizsgdltam. A primer segitségével pedig egy 123 bp
hosszisagu fragmentum sokszorozhat6é (Anyagok és modszerek fejezet, 3. tablazat).
Vizsgalataim sordn a 35S promoter jelenlétét mutattam ki néhdny esetben az izmos

gyomorbol, begybdl, bélbdl, a gyomorfolyadékbodl és a bélfolyadékbol.

102



Az els6 mintavétel a betelepitett naposcsibék koziil tortént (3 allat/mintavétel). A 33. dbran

l4thatd, hogy a vizsgdlat sordn a 35S promotert az izmos gyomor belsd részébdl, a begybdl és

a bélbdl lehetett kimutatni.
A madsik két vizsgdlt dllat esetében egyik dllatnal a 35S prométer a begybdl és a bélbdl volt

detektdlhatd, mig a madsik allatbdl szdrmaz6 mintdk minden esetben negativak voltak (4dbra

nem mutatja).

1
3000 bp [
- 1. Molekulatomeg standard (50-3000 bp)
! 2. I?NS mentes kontroll (vak préba)
- 3. Ures zseb
: 4. Izmos gyomor belso rész
- 5. Mirigyes gyomor
—
6. Begy
200bp 7. Izom (comb)
150 bp =5 8. Bél
100 b 9. Bélfolyadék
" R 10. M4§j
11. Izmos gyomor kiilsO rész
12. Pozitiv kontroll (RR sz6ja)
50 bp

33. abra Betelepitett naposcsibék szerveibdl és izomzatabol szarmazé mintak 35S PCR-
jének (123 bp) eredményei

A szuper intenziv eldindité takarmany etetési fazisabol szdrmazoé allatok esetében a 35S
promoéter az izmos gyomor belsd részébdl volt kimutathaté mindhdrom dallat esetében. A
szuper intenziv indité takarmany etetési fazisabol szarmazo allatok esetében a 35S promotert
mindhdrom vizsgalt allat esetében az izmos gyomor belsd részébdl sikeriilt kimutatni, illetve
egy esetben a begybdl vett mintandl is gyenge pozitiv jelet kaptam. A szuper intenziv neveld
takarmany etetési fazisabol vett mintdk esetében a 35S prométer az izmos gyomor belsd
részébol volt kimutathaté mindharom éllat esetében. A GMO specifikus PCR eredményei

szerint a 35S promoter kimutatdsdndl a vagovonalrdl vett mintdk egyikénél sem kaptam

pozitiv jelet (34. abra)
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34. abra Vagas sordn, a technoldgiai vonalrdl szarmazé csirkék szerveibdl és izomzatabol
vett mintak 35S PCR-jének (123 bp) eredményei

1. Molekulatomeg standard (50-3000 bp) 1. Molekulatomeg standard (50-3000 bp)
2. DNS mentes kontroll (vak préba) 2. DNS mentes kontroll (vak préba)

3. Ures zseb 3. Ures zseb

4. Izmos gyomor belsd rész 4. Bélfolyadék eleje

5. Mirigyes gyomor 5. Bélfolyadék vége

6. Begy 6. Hasnyalmirigy

7. Comb 7. Bélfodri nyirokcsomo

8. Mell 8. M4j

9. Béleleje 9. Izmos gyomos kiilsd rész

10. Bélvége 10. Pozitiv kontroll

11. Pozitiv kontroll (RR szdja)

Az 34. téiblazat foglalja 6ssze a 2,5% RR szdjat tartalmazé tdppal etetett csirkék vizsgalata
soran kapott eredményeket. A tdbldzatban taldlhat6 szerveken kiviil az 6sszes vizsgélt szerv és

izom minta negativnak bizonyult.

34. tablazat 2,5% RR szdéjat tartalmazé tappal etetett csirkék esetében a 35S prométer
tdpcsatornabdl torténd kimutatdsanak osszefoglalé tablazata

Szuper Szuper Szuper
. .. Napos intenziv intenziv intenziv L
Mintak csill))ék eléindito indito nevelo Vagovonal
etetési fazis | etetési fazis | etetési fazis
1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. | 3. 1. | 2. 3.
Izmos gyomor
b6186 I'éSZ + - - + + + + + + + + +
Begy + + - - - - +
Bél + |+ |- - - - -
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A vizsgdlatok sordn, a gélképeken nem specifikus termékek is keletkeztek, melynek
magyardzata, hogy az érzékenység novelése céljabol a JRC mddszer altal GMO kimutatdsra
javasolt ciklusszamot (35) 40-re noveltem. Az érzékenység novelése céljabol a DNS
koncentraciot is 500ng-ra noveltem, mely sordn nagyobb a valdszintisége, hogy a primer nem
specifikus helyekre is bekotddik illetve az alkalmazott primerpar hasonldé bazisosszetételli

szekvenciat talalt a DNS oldatban, mint a keresett szekvencia.

A GMO specifikus PCR eredményeit Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az egyes etetési
fazisokbdl szarmaz6 mintdk esetében a 35S promdter egyes szervekbdl kimutathatd, bar e
szervek kozvetleniil érintkeznek a takarmdnnyal, igy ez magyarazatot adhat a pozitivitdsra. A
leggyakrabban fogyasztott belsdségbdl, a m4jbdl valamint az izomzatbdl egy alkalommal sem
volt kimutathaté a 35S prométer. A vagdvonalrdl vett csirke mintdkndl egy esetben sem
kaptam pozitiv jelet, amit azzal magyardzhatunk, hogy a vagas elott a csirkék egy éjszakas
»cheztetésen” estek at a vagds megkonnyitése és a fertozés elkeriilése céljabdl, igy az dllat ez

1d0 alatt a takarmanyt teljes egészében megemésztette és a gyomorbol, bélbdl ki is iiriilhetett.

Az irodalom tobb csirkeetetési kisérletet ismertet, melyek soran az volt a cél, hogy vizsgaljak
kimutathat6-e a kiilonb6zd szervekbdl, izomszovetbdl a transzgén DNS fragmentumat. Az
etetési kisérletek legtobbje Bt kukoricdval tortént. A kisérletek eredményei nagyrész egyeznek
a kutatdsiam sordan kapott eredményeimmel. TONY et al. (2003) 35 napon &t tarté brojler
csirkeetetési kisérlet végzett, mely sordn a Bt gén nem volt detektilhatdé sem az
izomszovetbol, sem a vizsgalt szervekbdl (mdj, vese, 1€p, szivizom, a csecsemOmirigy).
ROSSI et al. (2005) eredményeimmel egyezden néhdny esetben a begybdl és a zuzabol
mutattak ki GM novényre jellemzd fragmentumot (crylA(b) gén 1800 bp méretii
fragmentuma). AESCHBACHER et al. (2005) a rekombindns névényi DNS fragmentumat
egyediil a begybdl detektaltdk néhiny esetben. AULRICH et al. (2002) bizonyitottdk, hogy
transzgén DNS fragmentumok nem mutathatdk ki sem a masodlagos éllati termékekbdl (tojas,
his, tej) sem a kiilonb6z6 szovetekbdl (izom, maj, 1€p, vese). KHUMNIRDPETCH et al.
(2001) GMO szgjat tartalmazoé tappal végeztek brojler csirkeetetési kisérletet. Real-time PCR
modszerrel vizsgéltdk hogy kimutathaté-e az idegen DNS szekvencia a husbdl, a borbdl, a

majbol és a nyombélbdl. A vizsgélat sordn az sszes minta negativ volt.
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5.4. Uj tudoményos eredmények

1.

Az EU JRC (Ispra) dltal GMO kimutatdsra javasolt DNS alapu PCR moédszert adaptéltam
és teszteltem kiilonbozo feldolgozottsdgi fokd, RR széjat tartalmazé modell
histermékeken, illetve kereskedelmi forgalombdl szdrmazd éElelmiszer-matrixokon.
Igazoltam, hogy a termékekben hdokezelés hatdsara csokken a nos termindtor
kimutathatésaga. Az adaptdlt és optimalizdlt egyszeri PCR mddszerrel a sterilezett

termékek vizsgalatakor is sikeriilt a 0,5%-os kimutatési hatart elérni.

Az EU JRC (Ispra) altal javasolt DNS izoldlasi mddszert kombindltam Amicon
Ultraszlirdvel, mely tovabbfejlesztett modszer alkalmas volt hig, alacsony DNS tartalmu
mintakbdl torténd DNS izoldlasra. Uj, haromfazisd megoszlason alapulé (HFM) médszert
fejlesztettem ki, mely technika nem csak GMO kimutatdsra, hanem egyéb PCR-es
vizsgélatokban is alkalmazhatd. A kakad tartalom miatt kritikus mintdkra DEAE celluléz
alapu ioncserés kromatografidss DNS kivondsi modszert dolgoztam ki, melyeknél a

gyakorlatban elterjedten hasznalt médszerek nem alkalmazhaték hatékonyan.

Magyarorszagon elsdk kozott végeztem az élelmiszertermék palettat atfogdé RR szdja
kimutatast. Az eredmények alapjdn megdllapitottam, hogy a kereskedelmi forgalombdl
szdrmazd szdja pozitiv élelmiszerek 47%-a tartalmazott GMO-t, valamint a GM pozitiv
termékek 17%-a haladta meg a 0,9%-os torvény dltal eldirt jelolési kotelezettséget. A
0,9%-nédl magasabb GMO tartalmd mintdk esetében, egyetlenegy esetben sem taldltam a

csomagoldson erre utald jelolést.

Els6ként foglalkoztam a Roundup Ready szdja expresszids vektorjdban taldlhat6 karfiol
mozaikvirus 35S prométer tdpcsatorndbol torténd kimutatdsaval és a szervezetbe torténd
bejutdsdnak vizsgélatdval patkdnyetetési, illetve csirkeetetési kisérlet segitségével. A
vizsgélatokra az EU JRC (Ispra) altal javasolt DNS izolélasi és GMO kimutatasi mddszer
adaptaltam. Az allatetetési kisérletek soran megdllapithatd, hogy a 35S prométer nem volt
kimutathaté a vizsgalt szerv és izomszovet mintdkbdl, vagyis a promdéter nem jutott at a

bélfalon, nem keriilt bele a véraramba.
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Egyes kereskedelembdl szarmaz6, DNS izoldlds szempontjabol kritikus élelmiszermintdk
esetében (folyadék dllagi, alacsony DNS koncentraciéji-, kakad tartalmi-, egyes erdsen
feldolgozott élelmiszerek) a JRC édltal GMO kimutatédsra javasolt DNS izoldldsi médszer nem
adott megfelel6 mennyiségli és mindségli DNS-t. Ezeknek a mintdknak az eredményes
vizsgélatdra sziikség van a DNS izoldlasi technikdk fejlesztésére. E teriileten, a dolgozatban
ismertetett eredmények alapjan az alacsony DNS koncentrdcioju élelmiszermintdk (szdjaital,
bébiételek) esetében, az JRC altal ajanlott DNS izoldlasi mdédszert tovabbfejlesztve, Amicon
Ultraszlirével kombindlva, a médszer alkalmas lehet megfelel6 tisztasagu és koncentricidju
DNS kinyerésére. A kakao tartalmi (csokolddé, csokoladé tartalmd ndpolyi)
élelmiszermintdkbol DEAE-celluléz ioncserés kromatografian alapulé DNS izoldldsi médszer
kifejlesztésével sikeriilt j6 mindségli, sokszorozhaté DNS-t izoldlni. Az 1j, alacsony koltségl
haromféazisi megoszlason alapul6 (HFM) DNS kivondsi mddszerrel, egy nemcsak GMO
kimutatasra, hanem egyéb PCR-es vizsgdlatokra (huseredet, novényeredet) is alkalmas DNS
izoldlasi modszert fejlesztettem ki. A kereskedelmi forgalombdl szdrmazé Wizard DNS
tisztité Kit és a HFM moddszer végrehajtdsa hozzavetdleg ugyanannyi idot igényel, de a
koltségeket Osszehasonlitva a HFM mddszer harmada a Wizard mdédszernek. Ezen feliil a
HFM mddszer dtlagosan 2-szer nagyobb DNS hozamot produkalt, mint a Wizard mddszer,

mivel korldtozott a gyanta DNS kot6 kapacitdsa.

A HFM mdédszert a jovoben érdemesnek tartom real-time PCR moédszerrel is tesztelni,
Osszehasonlitva - a GMO kimutatasndl leggyakrabban alkalmazott - a Wizard mddszerrel

izolalt DNS oldatok real-time PCR eredményeivel.

Az irodalomban igen kevés a hustermékekbdl torténé GMO kimutatdsi kisérlet, igy fontos
megemliteni, hogy a JRC dltal GMO kimutatiasra javasolt egyszeri PCR mddszer
adaptdlasaval ¢és optimalizdlasdval, sikeriilt még az er6sen hdkezelt, sterilezett
histermékekbdl is kimutatni az RR szdja tartalmat 0,5%-os kimutatdsi hatarral. Fontos, hogy
ez az érték, a 0,9% torvény altal eldirt jelolési kotelezettség alatt van. Késdbbiekben
javasolndm — a kevés rendelkezésre 4ll6 irodalmi adat miatt is — az ismert RR szdja tartalmu
histermékek, élelmiszerek real-time PCR-es vizsgélatat nyers és a hozza tartozé feldolgozott

élelmiszermintakbadl.
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A vizsgélat célja, hogy teszteljiik, a kiillonb6z6 mértékii hdkezelés (vagy esetleg egyéb fizikai
illetve kémiai kezelés) hogyan hat a GMO tartalom mennyiségi meghatarozdsara, mérheto-e
ugyanaz a GMO tartalom példaul egy nyers méjkrém massza és a beldle késziilt majkrém

konzerv esetében.

A kereskedelmi mintdk kvantitativ PCR-el tortén6 GM vizsgalata sordn, az eredményekbol
kitint, hogy a GM pozitiv termékek 17%-a haladta meg a 0,9%-os torvény éaltal eldirt jelolési
kotelezettséget. Mivel a 0,9%-ndl magasabb GMO tartalmi mintdkndl, egyetlenegy esetben
sem taldltam a csomagoldson a GMO tartalomra utalé jelolést, igy a jovében javasolndm a

fogyasztok érdekeinek védelmében a hatésagok éves vizsgalati mintaszamanak novelését.

A JRC altal javasolt DNS izoldlasi és GMO kimutatdsi médszer adaptdlasaval vizsgaltam a
35S prométer tapcsatornabdl torténd kimutatdsat és a szervezetbe torténd bejutasat allatetetési
kisérletekkel (patkdny- és csirkeetetési kisérlet).

A rovid-tdavi patkdny-etetési kisérletek alapjan elmondhat6, hogy a 35S prométer kis (123 bp)
fragmentuma nem jutott at a bélfalon, nem keriilt bele a véraramba, mivel nem volt
kimutathat6 a vizsgalt szervmintdk egyikébol sem. Az 50% RR széjat tartalmazé tappal etetett
patkanyok esetében tobb esetben kaptam pozitiv jelet a 35S prométerre, azokndl a szerveknél,
melyek kozvetleniil érintkeznek a tappal (gyomor, bél), ennek megfeleléen a
gyomorfolyadékban és a bélfolyadékban is. Az dllatok altatdsa el6tt egy é€jszakdn at tartd
tapelvonds tortént, de ez id6 valdsziniileg nem volt elegendd arra, hogy a tapldlék teljes
mértékben kiliriiljon a szervezetbdl, mely magyardzatot adhat a pozitivitisra. Ennek
részletesebb vizsgdlata sziikségeltetik nagyobb dallatszdmmal, tobb ismétlésben annak
igazoldsara, hogy a fogyasztas jelenthet-e kockazatot.

A csirkeetetési kisérlet eredményei szerint az egyes etetési fazisokbdl szarmazd mintdk
esetében a takarmédnnyal kozvetleniil érintkezd szervekbdl (begy, izmos gyomor belsd része,
bél) néhdny esetben kimutathaté volt 35S prométer. A leggyakrabban fogyasztott belsdségek,
a mdj, valamint az izomszovet minden alkalommal negativnak bizonyult. A vigévonalrél vett
csirke mintdkndl egy esetben sem kaptam pozitiv jelet. Ez az elsddleges eredmény a GM
takarmdnyt fogyasztd haszondllatok feldolgozdsdnak szempontjabol pozitiv, ennek
megerdsitésére is tovabbi vizsgalatokat javaslok.

A jovoben tovabbi tervezett vizsgalatok végrehajtasat javasolndm hosszu tavi, tobbgeneracios
allatetetési kisérletekkel, mellyel igazolhaté hogy a GM novények fogyasztidsanak van-e rovid
illetdleg hosszabb tdvon esetleges kockézata, kiemelten a direkt médon az €élelmiszerbe keriild

GM novények illetve termékeik esetében.
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7. OSSZEFOGLALAS

A géntechnoldgiailag moédositott organizmusok (Genetically Modified Organisms, GMO)
olyan él6 szervezetek, amelyekben az Orokitd anyagot, a DNS-t, a természetben elé nem
fordul6 moédon véltoztattdk meg. A kiillonbozd gazdasdgilag jelentds gént tartalmazd
genetikailag médositott ndvények jelentds fejlodésen mentek keresztiil az elmult években. Az
elsé generdciés GM novények kozé a biotikus €s abiotikus stressz rezisztens novények
tartoznak, melyek koziil a legelterjedtebb a rovarkartevOkkel szemben ellendlld, valamint a
gyomirt6 szerekkel szemben tolerdins GM novények. Koziilik leggyakrabban a szdja,
kukorica, repce és gyapot médositasaval taldlkozhatunk. Elelmiszeripari szempontbdl a széja
felhaszndldsa a legjelentOsebb, kiilonosen a husiparban, ahol nagyobb mennyiségben
hasznaljék a kiilonboz6 szdja készitményeket fehérje potloként, illetve dlloméanyjavitdként. A
GM novények tarsadalmi megitélése nem egységes, ezért biztositani kell a termesztoknek és
fogyasztoknak a szabad vélasztis lehetdségét, hogy donthessenek a GM ndvények
termesztése, fogyasztdsa ellen illetve mellette. Mindezeket figyelembe véve az Eurépai Unid
rendeletekkel szabdlyozza a genetikailag moddositott termények, szervezetek kibocsétasat,
forgalmazasat, nyomon kovetését és jelolését. A mai allaspont szerint az 1830/2003-as
Eurdpai Ko6zosségi (EK) rendelet értelmében a 0,9%-ndl nagyobb részardnyban genetikailag
modositott alkotot tartalmazé termékek jelolése az EU tagédllamaiban kotelezd. A torvény altal
eldirt hatarértékek, valamint a GMO mentesség ellendrzésére Unids szinten kiillonbozo
analitikai mddszerek éllnak rendelkezésre, mely modszerek azonban leginkdbb ndvényi
mintdk (vetdmagok, takarmdnyok, élelmiszeripari nyers- és alapanyagok) vizsgdlatira
alkalmasak. A feldolgozott élelmiszerekbdl torténd DNS izoldlds és GMO kimutatds azonban
szamos nehézségbe {iitkozhet, egyes élelmiszeripari termékeknél az élelmiszer-méatrixban
taldlhat6 fehérjék, zsirok, poliszaccharidok, polifenolok és egyéb médsodlagos komponensek
szamos esetben irreverzibilis kapcsolatot alakitanak ki a termékben taldlhaté nukleinsavakkal,
masrészt a kiillonboz6 élelmiszer eldallitasi folyamatok sordn fellépd fizikai, kémiai hatdsok is
degraddlhatjak a benniik taldlhat6 DNS-t. A fent emlitett okok miatt fontos a mar meglévo
mddszerek folyamatos tesztelése, adaptalasa és tovabbfejlesztése mind a DNS izoldlds, mind a

GMO kimutatas teriiletén.
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Igy dolgozatom célja volt a Joint Research Center (JRC) dltal GMO kimutatdsra javasolt DNS
izoldldsi modszerek adaptdldsa, tesztelése €s tovabbfejlesztése kiilonbozd feldolgozottsigi
foki élelmiszer-matrixok esetében, koltség hatékony haromfazisi megoszldson alapuld
(HFM) DNS kivondsi mdédszer tovabbfejlesztése, optimalizdldsa, valamint DNS izolalasi
technika kidolgozdsa kakad tartalmd élelmiszermintdkra. Tovabbi célom volt kiilonboz6
technoldgiai fazisokbdl szarmazd, féliizemi koriilmények kozott eldallitott GM  szdjat
tartalmazé modell hastermékek vizsgilata egyszerli PCR mddszerrel, vizsgilva ezzel egyes
fizikai hatdsokra bekovetkezd0 DNS degradaciét, valamint azt, hogy a degradicio
befolydsolja-e a kimutathatésdgot. Munkdm sordn kereskedelmi forgalombdl szarmazéd
élelmiszereket is teszteltem kvalitativ és kvantitativ PCR rendszerrel, annak érdekében, hogy
felmérheto legyen, a magyar fogyaszté GM élelmiszerek fogyasztasanak mértéke.

Kutatési teriiletem madsik fo irdnyvonala a Roundup Ready széja expresszids vektorjaban
taldlhaté karfiol mozaikvirus 35S prométer tdpcsatorndbdl torténd kimutathatésagéaval és a
szervezetbe torténd bejutdsdnak vizsgalatidval foglakozik éllatetetési kisérletek segitségével, a
JRC dltal javasolt GMO kimutatdsi mddszer hasznalataval és adaptalasaval. Mivel a GM
novények a természetben ilyen formaban elé nem fordul6 vektor konstrukcidkat tartalmaznak,
ezek emberi-, allati szervezetre gyakorolt hatdsa teljes mértékben még nem ismert, igy a

fogyasztok egy része kétségekkel fogadja termesztésiiket és élelmiszeripari alkalmazasukat.

Elelmiszermintdk tesztelése GMO kimutatds céljdbdl

Az 4ltalam vizsgdlt kiilonbozd feldolgozottsagu termékek kozott a baromfi parizsi (nyers és
hokezelt formdtum), baromfi vagdalt (nyers, panirozott, eld és készre siitott, valamint
fagyasztott formatum) és pulyka majkrém (nyers és sterilezett formatum) szerepelt, melyeket
a Hajdu BET RT, debreceni és mezdékovacshazi iizemében allitottak eld 0,5%: 1%:; 1,5%; és
2%-ban RR szo¢jaliszt tartalommal. A GM teszteléshez vasarolt kézel 100 kereskedelemi
forgalombdl szdrmaz6 élelmiszermintdk nagy részét huskészitmények (felvagottak, majkrém
€s mdjas mintdk, hiskonzervek, virsli mintdk, gyorsfagyasztott hiskészitmények), valamint
bébiételek, levesbetétek, pizza és makardni szoszok, édességek, illetve szdjatermékek
képezték.

A modell hismintdk DNS izolaldsi eredményei szerint, mindegyik hisminta az alkalmazott
Wizard médszerrel megfeleld6 mennyiségli €s nagy tisztasagi DNS oldatot eredményezett,
melyek alkalmasnak bizonyultak a tovabbi PCR-rel torténd vizsgdlatokhoz. A kereskedelmi
forgalombdl szarmazé mintdk esetében a DNS izoldldst Wizard, Amicon Ultraszlirdvel

modositott Wizard €és CTAB modszerrel végeztem.
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Koltséghatékony hiaromfazisi megoszlason alapulé DNS kivondsi technikat fejlesztettem
tovabb a kiilonboz6 feldolgozottsagi szintli modell és kereskedelmi forgalombdl szdrmazéd
histermékekre, valamint ioncserés kromatografids moédszert dolgoztam ki DNS kivondsra
kakad tartalmd mintdkbol. A kereskedelmi mintdk DNS izoldlds eredményeit 6sszefoglalva
megallapithatd, hogy a 91 mintabdl 85 esetben tudtam a polimerdz lancreakcihoz megfeleld
mindségli és mennyiségli DNS-t izoldlni (5 sonka termék szdja tartalmér6l, nem volt
informaciém, mivel ezen termékek nem eldre csomagolt, hanem frissen szeletelt druk voltak,
igy ezen mintdkat a tovdbbiakban nem vontam bele a kiértékelésbe). Problémdk a magas
feldolgozottsagi fokd és szénhidrat tartalmi pudingporokkal és a magas feldolgozottsagu
sz0jaszdsszal adodtak.

A fent emlitett vizsgalt mintdk esetében a DNS inhibitor mentességét szdja specifikus lektin
gén sokszorozdsaval, vagy novény specifikus vagy gerinces dllatokra specifikus primerek
segitségével vizsgdltam. A GMO kimutatdshoz 35S prométer és nos termindtor specifikus
primereket hasznéltam.

A mennyiségi meghatarozist ,,esemény” (event) specifikus valds idejii (real-time) PCR
mobdszerrel végeztem, TagMan préoba alkalmazasaval. A relativ GMO (RR széja) mennyiségi
meghatdrozasa sordn a normalizalas lektin gén specifikus szekvencidval tortént. Az ismeretlen
minta RR szdja tartalma standard referencia anyagok mérésébdl adddd kalibracids gorbe
segitségével tortént. A vizsgdlatokhoz szdja specifikus és RR szdja event specifikus primert és

prébat alkalmaztam.

A modell hismintdk mindegyikébdl sikeriilt kimutatni a lektin gént, mely azt jelenti, hogy az
izolalt DNS oldatok inhibitor mentesek. A kereskedelembdl szarmaz6 élelmiszermintak lektin
PCR-jének az eredményeit Osszefoglalva pedig megallapithatd, hogy a szdéja tartalom
vizsgalata sordn, a 80 j6 mindségli DNS mintat vizsgilva 62 termék esetében kaptam lektin
génre pozitiv jelet. A termékek 11%-andl pozitiv jelet kaptam lektin génre, annak ellenére,

hogy a csomagoldson erre nem taldltam utalast, igy ezek a termékek jeloléshibasak voltak.

A modell hasmintdkkal végzett GMO specifikus PCR eredményeimet 0Osszefoglalva
elmondhat6, hogy az adaptalt optimalizdlt egyszeri PCR mddszerrel, poliakrilamid gélen
torténo elvalasztassal és SYBR Green I festéssel az er6sen hokezelt, sterilezett termékek
vizsgalatakor is sikeriilt a 0,5%-os kimutatasi hatart elérni (a szenzitivitds €s a specificitds az
optimalizalt médszerrel 100% volt). A 0,5%-os detektdlasi hatarral teljesithetd volt az EU

jogszabaly éltal el6irt 0,9%-os jelolési kotelezettség.
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A GMO jelenlétének kimutatdsa sordn megallapithatd, hogy a vizsgalt 62 lektin gén pozitiv
termék koziil 29 minta esetében sikeriilt kimutatni a 35S promoéter és/vagy nos termindtor
jelenlétét. GMO jelenlétére utald jelolést egyik termék csomagoldsdn sem taldltam. Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a vizsgélt mintdk 47%-andl volt kimutathat6 a GMO

tartalom.

A kvantitativ vizsgédlatok eredményei szerint a 29 GM pozitiv mintdbol 12 minta RR szdja
tartalma kisebb volt, mint 0,1% (a mintak 41,4%-a), 12 minta (41,4%) esett a 0,1-0,9%-o0s
intervallumon beliil €s 5 minta (17,2%) tartalmazott 0,9%-nal magasabb RR szdja tartalmat. A
0,9%-nal magasabb RR szdja tartalmd mintdkndl a csomagoldson egyetlenegy esetben sem

talaltam utalast a GM 0OsszetevO elofordulasara.

35S promdter tdpcsatorndbdl torténd kimutatdsa és a szervezetbe torténd bejutdsdnak

vizsgdlata dllatetetési kisérletekkel

A kisérletek egyik részében a humén szervezet modellezésére Wistar torzsti him patkanyokat
alkalmaztam (5 allat/csoport), mely sordn az allatokat kiilonb6z6 (0% /kontrol/, 0,9%, 2,5% és
50%) RR szdjaliszt tartalmu tdppal etettem 14 napon keresztiil. Az dllatok tudlaltatisat
kovetden, eltavolitottam €s vizsgdltam a lépet, mdjat, hasnyalmirigyet, vesét, belet, gyomrot,

izomszovetet, béltraktust és a gyomrot, valamint a bél- és gyomorfolyadékot.

Kisérleteim mdasodik részében a Master-M Kft. kisvardai baromfifeldolgoz6 iizemében 0%
(kontrol) és 2,5%-ban RR szojalisztet tartalmazé takarmannyal tortént csirkeetetés 42 napon
keresztiil. Az emlitett idoszak sordn hdromszor tortént tapvaltas, igy a mintavétel a baromfi
neveltetés sordn 5 idOpontban, véletlenszerlien tortént (betelepitett napos csibe, szuper
intenziv eldindité-, szuper intenziv indité-, szuper intenziv neveld takarmany etetési fazisa és
a vagéovonal). Minden mintavételnél az allomanybdl 3 db 4llatot vizsgdltam, melyekbdl
eltdvolitottam az izmos gyomor kiilsé és belsO részét, a mirigyes gyomrot, a begyet, a belet, a
hasnyalmirigyet, a bélfodri nyirokcsomo6t €s a mdjat, mintdt vettem tovdbba az izomszovetbol

(comb és mellhus) és vizsgéltam a bélfolyadékot is.

Mindkét DNS talélés vizsgélat sordn Wizard illetve Amicon ultrasziirdvel kombinalt Wizard
(bélfolyadékok esetében) mddszerrel tortént a DNS izoldlds. A vizsgélt szervmintdkbdl izolalt

DNS inhibitor mentességét, gerinces allatokra specifikus primerpar segitségével ellendriztem.
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A 35S prométer jelenlétének vizsgdlatit pedig a 35S prométer specifikus primerparral
vizsgéltam.

A patkanyetetési kisérlet eredményeit Osszefoglalva, elmondhatd, hogy az 50% RR szdjat
tartalmazé tdppal torténd etetés sordn egyes esetekben a gyomorbdl, bélbdl, gyomor- és
bélfolyadékbdl detektdltam a 35S prométert. Mivel az éllatok altatdsa elott egy éjszakan at
tartd tapelvonds tortént, ez id6 valdszinilileg nem volt elegendd arra, hogy a taplalék teljes
mértékben Kkiliriiljon a szervezetbdl, ez adhat magyardzatot a pozitivitisra. A vizsgalt
szervmintdk és az izomszovet minden esetben negativ volt, mely azt jelenti, hogy a 35S
promoter, vagy annak kisebb fragmentuma nem jutott it a bélfalon, igy nem keriilt be a
véraramba. A 2,5% RR szoéjat tartalmazé téppal torténd etetés sordn egy esetben kaptam
pozitiv jelet a gyomorfolyadékban. A tobbi dllat esetében, - beleértve a 0,9%-os RR szdjat

tartalmazé tappal etetett dllatokat - minden minta negativnak bizonyult.

A csirkeetetési kisérlet eredményei szerint az egyes etetési fazisokbol szdrmazd mintdk
esetében a takarmédnnyal kozvetleniil érintkezd szervekbdl (begy, izmos gyomor belsd része,
bél) néhdny esetben kimutathaté volt 35S prométer. A leggyakrabban fogyasztott belsdségek,
a mdj, valamint az izomszovet minden alkalommal negativnak bizonyult. A vagévonalrél vett
csirke mintdkndl egy esetben sem kaptam pozitiv jelet, amit azzal magyarazhatunk, hogy a
vagas elott a csirkék egy éjszakds ,.Eheztetésen” estek at a vagds megkonnyitése és a fertdzés
elkeriilése céljabol, igy az dllat ez id6 alatt a takarmanyt teljes egészében megemésztette és a

gyomorbdl, bélbdl is kiiiriilhetett.
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8. SUMMARY

The Genetically Modified Organisms are such living organisms, in which the inheritance
material, the DNA, has been modified in which way that cannot be found in nature. The
different genetically modified plants, which have economically significant genes, have
evolved greatly in the recent past. The first generation of GM plants are the biotic and abiotic
stress resistant plants, of which the most widely known are the ones that can resist insects and
certain pesticides. The most commonly modified plants are soybean, maize, rapeseed and
cotton. From the food industry’s point of view the most significant is the soybean, especially
meat processing plants as they are using large amount of soybean products as protein
substitute and substance conditioner. The social acceptance towards GM plants is far from
being unified, hence we must grant the freedom of choice for the consumers for growing and
consuming GM plants. Taken all this into consideration the European Union controls by the
means of regulations the producing, selling, tracking and marking of such crops and products.
According to the 1830/2003 EU regulation, any product containing more then 0.9% of GM
component has to be labelled in all EU member states. The legal limit of GMO component or
the total absence of such can be tested by certain analytical routines, most of which are
suitable to test plant samples (seeds, livestock feed, and the raw and base materials of the food
industry). To isolate DNA and to detect GMO from processed foods is usually very
problematic, as certain food products’ food-matrix contains such proteins, fats,
polysaccharides, polyphenols and other secondary components usually create an irreversible
bond with the nucleic acids, furthermore the physical and chemical influence along the
processing can also degrade the DNA. Because of the reasons mentioned above it is very
important to further test adapt and improve the routines that we have for isolating DNA and to

detect GMO.

The goal of my thesis is to adapt, test and improve the Joint Research Center’s (JRC) DNA
isolating routine for detecting GMO in regard of different processing-level of food matrixes,
to improve and optimize a cost effective three-phase partitioning DNA extraction method, and
to work out a DNA isolation technique for cocoa containing food samples. My further goal is
to examine GM soybean containing meat products coming from different technological
phases using the PCR method, monitoring the DNA degradation resulting from the physical
stresses, and also to determine whether the degradation influences the traceability or not.
Along my work I have tested commercially available products using both quantitative and

qualitative PCR systems, to map the Hungarian market’s GM food consuming volume.
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The other main stream of my research is to test the cauliflower mosaic virus 35S promoter
which can be found in the expression vector of the Roundup Ready soybean from the
nutritional track and also with its penetration to the body by the means of animal experiment
using and adapting the GMO testing method recommended by JRC. Since the GM plants
contain certain vector constructions that cannot be found in nature, the effect of these to
animals or humans is not completely know, hence a number of consumers have serious doubts

about growing and using these.

Testing food samples for detecting GMO

The food samples that I have tested include poultry bologna (raw and heat treated), ready-to-
eat hamburgers (raw, crumbed, preheated, fried and deep frozen) and turkey liver canes (raw
and sterilized). All of them were produced by Hajdu BET RT in either Debrecen or
Mezdkovacshdza, and they had 0,5%, 1%, 1.5% and 2% of Roundup Ready soybean flour
content. The nearly 100 commercial samples were mostly meat products (cold-meat,
liverwurst, canned liver, canned meat products, frankfurter and ready-to-eat meat products)
along with baby food, pizza and pizza sauces, sweets and soybean products.

The model meat products, according to the DNA isolation results, gave sufficient amount and
purity of DNA solution, thanks to the Wizard method, and these solutions have been proven
to be suitable for the further PCR analysis. In case of the commercial samples I isolated the
DNA using the Wizard method, Wizard method modified with Amicon ultra filter, and CTAB
method. I have developed a cost effective three-phase partitioning DNA isolation technique
for the mid production and for commercial meat products, and I also worked out an ion
exchange chromatography method for extracting the DNA from cocoa containing samples.
Summarizing the commercial samples DNS isolation results the conclusion is the following.
In case of 85 out of the 91 samples I was able to isolate sufficient quantity and quality of
DNA for the polymerase chain reaction (I have had no information on 5 ham product’s soy
content because these were not packed but freshly sliced products, so I excluded these from
the summary). The problems encountered in case of the highly processed and carbohydrate
containing pudding powders and highly processed soy sauce.

In case of the above mentioned samples, I examined the lack of the DNA inhibitor by
amplifying the soy specific lectin or vertebrate specific mitochondrial gene sequences. To

detect the GMO I have used 35S promoter and NOS terminator specific primers.
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Along the commercial sample tests, if the samples tested positive for the S35 promoter and/or
the nos terminator, I have determined the GMO content by real-time PCR. For the
quantification I have used Roundup Ready event specific primers, and probes (TagMan). For
quantifying the relative GMO (RR soy) content the normalization were carried out with lectin
gene specific sequence. To determine the quantity I have used the standard RR soy reference
material. The lectin gene has been detected in every model meat sample, which means that the
isolated DNA solutions are inhibitor free. By summarizing the commercial samples’ PCR
results we can conclude that examining the soy content in case of the 80 good quality DNA
samples 62 gave a lectin positive result. 11% of the product samples gave positive result for
the lectin gene despite the fact that the wrapping and the product label contained no such
information meaning that the labelling was defect is these cases.

Summarizing the GMO specific PCR results done on the model meat samples we can
conclude that it was possible to reach the 0,5% detection limit with the adapted and optimized
simple PCR routine as well as by using the polyacrylamid gel separation, and also on
sterilized products using the SYBR Green I stain. The sensitivity and the specificity both were
resulting 100% with the optimized method. With the 0,5% detection limit we can meet the
0,9% labelling obligation set in the EU directives.

Along the process of testing for GMO it is clear that out of the 62 lectin gene positive
products 29 was also positive for 35S promoter and/or nos terminator. None of the labels
mentioned GMO content. The final conclusion is that 47% of the samples were tested positive
for GMO content. The quantitative results show that of the 29 GM positive sample, 12 had
lower that 0,1% of RR soy content (41,4%), 12 samples fell into the 0,1-0,9% interval and 5
samples (17,2%) had higher that 0,9% RR soy content, but none of these products’ labels had

shown any sign of GM component.

Testing for the presence of the 35S promoter in the nutrition pathway, and examining its

organism penetration ability by means of animal feeding tests.

In one part of the experiment I have used Wistar strain male rats to model the human body, 5
specimens per group. I had 4 groups, and I have fed them with 0% (control group), 0,9%,
2,5% and 50% RR soy flour containing feed for 14 days. After over anesthetizing the rats, I
have removed and examined the spleen, liver, pancreas, kidneys, intestines, stomach, and
muscle tissue, and also intestinal and stomach fluids.

In the second part of the experiment, I fed chickens for 42 days in the poultry processing

facility of Master-M Ltd. in Kisvarda. Two kinds of feeds were used, 0% of RR soy content
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and 2,5% RR soy content feed. During the 42 days, we changed the feed 3 times, and we took
samples randomly 5 times from the 1 day old state to the slaughter processing line. During
every sampling I examined 3 specimens of which I have removed the gizzard, the crop,
intestines, pancreas, and the liver, and also took muscle tissue samples, thigh and breast as
well as intestinal liquid.

For both DNA survival tests I have used the Wizard, and the Wizard combined with Amicon
ultra filter method to isolate the DNA. I have checked the isolated DNA for being inhibitor
free using a vertebrate specific primer pair. The presence of the 35S promoter has been tested
using a 35S promoter specific primer pair. The rat experiment’s results show that in case of
the samples coming from the group that has been fed with the 50% RR soy content feed some
samples from stomach, intestines and fluids tested positive for the 35S promoter. The
explanation is that there was only one night of food absence before the anaesthesia, and this
time is probably not long enough for the food to completely clear from the body. The
examined organs and muscle tissue was negative every time meaning that neither the 35S
promoter nor its smallest fragment was able to get through the intestinal wall hence not
getting into the bloodstream. In case of the 2,5% RR soy content feed I only found 1 positive
test from a stomach fluid sample. The rest of the specimens, including the group with the
0,9% RR soy content feed were completely negative for everything I have tested.

The chicken feeding experiment shows that the specimens taken from certain growth phases
occasionally show positive results for the samples that came in direct content with the feed
(crop, inside of the gizzard and intestines) but the most commonly eaten giblets like the liver,
or the muscle tissue samples always gave negative PCR results. The samples taken from the
processing line every single sample gave a negative result, which can be explained by the fact
that before the processing the chicken undergo a 8-12 hour starving, which makes the
processing easier, and helps avoid infections. During this time the specimen can digest the

feed and it can clear from the body completely.
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