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1. BEVEZETES

A géntechnoldgia egyre boviild eszkdzrendszere lehetdvé tette az emberiség szamara, hogy atlépje a
mikroorganizmusok, novények, allatok és akdr az emberek kozotti genetikai hatdrokat, és a
géntranszfer révén olyan novényeket, majd &llatokat hozzon létre, amelyeket hagyoményos
nemesitési modszerekkel nem lehet eldéllitani. A cél minden esetben az emberiség szdmara
valamilyen szempontbdl — névényvédelmi, élelmiszeripari, gydgyaszati, stb. — hasznos szervezet
eldallitasa. Az elért eredmények tarhdza egyre szélesedik, kiilondsen a novények esetében értek el
igen jelentdés gyakorlati eredményeket. Az abiotikus és biotikus stresszrezisztens elsd, és a
taplalkozasi célokat szolgdlé masodik generdcids genetikailag moédositott (GM) ndévények utdn
kifejlesztették a ,,bioreaktorként” haszndlatos harmadik genericiés GM novényeket. Mikozben a
tengerentili orszagokban amellett, hogy egyre tobb GM novény keriil koztermesztésre, a GM
novények termoteriilete is évrdl évre rohamosan novekszik, addig az Eurdpai Unid orszagai
megosztottak a GM novények termesztése, valamint élelmiszerként és takarmdnyként torténd
felhasznalasat illetéen.

Az EU engedélyezte a GM alapu élelmiszerek forgalmazasat azzal a kikotéssel, hogy a 0,9%-nél
magasabb GMO tartalom felett az élelmiszert jelolni kell (1830/2003 EK rendelet). A GM fajtdk
termeszthet0ségének helyzete azonban alapjaiban megvéltozott 2004-ben, az Eurdépai Tanécs
ugyanis feloldotta az évek 6ta tartd6 moratériumot, amely megtiltotta a GM fajtak termeszthetdségét
az Uniéban. A GMO-val kapcsolatos hazai szabdlyozds nagyrészt megfelel az EU jelenleg hatdlyos
rendeleteinek és ajanldsainak (1829/2003 EK rendelet), azonban a termesztéssel kapcsolatosan
lényegesen szigoribb elveket vall. Hazdnkban a GM ndvények termesztése tilos, kisérleti
termesztése, vetOmagként, Uj takarmanyként, takarminy adalékként, 0j élelmiszerként torténd
felhaszndldsa pedig a géntechnoldgiai tevékenységrol szold 1998. évi XXVII. torvény szerint
engedélyhez kotott.

A GM novények éElelmiszerként torténd biztonsdgos felhaszndldsdval kapcsolatosan nem 4ll
rendelkezésre tudomanyosan megalapozott informdcid, termesztése, felhasznéldsa ugyanis felvetett
néhany toxikoldgiai és allergologiai kérdést. Az EU kiemelten fontosnak tartja az un. Iényegi
egyenértékiiség (substantial equivalence) vizsgdlatat, amelynek sordn a fogyasztdsi szempontbol
biztonsdgosnak tartott sziiléi novény és a GM novény kozotti komponenseinek egyenértékiiségét
vagy az élelmiszer-biztonsagi vagy tdplalkozasi szempontbdl kockazatot jelentd komponensekben
torténo kiilonbséget keresik. Az élelmiszerek Osszetetségét figyelembe véve, azonban gazdasdgtalan

és megvalosithatatlan célkitiizés lenne minden egyes alkotot megvizsgilni, amelyek tobbsége



biztonsaggal fogyaszthatd, ezért az egyes novények, taplalkozasi, antinutritiv vagy toxikus hatds
szempontjabol kivdlasztott osszetevdit az OECD konszenzus dokumentumokban foglalja dssze.
Témavdlasztidsomat az indokolja, hogy a genetikailag mdédositott novények élelmiszer-biztonsagi
megitélése nem egységes, erre vonatkozéan nem all rendelkezésre elegendd tudomanyos eredmény.
Mindemellett az is kérdés, hogy mennyi ideig tarthatja fenn hazdnk azt az allaspontot, hogy
megtiltja a GMO-k kdztermesztésbe vonasat.

Osszehasonlité vizsgdlatokat végeztem hat, totilis herbiciddel szemben tolerdns bizavonal és a
nem-transzgénikus kontroll tavaszi buza Iényegi egyenértékliségének meghatdrozasara.
Megvizsgaltam, hogy a GM technoldgia, az évjarat és a herbicid kezelések hatdsara torténik-e
valtozas az dltalam vélasztott marker fehérjékben. Vizsgéltam az djonnan expresszalt fehérje €s egy
potencidlis allergénként azonositott, szelektdlt marker fehérje tdpcsatorna rezisztencidjat, valamint
rovidtavu patkdny etetési modellben Osszehasonlité mérések torténtek annak kimutatdsara, hogy a

fehérjék szintjén bekovetkezett valtozasok hatdssal vannak-e a fehérjehasznosuldsra.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Transzgénikus novények

A novények szdmos tulajdonsadgukban kiilonbozhetnek egymastdl. Még egy fajon beliil sem 1étezik
két teljesen azonos novény, igy a fenotipusosan egyezd ndvények esetében is sok esetben eléfordul
genetikai kiillonbozdség. Ezek a fajon beliil megfigyelhetd kiillonbozéségek addédhatnak a kdrnyezeti
tényezok 4ltal 1étrehozott variabilitdsbol, illetve az o6roklédd okok miatt bekovetkezo
valtozatossagbol. A novényegyedek kozott kornyezeti tényezOk hatdsdra bekovetkezd kornyezeti
varidciok altaldban méretben, alakban, szinben, beltartalomban jelentkeznek. A névénynemesités
éppen ezt a fajta valtozatossdgot haszndlja ki, és kiilonb6z6 mddszerekkel kiemeli, szelektdlja a
kiilonbozd tulajdonsdgokkal rendelkezd novényegyedek koziil a nemesité szamaéra legkedvezdbb
tulajdonsagokkal rendelkezdket. A genetikailag azonos novényfajtdkban kiilonb6z0 kornyezeti
stressz hatdsara 1étrejovo varidcidk azonban nem 6roklddnek, és igy szelekcidval nem izoldlhatok.
Az 0roklodo varidciokat genetikai jelenségek hozzék 1étre. Ilyen variacidk jelentkezhetnek konnyen
megfigyelhetd tulajdonsdgokban (pl. szemszin, endospermium tipus, tokldsz jelenléte vagy hidnya),
és Osszetett jellegekben (érés, betegségrezisztencia) egyarant. Ezek a varidciok a vizsgélt novények
utddjai kozott is megfigyelhetok, de kifejezodésiik mértéke a kornyezettdl fiiggden véltozhat. A
kornyezeti és orOkletes varidcidkat kivaltd tényezOk legtobbszor egyiittesen hatnak a ndvényre.
(HAJOSNE-NOVAK 1999).

A gének természetes mutdcidja €s rekombindcidja sordn szerzett tapasztalatok képessé tették a
termesztoket arra, hogy a legjobb termesztési tulajdonsdggal és mindséggel rendelkezd novényeket
kiszelektaljak. A hagyomanyos nemesitési moddszerek, valamint a velik el6allithato
novénykombindciok, genetikai hatdara végesnek latszik. Forradalmi véltozdst ezen a téren a
géntechnoldgia jelentette, amely eszkozrendszere lehetdséget teremtett a kiillonbozd fajok kozotti
horizontdlis rekombinécidra, megsokszorozva ezdltal a létrehozhaté fajtdk szamat (HESZKY &
GALLI 2008). A transzgénikus novények (GM novények) elddllitdsdval lehetdség nyilt olyan
novények elddllitasdra, amely olyan plusz informdcidval, tulajdonsaggal rendelkezik, amellyel a
kiindulési faj, fajta hagyomanyos nemesitési modszerek alkalmazdsa esetén nem rendelkezhetett
volna. Amennyiben ez az informécié olyan tulajdonsdgot eredményez a novénynek, amely az
emberiség szdmara hasznos, akkor ennek az eredménynek Oridsi gyakorlati jelentosége van. A
human genom program pdrhuzamos kivitelezésével, a genomikai, proteomikai és metabolomikai
kutatdsok meginduldsaval lehetévé valt az agronémiai viselkedés €s a fenotipusos megjelenés jobb

megértése. Az in vitro DNS technikdk alkalmazdsa lehetdvé tette egy adott gén transzformaciéjat
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egy kozeli vagy tdvoli fajb6l a mdsik fajba. Igy, lehetévé vilt a nemkivdnatos fajtik
kontraszelekcidja, illetve a nemkivédnatos tulajdonsdg eliminicidja (pl. allergének) (GIANESSI &
CARPENTER 2001). Az els6 transzgénikus novényt, amely kanamicin (antibiotikum)
rezisztencidval rendelkezett 1982-ben dllitottdk eld, melyet szdmos, gazdasdgilag jelentds gént
tartalmazo fajta (rovar- herbicid) kovetett (HERRERA-ESTRELLA et al. 1983, VAECK et al.
1987). Az els transzgénikus fajta a késon puhul6 (Flavr-Savr) paradicsom volt, amely 1994-ben
jelent meg az USA piacin (KRAMER & REDENBAUGH 1994). A kiilonb6z6 moddszerekkel
eléallitott és szant6foldi koriilmények kozott vizsgdlt GM novények szama folyamatosan
novekszik. A genetikai médositassal elééllitott novényeknek (GM novények) azonban csak egy kis
hanyada keriilt koztermesztésbe és kereskedelmi forgalomba. A koztermesztésbe keriillt GM
novényfajtik vetésteriilete nagy gyorsasaggal novekedett az elmilt 12 évben €s 2007-ben mar elérte

a 114 milli6 hektart (1. abra).
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1. abra: A koztermesztésben 1€vo transzgénikus novények termoteriileti megoszldsa 1996-2007

(ISAAA 2007)

A koztermesztésben 1€vo transzgénikus novények — elsdsorban szdja, kukorica, gyapot €s repce -
megoszlaséra jellemzo (2. dbra), hogy legnagyobbrészt, tobb mint 70%-ban herbicidtolerans fajték,

mintegy 20%-ban rovarrezisztensek, valamint 8%-ban mindkét tulajdonsagot hordozzak.
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2. dbra: A koztermesztésben 1évo transzgénikus novények megoszlasa 2004-ben (JAMES 2004)

2.1.1. A transzgénikus novények csoportositasa

Genetikailag moédositott novények azok, amelyeket a géntechnoldgia kiilonb6z6 modszereivel
allitottak eld, és amelyek a modositds eredményeként sajat vagy mas élolényekbdl szdarmazd
természetes vagy mesterséges (szintetizalt) gént, géneket, valamint az ezek miikodéséhez sziikséges
szekvencidkat tartalmazzdk. A vildgon eldallitott transzgénikus novényeket gazdasagi szempontbol
harom f6 csoportba oszthatjuk:

1. Az elsOgeneraciés transzgénikus novények kozé a kiillonbozoé abiotikus és biotikus
stresszekkel szemben rezisztens transzgénikus novények tartoznak,

2. A madésodik generdciés novények csoportjdba a novekedésben, fejlddésben valamint az
anyagcserében modositott GM névényeket soroljuk,

3. A harmadik genericiés novények elddllitdsdnak célja pedig olyan ,,bioreaktor novények”
1étrehozasa, amelyek specialis, kiilonboz6 helyeken — gydgyszeriparban, élelmiszeriparban —
felhasznalhaté anyagokat (pl. antigének, fehérjék) termelnek. De ide tartoznak az fn.
terminator génnel transzformalt novények is, amelyek esetében a transzgén expresszidja

specifikus prométerekkel szabalyozott.
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2.1.2. Az elségeneracios transzgénikus novények

Az els6 generdciés GM novények elddllitdsa foként agrondmiai és kornyezetvédelmi célt szolgél
(pl. novényvédoszer felhaszndlas csokkentése) és csak kozvetetten képviselik a fogyasztok érdekeit.
A genetikai mddositasok célja a novényi kartevoknek ellendllé biotikus rezisztencia (gomba-, virus-
, baktérium- és rovar-rezisztencia), illetve a novényvédOszer-tolarencia kialakitdsa.

A totalis gyomirtdkkal szembeni tolerancia létrehozdsdnak fObb stratégidi a mutdns vagy idegen

eredetli génre alapozott, illetve a detoxifikdlé génre alapozott stratégia (3. dbra).

Géntechnolégiai stratégiak

-

S
o

Muténs EPSP fehérje gén Acetildz (bar) gén
Il
Glifozat tolerancia Gliifozinat tolerancia
Muténs ALS fehérje gén Nitrildz gén
. B
Kl6rszulfuron tolerancia Bromoxinil tolerancia

3. dbra: A transzgénikus herbicid tolerancia kialakitdsanak fontosabb géntechnoldgiai

megkozelitései (DUDITS & HESZKY 2003)

A herbicidtolerdns transzgénikus novények elddllitdsanak két gyakorlatban is alkalmazott
modszere:
= A kdrositott fehérje aminosav sorrendjének megvaltoztatdsa (mutdns gén) révén a fehérje-
hatéanyag kapcsoléddsanak megakadalyozasa,
= A herbicid hatéanyagdnak kémiai modositdsdval (detoxifikdldé gén) szintén

megakadalyozhat6é a megfeleld fehérje €s a hatéanyag kozotti kapcsolat 1étrejottét.

A mutdns génre alapozott stratégiat tobbek kozott a glifozat és kldrszulfon tipusu herbicidek esetén
fejlesztettek ki. A herbicid hatéanyag &ltal megtdmadott enzim génjében olyan mutéicidkat
alakitottak ki, amely a mutdns génrdl szintetizdlodé enzim fehérjéiben aminosav cseréket

eredményez, amelyeknek hatdsdra a hatéanyag nem tud hozzdkapcsolddni. A glifozét rezisztencia

13



létrehozdsa sordn mutdns EPSP (enolpiruvil-sikimin-3-foszfat) génnel torténd transzformaciot
kovetden a novények 2-4-szeres Roundup (Monsanto) adaggal szemben is ellendllonak mutatkoztak
(SHAH et al. 1986). A klorszulfuron rezisztencia kialakitdsat pedig a DuPont cég altal
szabadalmaztatott mutdns ALS gén bevitelével tudtik elérni. A szulfonilurea tipusd herbicidek
ugyanis nem képesek kapcsolddni az acetolaktit-szintiz (ALS) enzimhez. Mutidns ALS gént
hordoz6 novények akar 10-szeres vegyszerdozisnak is ellendlltak (HAUGHN et al. 1988.).
Hétranya ennek a médszernek, hogy a toleranciat kivalté muticidk a gyomokban is kialakulhatnak,
igy azok is rezisztenssé valthatnak.

A detoxifikdlé génre alapozott stratégia - amelyet a gliifozinat (pl. foszfinotricin) €s bromoxynil
hatéanyagu herbicidekre dolgoztak ki — lényege, hogy a ndvényt olyan enzim génjével
transzformaljdk, amely enzim képes hatdstalanitani a herbicid hatéanyagat. A tolerancia
mechanizmusa, hogy a permetezést kovetden a novény sejtjeibe juté hatdanyagot ez az 4j enzim
olyan formava alakitja, amely mar nem tud a célfehérjéhez kapcsolddni, igy a sejt anyagcseréje nem
karosodik.

Az éaltalunk is vizsgélt foszfinotricin (ppt) rezisztencia esetében nem a kulcsenzim (glutamin-
szintdz) megvaltoztatdsa a cél, hanem egy bakteridlis génnel (bar) torténd transzformacid, amely a
foszfinotricin-acetiltranszferdz (PAT) enzimet kodolja. Az enzim acetildlja és inaktivdlja a
foszfinotricint. A transzformdns novények 1igy képesek elbontani a herbicid hatéanyagit

(STALKER et al. 1988.).

2.1.2.1. Glifozat tolerancia

A totalis herbicidek, mint pl. glifozattal és parakvattal szembeni rezisztencidt hordoz6 gén a
novényi populdcidéban igen ritkan fordul eld, ezért a tolerancia kialakuldsa ebben az esetben hosszu
idot vesz igénybe. Ennek ellenére a két herbicid kozotti rotacié fenntartasat javasoljak. A herbicid
technolégia fOleg akkor sikeres, ha a kultirnovény kés6i magvetése lehetOvé teszi a totdlis
gyomirtdszerek hasznélatit, ha a megnovelt magvetés elnyomja a gyomok fejlddését, megfeleld a
gyomtalanitds, a vetésforgd haszndlata legaldbb kétévente lehetdvé teszi a teljes gyomtalanitast. A
kultirnovény genetikai dllomanydt dgy moddositottdk, hogy az a totdlis herbiciddel szembeni
rezisztenciagént hordozza, mint pl. Roundup, Liberty herbicidtolerans repcéje esetében (POWLES
2000).

A mutdns génre alapozott technoldgidval allitjak el tobbek kozott a glifozat tipusd herbicid
rezisztens novényeket is. A glifozat (N-foszfonometil-glicin) totdlis gyomirtészer, amelynek
hatéanyaga az aromds aminosavak bioszintézisét dllitja le a kloroplasztiszban azaltal, hogy gétolja

az EPSP - szintdz mikodését. Az enzim gatldsanak kovetkezménye az aromds aminosavak
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termelddésének hidnya, amely a sejtben a fehérjeszintézis ledlldsdhoz, majd a novény
elpusztuldsdhoz vezet. Az elsd glifozat transzgénikus novény Roundup Ready szdja (Monsanto)

volt, amely 1995-ben keriilt koztermesztésbe az USA-ban.

2.1.2.2. Gliifozinat tolerancia

A gliifozindt ammonium (foszfinotricin-ppt) a glutamin szintdz kompetitiv inhibitora a novényi
sejtekben (DONN et al. 1984). Magyarorszdgon tobb vegyszergyarté cég is forgalmaz ppt tipusu
gyomirtészert (FINALE 14 SL, BASTA). Ez a totdlis herbicid a gyomnovények széles
spektrumdndl hatékony. A zold novényi szovettel érintkezésben fejti ki hatdsat, un. “post-
emergence’ tipusi gyomirtoszer. Irreverzibilisen gatolja a glutaminszintézist, a glutaminnak
glutaminsavbol és ammonidbol torténd képzodését, amely a novény pusztuldsiahoz vezet, részben a
fehérjeszintézishez sziikséges glutaminsav csoportba tartozé aminosavak hidnya, részben a sejtben
felhalmoz6d6 ammonia mérgezo hatdsa kovetkeztében. A gliifozinat tolerans névényekbe bevitt bar
gén expressziods terméke a PAT (Phosphinotricin acetyl transpherase) enzim, amely a transzgénikus
novényekben kifejezésre jut. A PAT enzim, melynek szubsztratja a ppt, acetyl-CoA jelenlétében a
ppt szabad amino-csoportjdnak acetilezésével a herbicid inaktivadldasat végzi. Az enzim A4ltal
lebontott herbicid igy nem gétolja a glutamin szintdz szabad miikodését a novényben, és a sejt
életben marad. Az elsd gliifozindt ammonium tolerdns fajta az AgrEvo (Aventis, Bayer) Libertylink
repcéje volt, mely 1996-ban keriilt koztermesztésbe az USA-ban. A herbicid toleranciat szant6foldi
koriilmények kozott tesztelve bebizonyosodott, hogy a GM novények a normal dézis tobbszorosét
is elviselik kdrosodéds nélkiil. Gyakori, vagy nagy adagban torténd permetezésnél gliifozinattal
szembeni rezisztencia csokkenését észlelték (METZ et al. 1998).

Mivel a PAT-enzim, amely a glutamin szintézis utért felelds, az €l0 szervezetek tobbségében
megtdlalhatd, ezért a ppt sem a vizben, sem a novényben nem akkumulalodik. Kedvezd toxikoldgiai
profilja réven biztonsdgos a felhasznélé szempontjabol.

A PAT fehérje SDS-PAGE szepardlasa sordn a bar gén termékeket 22-23 kDa-os
molekulatomeggel jellemezték, mig gélsziiréssel egy 43 kDa-os homodimert sikeriilt PAT
fehérjével azonositani. A PAT enzim expresszidés szintje a novényi fehérjére vonatkoztatva
rendkiviil alacsony, alig éri el a 0,01%-ot. A minimdlis PAT expresszio szintje -ami még toleranciat
valt ki- 0,001% az Osszfehérje szdzalékdban (HESZKY et al. 2005). A PAT fehérje ugyanakkor
nem ismert allergén fehérjeként (OECD 1999). Az adatbdzisokban taldlhatd, ismert allergénekre,
toxinokra jellemz6d DNS szekvencidkkal a PAT enzimet kodolé bar gén nem mutat homoldgiat

(HEROUET et al. 2005).
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A pat gén éltal expresszalt PAT-fehérje erds homoldgidt mutat a bar gén altal expresszalt PAT-
fehérjével. A bar gént Streptomyces hygroscopicus-bol izoldltdk, mig a pat gént Streptomyces
viridochromogenes-b6l. WEHRMANN és munkatdrsai (1996) a két gén dltal expresszalt PAT-
fehérje aminosavszekvencidjat vizsgidlva 85%-os azonossdgot mutatott ki. HEROUET és
munkatdrsai (2005) szintén erds homoldgiat taldltak a két gén altal termelt fehérjében. A pat gén
altal termelt PAT-fehérjére specifikus ellenanyagok ezért keresztreagdlnak a bar gén altal termelt
PAT-fehérjével.

A PAT fehérje hostabilitdsanak vizsgédlatakor mindkét gén 4ltal termelt fehérje 90 °C-on, 1 6rén
keresztiil tartd6 hokezelés hatdsdra is kimutathaté volt, és nem mutatott fehérje degradaciét SDS
gélelektroforézist kovetden, ugyanakkor az anti-PAT ellenanyag ugyanolyan mértékben ismerte fel
a hokezelt és kezeletlen PAT fehérjét, bizonyitva, hogy a denaturicié okozta konformécids
valtozdsok nem voltak hatdssal az epitopok hozzaférhetOségére. Mds kutatok a PAT-fehérje
aktivitasat vizsgaltdk hokezelés hatasiara. 40 °C-on, 15 percig tarté hokezelés hatdsara aktivitds
csokkenést tapasztaltak, mig 60 °C-on torténd hokezelés hatdsdra a PAT enzim aktivitdsét teljesen
elvesztette (WEHRMANN et al. 1996). A kutatdsi eredmények azt mutattdk, hogy amig hokezelés
hatdsdra a denaturdcié altal okozott konformdcids véltozdsok nem voltak hatdssal az epitopok
hozzaférhetoségére, addig a PAT-fehérje aktivitasat elvesztette. Ugyanezen szerzOk beszamolnak
arrdl, hogy a PAT-fehérjék a gyomrot reprezentdld in vitro gyomornedv (simulated gastric fluid -
SGF pH 2) és bélfolyadék (simulated intestinal fluid — SIF pH 7,5) hatasdra egy percen beliil
elbomlanak.

A PAT enzim toxikoldgiai vizsgalatakor nem taldltak kedvezotlen hatdst az egerekbe intravéndsan
10 mg/kg testtomeg PAT fehérje bejuttatdsa utdn 2 hetes allatkisérletben vizsgdlva (HEROUET et
al. 2005).

A ppt-tolerans transzgénikus novények bioldgiai biztonsdgdara irdnyuld allatetetési kisérletek
eredményei nem mutattak jelentds eltérést a nem-transzgénikus kontroll novény etetésével kapott
eredményektol. (AULRICH et al. 2002, AUMAITRE et al. 2002, BRAKE et al. 2003,
FLACHOWSKY et al. 2000). A szerzOk azonban figyelmeztetnek a herbiciddel kezelt novények

fogyasztasi biztonsagi vizsgalatdnak sziikségességére.
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2.1.3. Masodik és harmadik generacios transzgénikus novények

Amig az els6 generdciés GM novények elsOsorban agronémiai és kornyezetvédelmi célokat
szolgdlnak, addig a mdsodik generacios fejlesztések nagyrészt az élelmiszer-, kozmetikai- és egyéb
ipardgak (pl. transz-zsirsavakban duds szdja- és repceolaj, A-provitaminban dus ,aranyrizs”,
keményitdben moddositott burgonya) igényeit igyekeznek kielégiteni (VISSER & JACOBSEN
1993, VOELKER 1996). A megvaltoztatott tapértékli és érzékszervi tulajdonsidgokkal rendelkezd
gabonafélék és zoldségek méar a fogyasztok szdmara is kindltak elOnyods tulajdonsagokat.
Kedvezdbb beltartalmi értékii, jobb izli, nagyobb esszencidlis zsirsavtartalmi vagy hosszabb
eltarthat6sdgi idejii termékek jelentek meg a piacon. Fontos fejlesztések torténtek az elsddleges
anyagcsere folyamatok, fehérje, szénhidrét €s zsirsav bioszintézisben, illetve az érés folyamatainak
befolydsoldsaban is.

A harmadik generdcios GM novényeket els6sorban, mint bioreaktorokat hasznaljdk fel a specidlis
molekuldk eldéllitaséara, fOleg a gydgyszeripar, mllanyagipar szdmdra. Gyogyszeripari alapanyagok
termelésére (pl. human-szérum albumin, interferon, hirudin), ipari enzimek termelésére (pl. fitdz, o-
amildz) és diagnosztikumok termelésére (pl. avidin, B-gliikorodindz) is fejlesztettek ki GM
novényeket. Egy masik felhaszndlasi teriilete a harmadik generaciés GM novényeknek az ,.ehetd”
vakcindk termeltetése (HESZKY et al. 2005). A GM novények tn. ehetd vakcindkat termelnek, ami
azt jelenti, hogy a GM novényt kozvetlenill elfogyasztva, az emésztérendszer nydlkahartydjan
keresztiil is képes a megfeleld immunvalaszt kivaltani (MALIGA et al. 2003). Fejlesztések torténtek
a Hepatitis B virus feliileti antigénjének termeltetésére burgonyaban, kukoricdban, illetve bakteridlis
enterotoxinok termeltetésére burgonydban, paradicsomban, bandnban és Anthrax elleni vakcina

termeltetésére is novényi kloroplasztiszban.

2.1.4. Transzgénikus novények eldallitasa

A transzgénikus novényfajtak elddllitisanak elsd 1épése a kivéant tulajdonsdgot hordozéd gén(ek)
azonositdsa, kivdgdsa a donor szervezet genomjabdl €s klonozdssal olyan nagysdgrendre torténd
felszaporitdsa, amely révén sikeresen elvégezhetd a transzformdacié. Ehhez az adott DNS szakaszt
un. vektorba (pl. plazmid, virus) kell épiteni, amely révén egy bakteridlis gazdasejtben is képes
replikdlodni. Ezt kovetden a felszaporitott gént olyan expresszids vektorba kell épiteni, amely
lehetOvé teszi a recipiens novénybe torténd integralddds mellett azt is, hogy az mukodni és
oroklddni is tudjon. Az expresszids vektornak feltétleniil tartalmaznia kell a gazdasagilag jelent6s
gén mellett annak miikdodéséhez sziikséges promotert és termindtor szekvencidkat is. A vektor

emellett még tartalmazhat szamos egyéb szekvencidt is, igy a transzformalt sejtek szelekcidjat
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lehetové tevé markergén mellett a gén miikodésérol informdaciot add riporter gént is. Az ujabb
fejlesztési GM novényekben gyakran alkalmaznak célbajuttaté szekvencidkat, amelyek
segitségével lehetové valik, hogy a transzgén expresszidja csak a kivant szervben vagy szdvetben
kovetkezzék be. Emellett gyakran haszndlnak intronokat, amellyek segitségével a novényekre
jellemzé GC-tartalmat bedllitjdk, és megakaddlyozzdk, hogy a transzgén a baktériumban is
miikodjon.

A transzgénikus novények elddllitdsdnak kovetkezd, igen fontos 1épése a géntranszfer, amely sordn
az expresszids vektort kozvetlen (direkt) vagy kozvetett (indirekt) médszerrel a recipiens novény
sejtjébe juttatjdk. A napjainkban haszndlatos transzformaciés moddszerek hatranya, hogy a gén
belovés random, esetleg tobb képiaszdmban torténd integracidra is lehet szamitani, és el6fordulhat a
beépitendd DNS ujrarendezddése, illetve kisebb DNS szakaszok beépiilése egy masik pozicidba.
Idegen gének bejuttatdsara az egyszikiieknél hosszu ideig a protoplaszt technika igérkezett a
leghatékonyabb eljardsnak. Az elsd buza transzformdcids irodalmi adatok a polietilén-glikollal
(PEG) kozvetitett génbevitelrdl szdmoltak be (VASIL et al. 1991, MARSAN et al. 1993). A
protoplasztok izoldlasédn és PEG kezelésén tul az eljarist az is neheziti, hogy a protoplaszt eredetii
kalluszokbdl a fertilis novényregenerdlds alacsony gyakorisagu, ill. genotipushoz kotott (PAUK et
al. 1994). A gének mesterséges bejuttatisara modszertani szempontbdl nagy jelentdségii volt a
Cornell Egyetemen kifejlesztett részecskebelovd berendezés (SANFORD 1988), népszerti nevén
génpuska. Két kiilonboz6 eredetli (Streptomyces hygroscopicus - bar, Escherichia coli - uidA)
mikrobidlis gént jutattak be buzdba, amelyek jelenlétét és miikodését hitelesen bizonyitottdk. A
transzformécids eredményt VASIL et al. (1991), NEHRA et al. (1994) és BECKER et al. (1994) is
sikeresen megismételték, kisebb moddszertani fejlesztéseket kozolve. Valamennyi idézett
eredményben k6z0s vonds, hogy bar herbicidrezisztenciat kédolé gént jutattak be buzaba. Ezt a
gént - mint marker gént - novénytranszformaciokban ma mar széles korben haszndljék kiilonb6z6
foszfinotricin (ppt) hatéanyagu szelekcids rendszerekben.

A transzformécidt kovetden a markergének segitségével vdlik lehetévé, hogy kiszelektdljdk a
sikeresen transzformdlt sejteket a kezelt sejtpopuldciobol. Markergénként kiilondsen az els6 GM
novények esetében antibiotikus rezisztencia géneket hasznéltak, amelyek segitségével az adott
antibiotikumot tartalmazo6 tiptalajon konnyen kiszelektdlhatok az antibiotikum-rezisztencia gént
tartalmaz6 GM fajtak. Héatrdnya miatt —igen konnyen az adott novényt elfogyaszté emberi, allati
szervezet 1s rezisztenssé valt az adott antibiotikummal szemben — azonban ezen ndvények
termesztését, forgalomba hozataldt, valamint az antibiotikum-rezisztencia gént tartalmazo fajtdk
eldallitasat betiltottak.

A kovetkezd 1€pés a kiszelektalt és sikerrel transzformélt sejtekbdl torténd novényregenerdlds,

kifejlett egyedek felnevelése, amely a transzgénikus fajta-eléallitds egyik legnehezebb 1épése. A
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kallusz-tenyészetekben spontdin mutdciok expresszdléddsa eredményeként (szomaklondlis
variabilitds) felléphet genominstabilitds, az azonos sziildi egyedek kozott kialakulhatnak
mennyiségi és mindségi tulajdonsdgbeli kiilonbségek.

A sejtek in vitro transzformécidja akkor tekinthetd sikeresnek, ha bizonyitani tudjuk, hogy a GM
novényben a transzgén jelen van, expresszalddik €s ivaros tton 6roklodik is. A transzgén integracid
bizonyithat6 DNS/RNS (pl. PCR, Southern-, illetve Northern-hibridizicid), illetve fehérje-
modszerekkel (pl. ELISA, Western-hibridiz4cid).

Ezt kovetden torténik klasszikus nemesitési modszerekkel a GM fajtak eldallitasa.

2.2. GM termények élelmiszer-biztonsagi kockazatainak ismertetése

2.2.1. Nemzetkozi szervezetek szerepe a GM termények kockazatértékelési stratégiaiban

A géntechnoldgia alkalmazdsa szdmos élelmiszer-biztonsagi kérdést felvet. Uj torvényi szabélyozds
valt sziikségessé, illetve olyan fejlesztési, vizsgdlati médszertani Utmutatok kidolgozasa, amely a
GMO felhasznéldsanak vérhato elonyei mellett azok kornyezeti és €lelmiszer-biztonsdgi kockazatét
minimalissa teszik. A hagyoményos kockdzat-becslési stratégidk a lehetséges karos hatast kivalto
veszélyforrds azonositdsan és a kockdzat emberekre, valamint a kornyezetre vonatkozé lehetséges
kovetkezményeinek jellemzésén alapulnak. Ez utobbit dézisfiiggd toxikoldgiai kisérletekben és
epidemioldgiai felmérésekben vizsgdljak. Mig a toxikus komponens esetében vérhaté terhelés 50-
100-szoros szintje is beépithetd a dozisfiiggd diétdba, addig a GM novények vizsgélatandl ilyen
dézisok a tdpanyag egyensuly megbomldsit eredményeznék. Alacsonyabb dézisterhelés mellett
viszont a potencidlis veszély mértéke nem mérhetd biztonsdggal. Felismerve ezt a tényt, a
nemzetkozi szervezetek (OECD 1998, FAO/WHO 2000) tj, tudomdanyos ismeretekre épiild
modszer kiépitését szorgalmaztik, amely az Gjonnan bevitt tulajdonsdg toxikus potencidljira és a
transzgén novény fogyasztasi biztonsagi vizsgélatara irdnyul. A 1ényegi egyenértékiiség (substantial
equivalence) vizsgalatdval a fogyasztdsi szempontbdl biztonsdgosnak tartott sziil6i novény és a
GM-n6vény kozotti komponens egyenértékliségét vagy kiillonbséget vizsgiljdk. Az élelmiszerek
komplexitisat figyelembe véve, azonban gazdasigtalan és megvaldsithatatlan célkitlizés lenne
minden egyes alkotét megvizsgélni, amelyek tobbsége biztonsdggal fogyaszthatd, ezért az egyes
novények, taplalkozasi, antinutritiv vagy toxikus hatds szempontjabol kivalasztott Osszetevoit az
OECD konszenzus dokumentumokban foglalja 6ssze (BANATI 2007). Tobbek kozott a buzéra
(Triticum aestivum L.) is jelent meg konszenzus dokumentum (OECD 2003). Bar a lényegi
egyenértékiiség fontos része lehet a GM termékek biztonsdgossagi értékelésének, a kockazat

elemzésnek legfeljebb a kiindul6pontja. (OECD 2002). A FAO/WHO (2003) Codex Alimentarius
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bizottsaga atfogd, globdlis alapelveket hatdrozott meg a rekombindns novényekbdl szarmazé és a
rekombindns DNS-t hordoz6é mikroorganizmusokkal eldallitott élelmiszerek biztonsdgossagdnak
vizsgélatdhoz.

Az Eurépai Elelmiszer-biztonsigi Hivatal (EFSA 2006) GM szervezetekkel foglalkozé
modszertani ttmutatdja is a Codex elvekre épiil, mely véleményezi az engedélyezésre benytjtott
GM-szervezetek (novények, allatok, mikroorganizmusok) kornyezetbe vald kibocsatasanak, illetve
élelmiszer- és takarmanycéli hasznositdsanak kornyezetvédelmi, humaén- és allategészségiigyi
kockdzatat. Az utmutatét azzal a szdndékkal tették kozzé, hogy a GM-novények piacra jutdsaval
varhaté elényok mellett minimélis kockazattal kelljen szamolni. Az dtmutat6 elvi kialakitdsdban
feltételezték, hogy a kornyezet, a fogyasztok és az dallatok szempontjdbol a hagyomanyosan
termesztett novényi élelmiszerek felhaszndldsa biztonsdgos. A nem GM novények tehat alapul
szolgdlhatnak a GM novények kornyezeti, valamint élelmiszer- illetve takarmany-biztonsagi
értékeléséhez. Az élelmiszerek komplexitdsat tekintve azonban nem lehet cél az abszolit kockazat-
mentesség biztositdsa, csak annak igazoldsa, hogy a GM ndvény legaldbb annyira biztonsdgosan
fogyaszthatd, mint annak sziil6i megfelelje (KUIPER et al. 2001). A vizsgdlatoknal ezért a GM
fajta és a sziildi vonal kozotti eltérések feltardsara és a felismert kiillonbségek elemzésére kell
koncentrdlni a Iényegi egyenértékliség elvére épiild, 0sszehasonlité €élelmiszer-biztonsagi értékelés
alapjdn. Minden olyan bizonyithaté hatdst figyelembe kell venni, amelyet a molekuldris,

agrondmiai, 0sszetételi, toxikoldgiai és taplalkozasi, illetve kornyezeti jellemzés tar fel.

2.2.2. Genetikailag modositott fajtak kockazat-becslésének integralt megkozelitése

A géntranszferrel kapcsolatban mérlegelni kell, hogy milyen céllal torténik a médositds és milyen
Uj, elonyos tulajdonsdgokat hordoz majd a gazdasdgilag jelentds gént tartalmazé 1wj fajta
(COCKBURN 2002). A GM fajta integralt kockazat-becslésének megkozelitésében pedig az aldbbi
kulcs elemeknek kell szerepelni (4. dbra) (GELENCSER & BANATI, 2007):

4

a sziil6i vonal jellemz0i;

4

a donor és a transzgén beillesztés moddja, a génmddositdsi esemény molekuldris
jellemzdi;

a géntermékek jellemzése;

az Uj GM fajta élelmiszer-biztonsagi jellemzése;

a kornyezeti kockéazat becslése;

g 4 4 3

a kornyezeti hatéds folyamatos figyelemmel kisérése €s feliigyelete.
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Sziil6i vonal Donor, transzgén(ek) Géntermék(ek) Uj GM fajta

transzformacio jellemzése élelmiszer-biztonsagi
értékelése

— Eredet, fenotipus és
Donor leirasa Sze’rk.ezet, erfedet agronémiai
™ és jellemzés ™ Tl s
Vektor leirasa il Hatasméd / | | Osszetétel vizsgalat
specificitas
Transzformacio i Toxicitas i Tapanyagok
médja vizsgalata
Beillesztett DNS - Allergenitas L. Biztonsagi értékelés
jellemzése (allatkisérletek)
Illesztési hely
- jellemzése

4. dbra: GM fajta veszélyelemzésének integrilt megkozelitése (KUIPER et al. 2004)

2.2.2.1. A sziil6i vonal jellemzése

A biztonsagos felhaszndlds megismerése szempontjabdl fontos vizsgdlni, hogy milyen névénybe
(vagy recipiens szervezet) torténik az Uj informdcio6 beiiltetése és milyen 4j €lelmiszert/takarményt
kivdnnak abbdl eldéllitani. Elsd 1€pés tehdt a sziildi vonal minél szélesebb korli megismerése
genotipus, fenotipus, agrondmiai viselkedés és véltozékonysdg, foldrajzi megoszlds és a
rendelkezésre 4ll6 élelmiszer-biztonsdgi informdcidk szempontjdbdl. A 1ényegi egyenértékiiség
vizsgalatdhoz sziikség van tovdbbd az Osszetevok €és a nem tdpanyaghordozod, bioldgiailag aktiv
(antinutritiv, toxikus, allergén) komponensek datlagos Osszetételét tartalmazd, standartizalt

adatbazisokra. Sziikségesek tovdbbd a teljes élelmiszerek biztonsdgos fogyasztidsdra vonatkozé

laboratériumi vagy haszondllatokkal végzett kisérleti eredmények.

2.2.2.2. A donor, a transzgén(ek) és a transzformacio jellemzo6i

Az 1j informdcidé atvitelére alkalmazhaté mdédszerek szempontjabdl fontos 1€pés a géndonor (pl.
virus, baktérium, novény) és az expresszids vektor vizsgalata. A géntranszfer sordn alkalmazott
modszerek ugyanis hatdssal lehetnek a génfunkcidra és arra, hogy milyen genetikai anyag jut be a
befogadd szervezetbe. Mivel a géndonor (pl. virus, baktérium, novény) 4j genetikai elemmel jarul

hozzé a transzformécidhoz, ezért vizsgdlni kell az idegen gén(ek) és géntermék(ek) toxikus vagy
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allergén szekvencia homolégidjait (FAO/WHO 2001a), melyhez a nyilvdnosan hozzaférhetd
szekvencia informdcids adatbdzisok (pl.: Genbank: DNS szekvencidk gylijteménye) és szdmos
bioinformatikai kutatds szolgdl utmutatisul. Ha a géndonor toxikus vagy allergén komponens
atirdsat eredményezi, gondoskodni kell arrél, hogy ez a szakasz ne keriilljon az expresszids

vektorba.

2.2.2.3. Az expresszios vektor altalanos jellemzése

A génexpresszi6 a szabdlyozd szekvencidktdl fiiggden lehet konstitutiv, induktiv, szerv- és
szovetspecifikus. A vektor sejtbe juttatisiéhoz a leggyakrabban két transzformdiciés moddszert
alkalmaznak, génbelovéses vagy biolisztikus, illetve az Agrobaktériumos fertozéses megoldast. Az
Agrobaktériumos transzformdcioban tumor-induktiv hatarszekvencidkat is beépitenek. Mindkét
esetben random, esetleg tobb kdpiaszamban torténd integraciora is lehet szamitani, és el6fordulhat a
beépitendd DNS ujrarendezddése, illetve kisebb DNS szakaszok beépiilése egy mdésik pozicidba.
Ezért a DNS komponensek molekuldris vizsgélatat célszerti elvégezni a transzformdcié el6tt a
konstrukcién beliil. A varhaté kockdzatok mérlegelésére ismerni kell tobbek kozott (GELENCSER
& BANATI 2007):
= azidegen gén bevitelére hasznalt mddszert,
= a novény modositdsdra haszndlt DNS szakaszt hordozé (pl. plazmid) vektorban 1évo
genetikai elemek eredetét (pl. novényi, mikrobioldgiai, virus eredetii vagy szintetikus
gén), illetve szerepiiket az expresszids vektorban (pl. az éatirast szabdlyoz6 vagy atirast
lezdr6 gén) €s a novényben varhaté funkcidjukat (pl. az atirdst szabalyozé gén, vagy a
transzformélt novények szelekcidjét lehetové tevo jelold, un. marker gén);
= alkalmaznak-e intermedier befogad6 szervezetet (pl. baktériumot), amely a novénybe
torténo transzformdciora alkalmas formdban termeli, vagy alakitja & a DNS-t;
= azonosithaté-e a beépitett gén mérete, identitdsa és pontos helye szerint a vektorban,
illetve ismert-e funkcidja.
Tisztazatlan kérdés, hogy a befogadé génbe torténd beavatkozds milyen elére nem tervezett
génexpressziot von maga utdn, mely hatdssal lehet a termésatlagra, az 1Uj novény esetleg
»Szubsztancidlisan” nem lesz ,.ekvivalens” az eredeti, Un. sziil6i novénnyel félkomponenseiben
és/vagy masodlagos metabolit termékeiben (pl. antinutritiv komponensek). Eléfordulhat, hogy tj
fehérjék szintézise indul meg, amelyek funkcidjukban 1j vagy erdsebb allergének, aktiv immunitést,
immunoldgiai valaszképtelenséget vagy esetleg autoimmunitdst kivaltd, Gj auto-antigének. Ezért,
molekuldris bioldgiai és biokémiai mddszerekkel (pl. endogén géneken vagy a gént szabdlyozd

région beliili potencidlis beépiilés szekvencia analizisével) vizsgalni kell (CHASSY 2002):
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4

az idegen DNS novényi genomba torténd illesztéseinek helyét;

4

a beépiild gén kopiaszamat;

= a génkonstrukcidt és ezen beliil a szabdlyozd régiot a novényi genom viszonylataban,
beleértve az idegen gén €s a kornyezd régiok szekvencia informéciét is, illetve minden
olyan potencidlis expresszids terméket (vart expresszid) vagy barmilyen mads, elére nem
tervezett ij génterméket (nem vart génexpresszid), melyek az dj termékbe keriilhetnek;

= a gén expresszids termékek (fehérje, nem expresszdlodott RNS, metabolitok)
kifejez6dését a novényben és ennek szintjét, valamint a novény elfogyasztiaskor varhatd
aranyat egy étkezési adagban;

= a genetikai moddositdsra haszndlt expresszids vektor stabilitdsat vagy esetleges

atrendez0dését az integracid soran.

Mindezeken tul sziikséges bizonyitani (CELLINI et al. 2004):

= az integraci0 stabil és a beépités sordn szignifikdns genetikai atrendezddés nem
kovetkezett be;

= az atirds sordn az aminosavak szekvencidjdban nem tortént olyan véltozds, amely az
expresszalt fehérje térszerkezetét Ugy moddositja, hogy az a bioldgiai aktivitds
szempontjabol kritikus véaltozast eredményezne;

= az Uj tulajdonsdgot hordoz6 gén generdcidkon keresztiil stabil, amit az idegen DNS vagy
a megfelel6 RNS jelenléte igazol, amennyiben a fenotipusos jegyek ezt kozvetleniil nem
mutatnak;

= igen fontos, hogy az uj tulajdonsdg csak a szabdlyoz6 funkciénak megfeleld
szovetféleségben fejezd6djon ki az elvdrhatd mértékben, ezért az utébbi években
célbajuttatd szekvencidkat is beépitenek az expesszids vektorba;

= a transzformaciés folyamat nem okoz olyan elvéltozéast a befogadd szervezet genetikai

allomanyaban, ami egy nem tervezett fizios fehérje expresszidjat eredményezné.

A transzformdcids vektorban a sziikséges 1j informéaciot kédold génen kiviil jelenlevd, tin. marker
gén segitségével valik lehetévé az expresszids vektort hordoz6 GM novény szelekcidja. A
vektorokban gyakran hasznilnak novényi virus promotert. A virdlis eredetli promoéterek, mint a
karfiol mozaikvirus 35S prométere (CaMV 35S) potencidlisan tobb bioldgiai veszélyt hordoznak. A
CaMV 35S promoéter homoldgjai erds konstitutiv promoéterek, amelyek a kivant tulajdonsigot
kédold génszakasz atirdsat és génexpresszidjat segitik a transzformalt névényben (ODELL et al.
1985). A virdlis prométerekkel szemben felmeriilt az a gyant is, hogy egyes gének talmilkodését

eredményezik a transzformalt novényben €s igy kozvetve a rdk kialakuldsdban van szerepiik, illetve
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Uj rekombindns virusok kifejlodéséhez vezethetnek. A virus prométer alatti gének expresszidja
novelheti a horizontdlis géntranszfer veszélyét (HO et al.1999).

A viruskOpenyt nem expresszald és a tdpcsatorndban konnyen lebomld fehérje mellett esetleg
talélo, transzformadlt gén vagy géntermék fizioldgiai hatdsanak, fogyasztdsi biztonsagi vizsgdlata
még megolddsra var6 kérdés, megitélése rendkiviil ellentmonddsos (METZ et al. 1998, EWEN &
PUSZTAI 1999, HULL et al. 2000). A human genom programban feltart informécidk szerint nem
bukkantak sem bakteridlis, sem novényi eredetli géntranszfer nyomadra, ezért az élelmiszerek
fogyasztasat ebbdl a szempontbdl biztonsdgosnak itélték (FAO/WHO 1991, US FDA 1992, US
EPA 2000).

Takarmédnyozdsi és human-egészségiigyi szempontbdl szintén kétségeket ébreszt a sikeres
géntermék szelekcidjara hasznalt €s a novényeknek antibiotikum (ampicillin, kanamycin)
rezisztenciat kolcsonzd marker génekkel dllatba €s emberbe, esetleg talaj mikroorganizmusokba
atvihetd antibiotikum rezisztencia (BARBOSA et al. 1999). Ismert azonban, hogy a névényi DNS
mikrobidlis vagy humadan sejtbe torténd transzformdaciéjahoz bizonyos feltételek teljesitése

sziikséges. Ilyen feltétel, hogy:

az adott gén linedris formaban véljon rendelkezésre;
élje tdl a novényi €s a tdpcsatorna eredetll nukledzokat;

1épjen sikeres kompeticioba a diétdban 1évé DNS-ekkel;

4 8 4 &

a befogad6 mikrobidlis vagy emlds sejtek legyenek kompetensek a transzformécidra és

az adott gén élje tdl a befogadd restrikcids enzimek aktivitasat;

4

az adott gén a befogadé genomba Ugy épiiljon be, hogy ott csak elvétve forduljon el

génhiba javitds vagy rekombindcio.

Transzformalt sz6jalevél etetését kovetden — bar a transzforméalt DNS még 121 6ra malva is tdlélte
a tdpcsatorndt €s megtaldlhatd volt a 1épben és a mijban — nem taldltak még tudomdnyos
bizonyitékot arra, hogy a gén stabilizalodott €s emlOs sejtekben expresszalodott volna
(SCHUBBERT et al. 1994). A kanamycin rezisztencidért felelés nptll génnel kapcsolatosan
rendelkezésre allé informdacidk alapjan, a 2001/18/EC irdnyelv alapjan eddig engedélyezett GM-
novények esetében ki kell zarni a klinikumban hasznalt antibiotikumokkal szemben rezisztenciat

hordoz6 marker gének alkalmazasat, illetve alternativ megolddsokat kell kezdeményezni.
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2.2.2.4. A géntermék jellemzése

Elelmiszer-biztonsagi céli kockézat-becslés szempontjabdl fontos, hogy az tjonnan beillesztett gén
expresszidjanak milyen direkt toxikoldgiai kovetkezménye lehet. Fontos ismerni, hogy a beillesztett
gén biztonsdgosan fogyaszthaté fehérjét vagy azzal homoldg terméket, illetve egy ,,lecsendesitett”
génterméket eredményez-e. Tovabba, ha a génterméket ilyen szempontbdl még nem vizsgaltik,
eredményezhet-e esetleg ismeretlen biztonsagu terméket. Amennyiben a beillesztett gén olyan gén
tultermelését inditja el, amelynek terméke toxikus vagy allergén tulajdonsidgot hordozhat, okozhat-e
ez utébbi a novényben a taplalkozasi OsszetevOok részardnyaban barmilyen valtozast, mely médositja
az anyagcserét és masodlagos metabolitok szintézisét indithatja el. Esetleg okoz-e olyan valtozast a
taplalkozasi Osszetevok részardnydban, amely a taplalkozasi értéket vagy az €lelmiszer-biztonsagi
jellemzdket karosan befolydsolnd. Szamitdsba kell venni, hogy a feldolgozott GM élelmiszerek
fogyasztasdval véarhat6-e a napi tdpanyagbevitel potencidlis véltozdsa, illetve egy hosszantartd
fogyasztassal 0sszefiiggésbe hozhat6 tdpldlkozasi betegség kialakulasa.

A géntermékek tdpanyaghordozok (fehérjék), illetve masodlagos metabolit termékek is lehetnek,
amelyek egy ujonnan expresszalt enzim 4ltal katalizalt reakcié termékeként szintetizdlédnak a
novényben. Az expresszids vektor (vart hatds) random beillesztés esetén azonban nem vart
génexpressziot is eredményezhet. A gén tulmiikodés vagy csendesités, illetve kopiaszdm ndvekedés
miatt nagyobb vagy kisebb specifikus fehérje expresszid, mig gén szétesés miatt mddosult fehérje
expresszié johet létre. Ezért a sziil6i és a transzformadlt vonalak egymds melletti tesztelése
sziikséges.

A kockézat-becslésnek ki kell terjednie a génterméket hordozé névény kémiai Osszetételére, az
OsszetevOk funkciondlis aktivitdsara €és a taplalkozds sordn egy doézissal bevihetd 4atlagos
koncentracié meghatarozasara. Illy modon a marker élelmiszerek fogyasztdsi adatainak fényében
megallapithatd, hogy a populdcidban vagy az egyes lakossdg-csoportokban mekkora a potencidlis
terhelés kockazata.

A fehérjetermék toxicitdsdnak vizsgdlatit az ismert adatbazisokban (pl. SWISS-PROT Fehérje
Szekvencia Adatbank; FARRP Allergén Adatbdzis) taldlhat6 szekvencia-homoldgia alapjan
sziikséges elvégezni. Homoldgia esetén vizsgélni sziikséges a fehérjék hostabilitasat és tdpcsatorna
rezisztencidjat egy gyomor és vékonybelet reprezentdlé modellrendszerben. Etetéses toxikoldgiai
vizsgalatokra csak abban az esetben van sziikség, ha az 1) fehérje biztonsdgos fogyasztisaval

kapcsolatban még nem 4ll rendelkezésre kelld informécid.
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2.2.2.5. Géntermék toxicitasanak vizsgalata

Azokat a fehérje, illetve nem fehérje természetli komponenseket, amelyek biztonsdgos
fogyasztasdval kapcsolatban nem 4all rendelkezésre megnyugtaté informécid, esetrdl-esetre
sziikséges azonositani, tovabba tisztazni kell bioldgiai szerepiiket a novényben. A kutatdsokat ki
kell terjeszteni a metabolizmus tanulmanyozdsara €s a rovid, illetve a hosszu tavua toxikoldgiai hatds
(karcinogenitds, mutagenitds, teratogenitds) megismerésére. Amennyiben e vizsgalatok
elvégzéséhez sziikség van az egyes komponensek izoldldsdra, vagy alternativ tton torténd
eldallitasara, akkor elengedhetetlen kritérium, hogy szerkezetiikben és biokémiai funkcidjukban is
azonosak legyenek a gazdasigilag jelentds gént hordozé novényben taldlhaté komponenssel

(PARISA & JOHNSON 2001).

2.2.2.6. Allergén kockazat jellemzése

A GM novényekbe transzformdlt Gj gén expresszids terméke altaldban fehérje, ezért sziikséges a
fehérje allergiat kivalté hatds akut vizsgalata (in silico, in vitro vagy in vivo) is (KIMBER &
DEARMAN 2002).

A t4plalék allergén fehérjék tobbsége gliikoprotein, amelyek dltaldban védofehérjék (pl.
konglutininek, kitindzok, gliikkandzok) vagy tartalékfehérjék (globulinok, gliikozilalt vicillinek,
leguminok, prolaminok). Ritkdbban a tdplalék allergének metabolitikus vagy szerkezeti fehérjék,
melyek bioldgiai aktivitdsa valamilyen konzervalt szerkezettel azonosithaté. Nincs kimutathatd
kapcsolat a fehérjék szerkezete, bioldgiai aktivitdsa és allergén aktivitdsa kozott. A fehérje
expresszids szintre vonatkozdéan még nincs jovahagyott hatirérték, amely még nem valthat ki
allergiat az arra érzékeny betegcsoportokban (AALBERSE 2000).

Mivel napjainkig nincs elfogadott modell a potencidlis allergenitds vizsgédlatira, a FAO/WHO
(2001a) egy un. ,,dontési fa” sémat dolgozott ki (5. dbra). Amennyiben az Ujonnan expresszalt
fehérje — a 2003/89/EK irdnyelvben meghatarozott — potencidlisan allergén fehérjét kodold
forrasbol szarmazik, meg kell vizsgdlni, hogy a gazdasigilag jelentds gént tartalmazé novény nem
valt-e ki allergén tiineteket az arra érzékeny betegcsoportokban. Glutén érzékenység esetén példaul
bizabdl és a vele immunoldgiailag keresztreagdld gabonafélékbdl (pl. arpa, rozs, zab, tritikalé)

szarmaz6 géntermékeket sziikséges ilyen modon tesztelni.
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5. dbra: GM-novények allergenités vizsgdlatanak dontési faja (FAO/WHO 2001a)

Els6 1épésként vizsgdlni kell, hogy fenndll-e barmilyen homolégia az ismert fehérje allergénekkel.
Linedris epitopok esetén a donor géntermék aminosav szekvencia analizisét nyolc vagy tobb
folyamatos aminosav esetén sziikséges Osszehasonlitani standartizdlt adatbazisokban (FASTA,
BLAST, PIR, SwissProt, TrEBL) taldlhat6 ismert allergén szekvencidkkal. Szekvencia homoldgia
all fenn, ha az expresszélt fehérjébdl szarmazo peptid 35%-a (80 > aminosav alapjan) szerkezeti
azonossagot mutat (pl. PR-fehérjék, LTP, 2S albuminok, parvalbuminok, protedz/amildz
inhibitorok, lektinek stb.). Nem folyamatos, un. konformdcids epitopok esetében a fehérjék
harmadlagos szerkezetének ismerete is sziikséges lenne (METCALFE et al. 1996). Funkciondlis
homoloégia bizonyithat, ha minimum 6 folyamatos aminosav szerkezeti azonossiaga esetén human
vagy éllati eredetli szérumokkal keresztaktivitds tapasztalhatd. Amennyiben az Gjonnan bevezetett
fehérje ismert allergén forrasbol szarmazik, vagy homolég szekvencidt tartalmaz ismert
allergénekkel, akkor az IgE-specifikus immunreaktivitist humdan hiperimmun szérumok
segitségével sziikséges megvizsgalni.

Fontos tovdbba a novénybe expresszalt fehérje szintjének ismerete. A f6 allergének altaldban a
teljes fehérjének tobb mint 1%-aban vannak jelen (YUNGINGER 1990). Mdas paraméterek, mint a

fehérje funkciondlis aktivitdsa, molekulatomege (10-40 kDa) és a gliikozilaciés fok megismerése
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szintén célravezetd a vizsgédlat szempontjabol. Mivel a kiilonb6z6 befogad6 szervezetekben
expresszalt fehérje gliikozil4cids foka eltérd lehet — amely hatdssal van a fehérje hidrolizisre és az
antigén feldaraboldsra — a vizsgdlatba vont fehérje szerkezet nem térhet el a GM ndvényben
expresszalt fehérjétdl. A gliikkozildlas megvéltoztathatja a fehérje felszinén 1€vo epitdp szerkezetet
és erdsen keresztreagdld gliikdn epitopok is keletkezhetnek. Ezért egy bizonyitott szekvencia
homoldgia esetén alkalmazott specifikus sz€rum sziirésnél kiilonbséget kell tenni az IgE-specifikus
és a nem-specifikus gliikdn epitopok keresztreakcidja kozott.

Ha a szekvencia homoldgia (> 5 IU szérum IgE) nem bizonyithat, akkor csoport specifikus

random szérumszurést kell alkalmazni az alabbiak szerint:

= ha az idegen gén egyszikli novénybdl szarmazik — egyszikii novényre specifikus IgE
ellenanyag tartalmu szérumokkal (fifélék, rizs);

= ha kétsziki novényekbdl szarmazik - kétszikii novényekre specifikus IgE
ellenanyagokkal (fa pollenek, gyom pollenek, zeller, mogyord, di6félék és latex);

= ha gombdbdl szarmazik — gombakra, élesztokre specifikus IgE ellenanyagokkal;

= ha nem emlds dllatbdl szarmazik — nem emlds allatra specifikus IgE ellenanyagokkal
(atka, rakfélék);

= ha emlds dllatb6l szarmazik — emlds 4llatra specifikus IgE ellenanyagokkal (labor
allatok, tehéntej, hal, tojasfehérje és sargdja, szérum fehérjék);

= ha baktériumbdl szarmazik — nincs csoport specifikus szérum.

Mivel a géntermék altaldban fehérje, fontos ismerni a gyomor- €s a bélnedvekkel szembeni relativ
rezisztencidjat. Az allergén fehérjék tobbsége rezisztens a gyomor- és bélnedvekben taldlhato
protedzokkal (pl. pepszin) szemben, viszont a novényi fehérjék tobbsége nem rezisztens
(ASTWOOD et al. 1996). A hdlabilis allergének hokezelést kovetd fogyasztisa kevesebb
aggodalmat valt ki a hdstabil allergénekkel szemben. A fizikai stabilitds egyértelmiien megnoveli a
talélo fehérje felszivodasi veszélyével egyiitt jard szisztémads hatds, mint a toxicitds vagy az allergia
kialakuldsdnak veszélyét. Igazolhat6 funkciondlis homoldgia esetén tehdt meg kell vizsgdlni a
rekombinans fehérje pepszin rezisztencidjat. A nativ fehérje-koncentratum pepszines emésztését
kell 6sszevetni egy nem allergén fehérje (pl. szdja lipoxigendz, burgonya savas foszfatdz) és egy
ismert allergén (pl. béta-laktoglobulin, sz6ja tripszin inhibitor) lebomlasi képességével, amelyet a
fehérje tartalom véltozdsaval és a 0, 15, 30 mp és 1, 2, 4, 8, 15, 60 perces, pepszinnel emésztett
fehérje oldat elektroforetikus analizisével kovetnek nyomon. Az intakt fragmensek (> 3.5 kDa)
potencidlis  allergének, amit allergén-specifikus  poliklondlis  ellenanyagokkal  val6

reakcioképességiik alapjan immunoblottal igazolnak.
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Fehérjét nem expresszdld, lecsendesitett gének esetében, illetve a potencidlis allergén
fragmenseknél az immunogenitast €s a potencidlis allergén aktivitast allatmodellekben tesztelhetik.

Az éllatmodellekbdl nyert hiperimmun szérumok IgE humén relevancidja azonban kétséges.

Ilyen modellek lehetnek (PENNINKS & KNIPPELS 2001, KIMBER & DEARMAN 2001) pl.:
= ordlis uton érzékenyitett Barna Norvég patkany modell;
= intraperitonealis uton érzékenyitett egér modell;
= a potencidlis allergénre adott immunvélaszban a Th1/Th2 izotipusu ellenanyagok

profilanalizise.

2.2.2.7. A GM novény jellemzése

A GM és a kontroll novény egy metabolitikus 1t szempontjabdl fontos komponensének
0sszehasonlitéd vizsgalatdra azonos helyen és azonos feltételek mellett termesztett és logisztikai tton
kezelt novények alkalmasak. A vizsgalatok alapjan profil analizis (transzkriptomika, proteomika,
metabolomika) és a befogadd novény, illetve rokon fajok alap adatait feldolgoz6 adatok
segitségével célszerli elvégezni. A természetes varidciokat is figyelembe véve ismerni kellene a
kapott eredmények bioldgiai szignifikancidjat. Ha nincs mod izogenikus vonalakat vizsgélni, akkor
a genetikailag legkodzelebb 4ll6 fajtat célszerli valasztani. A kisérleteket annyi generdcion keresztiil
sziikséges lefolytatni, hogy a Kkitettségi vizsgdlatokhoz kelléen megbizhaté adatokkal
rendelkezziink. A kornyezeti hatdsok és a genotipusos eltérések okozta varidciok megismerése
céljabol minden kisérletet legaldbb kétszer meg kell ismételni (KUIPER et al. 2001). A
mintavételhez megfeleld szadmi novényt és a vizsgdlatokhoz kelléen érzékeny és specifikus
analitikai moédszereket kell alkalmazni. El6fordulhat, hogy a GM-novényben olyan valtozdsok
kovetkeznek be a génmoddositds hatdsdra, amelyek az élelmiszerben megvaltozott Osszetételt
eredményezhetnek. Amennyiben a tdpanyagprofilban barmilyen véltozds tapasztalhat6, ugy a
tisztitott komponensekbdl hagyomdnyos kémiai kockdzat-becslést is sziikséges elvégezni
(KOSHATZKY & MABFELLER 1994).

Az endogén toxikus anyagok hdstabilitdsat és a fontos tdpanyaghordozok bioldgiai hasznosuldsat,
az élelmiszer-feldolgozas hatdsait — beleértve az otthoni elkészités miiveleteit is — figyelembe véve
kell vizsgalni. Ezért a piaci engedélyezéshez minden feldolgozassal kapcsolatos technoldgiai
informdciot (pl. olajfinomitds extrakcios 1épéseinél mért adatok) mérlegelni sziikséges.

Osszességében tehat vizsgdlni sziikséges a GM fajta és a sziildi novény fenotipusdnak és

//////

////////////
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és tdpanyag-hasznosuldsi mutaték egyenértékiiségét (KONIG 2003). Egyenértékiiség hidnydban
célvizsgalatok sziikségesek. Uj torvényi szabélyozds, illetve olyan fejlesztési, vizsgdlati
modszertani utmutatok kidolgozdsa vélt sziikségessé, amelyek a GM novények felhasznaldsdnak
varhat6é elényei mellett minimalis kornyezeti és élelmiszer-biztonsagi kockdzati terhelés elérését

biztositja.

2.3. Buiza allergén fehérjéi

Az utdbbi évek allergia kutatdsai rdirdnyitottdk a figyelmet arra, hogy a biokémiai funkciét hordozé
fehérjék (hidrolitikus és nem hidrolitikus enzimek, enzim inhibitorok, transzport fehérjék,
szabdlyoz6é fehérjék, tartalék fehérjék a magban, védelmi fehérjék) gyakran allergének.
Molekulatomegiik 10-70 kD kozotti. Gyakran gliikoproteidek, savas izo-elektromos ponttal
rendelkeznek, hostabilak, ellendllnak az emésztésnek és minimdlisan két IgE-kotd hellyel
rendelkeznek.

A gabonafehérjék IgE-medidlt allergids reakcidt, valamint T-sejt-mediélt colidkids reakciot egyarant
kivalthatnak. A gabonafehérjék 4ltal kivdalthat6 reakcid az érzékenyités ttja alapjan lehet
taplalékallergia (gabonaallergia, colidkia), vagy léguti allergia (pékasztma). Az el6bbinél az
érzékenyités gasztrointesztindlis uton -, az utébbindl 1égzérendszeren keresztiil torténik.

A buza allergiat okozé fehérjék oldhatésdguk szerint csoportositva, vizben/séban oldhatatlan
gliadin és gluteninfehérjék, illetve vizben/soéban oldhaté albumin/globulin buzafehérjék is lehetnek

(1. tablzat).

1. tdblazat: A buza fehérjefrakcidinak eloszldsa a fehérjében (%) (LASZTITY 1999)

Simmonds Lasztity Belitz és Grosch Konarev
Frakciok
(1978) (1999) (1987) (1980)
Albumin 5-10 6,63-12,10 14,7 7-10
Globulin 5-10 4,25-7,15 7,0 4-6
Gliadin 40-50 30,62-56,30 32,6 40-45
Glutenin és a
maradék 30-40 28,88-56,34 45,3 40-55

30




A gliadin fehérjéket molekulatomegliik és elektroforetikus mobilitdsuk alapjan tovébb
csoportosithatjuk a-, B-, y-,o- gliadinokra (2. tdblazat). Az a-, B-, y- gliadin kisebb molekulatomegii
kéntartalmud aminosavakban gazdag, az intramolekuléris diszulfid kotések jelenléte miatt hdstabil
fehérjék, ellentétben az o-gliadinnal, amely nagyobb molekulatomegli kénsavtartalmi

aminosavakban szegény fehérje.

2. tablazat: A gliadin fehérjék osszehasonlitisa (LOOKHART & BEAN 1995)

o-gliadin | B-gliadin | 7y-gliadin w-gliadin
S-tart.amino-
Aminosav Hasonl6 aminosav osszetétel
savakban
osszetétel S- tart. aminosavakat tartalmaz
szegény
Acid PAGE
73-85 47-70 43-47 12-40
mobilitds (Rm)
Relativ molekula-
35-38 37-43 37-46 48-63
tomeg (kDa)
HPLC elvdlasztds
38-48 22-38 48-56 6-22
[/min]

A fobb buza allergéneket, belefoglalva a kisérleteim sordn vizsgdlt allergén tuladonsagi marker
fehérjéket a 3. tabldzatban foglaltam Ossze. A buza allergének azonositdsara és jellemzésére az
elektroforetikus médszerekkel kombindlt IgE immunblott (1D, 2D) alkalmazésa terjedt el. Ezzel a
modszerrel az allergids betegek szérumaban az allergén fehérjére megemelkedett IgE ellenanyagok

in vitro fehérjékhez val6 reaktivitdsat hasznaljak.
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3. tdblazat: Fébb allergénként azonositott bizafehérje

Allergének MW Azonositasa
VAN REE et al. 1992
Tri a 12- profilin 14 kDa
WEICHEL et al. 2006
CAPOCCHI et al. 2006
Tri a 14- nsLTP 9 kDa

PALACIN et al. 2007

Tri a 18- agglutinin

izolektin 1 17 kDa WEICHEL et al. 2006

PALOSUO et al. 2003

Tria 19 — ®.5 gliadin 65 kDa
MATSUO et al. 2008
) ) ) BRANT 2007
Tri a 25- thioredoxin 13 kDa
WEICHEL et al. 2006
a-gliadin 31 kDa SANDIFORD et al. 1997
o-amilaz inhibitor 0.53 14 kDa JAMES et al. 1997
WTAI-CM16 (a-amildz 16 kD YAMASHITA et al. 2001
s a
inhibitor) KIMOTO et al. 1998
peroxidéz 60 kDa WATANABE et al. 2001
B-amilaz 54 kDa SOTKOVSKY et al. 2008
Szerpin 40 kDa AKAGAWA et al. 2007

A colidkia az egész életen at fenndll6 glutén szenzitiv enteropathia. A betegség kialakuldsédra a
legkiilonb6zObb elméletek sziilettek, azonban a tényleges kivaltdé ok egyértelmiien még nem
igazolddott. Az viszont egyértelmiien bizonyitottd valt, hogy a gabonafélékben 1év6 fehérjének, a
gluténnek a fogyasztidsa provokdlja a betegség megjelenését, ami silyos bélboly karosodashoz
vezet. Igazolodott, hogy a glutén eliminaldsa az étrendbdl a vékonybél nyédlkahdrtya regeneral6dasat
eredményezi, ami a beteg teljes tiinetmentességéhez vezet. Ugyanakkor a glutén tartalmu étrend
ismételt bevezetése — akdrcsak a diéta megszegése kovetkeztében is — ismételt panaszokat okoz, és
a vékonybél nyalkahartya boholy struktirja ismételten karosodik (POLGAR et al. 1998). A glutént
nem tolerdld egyének vérszérumdban gluténterhelésre a gliadin frakcidval specifikusan reagdld
ellenanyagok (IgA, IgG) szintje tehat megemelkedik. Ezekbdl a hiperimmun szérumokbdl pullozott
szérumban jelenlevd poliklondlis ellenanyagok in vitro képesek felismerni az élelmiszerfehérjében

jelenlevo potencidlis allergéneket.
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2.4. WGA marker fehérje jellemzése

A biuzacsira agglutinin (Wheat Germ Agglutin, WGA) amellett, hogy a pékasztmdban ismert
inhaldcids allergén, taplalékallergén fehérje, egy mitogén tulajdonsédgu lektin, amely a biiza albumin
frakcidjaban taldlhaté. Ellendll a gyomor- és bélemésztésnek és specifikus cukorkotd (N-acetil
gliik6zamin) képessége miatt a bélfalhoz képes kitapadni és lokdlis, illetve szisztémas toxikus vagy
allergén hatést kivéltani (CHEN et al. 1996, VAN DAMME et al. 1998). A bélham kefeszegélyére
kotodott WGA egy kisebb hanyada atjut a bélhdmon, felszivodik. Ezutdn megint csak talal
receptorokat, és megkotddhet szérumfehérjéken, a bél ereinek endotheliumén, a vorosvértesteken és
fehérvérsejteken, de sokféle szovet sejtjein is megtapadhat. Vorosvérsejtekhez vald kitapaddsuk
kovetkeztében képes az eritrocitdkat kicsapni, agglutindlni, mely képessé€gét in vitro kimutatasara is
hasznaljdk. Kimutattdk, hogy rosszindulati sejteket gyorsabban képes kicsapni, mint normdl
sejteket. Antitumordlis aktivitdssal rendelkezik €s hatékony immunmoduldtor (GANGULY & DAS
1994).

A lektinek fontos antinutritiv komponensek (PUSZTAI 1991). PUSZTAI és munkatdrsai (1993)
allatetetési kisérletekben vizsgéltdk a WGA antinutritiv hatdsit. A diétdba bekevert 7 g/kg tisztitott
WGA lektint tartalmazé tdp 10 napos etetése csokkentette a fehérjehasznosuldsi mutatdkat,
hasnyalmirigy €és vékonybél nagyobboddst, csecsemOmirigy sorvadast és testtomeg csokkenést
idézett el6 a kisérleti patkdnyokon. A WGA kitapadt a bélhdmra, és az utolso etetést kovetden 2 6ra
elteltével 60% WGA tilélonek bizonyult a vékonybél folyadékban.

A buza csira agglutinin miizlivel nativ formdban, vagy hdékezelésnek kitéve kenyér formdjdban
keriilhet be tdplalkozasunkba. 100 °C-os hokezelésnek kitéve a feloldott WGA sejtekhez valo
kotodése 1 o6ra utdn 10%-ra, 2 6ra utdn 0,1%-ra csokkent. Szilard allapotban vizsgilva a
hokezelésnek ellenallobb volt, ebben az esetben 1 6ra hokezelést kovetden 87%-ra 2 oOra elteltével
83%-ra csokkent a sejtekhez val6 kotddési képessége (GABOR et al. 2003).

Tobb kutaté is vizsgalta a WGA szerepét, mint stresszjelzé faktor. A buza kiilonb6z6 szoveteiben
vizsgdlva a WGA felhalmozddasit, novekedést tapasztaltak kiilonb6z0 stressz  hatdséra
(KOMAROVA et al. 2003, BHAGLAL et al. 1999, CAMMUE et al. 1989). SINGH és munkatarsai
(1999) vizsgdlataiban az ozmotikus, hd €s s6 stressz hatdsa WGA novekedést valtott ki csirdzé biza
embriokban. ANTONYUK és EVSEEVA (2006) kutatdsaikban a WGA-t fontos jelzé faktorként
jellemezték a novények és mikrobdk kozotti kolcsonhatdsok, és a novények stresszhez vald
alkalmazkoddsa szerepében. Ugyanakkor felhivjdk a figyelmet, hogy a WGA komplexitésa,
osszetett miikodése €s nagyfoku variabilitdsa miatt a jelenlegi tuddsunkkal, még nem alkalmas a

gyakorlati biotechnolégidban valé hasznélata.
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3. CELKITUZESEK

A totélis herbiciddel szemben tolerans buzavonalak és a nem-transzgénikus kontroll tavaszi
buza Iényegi egyenértéklis€égének Osszehasonlitdé vizsgdlata azzal a céllal, hogy
tapasztalhaté-e érdemi eltérés a tdpanyaghordozékban a GM-technoldgia, az évjarat és a

herbicid kezelések hatasara.

A totdlis herbiciddel szemben tolerdns btizavonalak €s a nem-transzgénikus kontroll tavaszi
buza allergén fehérjéinek Osszehasonlité vizsgalata azzal a céllal, hogy a GM-technoldgia,
az évjarat és a herbicid kezelések hatdsdra tortént-e olyan vart vagy nem vart véltozds a

vizsgélt fehérjék szintjén, mely megnovelheti az allergén kockazat veszélyét.

Az tjonnan expresszalt géntermék és potencidlis allergénként azonositott, szelektalt marker
fehérjék tapcsatorna rezisztencia vizsgalata azzal a céllal, hogy a tapcsatorndban rezisztens

fehérjék szervezetbe keriilésének kockézatat feltarjam.

A totdlis herbiciddel szemben tolerdns buzavonalakbdl élelmiszer-biztonsag szempontjai
szerint szelektalt, kezeletlen nativ és hOkezelt transzgénikus vonal és a nem-transzgénikus
kontroll tavaszi buza rovidtavi etetésének patkdnymodellben torténd Osszehasonlitd
vizsgalata azzal a céllal, hogy feltirjam annak a veszélyét, hogy a fehérjék szintjén

bekovetkezett valtozasok hatdssal vannak-e a fehérjehasznosulésra.
Kisérleti tapasztalatok alapjan javaslatok készitése a GM novények élelmiszerbiztonsagi

kockdzat-becslésére javasolt modszertani dtmutatd gyakorlatban torténd alkalmazéasanak

eldsegitésére.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Anyagok

4.1.1. Bazamintak

A vizsgélatokhoz a Gabonakutaté Nonprofit Kft. (Dr. Pauk Janos) éltal rendelkezésre bocsétott 1.
(2001) és 2. (2002) évi tenyészkerti eredetti Triticum aestivum L. sziiléi buzatorzs (CY-45)
szemtermése szolgdltatta a kontrollt. A tenyészkerti kihelyezés Szeged tdjkorzetben, egymads
melletti parcelldkon tortént. A sziiléi buzatdrzs bazisdn eldallitott, totdlis herbiciddel szemben
ellendll6 transzgénikus buza hat vonalbdl szdrmaz6 szemtermés bédzisan, tenyészkertben termelt 1.
és 2. évi transzgénikus buzdk szemtermését haszndltam fel tesztanyagként. Vizsgdlataimat a
tenyészkerti kihelyezést kovetden, totdlis gyomirtd szerrel (Finale 14 SL), illetve buzéra regisztralt
hagyomanyos gyomirtd szerrel (Granstar) kezelt, illetve nem kezelt (gyomlalt) mintdkra is
kiterjesztettem (4. tdblazat). A kétféle herbicid kezelésbdl a Finale 14SL totdlis gyomirtdszer
alkalmazdsat a bejuttatott bar gén indokolta, hiszen a transzgénikus vonalak erre nézve hordoznak
rezisztenciat. Szant6foldi kezelésre a gyart6 altal gyomtalanitisra ajanlott dozist alkalmaztak (10
ml/10 1 viz). A Granstar a legéltalanosabb, in. hagyomdanyos btiza gyomirtészer Magyarorszagon,
ezért a kisérletben ezt, mint herbicides kontrollt hasznaltam. A buzaszem mintakat Retsch
GRINDOMIX GM200 tipusud Orléberendezéssel 6roltem meg (3x20 mp, 8000 rpm) a tovabbi

vizsgalatokhoz.

4. tablazat: Bizamintdk jelolése

1. és 2. évi tenyészkerti buzamintak
kezeletlen Finale kezelt Granstar kezelt
CY-450 * CY-45G
T-106 @ T-106 F T-106 G
T-116 @ T-116 F T-116 G
T-117 0 T-117F T-117 G
T-124 & T-124 F T-124 G
T-128 & T-128 F T-128 G
T-129 @ T-129 F T-129 G

* a Finale kezelt sziilGi biza, a rezisztencia hidnydban, a kezelést kovetden elpusztult
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4.1.2. Oldatok és reagensek DNS izolalashoz

Wizard puffer: 10 mM TRIS-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 1% SDS
5 M Guanidin-hidroklorid oldat

20 mg/ml proteinaz-K enzimoldat

Izopropil-alkohol

4.1.3. Oldatok és reagensek a polimeraz lancreakciohoz és a termékanalizishez

A polimeraz lancreakcio reagensei:

® Primer par: Barl 5°- CGA GGA ACC GCA GGA GTG GA -3’
Bar2 5’- AGC CCG ATG ACA GCG ACC AC -3’
e Master mix (Sigma): 1,5 U Taq DNS polimeraz, 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP és dTTP, 1,5
mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,001% zselatin, 10 mM TRIS-HCI pufferben

o Steril desztillalt viz

Termékanalizis reagensei

e Mintaoldé puffer: 20% szacharéz, 0,1 M Na,EDTA (pH 8,0), 1% Na-dodecil szulfat, 0,25%

bromfenolkék

Generuler 50 bp DNS bézisbar standard (Fermentas)
TRIS-Bérsav-EDTA puffer (TBE puffer), (pH 8,0) 10x-es torzsoldat (108 g TRIS, 55 g
bérsav, 40 ml 0,5 M Na,EDTA)

®  2%-0s és 4%-o0s agar6zgél oldat TBE pufferben

Gélfesto oldat: 0,5 pg/ml etidium-bromid oldat

4.1.4. Oldatok és reagensek ELISA-hoz

Foszfat-puffer (PBS, 0,15 M, pH 7.4): 0,14 M NaCl, 0,0027 M KCl, 0,01645 M

Na,HPO4*2H,0, 0,002 M KH,PO4

o Kotdpuffer (karbonat-bikarbondt puffer, 0,05 M, pH 9,6): 0,032 M NaHCO;, 0,018 M
Na,COs

e  Mosopuffer (0,15 M, pH 7,4): 0,1% Tween-20 0,15 M foszfat-pufferben

e Feddpuffer (0,15 M, pH 7,4): 0,5% zselatin 0,15 M foszfat-pufferben
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e Szubsztrat-oldat (H,O,/OPD, pH 5,0): 1 db OPD-tabletta (Sigma) 20 ml desztillalt vizben
e Inhibitor-oldat: 2 M H,SO4-oldat

4.1.5. Oldatok és reagensek gélelektroforézishez

15%-0s gélen torténd elektroforézis reagensei:

e Low Range molekulastandard (BioRad): foszforildz 100 kDa, marha szérum albumin 97
kDa, ovalbumin 54 kDa, karbonsav anhidrdz 37 kDa, sz6jabab tripszin inhibitor 29 kDa, a-
laktalbumin 20 kDa

e Mintaoldé-puffer (pH 6,8): 62 mM TRIS; 0,07 M SDS, 87% glicerin, 10% p-merkapto-
etanol

e  Akrilamid oldat: 0,22 M akrilamid, 0,0032 M N,N-bisz-akrilamid

® [5%-0s gél: 4 ml akrilamid oldat, 1,8 ml 2 M TRIS (Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan)
puffer (pH 8,8), 2,06 ml desztillalt viz, 50 pul 10%-os SDS (natrium-dodecil-szulfat) oldat, 6
ul TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etilén-diamin), 50 ul 10%-os ammoénium-perszulfat

® 0%-os gyljtogél: 2 ml akrilamid oldat, 1,32 ml 0,5 M TRIS puffer (pH 6,8), 6,46 ml
desztillalt viz, 110 ul 10%-os SDS oldat, 12 ul TEMED, 100 pul 10%-os ammonium-
perszulfat

e Futtat6 puffer: 0,025 M TRIS, 0,0035 M SDS, 0,193 M glicin

¢ Fixalo oldat: 20% triklor-ecetsav

e Mosooldat: 50 ml ecetsav, 100 ml etanol, 850 ml desztillalt viz

e Festékoldat: 0,2% Coomassie Brillant Blue R-250 festék (Reanal), 9% ecetsav, 45% etil-
alkohol

o Festékmoso oldat: 10% ecetsav

10 %-o0s nativ gélelektroforézis reagensei:

e Futtat6 puffer: 0,025 M TRIS, 0,193 M glicin

e Mintaoldé puffer: 0,585 M szacharéz futtatopufferben

®  10%-os gél: 2,65 ml akrilamid oldat, 1,8 ml 2 M TRIS puffer (pH 8,8), 3,4 ml desztillalt viz,
6 ul TEMED, 50 ul 10%-0s ammonium-perszulfat oldat
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7 %-o0s savas gélelektroforézis reagensei:

e Extrahalé-oldat: 1,5 M dimetil-formamid (DMF)

e Mintaoldé puffer: 20%-os szachardz-oldat, 10 mg metil-zold

e  FOgél (7%-0s): 5 ml akrilamid oldat (4 M akrilamid, 0,08 M bisz-akrilamid), 0,4 ml 0,6 M
KOH, 0,2 ml 0,1 M eziist-nitrat, 10 ml 0,03 M ammonium-perszulfét oldat, 4,4 ml desztillalt
viz

e  QGyujtégél: 2,5 ml akrilamid oldat (2,5 ml: 17% akrilamid oldat, 0,6 M KOH, 0,1 M eziist-
nitrat, 0,001 M L(+)-aszkorbinsav, 0,9 mM vas(Il)-szulfat, 7,5 pl 0,2% hidrogén-peroxid

e Futtatépuffer I.: 0,6 M KOH, 21,25% tejsav (50x)

e Futtatopuffer II. (pH 3,1): 0,58 M aluminium-laktét, 8,5% tejsav

4.1.6. Oldatok és reagensek immunblotthoz

e Foszfat-puffer (PBS, 0,15 M, pH 7,4)
*  Andd L-puffer (pH 10,4): 0,3 M TRIS, 10% metanol
¢  Andd IL-puffer (pH 10,4): 25 mM TRIS, 10% metanol
e Katod-puffer (pH 9,4): 25 mM TRIS, 40 mM glicin, 10% metanol
e Fedd-puffer: 1% BSA, 0,05% Tween-20 foszfat-pufferben
e 4-kloro-naftol/H,0O, szubsztrit-oldat: 0,4% H,O,-oldat (30%-os) foszfat pufferben, 1 db. 4-
kloro-naftol tabletta (Sigma) 10 ml etil-alkoholban
e  Szérumok:
- anti-szerpin nyul IgG (1:500)
- anti-WGA nyul IgG (1:500)
- IgE pozitiv human szérum (1:20) (szérumok sziirését a Févarosi Onkormdanyzat Madarisz
u. Gyermekkorhaz Gasztroenteroldgiai Kozpontjdban végezték)
- IgA-hidanyos colidkids betegek széruma (1:20) (szérumok sziirését a Fovarosi
Onkormanyzat Madardsz u. Gyermekkérhdz Gasztroenterolégiai Kozpontjaban végezték)
¢ Ellenanyag konjugatumok:
- anti-nyul IgG-kecske IgG, HRPO konjugatum (1:500) (Sigma)
- anti-humén IgA, HRPO konjugatum (1:500) (Sigma)
- anti-humdén IgE, HRPO konjugdtum (1:50) (Sigma)
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4.1.7. Egyéb anyagok, reagensek

a-amildz (Sigma)

Dinitroszalicilsav

Trim-W (Nutricepts)

Gliadin (Sigma)

Freund komplett, illetve inkomplett adjuvéns (Sigma)

WGA (Sigma)
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4.2. Modszerek

4.2.1. Transzgénikus buzamintak eléallitasa

A vizsgdlatokhoz felhaszndlt herbicid tolerdns transzgénikus buzat a szegedi Gabonakutatd
Nonprofit Kft. kutatéi Dr. Pauk Janos vezetésével PDS-1000/He részecske belovo berendezéssel
hoztdk létre (PAUK et al. 1998). A transzformaci6hoz pAHC20 plazmid molekulat hasznaltak (6.
abra). A sziil6i tulajdonsagokat hordozé kontroll biza bazisan a hat fliggetlen transzgénikus vonalat
ot iiveghazi ciklusban (generacidban) szaporitottdk fel. A tobbéves szelekcid és szaporitds utdn
meggy0zdodtek rdla, hogy a vonalaik a bejuttatott génre nézve homozigétak, a transzgén stabilan
oroklédik. A herbicid rezisztencidért felelos gént (bar), mely kukorica ubiquitin promdter alatt
mukodik, Streptomyces hygroscopicus baktériumbdl izolaltdk. Ez a gén azon tdl, hogy a buzdnak
Finale rezisztencidt kolcsonoz, a marker gén szerepét is betolti, mely lehetdvé teszi a novény

identifikéldsat €s a (PAT") szelekcibjat.

atnp B

EcoRI 2833

6. abra: A pAHC 20 buza transzformécidban hasznalt plazmid (5476 bp) térképe a hasito helyekkel
és enzimekkel (PAUK 2003)
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4.2.2. Génmodositas tényének igazolasa PCR technikaval

4.2.2.1. DNS Kkivonas és tisztitas

A DNS kinyeréséhez 200 mg buzamintdhoz 860 pl DNS extrakciés puffert, 100 ul guanidin-
hidrokloridot és 40 pl proteindz-K enzim oldatot adtam. A kapott kétfazisu rendszert Vortex
segitségével 0sszekevertem, €s razatas mellett 3 6ran keresztiil 55 °C-on inkubdltam. Az inkubalasi
1d06 leteltével a mintak centrifugalasa (10 perc, 12400 rpm) utan, 450 pl feliilluszé6hoz 1 ml Wizard
gyanta hozzdadésa kovetkezett. Keverés utdn a kapott oldatot injekcids tii segitségével felszivtam és
egy specidlis Wizard-sziirdn adtnyomtam (ZIMMERMANN et al. 1998). A szlir6 dtmosdsa 2 ml
80%-os 1zopropil alkohollal tortént, majd lecentrifugdltam (2 perc, 12400 rpm) a maradék alkohol
eltdvolitisdhoz. A szlirOkre 50 ul eldmelegitett TRIS puffert mértem, majd egy perces varakozas
utdn djabb centrifugdlds kovetkezett (1 perc, 12400 rpm). A DNS oldat koncentricidjit és a
tisztasagara jellemzo R értéket spektrofotometrids analizissel hatdroztam meg a 260 nm és 280 nm-
en mért elnyelés hanyadosa alapjan. Amennyiben az R érték 1,7-2 kozott talalhatd, akkor megfeleld

volt a tisztitas és kevés szennyez0dés taldlhaté a DNS-ben.

4.2.2.2. DNS sokszorozas

Bar gén specifikus PCR (EHLERS et al. 1994) reakci6 paraméterei 35 ciklusszam mellett:
e Hot start: 95 °C/3 perc, denaturécid: 95 °C/30 sec
® Primer kapcsolddés: 60 °C/30 sec
e Komplementer szal szintézise: 72 °C/30 sec

e  Végso extenzids 1épés: 72 °C/10 min

4.2.2.3. Termékanalizis

A termékanalizis 4%-os agardz gélben tortént (MANIATIS et al. 1989), 100 V alland6 fesziiltség
mellett 1 6rdn keresztiil, LKB Midget Electrophoresis Unit késziilékkel. A futtatds utdn a gélt az
tiveglaprol levélasztva 15 percig etidium-bromiddal festettem, majd 15 percig desztilldlt vizzel
differencidltam. A gélt UV transzillumindtor alatt vizsgélva, megfeleld szliréfeltét alkalmazasa

mellett KODAK EDAS 290 géldokumentécids rendszerrel fotéztam.
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4.2.3. Beltartalmi paraméterek meghatarozasa

A nyersfehérje tartalmmat Kjeldahl analizissel Kjel-Foss Automatic 16210 berendezéssel
hatdroztam meg (N x 5,70). A nedvesség tartalom sulyallandésagig torténd szaritassal (105 °C, 3 h),
a nyersrost tartalom Wende analizissel, a nyerszsir tartalmat Soxtec extrakcidval, a nyershamu

tartalom pedig hamvasztdssal (600 °C, 6 h) tortént (A.O.A.C. 2000).

4.2.4. Aminosav osszetétel meghatarozasa

A buzalisztek 10 mg-jat 10 ml-es injekcios ampulldba mértem, majd 4 ml 3 mol/l koncentracidju
0,2% triptamin tartalmu p-toluol-szulfonsav oldatot adtam hozzd. N»-nel val6 atbuborékoltatas utan
(30 mp) az ampullat leforrasztottam. A hidrolizis 110 °C-on, 24 6ran &t laboratériumi
szaritészekrényben tortént. A hidrolizis id0 lejarta és a minta szobahdmérsékletre hiitése utan 4 ml 2
mol/l NaOH hozzdadasit kovetden a térfogatot desztilldlt vizzel 10 ml-re egészitettem ki. Az
oldatot centrifugélast (10 000 rpm, 15 perc) kovetden, 0,2 um poérusméretii membransziirén
(Millipore) étsztirtem €s felhaszndldsig fagyasztva taroltam. Az aminosav Osszetétel meghatarozasa
Biotronik LC 3000 aminosav analizatorral (Biotronik, Frankfurt, Németorszag) tortént (PETRO-
TURZA 1989). A kromatografids koriilményeket az 5. tdblazat foglalja 6ssze. Az aminosavak
kvantitativ értékelését standard aminosav elegy (2,5 wmol aminosav/ml) kromatogramjaval torténd

0sszehasonlitds alapjan végeztem.

5. tdblazat: A kromatografids koriilmények

Minta p-toluol-szulfonsavval (3 mol/l) hidrolizalt buza-6rlemény

Injektalt minta mennyisége |20 ul

Eludl6 puffer rendszer Na-acetat

Aramldsi sebesség 0.2 ml/perc

Elvalaszt6 oszlop, gyanta 10 cm gyantadgy, kationcseréld, BTC 2410

Szarmazékképzés ninhidrin, poszt-kolonnds
Detektalas 570 és 440 nm
Nyomas 60 bar
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4.2.5. Buzamintak oldhat6sag szerinti frakcionalasa

A buza fehérjefrakcioit OSBORNE (1907) szerint frakciondltam, azzal a mddositassal, hogy a s6-

és viz-oldhaté frakciét (albumin-globulin) egyiittesen nyertem ki.

4.2.6. Elektroforetikus fehérje elvalasztas

4.2.6.1. Fehérjék elvalasztasa SDS-PAGE-val

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvélasztdsa akrilamid és biszakrilamid tartalmd 15%/6%-o0s
elvalaszto-/gytijtogélben, TRIS-SDS-glicin tartalmu futtatépufferrel tortént Mini-PROTEAN 3 Cell
késziilékkel, bedllitott paraméterek (U= 200 V konstans, [=100 mA, P=20 W, t=75 perc) mellett. A
mintdkat TRIS-SDS-glicerin-f-merkapto-etanol tartalmi mintaoldé-pufferben oldottam, majd 5
percen keresztiil forraltam a mintafelvitel elott. A gél zsebeibe a mintak felvitele eldtt futtato-
pufferben oldott bromfenolkék jelzofestéket pipettdztam. Az elektroforézis befejezése utdn a gél 20
percre fixdldé oldatba keriilt. A maradék TCA eltdvolitisdhoz a géleket haromszor 10 percig
razattam mos6 oldatban. Ezutdan kovetkezett a gél 10 perces razatdsa Coomassie Brilliant Blue R-

250 festékoldatban, majd a folosleges festék eltavolitdsa 7%-os ecetsav oldattal.

4.2.6.2. Fehérjék elvalasztas Nativ PAGE-val

A fehérjék elvalasztdsa akrilamid és biszakrilamid tartalmi 10%-os gélben, TRIS-glicin tartalmu
futtato-pufferrel tortént Mini-PROTEAN 3 Cell késziiléket alkalmazva, bedllitott paraméterek (U=
200 V konstans, 1=47 mA, P=9 W, t=65 perc) mellett. A mintdkat TRIS-glicerin-szachar6z tartalmu
mintaoldé-pufferben oldottam. A gél zsebeibe a mintdk felvitele eldtt futtato-pufferben oldott
brémfenolkék jelzofestéket pipettdztam. A futtatds utan a gél fixalasa és eldhivasa a 4.2.6.1.-ben

leirtak szerint tortént.

4.2.6.3. Fehérjék elvalasztasa savas PAGE-val

A fehérjék elvalasztisa akrilamid €s biszakrilamid tartalmd 7%-os gélben Mini-PROTEAN 3 Cell
késziiléket alkalmazva, bedllitott paraméterek (U= 200 V konstans, [=400 mA) mellett tortént.

A mintdk 0,01 ml dimetil-formamid oldattal torténé extrahdldsat kovetden, a szuszpenzid
centrifugdldsa utan (10 perc, 10 000 rpm) a feliildsz6t 1:1 ardnyban mintaoldé pufferben higitottam.
A gél 20 perces un. ,elofuttatdsa” kalium-hidroxid/tejsav tartalmu futtato-puffer 1. haszndlata

mellett tortént. Az ,.eléfuttatds” utdn a gylijtégélt is a f6gél folé ontdttem. A gél zsebeibe a mintdk
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felvitele elott futtaté-pufferben oldott metil-zold jelzdfestéket pipettaztam. A fehérjék anod feldl
katdd felé val6 vandorldsanak biztositdsahoz, a futtatds sordn (t=80 perc) a kad katéd (+) pSlusdba a
negativ polusu vezetéket kellett helyezni. Az elektroforézis befejezése utdn a szepardlt fehérjék
20% triklor-ecetsav (TCA) oldatban torténd fixdldsa (t=20 perc) kovetkezett. A TCA
eltavolitdsdhoz haromszor 10 percig razattam a géleket PAGE-mos6 oldatban. Ezutan kovetkezett a
gél 10 perces razatdsa Coomassie Brilliant Blue R-250 festékoldatban, majd a felesleges festék

eltavolitasa 10% ecetsav-oldattal.

4.2.6.4. a-amilaz-inhibitor vizsgalata nativ gélelektroforézist kovetoen

A mintdk s6 és viz oldhatd frakcidjanak (4.2.5.) 10%-os nativ gélen torténd elvdlasztisa utdn
(4.2.6.1.) a géleket a-amildz inhibitorra megfestettem (HENSON & STONE 1988). Az a-amilaz
inhibitor festéshez a géleket, megfelelden higitott alfa-amildz standard oldatban (40 mM TRIS, 1
mM CaCl,, pH 8) inkubdltam (20 perc, szobahOmérséklet). Ezt kovette a gélek aztatdsa 1%-os
keményit6 oldatban (40 mM TRIS, 1 mM CaCl,, pH 8). Alapos desztilldlt vizes oblités utdn a gélek
festése kdliumjodidos jéd oldattal (1 mM jéd, 0,5 M kélium-jodid) tortént.

4.2.7. Ellenanyagra alapozott immunanalitikai médszerek

4.2.7.1. Antigén-specifikus poliklonalis ellenanyag eléallitasa

A poliklondlis ellenanyagok termeltetése kb. 3 kg induld silyd magyar vadas nyulakban tortént.
Eldszor az antigén (WGA, gliadin) és komplett Freund adjuvéns 1:1 elegyével, mely az antigént 25
pg/kg testtomeg koncentracidban tartalmazta, subcutan immunizdltam az allatokat (HARBOE &
INGLID 1973). Az 1. immunizalést kovetd 14., 28., és a 42. napon inkomplett Freund adjuvéns
hasznalatdval megismételtem az immunizélast. Az utolsé oltast kovetd 8. napon a nyulak margindlis
véndjabol vért vettem, és indirekt ELISA segitségével ellendriztem a poliklondlis ellenanyag
megfeleld termelodését. A megfeleld titer esetén a nyulakbol kinyert vért szobahOmérsékleten
torténd megalvaddsa utdn lecentrifugdltam (10 perc, 5000 rpm). Az IgG frakci6é tisztitdsa a
feliiliszohoz 1:1 ardnyban éalland6 kevertetés mellett csepegtetett 70%-os telitett ammonium-szulfat
oldat (pH 7,4) hozzdadasaval tortént. A szuszpenzid lecentrifugédldsa (20 perc, 5000 rpm) utdn, a
kapott csapadékot a nyers savo eredeti térfogatdnak fele-mennyiségében 0,15 M PBS-pufferben (pH
7,4) feloldva, megismételtem az ammonium-szulfatos kicsapdst. A visszaoldott csapadék
somentesitése PBS-pufferrel szemben 24 6rdan keresztiil, a PBS tobbszori cserélése mellett

dializissel tortént. A kapott ellenanyagot -20 °C-on taroltam.
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4.2.7.2. Indirekt ELISA poliklonalis ellenanyag munkahigitasanak megallapitasara

5 ug/ml antigén kotépufferben higitott 100 pl-s oldatat lekotottem az ELISA lemez (Analyzer)
mérOhelyeire, majd 1 éjszakan at 4 °C-on inkubdltam. A lemez mérShelyeit 3x250 pl/lyuk
mosoOpufferrel (pH 7,4) mostam, majd a szabad kotohelyeket 200 pl/lyuk feddpufferrel (pH 7,4)
blokkoltam, ezt kovetden inkubaltam (37 °C, 1 h). Ismételt mosdst kovetden az antigén specifikus
elsodleges ellenanyag PBS-ben (pH 7,4) felvett tovafuté higitasait (100 pl/lyuk) két ismétlésben, a
lemez mérdhelyeire mértem €s a lemezt inkubdltam (37 °C, 1 h). Ismételt mosast kdvetden az
immunkomplexet a mdsodlagos enzimmel jelolt ellenanyag (anti-nydl IgG kecske IgG, HRPO
ellenanynag konjugatum) PBS-oldatban felvett higitdsaival (100 pl/lyuk) inkubdltam (37 °C, 1h).
Ezt kovette a lemezeket ismételt mosédsa, majd 100 ul OPD/H,0O, (pH 5,0) szubsztrat-oldattal valo
inkubaldsa (5 perc). A reakciét 50 pl/lyuk inhibitor-oldattal (3 M H,SO,) ledllitottam €s a kialakult
szin abszorbancidjat PBS pufferrel készitett vak-oldattal szemben, A=492 nm-en, 630 nm
referenciasziir6 mellett ELISA spektrofotométerrel mértem. A higit4si sor eredményeibdl kapott

titer gorbe alapjan meghatarozhatdak az ellenanyag megfeleld higitdsai a tovabbi vizsgalatokhoz.

4.2.7.3. Szendvics ELISA a PAT-fehérje kvantitativ meghatarozasara

A PAT-enzim mennyiségének meghatdrozasara az AgrEvo GmbH (Frankfurt am Main, FRG) éltal
kifejlesztett, kvantitativ PAT-ELISA (Art. No. 24016E07.FW, Steffens Biotechnische Analysen
GmbH, Germany) kitet haszndltam. A teszt egy szendvics ELISA-ra alapozott gyors (3x30 perces
inkubdcids 1d0) és rendkiviil érzékeny (detektalasi hatar: 0,4 ng PAT/ml) standard mikrotiter lemez
rendszerli médszer. 100 mg mintdt 500 ul extrakcids pufferben (az ELISA kit tartalmazta) 30 percig
razattam, majd 5 percig 5000 rpm-en centrifugdltam. Az el6készitett mintdk feliilisz6jabsl 100-100
ul-t a PAT-fehérjére specifikus ellenanyaggal fedett mikrotiter lemez mérdhelyeire mértem. 30
perces, szobahdmérsékleten végzett inkubalds utdn, a méréhelyekre 5x250 ul mosé pufferrel torténd
mosast kovetéen, 100 pl munkahigitasra elkészitett, peroxiddz enzimmel jelolt PAT-fehérjére
specifikus ellenanyag-konjugdtumot mértem. A lemezt ismét 30 percig, szobahOmérsékleten razatva
inkubdltam és megismételtem a mosdsi 1épést. Az enzimes reakciét 100 pl szubsztrat oldat
hozzdadéasaval inditottam el, majd 30 perces inkubdlds utdn a szinkialakuldst 100 pl inhibitor
oldattal allitottam le. A kialakult abszorbanciat 650 nm-en mértem, automatikus rendszerl
berendezésen (Dynatech MR 7000). A kvantifikdldshoz standard gorbét (0,4-8,0 ng PAT/ml)
hasznaltam. Az eredményeket féllogaritmusos regresszids illesztés alapjan szdmitottam és ng

PAT/g mintara fejeztem ki.
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4.2.7.4. Kompetitiv ELISA WGA tartalom meghatarozasara

A mintdk WGA tartalmdnak meghatdrozdsdra kompetitiv indirekt ELISA-t fejlesztettem ki. A
WGA meghatdrozasdhoz 100 mg buzadrleményt 500 ul 0,1 M N-acetil-gliikéz tartalmi 0,15 M
PBS (pH 7.,4) pufferben extrahdltam. A feliiliszok 50 pl aliquot részét hasznéltam a vizsgélatokhoz.
5 ug/ml gliadin, illetve WGA kotépufferben higitott 100 pl-s oldatit 1 éjszakan at 4 °C-on
lekotottem az ELISA lemez méréhelyeire. A szabad kotéhelyeket 200 pl 0,5% zselatint tartalmazé
fed6é pufferrel blokkoltam (37 °C, 1 h). WGA-ra specifikus nyil IgG munkahigitdsanak (1:4000)
50ul-ét és az ismeretlen WGA tartalmd minta tovafutd higitdsainak (1:50, 1:100, 1:1000), vagy a
standard gorbe felvételéhez a WGA (Sigma, 107-10° ug/ml) higitdsainak 50 pl-ét mértem fel a
lemezre (37 °C, 1 h) az immunkomplex kialakitdsdhoz. A komplex kimutatdsara 100 pl peroxiddz
enzimmel jelzett anti-nyul IgG kecske IgG konjugatum (1:20 000) hozzaadasa kovetkezett (37 °C, 1
h). A szinreakciét 100 pl szubsztrat oldattal szobahdmérsékleten alakitottam ki (5 perc). Az
enzimreakciét 50 ul, 2 M H,SO, oldattal allitottam le. A kialakult szin abszorbancigjat 0,01 M PBS
(pH 7.4) pufferrel szemben, A=492 nm-en, 630 nm referenciasziiré mellett ELISA fotométerrel
(Dynatech MR 7000) mértem. A higitidsokat minden esetben 0,01 M PBS (pH 7.,4) pufferrel
végeztem. Minden inkubécids 1€pést megeldzden a reagens felesleget 0,1% Tween 20 tartalmu 0,01
M PBS (pH 7,4) pufferes mosassal (3x250 pl) tavolitottam el. A kvantifikdldshoz standard gorbét

hasznaltam, amibdl az eredményeket féllogaritmusos regresszids illesztés alapjan szamitottam ki.

4.2.7.5. Kompetitiv ELISA gliadin tartalom meghatarozasara

A gliadin tartalom meghatarozdsdhoz kompetitiv indirekt ELISA mddszert haszndltam a 4.2.7.4.
fejezetben leirtaknak megfeleléen. A mintdk elokészitéséhez 100 mg buzamintdt 1 ml 70%-os
etanollal 30 percig razattam (IKA-SCUTTLER MTS 4), majd lecentrifugéltam (10 perc, 5000 rpm).
A meghatdrozashoz nyudlban termelt (4.2.7.1.) gliadinra specifikus poliklondlis IgG 1:400 higitdsat

hasznaltam. A standard oldathoz gliadin (Sigma) 107-10° pg/ml higitasait alkalmaztam.

4.2.7.6. Immunblot analizis buiza egyes allergén komponenseinek azonositasara

A fehérjék molekulatomegiik szerinti szétvalasztasa utdn a fehérje alegységek 0,45 pm pérusméretii
PVDF membréanra (Millipore) transzfer pufferrel torténd elektroforetikus atblottoldsa BIO-RAD
Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell félszaraz rendszeri késziilékkel tortént. A megfutatott gélt
(4.2.6.1.) katéd pufferben aztattam (15 perc), majd a blottolds el6tt a membrant 10 médsodpercig

etanolban, 2 percig desztillalt vizben, majd 5 percig andd II. pufferben nedvesitettem &t. A blottolas
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a kovetkezd paraméterek mellett tortént: U=0,25 V, 1=0,08 mA/cmZ, t=1 h. A blottolas utan a
membrant 1 6rdig 1%-os BSA feddpufferben blokkoltam razatds kozben. A fehérjék blokkolasa
utdn a membrint hdromszor, 10 percig PBS-oldattal mostam. Mosds utdn a membrin inkubéldsa
PBS-oldatban megfeleléen higitott els6dleges antitest-oldatban tortént 1 ¢&jszakdn at,
szobahOmérsékleten. Masnap hdromszor 10 percig mostam a membrant PBS-oldattal. Mosast
kovetden a membrant PBS-oldatban megfeleléen higitott konjugatummal razattam 1,5 Oran
keresztiil. Az inkubaci6 utdn a membrant haromszor 10 percig PBS-pufferrel mostam, majd a 4-
kloro-naftol szubsztrat-oldat hozzdaddsaval el6hivtam az immunreaktiv fehérjesavokat. Ezt
kovetden a membrant desztillalt vizzel mostam. A vizsgadlatokhoz hasznalt szérumok és ellenanyag

konjugatumok és ezek munkahigitasait a 4.1.6. fejezetben foglaltam 6ssze.

4.2.8. Amilaz aktivitas meghatarozasa

A mintdk egyiittes a- és P-amildz aktivitdsat dinitroszalicilsav (DNSA) reagens alkalmazasaval,
fotometridsan hataroztam meg (DECKER 1977). A mddszer az amildz hatdsira felszabaduld
redukdlé csoportok mennyiségi mérésen alapszik, amely ardnyos a DNSA redukcigjaval.
Mintael6készitéshez 5 g biza mintdt 50 ml 0,1 M NaCl oldatban rdzattam (90 perc, 175 rpm), majd
lecentrifugéltam (15 perc, 5000 rpm) és a feliiliszot haszndltam a tovabbi vizsgélatokhoz. Az a-

amildz aktivitdsanak méréséhez, a hdérzékeny B-amildzt 70 °C-on 15 percig inaktivéaltam.

4.2.9. Marker fehérjék tapcsatorna rezisztencia vizsgalata

4.2.9.1. Membranon torténdé in vitro pepszines emésztés

Az in vitro emészthet0ség meghatirozdsira membrdnon torténd pepszines emésztést kovetd
immunblott mdédszert fejlesztettem ki. A s6- €s vizoldhat6 frakcidit eldszor SDS-poliakrilamid
gélen megfuttattam (4.2.6.1.), majd a gélrdl a fehérjéket PVDF membranra étblottoltam (4.2.7.6.)
Ezt kovetéen a membrant 1 6rdig 1%-os BSA feddpufferben blokkoltam razatas kozben. A fehérjék
blokkoldsa utdn a membran mosasa kovetkezett 3x10 percig PBS-pufferrel (pH 7,4). Mosds utan a
membrént 0,32%-o0s pepszin-oldatban rdzatva inkubdltam (37 °C) 0, 60 és 90 percig. Ezt kovetben a
membrant mostam, majd a 4.2.7.6. fejezetben leirtak alapjdn az elsddleges ellenanyaggal val6

razatast kovetden folytattam a blottolds tovabbi 1€péseit.
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4.29.2. Marker fehérjék tapcsatornaban torténé talélésének vizsgalata akut

patkanykisérletben

PAT és WGA tdpcsatorndban torténd tilélésének meghatirozasdra HAJOS és munkatérsai (1995)
modszerének modositdsdval modszert fejlesztettem ki. Az dallatkisérletek a Budapest Fovarosi
Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Allomashoz benyijtott ,,Allatkisérlet végzésére sz616
allategészségiigyi hatdsagi engedély irdnti kérelem”-nek (ny.sz.65/2001) megfelelden torténtek. A
tenyészkerti kisérletekbOl nyert kezeletlen mintdk albumin-globulin frakci6jat haszndltam fel a
patkany-intubécids kisérlethez (7. dbra). A kifejlett immunrendszeri him Wistar patkdnyokat
(TOXI-COOP Kift.) négy napon keresztiil ad libitum 16%-os fehérjetartalmi (tojasfehérje 16%,
kukoricaolaj 10%, dsvanyi anyag €s vitaminpremix 5%, kukoricakeményitd ad 100%) tép és viz ad
libitum fogyasztdsa mellett csoportos anyagcsere ketrecben tartottam. A kisérleti napon nyolc 6rés
tdpmegvondast kovetden, 0,2 ml fizioldgids séoldatban feloldott 40 mg viz- és sdoldhat6 buzafehérje
frakciot (4.2.5.) hajlékony gyomorszondan keresztiil jutattam be az édllatokba (5 dllat/tesztcsoport).
90 perc elteltével az allatok Ontudatvesztést okozé kébitdsa (cervicalis diszlokdcid) mellett, életiik
kioltdsa azonnal halalt okoz6 mddszerrel (dekapitdlds) tortént. A vért vizsgalati célbdl felfogtam és

a teljes kivérzést kovetden feltartam a hastireget és eltavolitottam a gyomrot és a beleket.

S6 és vizoldhat6é frakcié (4.2.5.) bevitele
gyomorszondan keresztiil (4.2.9.2.)

90 perc utan

Vékonybél extrakcidja a falhoz kotodott
marker fehérjék kinyeréséhez (4.2.9.3.)

vékonybél Vékonybél mosdsa a béllumenben tdléld
marker fehérjék meghatarozasidhoz
(4.29.3))

7. dbra: WGA tapcsatorndban torténd tilélésének vizsgalatanak 1épései
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4.2.9.3. Biologiai mintak el6készitése

Gyomor és béllumen tartalom kinyerése: A gyomor, illetve a vékonybél tartalmdnak 1%-os
proteindz inhibitor, aprotinin (4 TIU/mg) tartalmu fiziol6gids s6oldattal (2 ml, illetve 5 ml) torténd
kimosaséit kovetden a kapott oldatot lecentrifugdltam 10 perc, 2400 rpm, 4 °C) (KJERRULF et al.
1997). A feliiliszéhoz 10 pl/ml 100 nM PMSF tartalmu PBS oldatot adtam. Az oldat ismételt
lecentrifugélasa utdn (20 perc, 21 000 rpm, 4 °C) a feliiltisz6hoz 10 pl/ml 100 nM PMSF tartalmu
PBS oldatot és 10 pl/ml 1% nétrium azid oldatot adtam. 15 perc szobahOmérsékleten torténd
inkubdldst kovetéen 50 ul/ml BSA oldat hozzdaddsa utdn az oldat ismételt centrifugédldsa
kovetkezett (20 perc, 21 000 rpm, 4 °C). A feliiliszo6t -20 °C-on tdroltam a tovabbi vizsgalatokhoz.

A bélfalhoz kotodott WGA kinyerése: A lumindlis folyadék kinyerése utdn a vékonybelet 5 ml 0,1 M
N-acetil-gliikk6z-amin-tartalmd 0,15 M PBS oldattal extrahdltam a bélfalhoz kotott WGA tartalom
meghatdrozasdhoz, majd lecentrifugdltam (20 perc, 21 000 rpm, 4 °C). A feliilisz6t -20 °C-on

taroltam a tovabbi vizsgélatokhoz.

4.2.9.4. A tapcsatornaban talélt WGA és PAT fehérje kvantitativ meghatarozasa

A luminadlis folyadék mintdkbdl, a gyomor tartalmakbdl a 4.2.7.3. fejezetnek megfelelden a tiléld
PAT tartalmat szendvics ELISA mddszerrel hatdaroztam meg. A lumindlis folyadékban és gyomor
tartalomban tulélo, illetve a bélfalhoz kotodott WGA mennyiségét pedig kompetitiv ELISA
modszer segitségével, a 4.2.7.4. fejezetben leirtak szerint hataroztam meg.

4.2.10. A buza fehérje biolégiai értékének meghatarozasa

4.2.10.1. A fehérje tapértékének meghatarozasa in vitro médszerrel

Az alapanyagok in vitro tapértékét a vizsgdlt fehérje aminosav tartalmanak a FAO/WHO/UNU
(1985) altal elfogadott referencia fehérjére adott esszencidlis aminosav tartalmdra vonatkoztatott

minimalis szdzalékos hanyadaval, azaz a Chemical Score (CS)-értékkel €és a hozza tartozé limitalé

aminosavval jellemeztem. Az aminosavak analizisét a 4.2.4. fejezetben leirtak szerint végeztem.
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a; .
CS = (1) . x100
a.

i,r

a; ;= a minta i-edik esszencidlis aminosavanak mennyisége (g/16 gN)

a, = areferenciafehérje i-edik esszencidlis aminosavanak mennyisége

4.2.10.2. Fehérje hasznosulas vizsgalata novekedésben 1évé patkanyok nitrogén-egyensulyi

Kisérletében

A tenyészkerti kisérletekbOl nyert kezeletlen sziiléi biza (CY-450@) és transzformalt (T-1280)
vonal fehérje hasznosuldsat vizsgédltam. A vizsgélatokat hokezelt (100 °C, 20 perc) mintdkra (H) is
kiterjesztettem. Az éallatok izo-energetikus és izo-protein tartalmi tdpot fogyasztottak a
tesztcsoportban (fehérje 10%, kukoricaolaj 10%, d4&svanyi anyag és vitaminpremix 5%,
kukoricakeményité ad 100%). Az 1. évi tenyészkerti mintdk etetési kisérletei alapjan, a kizardlag
biizabdl szarmazé 10%-os fehérje bevitel csupan az endogén veszteségek potlasara volt elegendd és
lényeges testtomegnovekedés nem tortént. Ezért a 2. évi tenyészkerti teszttdpokndl a 10%-os
fehérjetartalmu diéta fehérjéjének 50%-at a j6l hasznosuld tojasfehérjével helyettesitettem. A
teszttdpok a patkdny igényszintjének megfeleléen tdpanyag- és dsvanyi anyag premix kiegészitést
kaptak. A kisérletbe 10% tojasfehérjét (TOFE) fogyaszté kontroll csoportot is bedllitottam. Az
endogén nitrogén veszteségek tesztelésére pedig fehérjementes (4% tojdsfehérje) kontroll csoportot

(FMK) inditottam. A teszttapok Osszetételét a 6. tablazat tartalmazza.

6. tdblazat: A teszttadpok Osszetétele (g/100 g)

Tapok FMK TOFE CY-450 | CY-45H | T-1280 T-128H
Biiza -—- - 35,2 35,2 33,8 33,8
Tojdsfehérje 4,6 11,7 5.8 5.8 5.8 5.8
Kukoricaolaj 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vitamin premix 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
NaCl 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
AP-17 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Kukorica 79,4 62,3 43 43 44 4 444

keményito
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A fehérje hasznosuldst novekedésben 1évé 21 napos, him, valasztisi (Wistar) patkdnyok N-
egyensulyi kisérletében vizsgéltam. Az allatok a TOXI-COOP Kft. tenyészetébdl szdrmaztak. A
tdpadaptdcids periddust kovetden az éllatokat vélogatott testtomeggel (79-80 g) csoportokba (5
allat/csoport) osztottam és random elhelyezésii, egyedi anyagcsere ketrecbe (8. dbra) kiilonitettem
el. Az eldkisérleti (3 nap) €s a kisérleti (5 nap) szakaszban az allatok tdp és viz fogyasztdsa ad
libitum tortént. Az els6 harom nap a megfigyelési szakasz része volt, a N-egyenstlyra vonatkoz6
adatgylijtés a kovetkezd 5 napban tortént. A kisérlet soran mértem az allatok testtomeg valtozasanak
mértékét, majd az egységnyi fehérje-bevitelre jutd testtomeg novekedés mértékével jellemeztem a
nett6 fehérje aranyt (NPR). A diétdval bevitt N-mennyiségének meghatdrozasdhoz a tapbemérés és
tapvisszamérés az etetobol naponta, illetve a vizelettel €s széklettel iiriild0 N-mennyiségének
meghatidrozasdhoz a vizelet- és székletgyiijtés a gyijtotartdlyokbdl szintén naponta tortént. A
kiilonbozdé mintdk fehérjetartalmét Kjel-Foss félautomata fehérje-meghatirozé berendezésen harom
parhuzamos méréssel végeztem. Az eredményeket az egységnyi fehérje bevitelre juté fehérje
beépités mértékével jellemeztem, azaz a nettd fehérjehasznosulds mértékével (NPU). A széklettel
iriil6 N-veszteség adatokbdl kiszamitottam a diéta valédi emészthetdségét (TD). Az NPU értékeket
(BV). A kisérlet sordan vizsgédlt paramétereket az aldbbiakban ismertetett egyenletek alapjan

szamithatok ki (PELLET & YOUNG 1980).

Nett6 fehérjearany (NPR-Net Protein Ratio)

(Mig-Mg) -( Mig-Mi3s) =NPR  (g/gN)
I

Valodi emészthet6sée (TD-True Digestibility)
I-(F-F)*100 =TD (%)
I

Biologiai érték (BV-Biological Value)
NPU

* 100 = BV (%)

Nett6 fehérjehasznosulds (NPU) szamitasa:

I-(F-Fy) -(U-Uyel00 = NPU (%)

1
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Ms-Mu= a kisérleti dllat testtomeg véltozdsa (g)

Mis-Mis= a kontrollcsoport dtlagos testtomeg valtozasa (g)

I (Intake nitrogen) = a kisérleti dllat 4ltal elfogyasztott nitrogén mennyisége (g)
F (Faecal nitrogen) = a kisérleti 4llat 1égszaraz székletének nitrogén-tartalma (g )
Fyx= a kontrollcsoport 1égszaraz székletének atlagos nitrogén-tartalma (g)

U (Urinary nitrogen) = a kisérleti allat vizeletének nitrogén tartalma (g)

Uy = a kontrollcsoport vizeletének nitrogén tartalma (g)

TD = val6di emészthetdség (%)

BV = bioldgiai érték (%)

NPR = az 4tlagos nett6 fehérjearany (g/g N vagy g/16 g N)

NPU= Nett6 fehérjehasznositds (%)

Egvedi anyagcsere
ketrec

Wistar him
patkany

10%-0s
fehérjetartalmn
tap

Viz ad libitum

szeklet,
vizelet

gyijtése

8. dbra: Egyedi anyagcsere ketrec felépitése

4.2.11. Statisztikai kiértékelés

Az eredmények statisztikai kiértékeléséhez SPSS 11.0 statisztikai programot hasznaltam. A sziil6i
és a 6 transzformdlt bizavonal kozotti Osszehasonlitdst variancianalizissel (ANOVA) vizsgiltam
KEMENY és DEAK (2000) dtmutatdsai szerint. A szérdsnégyzetek azonossdgdnak vizsgilata,

amely a varianciaanalizis alapfeltétele, Levene-probaval tortént. Ezt kovetden F-prébdval

52



megnézziik, hogy van-e kiilonbség a csoportok varhaté értéke kozott. Ha az eltérés 95%-os
valoszinliséggel szignifikdnsnak tekinthetd, akkor a tervezett dsszehasonlitdsokat Fisher-féle LSD
modszerrel, amikor az 0sszes varhat6 érték egyenldségére végzett F-proba nem adott szignifikans
eredményt, az 6sszehasonlitisokat Bonferroni médszerrel végeztem.

A genetikai modositds hatdsara bekovetkez6 valtozasokat kontroll csoporttal valé 6sszehasonlitassal
vizsgaltam (ismétlések szdma: n=3, mintaclemszam: N=21). A kezeletlen mintak esetében kontroll
csoportként a sziiléi kezeletlen buzatorzset (CY-450), a herbicid kezelt mintdknal pedig a
Granstarral kezelt sziiloi buza torzset (CY-45G) alkalmaztam.

A két tenyészkerti év Osszehasonlitdsat két mintas t-prébaval (n=3, N=120), a herbicid kezelés

hatdsdra bekovetkezett valtozdsokat pedig varianciaanalizissel értékeltem ki (n=3, N=60).
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5. KUTATASI EREDMENYEK

5.1. A sziiléi baza és a genetikai modositas jellemzése

5.1.1. A sziil6i biiza genotipus Kivalasztasa

A genetikailag mdédositott novények biztonsdgos felhaszndldsa szempontjabol fontos vizsgalni,
hogy milyen ndvénybe torténik az 4j informdcid bevitele, azaz mi a befogadé szervezet. PAUK és
munkatarsai (2003) a génbelovéshez jol kalluszosod6 buiza genotipusok éretlen embridit izolaltdk,
hogy a transzformaciés munkdhoz fiatal, differencidlatlan sejtek alljanak rendelkezésre. Négy btiza
genotipus koziil harom dszi buzit (GK Délibab, GK Gébé, GK Kunsag) és egy tavaszi CY-45
genotipust hasonlitottak 0ssze harom fontos szovettenyésztési tulajdonsdg (izoldlds utdn kihajtott
embridk szdma, kalluszosodasi szdzalék, novényregeneralds) szemszogébol (7. tablazat). A kisérleti
szempontbdl minél alacsonyabb kihajtasi szdzalék, és minél magasabb kalluszosodési szdzalék a
megfeleld, amely paraméterekben a CY-45 genotipus adta a legjobb értékeket. A kalluszokat hat
cikluson keresztiil passzdltak, és ezt kovetden végezték el a novényregenerdlasi kisérletet. Félévig
tartd havonkénti passzdldssal modellezték a génbelovést kovetd szelekcids szakaszt és a
transzgénikus novényregeneralast, amely tulajdonsagban szintén a CY-45 tavaszi Triticum aestivum
buzatorzs mutatkozott a legjobbnak, ezért a transzformdcids kisérletekhez ezt a genotipust

valasztottak ki.

7. tablazat: Buza genotipusok kivdlasztisa génbelovéshez: izoldlt éretlen embridk csirdzasi-,

kalluszosodasi- €s a kalluszok novényregenerdlasi szazalékdnak eredménye (PAUK 2003)

Fajta thaJF(’)tt Kalluszosods Novényt regeneralo
embriok % kalluszok
(%) ’ (%)
GK Délibdb 18 78 39
GK Go6bé 8 85 50
CY-45 2 97 72
GK Kunsag 11 88 49
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5.1.2. A transzformacio jellemzése

PAUK és munkatarsai elsOként hoztak létre totdlis herbiciddel szemben tolerans buzat (PAUK
1998). A transzgénikus buza kukorica ubiquitin prométer mitkodtetése mellett, baktérium eredetii
bar gént hordoz6 plazmidot tartalmaz (4.2.1.). A géntechnoldgia szamos élelmiszerbiztonsagi
kérdést felvet. A transzformaciohoz a veszélyforrds csokkentése érdekében jelen esetiinkben
masodik generdcids novényi eredetli kukorica ubiquitin prométert hasznaltak, a potencidlisan tobb
bioldgiai veszélyt hordozé virdlis eredetli prométerek helyett. A transzformacidhoz hasznalt bar gén
amellett hogy herbicid rezisztenciat kolcsonoz a buzdnak, a marker gén szerepét is betolti. A
transzformacidhoz hasznalt génkazetta tehat nem tartalmaz antibiotikum rezisztenciat kolcsonzo
marker gént, amely takarmanyozasi €s human-egészségiigyi szempontbdl szintén kétségeket ébreszt
az allatba €s emberbe, esetleg talaj mikroorganizmusokba atvihetd antibiotikum rezisztencia miatt
(BARBOSA et al. 1999). A transzgénikus vonalak transzformdicidjdhoz részecske génbelovéses
modszert haszndltak (PAUK 2003). A random beépiilés kovetkeztében attdl fiiggden, hogy a
transzgén hova épiil be az endogén genomba, eléfordulhatnak nem vart hatdsok, pl. ha a transzgén
egy genomban taldlhaté gén kozelébe épiil be, kikapcsolhatja annak miikodését, vagy éppen

tilmiikodést eredményezhet (PUSZTAI & BARDOCZ 2006).

5.1.3. A bar gén kifejez6désének vizsgalata tenyészkerti koriilmények kozott

A tenyészkerti kihelyezést kovetden a bar génre nézve mar homozigdta vonalakkal rendelkeztek a
Ts generdcidban. A tenyészkertbe kihelyezett herbicid tolerdns €s a sziil6i tulajdonsdgokat hordoz6
vonalak egy-egy csoportjat totdlis herbiciddel (Finale 14SL), melyre a transzgénikus vonalak
rezisztenciat hordoznak, illetve a buzafajtakra regisztralt, hagyomanyos (Granstar) gyomirtoszerrel
kezelték. A hat transzgénikus vonal és a kontroll buza elsé évi tenyészkerti kihelyezését kovetden
lathat6 (9. dbra), hogy a Finale 14SL permetezést kovetd mésodik hét végére a nem-transzgénikus
sziil6i CY-45 buza teljesen elszaradt, mig a bar gént hordozé transzgénikus vonalak a permetezést

minden karosodas nélkiil tilélték (PAUK 2003).
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Finale 14SL
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9. abra: A tenyészkertbe kibocsatott hat totalis herbiciddel szemben ellendllé buza vonal €s a sziil6i

kontroll torzs a herbicid kezelést kdvetden az els6 évi tenyészkerti kihelyezéskor

5.1.4. A bar gén jelenlétének kimutatasa PCR technikaval

A bar gén jelenlétének igazoldsdra bar gén specifikus PCR technikdt alkalmaztam (4.2.2.) a
tenyészkerti bizamintdk esetében. A kimutatds els6 1épése a megfeleld6 mindségli és mennyiségli
DNS izoladldsa. A DNS kinyerése és tisztitdsa a bizamintadkbdl Wizard médszerrel tortént (4.2.2.1.).
A buzamintdkbdl kinyert DNS oldatok tisztasagét jellemzd (R) atlagértékei (8. tdblazat) minden

esetben elérték az 1,7 értéket, tehat megfeleld tisztasagiak voltak a tovdbbi vizsgalatokhoz.

8. tdblazat: A tenyészkerti kezeletlen blizamintdkbdl szarmazd DNS oldatok 6sszesitd adatai

R érték Koncentracio
) Szoras pug DNS/ Szoras
Mintak Atlag + 50ul minta +
1. évi tenyészkerti mintdk 1,80 0,04 49,40 8,90
2. évi tenyészkerti mintdk 1,72 0,05 45,93 5,86
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A tenyészkerti sziil6i kontroll (CY-45@), valamint a transzformalt bizavonalakbdl szarmazé bar
gén specifikus PCR termékek detektalasdnak elektroforézises képei a 10. dbran lathatéak. A
felhasznalt bar gén specifikus primer segitségével sokszorozott PCR termék 264 bp hosszisigu.
0,5 pl primer és 100 ng DNS minta felhasznédldsaval a bar gén specifikus terméksdv minden
esetben jol detektdlhat volt a transzgénikus vonalakban. A sziil6i biza esetében nem jelent meg

detektalhat6 terméksav.

300 bp 300 bp
250 bp
250 bp
200 bp
150 b 200 bp
P 150 bp
100 bp 100 bp
Sob 1. évi tenyészkerti mintak 50 bp 2. évi tenyészkerti mintak
p

10. abra: A tenyészkerti kezeletlen buzamintakbol szarmaz6 bar gén specifikus PCR termékek
elektroforetogramja (1. bazispar standard; 2. negativ kontroll; 3. CY-45@; 4. T-1060; 5.
T-1160; 6. T-1170; 7. T-124 @, 8. T-128 @; 9.T-129 @)

5.1.5. A herbicid tolerans buza terméshozamanak vizsgalata a tenyészkerti kisérletben

A sziil6i és transzformalt vonalak agronémiai szempontbdl val6é 6sszehasonlitdsa érdekében PAUK
és munkatdrsai tenyészkerti koriilmények kozott vizsgdltdk, hogy a genetikai transzformacio
befolyésolja-e a tavaszi buza termOképességét (PAUK 2003). A kisérleti koriilmények az 1. évi
tenyészkerti kisérletben megfeleldek, idedlisak voltak. A sziiléi genotipus (CY-45) termése mind a
Granstarral kezelt, mind a kezeletlen parcelldkon magasabb volt, mint barmely transzformalt vonal
termése. Az egy sorozat miatt, a kisérlet statisztikailag nem értékelhetd, de a tendencia szembet{ind.
A 2. évi tenyészkerti évben a jelentds szarazsdgra késziilve, a kisérleti teriiletet méar &prilis
hénapban esdztetdé 0ntozd berendezéssel telepitették be és a tenyészidd sordn haromszori
alkalommal 40 mm Ont6zOvizet jutattak ki a kisérleti teriiletre. Ennek kdszonhetden a tavaszi biza
vonalak idedlisan fejlodtek a nagy hoség és szarazsig ellenére. Az 1. évi tenyészkerti tendencia
jellegli megallapitas, hogy a genetikai transzformacié a terméseredményben depressziét okozott a

nem-transzgénikus sziilohoz képest, a 2. tenyészkerti eredmények alapjan csak a kezeletlen és
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Granstar-ral kezelt kisérleti mintdkra volt igaz. A Finale-val kezelt kisérleti blokkban a parcellak
atlagtermése magasabb volt, mint a mdasik két blokkban. Itt a recipiens fajtara (CY-45) nagy
sziikség lett volna a korrekt elemzéshez, de a kisérlet jellegébdl adéddan kipusztult. PAUK és
munkatarsai (2003) a 3. évi tenyészkerti kihelyezést kdvetden is vizsgaltdk a sziildi és transzformalt
vonalak temOképességét. A sziildi genotipust letakardssal védték a totdlis herbicid elleni
pusztitastdl, annak érdekében, hogy a terméseredményét Ossze tudjdk hasonlitani statisztikailag a
kezelt transzgénikus parcelldk eredményével. A 3. tenyészkerti kisérletben az extra hosszu telet
forr6 €s aszallyal sujtott tavasz €s nydr kovette. A szokottndl melegebb tavaszi idéjarés €s az aszély
a tavaszi buza tenyészidejét harom-négy héttel lecsokkentette. A stresszes iddjarast esdztetd
ontozéssel probaltdk ellensilyozni, de az aszdly kartételét csak kis mértékben tudtak csokkenteni. A
sziilléi €és a transzgénikus torzsek termoOképességét Osszehasonlitva, a transzgénikus vonalak
statisztikailag igazolhat6an nem kiilonboznek a sziiléi genotipustdl. Egyediil a Granstarral kezelt
mintdk két transzgénikus vonala (T-116G és T129G) mutatott szignifikdnsan jobb termdéképességet,
mint a sziil61 torzs. Ugyanakkor a kezeletlen bizamintdk kisérleti atlaga szignifikdnsan jobb volt,
mint barmelyik herbicides kezelés kisérlet 4tlaga, ami azzal magyardzhaté, hogy a
herbicidkezelések a nagy melegben fokozott stresszként hatottak a novényekre, ami

terméscsokkenésben mutatkozott meg.

5.1.6. A bar gén altal expresszalt fehérje jellemzése

A bar gén altal expresszalt fehérje a PAT (Phosphinotricin acetyl transpherase) enzim, mely acetyl-
CoA jelenlétében az L-ppt (foszfinotricin) szabad amino-csoportjdnak acetilezésével a herbicid
inaktivalasat végzi. Az enzim 4ltal lebontott herbicid igy nem gétolja az L-glutamindz szabad
mukodését a novényben, mely az L-glutamin és ammonia felhaszndldsdval torténd fehérje
szintézisért felelds. A kutatdsok azt mutattdk, hogy a keletkezd metabolit nem toxikus és az enzim
szubsztrét specificitasa igen nagy (HEROUET et al. 2005). gy, a PAT enzim nem acetilezi az L-ppt
analogokat, mint az L-glutaminsav, D-ppt, vagy mas fehérjét és szabad aminosavat. A bar gén
sikeres miikodésének igazoldsara a gén expresszids termékeként megjelend PAT enzim szintjének
meghatdrozasdra az Agrevo éaltal kifejlesztett kvantitativ szendvics-ELISA modszert (4.2.7.3.)
alkalmaztam. A tesztet a pat gén altal kodolt PAT fehérje meghatdrozésara fejlesztették, amely erds
homoldgidt, 85%-os aminosavszekvencia azonossdgot mutat a bar gén daltal expresszalt PAT
fehérjével (WEHRMANN et al. 1996). A btizdkban mért PAT fehérje tartalmat a 11. és 12. dbran
mutatom be. Az eredmények alapjan megéllapithaté, hogy a mddszer 0,4-1,8 ng PAT/ml

méréstartomanyban linedris volt (r2:0,9822).
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A sziil6i tulajdonsdgokat hordozé kontroll (CY-45@, CY-45G) bizamintdk a méréshatar alatti
abszorbancia értéket mutattak, azaz a PAT fehérje a kontroll mintdkban nem volt kimutathat6. Az

Osszes transzgénikus vonalban mindkét tenyészkerti évben vizsgdlva sikeriilt kimutatnom

detektalhaté PAT fehérje tartalmat.
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11. dbra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk PAT fehérje tartalméanak (ng/100 mg fehérje) szendvics

ELISA eredményei
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12. dbra: A 2. évi tenyészkerti buzamintdk PAT fehérje tartalménak (ng/100 mg fehérje) szendvics
ELISA eredményei
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Osszefoglaldsképpen megdllapithaté, hogy vizsgélt transzformdlt vonalak mindegyikében

kimutattam a bar gén jelenlétét (5.1.4.), és a bar gén éltal expresszalt PAT fehérje kifejezodését.

5.2. Komponens Osszetétel vizsgalata

A sziil6i buza (CY-45) és a transzgénikus vonalak 6 Osszetevdit (nyersfehérje, nyerszsir, nyersrost
szamitott sz€nhidrat és nyershamu tartalom) azzal a céllal hasonlitottam 0ssze, hogy a f6 tdpanyag-
és energiahordozokban tortént-e lényeges valtozds a transzformdacié vagy a gyomirtdszeres
kezelések hatdsara. A sziil6i kontroll biza és transzgénikus vonalak kezeletlen €s herbicid kezelt
mintdit 2 tenyészkerti év tdvlataban vizsgaltam.

A buzamintdk nyersfehérje tartalmanak szdrazanyagra vonatkoztatott adatai a 13. és 14. dbran
lathatéak, mig a nyerszsir, nyersrost, sz€nhidrat, hamu, nedvesség tartalom 6sszefoglal6 tdbldzata a
2. mellékletben taldlhaté (M2).

A vizsgalt buzamintdk szarazanyagra vonatkoztatott fehérje tartalmédnak statisztikai kiért€kelését a
3. melléklet foglalja 6ssze (M3).

Géntechnologia hatdsa (M3/1-6. dbra): A buzdmintdk szdrazanyagra vonatkoztatott fehérje
tartalmanak vizsgalatanal megdllapithatd, hogy egyes transzgénikus vonalak (T-1160, T-1170, T-
1240) fehérjetartalma szignifikdnsan megné a sziil6i bizahoz képest (CY-450) a 2. évi kezeletlen
mintdkndl. A herbicid kezelt mintdk esetében mindkét évjaratban tobb vonalnal (2001: T106G-F,
T116G-F, TI117G-F; 2002: T116F, TI117F, TI124F, TI129F) szignifikdns novekedés volt
tapasztalhat6 fehérjetartalmuk vizsgélatdndl a sziiloi herbicid kezelt (CY-45G) mintédhoz hasonlitva.
Ugyanakkor a transzgénikus vonalak fehérjetartalmét nagyfoku variabilitds jellemezte az egymads
kozotti Osszehasonlitdsban. A T-116-os és T-117-es vonalndl megfigyelhetd, hogy amig az 1. évi
kezeletlen mintdk esetében nem kiilonboznek szignifikdnsan a sziildi buzavonaltél, a 2. évben,
amikor a fehérjetartalom 4tlagosan lecsokken, mindkét herbicid kezelés hatdsdra szignifikdns
novekedést eredményeztek.

Evjdrat hatdsa (M3/7. dbra): A buzamintdk fehérjetartalmit az évek fiiggvényében vizsgédlva
megallapithat6, hogy a 2. évi tenyészkerti mintdkndl a fehérjetartalom szignifikdns csokkenést
mutatott, az 1. évi tenyészkerti mintdkhoz képest. A 2. tenyészkert évében (2002), melyet a
csapadékhidny és 1égkori aszdly jellemzett az Orszdgos Mezdgazdasagi Mindsitd Intézet vizsgilata
szerint a Magyarorszagon vizsgélt biza mintdk atlagos fehérje tartalma magasabb értékeket adott, a
2001-es évi buzamintdkhoz képest (FVM 2001, FVM 2002). Ugyanakkor a Csongrdd megyei - ahol
a kisérleti buzamintak tenyészkerti kisérlete tortént - bizamintdk 4tlagos fehérjetartalma 2001-ben

az orszagos atlagtol nagyobb, a 2002 évben az atlagtol kisebb fehérjetartalommal jellemezhetd.
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Ebbdl adéddan az Adltalam vizsgélt évjaratok kozti fehérjetartalom kiilonbség a tenyészkert helyi
adottsagdval is magyardzhato.

Herbicid kezelés hatdsa (M3/8. dbra): A Granstar €s a Finale herbicid kezelés viszont szignifikdns
novekedést eredményezett mindkét tenyészkerti évben vizsgidlva a kezeletlen gyomlalt mintdk
fehérjetartalmdhoz hasonlitva. A két herbicid kezelés kozott azonban nem volt tapasztalhatd
szignifikdns kiilonbség a fehérjetartalom dsszehasonlitasakor.

A buzamintdk szdrazanyagtartalomra vonatkoztatott nyersrost, nyerszsir €s hamu tartalmédban sem a
géntechnolégia, sem a herbicid kezelés nem okozott lényeges valtozdst. A buzamintdk
szénhidrattartalmanak eredményeibdl megdallapithatd, hogy a 2. évi fehérjetartalomban torténd

csokkenés a szénhidrattartalomban valé novekedéssel jart egyiitt (M2).
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13. dbra: Az elsd évi tenyészkerti buzamintdk fehérje tartalma (g/100g szérazanyag)
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14. abra: A 2. évi tenyészkerti buzamintdk fehérje tartalma (g/100g szdrazanyag)

Osszességében megdllapithatd, hogy a sziiléi és transzformdlt vonalak tobb esetben is eltértek

fehérjetartalmukban, az eredményekre hatdssal volt az évjarat és a herbicid kezelés is.
5.3. Marker fehérjékben bekovetkezett valtozasok vizsgalata

A génpuskaval torténd génbeillesztés nem szabdlyozott folyamat, amelynek eredménye random
génbeillesztés, kopiaszambeli kiilonbség, amely nem vart génexpressziét eredményezhet, ezért
nagyobb vagy kisebb specifikus fehérje expresszid, mig gén szétesés miatt mddosult fehérje
expresszié johet létre. A genetikai médositds nem vart hatdsai, valamint a biotikus és abiotikus
stresszhatdsok, €s a herbicid kezelés hatdsdnak vizsgalatira kiilonb6z0 marker fehérjéket
valasztottam. Ennek megfelelden vizsgaltam a s6- és viz oldhat6 frakcidban taldlhat6 fontos gabona
allergén fehérjéket, mint a WGA, az a-amildz inhibitor, a szerpin és az amildzok. Ez utébbiak
vizsgalata technoldgiai szempontbdl is fontos lehet. Az alkohol oldhaté gabonaallergia és a
lisztérzékenység szempontjabdl is fontos szerepet jatsz6 gliadinokat is monitoroztam.

A gabona allergének kvantitativ jellemzésére a WGA-t vélasztottam, amelyre WGA-specifikus
ELISA-tesztet fejlesztettem ki. A colidkia szempontjabdl fontos allergének kvantitativ
meghatdrozdsira a KEKI Bioldgiai Osztalyén kifejlesztett gliadin-specifikus ELISA-t adaptaltam. A

fehérjefrakciokban bekovetkezett véaltozdsok nyomon kovetése SDS-PAGE moddszerrel tortént. A
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potencidlis allergének felismeréséhez gabona allergia, illetve colidkia klinikai tiineteire igazolt
human hiperimmunszérumokat hasznaltam fel. Az amil4z inhibitorok azonositasa nativ PAGE-val
tortént, melyet fehérje szepardldst kovetden enzimfestéses méréssel végeztem. Megfeleld
standardok alkalmazdsaval médom volt ez utébbiak félkvantitativ meghatarozasara is. Az amildzok

meghatdrozasat enzimaktivitas alapjan fotométeresen végeztem.

5.3.1. A s6- és vizoldhato fehérjefrakciok vizsgalata

A buzamintdk sé- és vizoldhato frakcidinak kinyerését kovetden (4.2.5.) SDS-PAGE-val vizsgaltam
a fobb fehérje frakciok megoszlasat (4.2.6.1.). Az 1. évi tenyészkerti sziildi és transzformalt
bizavonalak molekulatomeg szerinti elvdlasztasi képét a 15. és 16. dbra mutatja be. Az abrin
lathatd, hogy frakcidk elvalasztasi képe hasonl6 fehérjemintdzatot mutatott, azonos molekulatomeg
tartomanyokban kapott sdvokkal jellemezve.

Erdemi kiilonbség a kontroll és a transzgénikus biizavonalak kozott nem mutathaté ki ezzel a
technikdval, legfeljebb a sdverdsségben jelentkezett gyenge eltérés. A s6- €s vizoldhat6 frakcioban
taldlhat6 marker fehérjékben bekovetkezett esetleges valtozdsokat tovéabbi vizsgélatokra
terjesztettem ki. A 2. évi mintdk vizsgdlata hasonlé eredményekhez vezetett, ezért ezeket az

eredményeket kiilon nem mutatom be.
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15. dbra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk s6 €s vizoldhat6 frakciéjanak SDS-PAGE elvdlasztasi
képe (1. LMW, 2. CY-45@, 3. CY-45G, 4. T-1060, 5. T-106G, 6. T-106F, 7. T- 116 @, 8. T- 116G,
9. T-116F, 10. a-amildz inhibitor és szerpin tartalmd TRIM-W, 11.T-117@, 12. T-117G, 13. T-
L17F, 14. T-124@, 15. T-124G, 16. T-124F)
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16. dbra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk s6 €s vizoldhato frakciéjanak SDS-PAGE elvélasztasi
képe (1. LMW, 2. CY-45@, 3. CY-45G, 4. T-128@, 5. T-128G, 6. T-128F, 7. T- 1290, 8. T- 129G,
9. T-129F, 10. WGA)

5.3.2. WGA tartalom vizsgalata

A WGA a buza s6- és vizoldhat6 frakcigjaban taldlhat6 ismert allergén, keresztallergén és mitogén
tulajdonsagu lektin. Az 1. évi és 2. évi tenyészkerti sziil6i és transzgénikus bizamintdk WGA
tartalmat kompetitiv indirekt ELISA-val hataroztam meg (4.2.7.4.). Az eredmények a 17. és 18.
abran, az adatok statisztikai kiértékelése a 4. mellékletben talalhat6é (M4).

Géntechnoldgia hatdsa (M4/1-6. dbra): Az 1. évi kezeletlen tenyészkerti mintdknal szignifikéans
novekedés tapasztalhaté a transzgénikus vonalakban a sziil6i kontroll (CY-450) buzahoz képest. A
tobbi transzgénikus vonaltol eltéréen a T-106-os vonalat, a sziildi kontroll buizéra jellemzd alacsony
WGA tartalom jellemezte, mind a kezeletlen, mind a herbicid kezelt mintdknal. Mindkét herbicid
(Finale, Granstar) kezelést kovetden a transzgénikus vonalakndl megmaradt ez a szignifikdns
novekedés a herbicid kezelt sziil6i bizdhoz (CY-45 G) képest. Ugyanakkor a transzformalt vonalak
WGA tartalmét nagyfoku variabilitds jellemezte.

A 2. évi tenyészkerti kezeletlen mintdk WGA tartalmdban nem jelentkezett szignifikans kiilonbség
sem a kontroll és a transzgén vonalak, sem a transzgén vonalak kozott. A herbicid kezelt mintaknal
viszont, habdr tobb transzgénikus biizavonalndl is szignifikdns novekedést tapasztaltam, (T-106G,
T-117G, T-128G, T-129G, T-117F, T-129F) a vonalakat jellemzd nagy variabilitds miatt két
esetben (T-106F, T-124F) szignifikans csokkenést mutattam ki a Granstar kezelt sziiléi biza WGA
tartalméhoz képest.
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HALASZ és munkatdrsai (2007) a 3. évi tenyészkerti sziiléi és T-128 kezeletlen vonal WGA
immunreaktivitasit 2D gélelektroforézist kovetd immunblott technikaval vizsgéltdk. Immunreaktiv
monomer izolektin Al-t (WGAI1- 21 kDa, pl 8,7) és a monomer izolektin A2-t (WGA2- 21 kDa pl
7,7) identifikdltak anti-WGA ellenanyaggal, amely a transzformalt vonalndl erdsebb intenzitdssal
jelentkezett. A WGA, mint stresszjelzd faktort tobb kutaté is jellemezte. A buza kiillénbozo
szoveteiben vizsgdlva a WGA felhalmozdddsat, novekedését tapasztaltik kiillonbozd stressz
hatdsdara (KOMAROVA et al. 2003, BHAGLAL et al. 1999, CAMMUE et al. 1989).

Evjdrat hatdsa (M4/7): Az 1. és 2. évi tenyészkerti mintdk WGA tartalmanak 6sszehasonlitdsakor, a
vonalakndl tapasztalt nagy valtozatossag miatt is, nem mutattam ki szignifikans kiilonbséget.

Herbicid kezelés hatdsa (M4/8): A kezeletlen és a két herbicid kezelés hatasanak

Osszehasonlitdsakor sem tapasztaltam jelentds kiillonbséget.

280 1| MM : kezeletlen sziil3i kontroll minta atlaga
260 1| [ kezeletlen mintdk atlaga B
240 4 M : Granstar kezelt sziiléi minta atlaga
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17. abra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk WGA fehérje tartalma (nug/100 mg fehérje) kompetitiv
indirekt ELISA-val meghatdrozva
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18. abra: A 2. évi tenyészkerti buzamintdk WGA fehérje tartalma (nug/100 mg fehérje) kompetitiv
indirekt ELISA-val meghatdrozva

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy tobb transzgén vonal esetében is a WGA tartalom
jelentésen nagyobb volt. Ez a tény a rezisztencia nemesités szempontjabol kedvezd is lehet, de
élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl kockdzati tényezdként kell figyelembe venni. Ugyanakkor a
WGA tartalom a fehérjében jelentéktelen nagysdgrendli, amely tdpldlkozasi szempontbdl nem

val6szinli, hogy kimutathaté valtozdsokat eredményezhet. Allergia szempontjabdl ugyanakkor

tovabbra is fennallhat a kockazat.

5.3.3. a-amilaz inhibitor aktivitasa

A buza allergénként is ismert a-amildz inhibitor védéfehérje, amely a patogénekben 1év6 amildzok
mikodését gatolva fejti ki hatdsat. Az amildz inhibitorok kimutatisanak és aktivitdsdnak
meghatdrozasdra nativ poliakrilamid-gélelektroforézist kovetd negativ enzimfestést alkalmaztam
(4.2.6.4.). A sziil6i biza és a T-128, illetve T-129-es transzformalt buizavonal mindkét évi
tenyészkerti kezeletlen és herbicid kezelt mintdjanak o-amildz inhibitor aktivitdsra specifikusan

festett elektroforetogramja a 19. és 20. abran lathat6. A gélképek videodenzitométeres kiértékelését

a 9. tablazat tartalmazza.
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Mindkét évben megfigyelhetd volt, hogy a sziildi kezeletlen vonalhoz képest mind a T 128-as mind
a T 129-es vonal intenzivebb -amildz inhibitor festédést mutatott. HORVATH-SZANICS és
munkatdrsai (2005) az altalam is vizsgalt sziiléi és transzformalt vonalakat iiveghdzi kisérletben
szérazsdg stressznek tették ki, azaz a novényt optimadlis fejlddéséhez elegendd vizmennyiségének
egyharmaddval l4ttdk el, majd 2 dimenziés elektroforézist koveté MALDI-MS technikaval
vizsgaltak fehérje Osszetételiiket. A szarazsag-stressznek kitett sziilo1 €s transzgénikus biza vonalak
fehérje-térképében eltérést mutattak ki az alacsonyabb molekulatomegili fehérjék tartomanyaban. A
transzgénikus vonalakban megjelend a-amildz/tripszin inhibitor CM1 prekurzort, egy 0,19 dimer a-
amildz inhibitort, egy endogén a-amildz/szubtilizin inhibitort és egy 27K proteint mutattak ki, azt a
kovetkeztetést levonva, hogy a vizsgdlt transzgénikus buza vonalak érzékenyebbek a szdrazsig-
stresszre.

A herbiciddel kezelt mintdkban a sziil6i kontroll bizédndl és a kezeletlen transzgénikus vonalaknal is

tovabb er6sodott az ai-amildz inhibitorra specifikusan festett sdvok intenzitdsa (9. tabl4zat).

19. dbra: A nativ SDS PAGE-t kévetd a-amildz inhibitor festés (1. évi tenyészkerti mintdk) gélképe
(1. CY 450, 2. CY 45G, 3.T1280 , 4. T128G, 5. T128F, 6.T1290 , 7. T129G, 8. T129F 9. 0,1 mg
AAI 10. 0,16 mg AAI)
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20. abra: A nativ SDS PAGE-t kévetd a-amildz inhibitor festés (2. évi tenyészkerti mintdk) gélképe.
(1. CY 450, 2. CY 45G, 3.T1280 , 4. T128G, 5. T128F, 6. 0,1 mg AAIL 7. 0,13 mg AAI 8. 0,16
mg AAL 9. 0,19 mg AAIL 10.T129@ , 11. T129G, 12. T129F)

9. tablazat: A nativ SDS PAGE-t kovetd a-amildz inhibitor festés (2. évi tenyészkerti mintdk)

gélképén kapott sdvok videodenzitométeres kiértékelése

2001 2002
. teriilet teriilet

e o) % ) %

CY450 | 850 100 1160 100
CY45G| 990 116 2060 177
T1280 | 1050 123 1460 126
T128G | 1170 138 1590 137
TI28F | 1430 163 2300 198
T1296 | 1030 121 1670 143
T129G | 1410 165 1830 157
TI29F | 1600 183 1910 164

Osszefoglalva megéllapithat6, hogy a vizsgilt transzgénikus vonalakban az a-amildz inhibitor
tartalommal ardnyos enzimaktivitds nagyobb volt. Ez a tény a rezisztencia nemesités
szempontjabol, a patogének elleni védekezésben kedvezd tényezd lehet. Ugyanakkor élelmiszer-
biztonsigi szempontbdl ez is hordozhat bizonyos kockdzatot, mivel a funkciondlisan aktiv amildz
inhibitorok a tdpcsatorndban gitolhatjdk a szénhidrdt hasznositdsit. Igy, alacsonyabb energia
felhasznalds mellett kedvezdtlenebb fehérjehasznosuldsra lehet szdmitani. Ugyanakkor ez fiigg az

/////

csak kismértékll hatdssal szdmolhatunk. Allergia szempontjabdl itt is fenndllhat a kockdzat.
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5.3.4. Amilaz aktivitas

A kisérletek kiterjedtek az amildzok vizsgdlatara is, amelyek koziil a -amildzok biza allergénként
felismert fehérjék, illetve a keményitobontdsban szerepet jatsz6, technoldgia szempontbol
legfontosabb enzimek. A tenyészkerti biizavonalak sé- és vizoldhat6 fehérjéinek a-amildz és 6ssz-
amildz aktivitdsat fotométeres enzimaktivitds méréssel hatdroztam meg (4.2.8.). Az eredményeket a
21-22. dbrdkon foglaltam Ossze. A statisztikai szdmitasok eredményeit az 5. melléklet tartalmazza.
Géntechnologia hatdsa (M5/1-6. dbra). Az egészséges, nyugvd magvakban megfelelden alacsony
a-amildz aktivitdst mértem. A sziil6i és a transzformadlt vonalak a-amildz aktivitdsit 6sszehasonlitva
csak az 1. évi kezeletlen mintdkndl mutatkozott szignifikdns kiilonbség a buzavonalak kozott.
Ebben az esetben a sziil6i bizdhoz képest négy vonal (T-1060, T-1160, T-128@, T-1290) esetében
az aktivitds szignifikdns csokkent. Ugyanakkor az 1. évi herbicid kezelt mintdkndl és a 2. évi
kezeletlen és herbicid kezelt mintdk esetében sem mutathaté ki szignifikdns kiillonbség a sziil6i és
transzformaélt vonalak kozott.

Evjdrat hatdsa (M5/7. dbra). A két tenyészkerti évet dsszehasonlitva nem tapasztaltam lényeges
kiilonbséget az évjaratok kozott.

Herbicid kezelés hatdsa (M5/8. dbra). A herbicid kezelések (Finale, Granstar) egyik évben sem
okoztak szignifikans eltérést a kezeletlen mintakhoz képest.

Az o-amildz enzim aktivitdssal forditottan ardnyos, siitipari mindséget mutaté mérészdm a
Hagberg féle esésszam. PAUK és munkatdrsai (2003) a 2. évi kezeletlen mintdkndl atfogd
mindségvizsgélatot végeztek a sziil6i és transzformalt biizavonalakbol késziilt kenyerekbdl. Tobb
stitdipari mindséget jellemzd paraméter vizsgdlata mellett megmérték a Hagberg féle esésszamot is,
amely optimalis esetben 250-350 s értéket ad, de a 350 s-ndl magasabb esésszam sem okoz gondot a
feldolgoz6 iparnak, ellentétben a 250 sec alatti buzdkkal. Vizsgdlataikndl magas esésszamu
értékeket kaptak a sziil6i €s a transzformalt vonalak esetében is, ami aldtdmasztja a biizavonalakban
altalam tapasztalt alacsony a-amildz aktivitas értékeket. Esetiikben mind a hat vizsgalt transzformalt
vonal magasabb esésszdm értéket mutatott (540-596 s) a sziil6i buza torzzsel 6sszehasonlitva (521
s). Az esésszamndl tapasztalt novekedést az o-amildz aktivitds csokkenésében csak tendencia
szinten tapasztaltam, szignifikans csokkenést nem mutattam ki a transzformélt vonalakban a sziil6i

buzahoz hasonlitva.
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21. abra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk a-amildz aktivitdsa (U/mg)
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22. abra: A 2. évi tenyészkerti buzamintdk a-amildz aktivitdsa (U/mg)
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A nem csirdzott buza nagyobb mennyiségben tartalmaz [-amildzt, mint o-amildzt, ennek
megfelelden az Ossz-amildz aktivitds mérésénél egy nagysdgrenddel magasabb aktivitds értékeket
mértem (23. és 24. dbra). A statisztikai szdmitdsok eredményeit a 6. mellékletben taldlhato.
Géntechnologia hatdsa (M6/1-6. dbra). Az 1. évi kezeletlen tenyészkerti mintdk esetén szignifikdns
novekedést tapasztaltam a transzformdlt vonalakndl a sziildi buzdhoz képest. A 2. évi kezeletlen
mintdk esetében is magasabb Ossz-amildz értékeket mértem a transzformalt vonalakban, de a
kiilonbség itt mar nem mutatkozott szignifikdnsnak a sziildi biizdhoz hasonlitva. HALASZ és
munkatdrsai (2007) a 3. évi tenyészkerti kezeletlen mintdk 0ssz-amildz aktivitdsdnak vizsgalatakor,
az altalam kapott eredményekhez hasonléan a transzgénikus vonalakban novekedést mutattak ki a
sziildi buzatorzshoz képest. Négy vonal esetében (T-106, T-116, T-128, T-129) szignifikdns, a T-
117, T-124 vonal esetében pedig nem szignifikdns enzimaktivitds novekedést tapasztaltak.
Ugyanakkor a sziil6i és a T-128-as transzformdlt vonal albumin-globulin frakciéjanak 2D
elektroforézis képét denzitométeres kiértékelése alapjan a B-amilaz (56 kDa, pl 5,5-6,5) enzimben
nem mutattak ki kiilonbségeket.

A herbicid kezelt transzformélt vonalakndl kapott nagy variabilitds kovetkeztében nem mutathat6 ki
lényeges kiilonbség a herbicid kezelt (CY-45 G) sziil6i kontroll bizdhoz képest a herbicid kezelt
transzformélt vonalakban.

Evjdrat hatdsa (M6/7. dbra): A 2. tenyészkerti évben szignifikans novekedést tapasztaltam a
blizamintdk Ossz-amildz aktivitdsdban az 1. évi tenyészkerti mintdkndl mértekhez képest. A f-
amilaz abiotikus stressz hatasara bekovetkezo novekedésérol tobb kutatd szamolt be (DREIER et al.
1995, ZIEGLER 1998, KAPLAN & GUY 2004).

Herbicid kezelés hatdsa (M6/8. dbra): A herbicid kezelések hatdsdra mindkét tenyészkerti évben
megnovekedett a mintdk Ossz-amildz aktivitdsa, ugyanakkor a két herbicid kezelés nem mutatott
lényeges kiilonbséget a herbicid kezelt transzformalt vonalak nagy variabilitdsa kovetkeztében.
EVERY és munkatarsai (2002) kiilonb6z6 buiza fajtak osszehasonlitdsakor a B-amildz aktivitdsban

szintén nagyobb véltozékonysdgot mutattak ki, mint az a-amildz aktivitdsdban.
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23. abra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk 0ssz-amildz aktivitdsa (U/mg)
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24. abra: A 2. évi tenyészkerti buzamintdk 6ssz-amildz aktivitdsa (U/mg)
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Osszefoglalva megallapithatd, hogy az 6ssz-amildz aktivitds valtozdsa elsésorban a B-amildzban
bekdvetkezd véltozdsoknak volt tulajdonithatd, amely az 1. évi tenyészkerti kezeletlen mintdknal
szignifikdnsan nagyobb értéket mutatott a transzgénikus vonalakban. Ugyanakkor a herbicid
kezelés és az évjarat hatdsara jelentdsen megnovekedett B-amildz értékek esetében, mar csak a 2.
évi kezeletlen transzgénikus vonalakndl tapasztaltam nem szignifikdns novekedést a sziiléi kontroll

bizahoz képest.

5.3.5. Szerpin

A szerpinek (40 kDa) hostabil gabona allergénekként felismert szerin proteindz inhibitorok. A
Bioldgiai Osztdlyon, Dr. Szamos Jend altal tisztitott szerpinre specifikus ellenanyagot fejlesztettiink
nyulban. A sziil61 buza és a T-128, illetve T-129-es transzformdlt buzavonal 1. évi tenyészkerti
kezeletlen €s herbicid kezelt mintdinak szerpin specifikus immunblot képét a 25. dbran mutatom be.
Az ébran lathat6, hogy minden mintdban kimutathaté a szerpin, de érdemi kiilonbség nem

tapasztalhatd. Hasonl6 eredményeket kaptam a tovabbi mintdk vizsgalatanal is.
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25. abra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk SDS-poliakrilamid gélen torténd szepardlést kovetod
immunblottja szerin protedz inhibitor specifikus nyul IgG ellenanyaggal szemben. (1. LMW, 2. CY-
450, 3. CY-45G, 4. T-128@, 5. T-128G, 6. T-128F, 7. T- 1290, 8. T- 129G, 9. T-129F)

5.3.6. Gliadin

A gliadinok a buza prolamin frakcidjdban taldlhaté fontos allergén fehérjék, ezért vizsgalatuk
élelmiszer-biztonsagi szempontbol fontos. Az 1. évi tenyészkerti kezeletlen mintdk prolamin
(4.2.5.) frakcidjanak SDS-PAGE-val torténd elvalasztasi képe a 26. dbran lathats. A sziil6i és
transzformélt vonalak SDS jelenlétében torténd elvalasztasaval kapott fehérjemintdzatdban nem
taldltam szdmottevd kiilonbséget. A gliadinok SDS-PAGE-val (4.2.6.1.) torténd elvalasztasénal,
ahol az SDS elfedi a fehérje sajat toltését, a fehérje mozgékonysagat az elektromos térben csak a
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mérete befolydsolja. Ezzel a mddszerrel végzett elvdlasztiskor az o-, B-, y-, - gliadinoknak
megfeleld fehérjesdvoknal atfedést tapasztaltak (LOOKHART & ALBERS 1988). Ezzel szemben a
savas pH-n végzett poliakrilamid gélelektroforézissel (A-PAGE), ahol a fehérjék -eltérd
toltésstirlisége szerint torténik az elvdlasztds, a gliadin alfrakcidk, amelyek kozel azonos
molekulatomeggel de eltérd toltéssel rendelkeznek, hatdrozottan elkiilonithetdek. Ezért a sziil6i
(CY-45) és transzformalt vonalak gliadin alfrakcidinak eloszlasdt savas PAGE-val vizsgédltam
tovabb. A sziil6i és a T-128 és T-129-es transzformalt vonalak kezeletlen €s herbicid kezelt savas
PAGE-vel kapott fehérje mintdzata a 27. 4brdn taldlhat6. Az A-PAGE fehérje elvélasztassal
(4.2.6.3.) szintén nem volt érdemi kiilonbség kimutathat6 a sziil6i €s a transzformalt vonalak gliadin
alegységeiben. A herbicid kezelt, illetve a 2. évi tenyészkerti mintdk esetében sem l4thaté érdemi
kiilonbség a mintak kozott.
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26. dbra: Az 1. évi tenyészkerti bizamintdk alkohol oldhat6 frakcidjanak SDS-PAGE elvélasztasi
képe (1.MW,2.CY-45@, 3. T-106 @, 4. T-116@, 5. T-1170, 6. T-124@, 7. T-1280, 8. T-129 @)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

27. abra: Az 1. évi tenyészkerti bizamintdk savas PAGE elvélasztasi képe (1. CY 45@, 2. CY 45G,
3. T1280, 4. T128G, 5. T128F 6.T1290, 7. T129G, 8. T129F, 9. gliadin)
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Gabona allergids és colidkids humén hiperimmun szérumokkal szemben vizsgaltam az IgE, illetve
az IgA immunreaktiv fehérjék jelenlétét a sziiloi és transzgénikus buzavonalakban (4.2.7.6). A
kontroll (CY-45@, CY-45G) és a transzgénikus (T128@, T128F, T128G) buzavonalak IgE
reaktivitasat (28. dbra) és IgA reaktivitdsat (29. dbra) vizsgdlva megallapithatd, hogy a gliadinok
mind a gabona allergids, mind pedig a colidkids szérumokkal erds reaktivitdst mutattak, érdemi
kiilonbség csak a sdvok intenzitdsdban mutatkozott. A tobbi mintdnal is hasonlé eredményeket
tapasztaltam.
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28. dbra: Az 1. évi tenyészkerti bizamintak prolamin frakcidinak SDS-poliakrilamid gélen torténo
szeparalasat koveto IgE- specifikus immunoblottja gabonaallergids human szérumokkal szemben

(1. CY 450, 2. CY 45G, 3. T1280, 4. T128G, 5. T-128 F)

29. 4bra: A tenyészkerti 1. és 2. évi tenyészkerti buzamintdk fehérjéinek SDS-PAGE-val torténd
elvalasztasi képe és colidkids human szérummal mutatott IgA reaktivitdsanak immunblottja (1. CY
450 (1. év), 2. CY 450 (2. év), 3. CY 45G (1. év), 4. CY 45G (2. év), 5. T128@ (1. év), 6. T1280

(2.év), 7. T128G (1. év), 8. T128G (1. év), 9. T-128 F (1. év), 10. T-129 F (2. év)
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Az 1. és 2. évi tenyészkerti sziildi és transzgénikus vonalak gliadin tartalmat kompetitiv indirekt
ELISA segitségével (4.2.7.4.) hatdroztam meg (30-31. abra). Az adatok statisztikai kiértékelése a 7.
mellékletben taldlhato.

Géntechnologia hatdsa (M7/1-6. dbra). A sziil6i és a transzgénikus vonalak gliadin
tartalménak 6sszehasonlitdsakor nem taldltam szignifikdns kiilonbséget a kezeletlen, és a herbicid
kezelt mintdk esetében sem. HORVATH-SZANICS (2007) a szarazsag stressznek kitett sziiloi €s
transzgénikus vonal (T-128) kétdimenzids fehérje-térképen szintén nem mutattak ki kiilonbséget a
gliadin fehérjék osszetételében.

Evjdrat hatdsa (M7/7. dbra). Az 1. évi és 2. évi tenyészkerti mintdk gliadin tartalmanak étlaga
lényegesen nem kiilonbozott egymastdl. TRIBOI és munkatarsai két kiillonbozd genotipusu biiza
gliadin tartalmanak vizsgdlatakor szintén nem taldlt szignifikdns kiilonbséget a két évjarat kozott

vizsgalt mintdknal (TRIBOI et al. 2000).
Herbicid kezelés. (M7/8. dbra). A Granstar €s Finale tipusu herbicid kezelés sem volt 1ényeges

hatédssal a buzamintak gliadin tartalmara.
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30. abra: Az 1. évi tenyészkerti buzamintdk gliadin tartalma (mg/100mg fehérje)
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31. abra: A 2. évi tenyészkerti buzamintdk gliadin tartalma (mg/100mg fehérje)

Osszefoglalva megallapithaté, hogy nem tudtam kimutatni lényeges kiilonbséget a biizamintik

gliadin fehérjéi kozott a hasznalt médszerekkel.
5.4. Marker fehérjék tapcsatorna rezisztenciajanak vizsgalata

Az GM novényekbe transzformalt Gj gén expresszids termék, jelen esetben a PAT enzim allergiat
kivaltd hatdséat is sziikséges vizsgdlni. Mivel nincs elfogadott modell a potencidlis allergenités
vizsgalatdra, az FAO/WHO (2001a) egy un. dontési fat dolgozott ki. Elsd 1épésként vizsgélni kell,
hogy fennall-e barmilyen homoldgia az ismert allergénekkel szemben. A PAT fehérje nem ismert
allergén fehérjeként (OECD 1999). Az adatbazisokban taldlhatd, ismert allergénekre, toxinokra
jellemzé DNS szekvencidkkal a PAT enzimet kodolé bar gén nem mutat homolégidt (HEROUET
et al. 2005). Ebben az esetben, amikor nem &ll fenn szekvencia homoldgia, a dontési fa szerint a
funkciondlis homoldgia vizsgalata sziikséges csoport specifikus random szérumokkal szemben.
Mivel a PAT bakteridlis eredetii fehérje, random szérumsziirésre nincs méd. Ebben az esetben
sziikség van tdpcsatorna rezisztencia vizsgalatokra. Irodalmi adatok szerint az E. coliban expresszalt
rekombinans PAT-fehérje a gyomrot reprezental6 alacsony pH 2, és a vékonybelet reprezentdlé pH

7,5 értéken enzimes emésztéssel egy percen beliil elbomlik (OECD 1998, HEROUET et al. 2005),
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ezért in vitro vizsgadlatit nem tartottam sziikségesnek elvégezni. A PAT fehérje mellett az
allergénként ismert WGA-t valasztottam marker fehérjéként. Ez utdbbi tdpcsatorna protedzokkal
szembeni rezisztencia vizsgalatit ezért, az altalam fejlesztett membranon torténd, in vitro pepszines
emésztéssel végeztem el. Mivel a WGA lektin, specifikus cukormegkotd képessége miatt képes a
bélfalhoz kitapadni, és lokdlis illetve szisztémads toxikus hatast kivaltani (VAN DAMME et al.
1998), valamint a bélfalhoz valé kitapadds nagyobb rezisztenciat is biztosithat, sziikségesnek

tartottam az in vivo allat modellben torténo tesztelését is.

5.4.1. WGA in vitro pepszin rezisztencia vizsgalata immunblott technikaval

A transzgenikus vonalak WGA-tartalom eredményei alapjdn a jelentsen nagyobb WGA fehérjét
expresszalé T-128-as vonalat vélasztottam a pepszines rezisztencia vizsgdlatokhoz. Mivel a
vizsgalatok hasonlé eredményeket mutattak, ezért eredményeimet a 2. évi kezeletlen tenyészkerti
szilldi (CY-45) és a T-128-as transzgénikus vonal albumin-globulin frakcigjdnak (4.2.5.)
bemutatdsdra korldtoztam. Az in vitro pepszines emésztését SDS-PAGE-val torténd elvélasztast
kovetden, immunblott segitségével vizsgiltam (4.2.7.6.). A PVDF membranra atblottolt fehérjék 60
és 90 perces pepszines emésztését kovetden, a rezisztens fehérjék azonositasit WGA specifikus
nyul IgG ellenanyaggal végeztem. Referenciaként tisztitott WGA (21 kDa) fehérjét, pozitiv
kontrolként a pepszines emésztésnek ellendllé6 Bowman Birk tipusu szdja tripszin inhibitort, negativ
kontrolként pedig egy jol emészthetd a-laktalbumin fehérjét alkalmaztam. Az SDS-PAGE-val
szeparalt mintdk fehérje mintdzatat a 32. dbra mutatja, mig a membranra transzformalt fehérjék

emésztés utani immunblott eredménye a 33. dbran l4thato.
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32. dbra: A sziil6i (CY-450) és T-128@ transzformdlt vonal albumin/globulin frakcidjanak SDS-
PAGE-val t6rténé elvalasztasa (1. LMW, 2. CY-45@ AGF 3. T-1280 AGF 4. WGA (Sigma))
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33. abra: Buzamintdk albumin/globulin frakcidjanak pepszines emésztése (emésztés: 0 perc, 60
perc, 90 perc) utani WGA-specifikus nyul IgG ellenanyaggal t6rténd immunblott eredményei (1.

LMW, 2. CY-45 AGF, 3. T-128 AGF, 4. WGA)

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a tisztitott WGA-hoz hasonldéan, a sziilé1 €és
transzformdlt s6- és vizoldhaté frakcidjdban a WGA molekulatomeg tartomanyban (21 kDa)
immunreaktiv volt. A 60 perces pepszines emésztés sordn az immunreaktivitds csokkent, de még 90
perc elteltével is sikeriilt immunreaktiv sdvot kimutatni. A kapott immunreaktiv sdvok intenzitdsa
nem mutatott 1ényeges kiillonbséget a sziildi €s a transzgén vonal s6- és vizoldhat6 frakcidja kozott.

Hasonl6an rezisztensnek mutatkozott a szdéja tripszin inhibitor is, mig az o-laktalbumin mar 60

perces emésztésnél sem mutatott immunreaktiv savokat.

5.4.2. PAT enzim és WGA tulélésének vizsgalata akut patkanykisérletben

A tépcsatorndban tulélo fehérjék funkciondlis aktivitdsuk révén befolydsolhatjdk az anyagcserét,
illetve a szervezet fizioldgiai (pl. immun, hormon) aktivitasat. Mivel a gliifozindt-ammoéniummal
szemben rezisztencidt biztositd, PAT enzim fizioldgiai aktivitidsat elsésorban GM szdja és GM
kukorica mintdkon tesztelték, ezért ennek a fehérjének a bioldgiai aktivitdsat buzaban torténd
expresszidja esetén szintén indokolt vizsgalni (FAO/WHO 2001b).

A WGA a 90 perces in vitro pepszines emésztés utan is immunreaktiv maradt (5.3.1.) és a bélfalhoz

kotodo képessége miatt, vizsgalatat fontosnak tartottam in vivo koriilmények kozott is.
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A 1. és 2. évi kezeletlen tenyészkerti bizamintdkbol az dltalam vizsgdlt marker fehérjéket (PAT,
WGA) koncentraltan tartalmazé sé- és vizoldhaté frakciokat készitettem (4.2.5.) az in vivo allat-
modellben torténd tesztelés céljabol (4.2.9.2.). A tapcsatornaban rezisztens, immunoldgiailag aktiv
marker fehérjék kvantitativ meghatdrozasat szendvics illetve kompetitiv indirekt ELISA
segitségével végeztem (PAT-4.2.7.3.; WGA-4.2.7.4.). Talélo6 PAT fehérjét a gyomormosd
folyadékban €s a béllumenben sem tudtam visszamérni. Ez 6sszhangban van az irodalmi adatokkal,
miszerint a rekombindns PAT-fehérje enzimes emésztéssel egy percen beliil elbomlik (OECD 1998,
HEROUET et al. 2005).

A WGA esetében sem detektdltam a tdpcsatorndban rezisztens, immunoldgiailag aktiv fehérjét a
gyomormosé folyadékban és a béllumenben. Ugyanakkor a kontroll és a transzgénikus vonalakbol
izoldlt AGF terhelést kovetéen, a WGA specifikus cukorkotd képessége révén a bélfalrdl haptén
cukoroldattal lemosva, immunreaktiv formaban visszanyerhetd volt. A bélfalhoz kikotédott WGA
visszanyerését a bevitt marker fehérje szdzalékos aranydban fejeztem ki. Az 6t dllatra vonatkoztatott
atlagos tulélési eredmények a 34. abrdn lathatok. Mivel a kapott eredmények nagy variabilitast
mutattak a csoportatlagban szerepld egyedi eredményeket a 35. dbra mutatja be. Az egyedi értékek
nagy variabilitdsa valdszintleg az egyes dllatok egyedi adottsagaitél (pl. savkivalasztas,
enzimszekrécid6 mértéke) fiiggden a WGA részleges lebomldsaval, s ezdltal a lektin cukorkotd
képességének részleges elvesztésével jart, melynek kovetkeztében az egyedi dllatok bélfaldhoz vald
kotddés €s rezisztencia mértéke is kiilonbozo lett. Az dbran kiilonb6zd szinnel jeldltem az egyes
allatokra kapott értékeket. Egyes pontok (ahol nem tapasztaltam tulélést) takardsban vannak. Az
egyedi sz6rddas ilyen mértéke miatt az eredmények bioldgiai relevancidja kétségessé valik, jelentds

eltérések nem mutathatok ki.
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34. abra: A bélfalhoz kotédott immunreaktiv WGA tulélése a tdpcsatornaban (%)
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35. 4bra: A bélfalhoz kotodott immunreaktiv WGA tulélésének eredményei a tapcsatorndban (%) a

vizsgalt egyedi allatokban (5 éllat/csoport)

Osszefoglaléan megéllapithatS, hogy a GM biizavonalakban djonnan expresszilt géntermék (PAT
fehérje) a tapcsatorndban elbomlott, ezért nem jelent tovdbbi kockdzatot a szervezet szdmdra.
Ugyanakkor a WGA csak részlegesen bomlott el a tdpcsatornaban, részleges cukorkotd képességét

megtartva és a bélfal receptorokra kikotddve, potencidlis kockdzatot jelenthet a szervezet szamara.

5.5. A sziiléi és transzgénikus vonal fehérje hasznosulasanak vizsgalata

A sziiléi kontrol és a transzformdlt buzavonalak az &ltalam vizsgalt marker fehérjék bizonyos
esetében eltértek egymdstdl. Ha a 1ényegi egyenértékiiség nem 4ll fenn, az nem feltétleniil jelenti
azt, hogy a transzformalt vonalak nem fogyaszthatdk biztonsdgosan (FAO/WHO 2000), csupén az

Ovatossag elve szerint, a transzformalt vonalak koriiltekintébb, egyedi vizsgdlatara van sziikség.

5.5.1. A fehérje tapértékének meghatarozasa in vitrro modszerrel

A fehérjeszintézisben bekovetkezd esetleges valtozdsok a fehérjék elsddleges szerkezetében
kiegyensulyozatlan aminosav Osszetételli fehérjét eredményezhetnek. Ez hatdssal lehet a fehérje
hasznosuldsra. A buzédra jellemzd lizinhidny esetleg tovdabb romlik, tovdbbi aminosavakban
bekovetkezd kedvezdtlen irdnyu véltozdssal.

Ennek ellendrzésére Osszehasonlitottam a tenyészkerti sziiléi és buizavonalak ion-affinités
kromatogréfids elvdlasztissal nyert aminosav Osszetételét (4.2.4.). A blizamintdk aminosav

Osszetételét a 8. melléklet tartalmazza (M8). A FAO/WHO/UNU (1985) referencia fehérje
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adataihoz hasonlitva megallapithatd, hogy a vizsgalt blizamintdk limitdl6 aminosava tovabbra is a
lizin volt. Az 1. és 2. évi tenyészkerti sziildi és transzgén vonalak referencia fehérjére szamitott in
vitro tapértékindex (CS, Chemical Score, %) értékeit (4.2.10.1) a 36-37. dbrén lathato.
Géntechnologia hatdsa. A kapott eredményekbdl megéllapithatd, hogy amig az 1. évi tenyészkerti
kezeletlen mintdkndl a transzformalt vonalak in vitro tapérték indexe kisebb értéket mutatott a
sziilo1 buzahoz képest, addig ezt a tendenciat a 2. évi tenyészkerti mintaknal és az 1. évi kezelt
mintdkndl mar nem tapasztalhato.

Evek hatdsa: A 2. évi tenyészkerti mintaknal 4tlagban alacsonyabb in vitro tapérték indexet kaptam,
az 1. évi tenyészkerti mintdkhoz képest.

Herbicid kezelés hatdsa: A herbicid kezelés néhany esetben csokkenést eredményezett a CS

értékekben, ugyanakkor a herbicid kezelés hatdsdra nagyobb variabilitds figyelhetd meg a

transzgénikus vonalak kozott.
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36. abra: Az 1. évi tenyészkerti buzaminték in vitro tapértékindex értékei (%)
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37. abra: A 2. évi tenyészkerti bizaminték in vitro tapértékindex értékei (%)

Osszefoglaldsképpen megillapithaté, hogy az in vitro tapérték indexek kozepes vagy gyenge
fehérjehasznosulést josolnak, és tendencidzus elvaltozds a vizsgdlt mintdkban nem mutathat6 ki.

Mivel az aminosavanalizis eredmények egy mérésbol szarmaztak, statisztikai kiértékelésre nem volt

lehetOség.
5.5.2. Fehérjehasznosulas vizsgalata nitrogén-egyensilyi Kisérletekben

A fehérje hasznosuldsat szdmos faktor befolydsolhatja. Amikor azonos kord, nemi és testtomegi,
novekedésben 1€vo, egészséges allatok igényszintjiiknek megfeleld izo-energetikus €s izo-protein
tartalmu tesztfehérjét fogyasztanak egy per fed etetett, j6l hasznosul6 fehérjét fogyaszté kontroll
csoport mellett, a fehérje hasznosuldst els6sorban az aminosavak imbalansza, illetve a
funkciondlisan aktiv antinutritiv vagy toxikus anyagok jelenléte ronthatja le.

Az 1. évi tenyészkerti kezeletlen vonalak aminosavosszetételének és in vitro tapérték indexeinek
eredményei alapjan (5.4.1.) a T-128-as vonalndl kaptuk a legkisebb CS-értéket (62,5%). Emellett az
antinutritiv komponensként ismert WGA tartalomban szignifikdns novekedés (5.2.2.3.), a szintén
antinutritiv a-amildz inhibitor aktivitds vizsgélatanal (5.2.2.4.) is novekedés jellemezte ezt a vonalat
a sziiléi buzahoz hasonlitva, igy az in vivo fehérjehasznosulasi kisérletekben ezt a vonalat

vizsgiltam a sziil61 vonal mellett (4.2.10.2.). Mivel a buzaban 1év0 antinutritiv komponensek
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(amildz inhibitorok, szerin protedz inhibitorok, lektinek) hdstabilitdsat nem ismertem, a kisérleteket
hokezelt mintdkra is kiterjesztettem. A fehérjehasznosuldsi kisérlet szempontjabdl fontos volt
kiszlirni, hogy bdarmely esetleg felmeriild rendellenes hatds nem szarmazik-e mikrobioldgiai
szenyezettségbol. Ezért a tenyészkerti kisérletekb6l szdrmazé mintdk mikrobioldgiai
szennyezettséget az Osszes élécsiraszam, penész- és élesztészennyezettség alapjan a KEKI
Mikrobioldgiai Osztalydn vizsgaltdk. Az eredmények azt mutattdk, hogy a kisérletben hasznalt
buzamintdk mindkét évben a megengedett szennyezettségi hatarérték alatt maradtak, igy a bioldgiai
vizsgalatra alkalmasak voltak.

A 1. évi tenyészkerti mintdk etetési kisérleténél tapasztaltak alapjan, amikor a 10 %-os
fehérjetartalmu teszttap fehérjeforrdsa csak a buizdbol szarmazott, az 4llatok fehérjebevitele csupdn
az endogén veszteségek potlasara volt elegendd és 1ényeges testtomegnovekedés nem tortént (38.
abra). Ennek megfelelden a testtomeg indexek (NPR) sem tértek el egymadstdl. A pozitiv
kontrollként haszndlt TOFE csoport fehérjehasznosuldsi mutat6i 1ényegesen magasabb értékeket
adtak (39. dbra), a teszttdpot fogyasztd csoportokkal szemben, ami a buizaférhérjék alacsony lizin
tartalménak, meglév0 aminosav kiegyensilyozatlansagénak 1is koOszonhetd. A sziiléi és
transzformalt buzamintdk bioldgiai értéke egymastdl 1ényegesen nem kiillonbozott. A transzformalt
vonal esetében a hdkezelés relativ novekedést eredményezett, szignifikans kiilonbség azonban nem

volt kimutathato.
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38. dbra: Az allatok testtomegének (g) véltozasa €s a szamitott NPR (g/16gN) értékek az 1. évi

tenyészkerti mintdk allatetetési kisérlete soran.
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39. dbra: A sziil6i (CY-450) és a transzformalt vonal (T-128@) 1. évi tenyészkerti mintdinak

fehérjehasznosulédsi mutatéi (%)

Mivel a buzafehérje, mint fehérjeforrds egyediili felhaszndldsa szinte csak az endogén
fehérjeveszteség potlasara volt elegendd és nem tdmogatta a novekedést, ezért nem volt alkalmas
sem egy esetleges vonalak kozotti kiillonbség, sem a hokezelés hatdsdnak érdemi elkiilonitésére.
Ezért a 2. tenyészkerti mintdk teszttapjaindl, a diéta kialakitdsandl a fehérje 50%-at a j6l hasznosul6
tojasfehérjével helyettesitettem. A tesztcsoportot fogyasztd dllatok testtomege ennek kovetkeztében
folyamatosan novekedett a kisérlet sordn, viszont nem tudtam kimutatni lényeges eltérést a
tesztcsoportok kozott (40. dbra). Ennek kovetkeztében a testtomeg novekedésen alapulé NPR
értekek sem térnek el egymadstol. (41. dbra). Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a
kontrollként alkalmazott, j6l emészthetd és kiegyensilyozott aminosav Osszetételli TOFE fehérje
hasznosulds mutat6i lényegesen jobb értéket mutattak a buzafehérjékkel szemben (42. dbra), mig az
FMK negativ N-mérleggel €s testtomeg csokkenéssel volt jellemezhetd. A hdkezelés kedvezden
befolydsolta a sziiléi és a transzformdlt buzavonal fehérje hasznosuldsat. A teszttipok

emészthetdsége elmaradt a TOFE-tdl, ugyanakkor Iényegesen nem tértek el egymastol.
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értékei
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42. dbra: A 2. évi tenyészkerti sziil6i (CY-45@) és transzformalt vonal (T-1280)

fehérjehasznosuldsi mutatéi

Osszességében megillapithaté, hogy teszttap fehérjének 50%-4t j6l hasznosul6 tojasfehérjével
kiegészitve a fehérje hasznosulds mutatéi kedvezobben alakultak és a hdokezelés kisebb javulést
eredményezett a sziil6i és a transzformdlt vonalndl egyarant, de itt sem mutathat6 ki szignifikans
eltérés a fehérje hasznosulds mutatdiban.

A fehérje hasznosulést elsdsorban az aminosav kiegyensulyozatlansdga rontotta. Az antinutritiv,
esetleg toxikus anyagok hdkezeléses inaktivacidjaval a fehérje hasznosulds mértéke nem nott
jelentésen. Feltételezhetéen ezen komponensek diétdval bejuté mennyisége olyan csekély volt,
melynek a rovidtdvd etetés alatt nem volt kimutathat6 hatdsa. Igy, bar a transzformélt vonalak a
bioldgiailag aktiv fehérjék tekintetében nagy variabilitdst mutattak és eltértek a kontroll buzatol, ez

a fehérje hasznosuldsban nem okozott jelentds véltozasokat.
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5.6. Uj tudoményos eredmények

1.

A ppt-toleranciat hordozd, hazai eldallitast transzgénikus buiizavonalak és a nem-transzgénikus
végeztem el. Megallapitottam, hogy egyes transzgénikus vonalakban a szdrazanyagra
vonatkoztatott fehérjetartalom szignifikdnsan megnétt (2001: T106G-F, T116G-F, T117G-F;
2002: T116@-F, T117@-F, T1240-F, T129F).

A ppt-toleranciat hordozd, transzgénikus biizavonalak és a nem-transzgénikus kontroll CY-45
tavaszi buza allergén fehérjéinek Osszehasonlité vizsgdlatinak eredményibdl megallapitottam,
hogy lényeges valtozds az AGF fehérjék szintjén kovetkezett be, mig a tartalékfehérjéket

tekintve, a gliadinokban nem volt szignifikans valtoz4s.

A transzgénikus vonalak tobbségében szignifikdns novekedést tapasztaltam a WGA tartalomban
(2001: T116@-G-F, T1170-G-F, T1240-G-F, T128@-G-F, T1290-G-F; 2002: T106G, T117G-
F, T124G T1290-G-F), ugyanakkor a GM vonalak egymas kozotti 6sszehasonlitdsban nagy

variabilitast mutattak.

Az o-amildz inhibitorok esetében, a vizsgalt vonalakban (T128@-G-F, T1290-G-F) nagyobb
enzimaktivitdsi szintet mértem, melyet a herbicid kezelés tovabb novelt. E véltozdsok, bar
megnovelhetik a GM vonalak patogénekkel szembeni ellendllo képességét, viszont az allergén

kockazat veszélyét fokozhatjak.

A kezeletlen GM vonalakban tjonnan expresszédlt géntermék (PAT) és a potencidlis
allergénként azonositott, szelektalt marker fehérje (WGA) akut patkdnymodelljét buzafehérjére
adaptéltam. A fehérjék tapcsatorna rezisztencidjanak vizsgalatabol megallapitottam, hogy mig a
PAT fehérje a tdpcsatornaban elbomlik, addig a bélfalhoz specifikusan kitapadé WGA lektin

esetében szamolni kell a szervezetbe vald bekeriilés kockazataval.
A WGA tdpcsatorna rezisztencia in vivo vizsgélatara specifikus kompetitiv indirekt ELISA-t, az

in vitro vizsgdlatira membrdnon torténd pepszines emésztést koveté immunblott modszert

fejlesztettem Kki.

88



7. Az élelmiszer-biztonsag szempontjai szerint szelektalt T-128(@ kezeletlen, nativ transzgénikus
biza vonal és a nem-transzgénikus CY-45 kontroll tavaszi buza rovidtdvi etetésének
patkdnymodellben torténd Osszehasonlitdé vizsgalatdabol megallapitottam, hogy a fehérjék
szintjén bekovetkezett valtozdsok mértéke nem érte el azt a szintet, amely a

fehérjehasznosuldsra hatdssal lett volna.
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Kisérleti eredményeim statisztikai kiértékelésében a GM vonalakon beliili nagy variabilitas
nehézségeket okozott, amely a transzformécids technoldgia hatdsdnak (pl. random integraciok,
novényregenerdlds sordn fellépd szomaklondlis variabilitds), kornyezeti hatdsoknak

tulajdonithatd.

Sziikség van a transzgén részletesebb molekuldris jellemzésére, amellyel a tervezett hatdsok

mellett a vdaratlan hatdsok is elore jelezhetok.

A PAT enzim expressziés szintje novényi fehérjére vonatkoztatva rendkiviil alacsony, ezért
géntermékben és mds bioldgiailag aktiv fehérjékben dus albumin/globulin frakcidt tisztitottam a

fehérjevizsgalatokhoz.

Amennyiben a géntermék kockdzatdanak vizsgdlatdt rekombindns fehérjékkel kivanjuk elvégezni,
ligy sziikséges a homolog szerkezet biztositdasa, melyhez a hagyomdnyos modszerek alkalmazdsa
indokolt. A kockdzatot jelento kiilonbségfehérjék osszehasonlito jellemzésére pedig omix

technikdk (pl. proteomika) haszndlata és adatbdzisok fejlesztése sziikséges.

A bakterialis eredetli PAT enzim nem mutat szekvencia homol6giit az adatbazisokbol ismert
allergénekkel, ezért a funkciondlis homoldgia megéllapitisdra random szérumsziirést kell
végezni. A valdsdgban erre sajnos nincs mod, mivel nem all rendelkezésre az adott baktériumra
specifikus hiperimmun szérum, illetve az adott GM-fehérjét igazoltan fogyasztd és allergias

klinikai tiineteket mutatd betegcsoportbdl szarmazé hiperimmun szérum sem.

Az allergén kockdzat elorejelzéséhez sziikséges funkciondlis homologia vizsgdlatokhoz sziikség
van olyan fiziologiai markerek fejlesztésére, melyeket az engedélyezett GM novény piacra
keriilést kovetoen monitorozdsra, illetve a klinikai gyani igazoldsa esetén az ilyen hiperimmun

szérumok vérbankban torténo gytijtésére haszndlhatndnk.
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Mivel a funkciondlis homoldgia vizsgdlatok nem kivitelezhetéek, sziikség volt a tdpcsatorna
rezisztencia vizsgdlatdra. A vizsgdlatokhoz itt is sziikséges fenntartani a fehérjék (rekombinans
és tisztitott) szerkezeti azonossdgat. Az altalam vizsgdlt WGA, specifikus cukormegkotd
képessége miatt képes a tdpcsatorndval kozvetlen kapcsolatba 1épve a tdpcsatorna
immunvalaszat és metabolizmusat befolydsolni. Ugyanakkor az dllatok egyedi vélaszképessége

olyan variabilitdst mutatott, amely nem tette lehetdvé a bioldgiai relevancia hiteles igazoldsat.

Fontosnak tartom a specifikus cukormegkoto képességgel rendelkezo lektinek (pl. WGA) in vitro
pepszines emésztésének vizsgdlata mellett, akut patkdny modellben torténd tesztelését is. Az
dllatmodellekben kapott eredmények biologiai relevancidja szempontjabol, sziikség van
megfelelo predikcios statisztikai modellek kifejlesztésére, amelyek képesek figyelembe venni az

egyedi vdlaszképességbol adodo variabilitdst.

Mivel a fehérjék szintjén eltéréseket tapasztaltam, allatkisérletekben teszteltem a rovidtavi
biologiai hatdst. Az adott kisérleti koriilmények kozott a fehérje szinten bekovetkezett
valtozasok nem okoztak kimutathaté biolégiai hatdst. A hazai étrendi szokdsokat figyelembe

véve, valOszinlileg a bar génnel transzformalt buza rovidtavon nem jelent kockdzatot.

Az dllatmodellek tervezését (dllatok szdama, diéta osszetétele, aktiv komponensek kritikus

terhelési dozisa, stb.), célszerii lenne standard protokolld fejleszteni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A géntechnoldgia alkalmazédsa sordn szdmos élelmiszer-biztonsagi kérdés meriilt fel. Mivel a
hagyomanyos toxikoldgiai vizsgédlatok nem alkalmazhatok a GM novények kockazat becslésére,
ezért a nemzetkozi szervezetek ajanldsokat fogalmaztak meg, melyben a transzgénikus novények
tdpanyag egyenértékliségének (Iényegi egyenértékliség) tesztelésén tdl a tapldlkozasi vagy az
élelmiszer-biztonsdgi (pl. toxikus hatds, allergén kockdzat, rovid és hosszutdva terheléssel jaro
bioldgiai hatéds) kockdzatok feltardsat is sziikségesnek tartjak.

Az Eurdpai Unidban az 4j GM termény vonal piacra keriilését megel6zden dsszehasonlité kockazat-
becslés sziikséges, az EFSA ajanldsoknak megfeleléen. Ennek érdekében vizsgdlni kell a
biztonsdgos fogyasztasi hattérrel rendelkezO, sziildi vonal jellemzOit (eredet, biztonsagos
felhaszndlas), a transzgén donort (allergén, toxikus szekvencia homoldgia), a transzformdcié médjat
(donor gén illesztés modja és vektor leirdsa, transzformalt DNS jellemzése), a génterméket
(szerkezet, eredet jellemzése, hatdsmodd, toxicitds, allergenitds). Emellett igen fontos az 4j GM
termény vonal élelmiszer-biztonsagi jellemzdinek (agrondmiai viselkedés, tdpanyag Osszetétel,
biztonsagi értékelés allatkisérletekkel), valamint a kornyezeti kockdzat folyamatos figyelemmel
kisérése ¢és felligyelete. Nincs tehat eldre elhatarozott protokoll az élelmiszer-biztonsagi
vizsgdlatokhoz.

A szegedi Gabonakutaté Nonprofit Kft. dltal létrehozott €s szegedi tenyészkertbe kihelyezett, hat
fiiggetlen fertilis, ppt-tolerdns transzgénikus buazavonal (T106, T116, T117, T124, T128, T129) és a
nem-transzgénikus kontroll tavaszi buzatorzs (CY-45) két egymast kovetd évi (2001, 2002),
kezeletlen ¢és herbicid (FINALE, GRANSTAR) kezelt mintdin végeztem 0Osszehasonlitd
vizsgalatokat, azzal a céllal, hogy tortént-e érdemi valtozas a GM-technoldgia, az évjarat, illetve a
herbicid kezelés hatdsdra. A totdlis herbicid tolerancidért felelds, bakteridlis eredetli bar gén
kukorica eredetli ubiquitin prométer irdnyitdsa alatt mikodik.

A bar gén jelenlétének igazoldsara bar gén specifikus PCR technikat hasznaltam, emellett PAT-
ELISA mdédszerrel valamennyi transzgénikus biza vonalban igazoltam a PAT fehérje expresszidjat.
A fébb tdpanyaghordozok vizsgédlata sordn megdllapitottam, hogy bér a transzgénikus vonalak
fehérje tartalmukban nagy variabilitdst mutattak, de az esetek tobbségében jelentdsen nagyobb
fehérjetartalommal rendelkeztek a kontroll buzdval szemben. A fehérjetartalomra a GM
technoldgian kiviil az évjérat €s a herbicid kezelé€s is hatdssal volt.

Vizsgaltam, hogy bekovetkezik-e szignifikdns valtozds a s6- €s vizoldhato frakciéban taldlhato
olyan fontos gabona allergén fehérjékben, mint a WGA, az a-amildz inhibitor, a szerpin és az
amildzok. Az albumin/globulin frakcié (AGF) elektroforézises vizsgilataval a fehérjeszerkezetben

nem tapasztaltam kiilonbségfehérjék megjelenését. Ugyanakkor az immunreaktiv WGA tartalom
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jelentdsen, mig az a-amildz inhibitor aktivitds tobb transzgénikus vonalban is megnovekedett. Ez a
tény a rezisztencia nemesités szempontjabol kedvezo is lehet. Ugyanakkor élelmiszer-biztonsagi
szempontbdl tovdbbi vizsgdlatokat igényel, hogy a technoldgiai kezelésektdl vagy az étrendben
alkalmazott terheléstdl fiiggéen valéban fenndllhat-e az allergén kockazat veszélye. Az 0ssz-amilaz
aktivitdsban tapasztalt valtozds els6ésorban a [-amildzban bekovetkezd valtozdsoknak volt
tulajdonithatd, mely az 1. évi kezeletlen mintdkndl szignifikdnsan nagyobb értéket mutatott a
transzgénikus vonalakban, de ez a kiilonbség az évjdrat és herbicid kezelés hatdsara jelentdsen
megnovekedett B-amildz értékeknél mar nem volt tapasztalhato.

A prolamin frakcidban 1évo gliadin allergének profiljaban Iényeges eltéréseket nem tapasztaltam.
Az ujonnan expresszalt PAT fehérje és az dltalam valasztott WGA marker fehérje tdpcsatorna
rezisztencidjanak vizsgalatakor megdllapitottam, hogy a PAT fehérje a patkdny tdpcsatorndjaban
elbomlott, ezért nem jelentett tovabbi allergén kockdzatot a szervezet szamara. Ugyanakkor az
immunreaktiv WGA csak részlegesen bomlott el a patkdny tadpcsatorndjdban €s a bélfalhoz kotddve
kimutathat6 volt. Bar az 4llatok egyedi vélasza rendkiviil nagy variabilitdst mutatott, a tdlélo
antigén potencialis kockazatot jelenthet a szervezet szamara.

A kontroll buza és az élelmiszer-biztonsagi szempontok alapjan kivalasztott T-128-as vonal
rovidtavu patkdnyetetési kisérletébdl megallapitottam, hogy a fehérjékben bekovetkezett valtozasok

nem érték el azt a szintet, hogy hatéssal legyenek a fehérjehasznosuldsra.
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8. SUMMARY

The application of GM technology has raised lots of food safety related questions. Different food
safety strategies have been developed by international organizations as the risk assessment strategy
normally used in the toxicology has failed when applied to the whole GM plant. According to
comparative safety assessment approach first of all it is necessary to identify the differences
between the non-GM recipient plant having safe history of use and the GM plant by comparison of
the main nutrients (Concept of Substantial Equivalence). Following there is a need to assess the
identified differences regarding the environmental, food safety (toxic, allergenic) and nutritional
(short and long term exposure) impact. Therefore there is no absolute safety assessment itself.

In the European Union before marketing a new GM plant a comparative pre-market safety
assessment is necessary, according to the EFSA guidance document. The key element for such a
safety assessment is the characterisation of the recipient plant (origin, history of safe use), the
transgene donor (allergenic or toxic sequences), the transgenic technology (insertion of the donor
gene and vector elements, characterization of the recombinant DNA), and the gene product
(structure, origin, mode of action, toxicity, allergenicity). Beside these the food safety parameters of
the new GM plant are equally important (agronomic performance, composition of main nutrients,
nutritional and safety analyses by using animal experiments), as well as monitoring and surveillance
of the effect on the environment.

In the experiments I have applied a comparative food safety assessment approach for the six
independent, ppt-tolerant transgenic wheat lines (T106, T116, T117, T124, T128, T129) and the
isogenic control spring wheat counterpart (CY-45) developed by Cereal Research Non-Profit Ltd
(Szeged) and cultivated in experimental field of Szeged area in two subsequent years (2001, 2002),
which were non-treated or treated by herbicides (FINALE, GRANSTAR) to identify any
differences resulted as an effect of GM technology, years of the cultivation and herbicide
treatments.

The bacterium originated bar gene responsible for the total herbicide tolerance works under the
regulation of the maize originated ubiquitin promoter.

The bar gene insertion was detected by bar gene specific PCR method and the PAT protein
expression was proved by PAT-ELISA in transgenic wheat lines.

Concerning the composition of the main nutrients I have found that nevertheless the transgenic
wheat lines were characterized with high variability they showed significantly higher protein
contents in most of the cases in comparison with the control wheat. I concluded that herbicide

treatments and the years also affected on these results beside the GM technology.
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I investigated if there was any meaningful difference in the main wheat allergenic profile
concerning the albumin/globulin protein fractions (AGF) of wheat samples as WGA, a-amylase
inhibitor, serpin and amylases. I did not found any difference in the protein bands, which might be
related to any newly expressed protein after the electrophoretic separation of AGF. However I have
detected a significant increase in the immune reactive WGA contents, and a relative increase in the
a-amylase inhibitor activities for most of the transgenic wheat lines. This fact could be important
for the resistance breeding. However further research would be necessary to make the right decision
concerning the food safety aspects and to define if there is any allergenic risk depending on the
technological treatments and dietary exposure levels. The changes in total amylase activities were a
consequence of the altered B-amylase activities. For the 1% year of cultivation these activities were
significantly increased in the non-treated transgenic wheat lines but such remarkable difference was
not found in the samples with significantly increased P-amylase activities, which were
consequences of year and herbicide treatments effects.

I did not found any significant differences in gliadin allergenic profile of the prolamin fractions.

By investigating the gut resistance of the newly expressed PAT protein and WGA selected, as
marker protein I proved that the PAT protein was fully digested in the rat gut therefore did not
represent any further allergenic risk for the organism. At the same time the immune reactive WGA
was only partially digested in the rat gut and it was detectable so far bound to the rat gut mucosal
surface. Although the variability of individual responses of the rats were high the survival of WGA
can represent a potential allergenic risk for the organism.

The series of short term rat feeding trials with parent wheat and the non-treated transgenic wheat
line (T128) selected by the food safety assessment aspects have shown that changes on the level of
wheat proteins did not exceed the threshold value of biological relevance to have any affect on the

protein utilization.
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M2. Sziil6i és transzgénikus vonalak beltartalmi adatai

M2/1. abra: 1. évi tenyészKkerti mintak beltartalmi adatai (g/100g szarazanyag)

1.évi tenyészkerti mintdk

CY-45 (D) T (F) CY-45 (G) T (G)
Atlag Intervallum Szérds  Atlag  Intervallum Szoérds Atlag Atlag  Intervallum  Szorés
rost 4,03 0,53 4,07 3,56-4,60 0,43 3,28 3,93 3,40-4,71 0,51
nyerszsir 2,44 0,44 2,03 1,26-2,44 0,40 2,43 2,20 1,54-2,82 0,41
szénhidrat 72,75 72,95-75,16 0,81 73,06 71,54-74,02 1,03 74,47 72,88 71,10-73,51 0,88
hamu 1,67 0,14 1,50 1,29-2,02 0,25 1,47 1,61 1,38-1,77 0,12
nedvesség 9,39 0,40 9,32 9,01-9,48 0,16 9,33 9,47 8,76-9,66 0,33
M2/2. abra: 2. évi tenyészkerti mintak beltartalmi adatai (g/100g szarazanyag)
2. évi tenyészkerti mintdk
CY-45 (9) T (F) CY-45(G) T (G)
Atlag  Szérés Intervallum Szérds Atlag Intervallum Szdrds Atlag Atlag  Intervallum  Szérés
rost 2,30 0,18 2,17 2,02-2,45 0,17 2,31 2,12 1,84-2,37 0,23
nyerszsir 1,30 0,08 1,45 1,33-1,54 0,07 1,67 1,34 1,25-1,53 0,99
szénhidrat 79,33 77,64 76,98-78,00 0,39 7697 76,32-77,49 0,44 77,57 77,27 76,21-77,96 0,61
hamu 1,46 0,09 1,57 1,41-1,58 0,09 1,54 1,41 1,41-1,66 0,11
nedvesség 9,03 0,49 8,79 8,21-9,04 0,28 9,23 8,79 8,15-9,50 0,45

Ahol

T = A hat transzgénikus vonal (T-106, T-116, T-117, T-124, T-128, T-129) eredményeinek atlaga

@= kezeletlen mintdk

G= Granstar kezelt mintak
F= Finale kezelt mintak
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M3. A fehérje tartalom statisztikai értékelése

M3/1 abra: 1. évi tenyészkerti kezeletlen mintak fehérje tartalmanak osszehasonlitasa

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
685 6 14 665 forrasa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 4,638 6 ,773 | 6,312 | ,002
Hiba 1,715 14 122
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY450 | TL06@ | T116@ | T117@ | T1240 | T1280
T129¢0 Kontraszt Std. . .| Fels6 .
%0 becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
TI280 | Q@ | QD @ ¢] Q9 139 218 -,329 607 | ,535
T1240 e s ]
T1170 s 1% |
T1160 (s 1%
T1060 s Y

@ p<0,05, @@ p<0,01, @D p<0,001

M3/2 abra: 1. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak fehérje tartalmanak osszehasonlitasa

@ p<0,05, @ p<0,01, @D p<0,001
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Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F dft df2 D Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szoras F p
1,216 6 14 355 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 10,567 6 1,761 | 12,866 | ,000
Hiba 1,916 14 ,137
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | T117G | TI124G | TI128G
TI129G 00| o | 000 Kontraszt | Std. | o6 patar| FOISO | gjqp
becslése Hiba hatar )
T128G La ] Q9 a9 -,816 ,231 -1,357 -.367 ,002
TI124G 20 29030
TG | DD
TI6G | Py
TI06G | QDD




M3/3 abra: 1. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak fehérje tartalmanak osszehasonlitasa

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
1331 6 14 .909 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 7,235 6 1,206 | 9,623 | ,000
Hiba 1,754 14 125
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | TI106F | T116F | TI17F | TI24F | TI28F
TI29F Q0| 0 | 000 Kontraszt | Std. | \oq patar|  FeISO | gig,
becslése Hiba hatar )
T128F Q 29 -,817 221 | -1,291 -,344 | 002
T124F 9 900 | 900
TI7F | QD
TI6F |
TI106F | Q@G
@ p<0,05, @D p<0,01, @@ p<0,001
M3/4 abra: 2. évi tenyészkerti kezeletlen mintak fehérje tartalmanak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
2,353 6 14 088 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 5,208 6 ,868 4,488 | ,010
Hiba 2,707 14 ,193
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45@ | T106@ | T116@ | TI17@ | T124@ | T128@
T1290 J Kontraszt | Std. oz Felsé
becslése Hiba Also hatar hatar P
T1280 o9 -,927 274 | -1515 -339 | ,004
TI240 | @@
T117¢ | @D | D
Ti60 | @@
T1060

@ p<0,05, @D p<0,01, @S p<0,001
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M3/5 abra: 2. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak fehérje tartalmanak osszehasonlitasa

@ p<0,05, @ p<0,01, @D p<0,001

112

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
1,986 6 14 136 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 4123 6 ,687 2,499 | ,074
Hiba 3,849 14 ,275
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | T117G | TI124G | T128G
Kontraszt Std. . , Felsé .
T129G
becslése Hiba Als hatar hatar Sign.
T128G -,911 327 -1,612 -,210 ,015
T124G
T117G
T116G
T106G
@ p<0,05, @@ p<0,01, @D p<0,001
M3/6 abra: 2. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak fehérje tartalmanak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df1 df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
1,639 6 14 209 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 3,871 6 ,645 3,958 | ,016
Hiba 2,282 14 ,163
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | TI106F | T116F | T117F | TI24F | TI128F
Kontraszt Std. . , Felsé .
TI129F
s becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T128F (s e -,924 ,252 -1,464 -,384 ,003
TI124F (o ] (o ]
TITF | DD Q
T116F Q
TI106F




Ma3/7 abra: Az évjarat hatasanak vizsgalata

év N atlag széras t p
fehérje 2001 60 17,029 718 11,168 ,000
2002 60 15,587 ,697
M3/8. abra: A herbicid kezelés hatasanak vizsgalata
1.6vi_ [kezelések N atlag sz0rés kezelések p.
fehérie 2 21 16,654 122 9 G 012
G 21 17,196 172 %) F ,006
F 18 17,274 ,151 F G 719
2.8vi kezelések N atlag szoras kezelések p
fehérje %] 21 15,042 ,620 5] G ,000
G 21 15,814 ,631 5] F ,000
F 18 15,957 434 F G 433
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M4. WGA tartalom eredményeinek statisztikai kiértékelése

M4/1 abra: 1. évi kezeletlen mintak osszehasonlitasa

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F dft df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi| Szoéras F p
2,291 6 14 1940 forrasa |négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 17104,227 6 2850,704 | 24,510 | ,000
Hiba 1627,767 14 116,269
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY450 | TI06@ | T116@ | TI17@ | TI24@ | TI128@ Kontraszt S, AlS6 Folsd
T1290 | @D | QDD becslése Hiba | hatar hatér P
-50,414 6,724 |-64,836| -35,992 ,000
T128¢0 | @D | DD | O e ]
T1240 | D | DD
TG | Q@D | QD
Ti60 | D | DD
T1060
@ p<0,05, @D p<0,01, @D D p<0,001
M4/2 abra: 1. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 D Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szoéras F p
1,472 6 14 257 forrasa  |négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 23518,446 6 3919,741 | 60,650 | ,000
Hiba 904,808 14 64,629
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | TI116G | T117G | TI24G | TI128G
T129G | DD | QDD | GO Kontraszt | Std. Also Fels6
becslése Hiba hatar hatar p
T128G | @D | O | OO S0 61,973 | 5,013 |-72,726| -51,221 | ,000
TI24G | QD | QO | QOO
T117G | @D | DD | QDD
T116G | @D | DD
T106G

@ p<0,05, @A p<0,01, @A D p<0,001
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M4/3 abra: 1. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak 6sszhasonlitasa

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szoras F p
2,680 6 14 ,060 forrdsa |négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 27525,971 6 4587,662 | 63,999 | ,000
Hiba 1003,561 14 71,683
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | TI06F | TII6F | TI17F | TI24F | TI28F
TI2oF | @D | QOO | OO | QOO 909 Kontra}szt S,td- A'st Felsd hatar | p
becslése Hiba hatar
TI2SF | Q9D | QOO | QOO Q90 -46,393 | 5,280 [-57,717| -35,069 | ,000
TI24F | QDD | QO | QO | OO
TI7F | D | D | DD
T116F
T106F
D p<0,05, @@ p<0,01, @ p<0,001
M4/4 abra: 2. évi tenyészkerti kezeletlen mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
1,101 6 14 409 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 933,903 6 155,651 | ,770 | ,606
Hiba 2828,454 14 202,032
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45@ | T106@ | T116@ | TI17@ | T1240 | T128@
T1299 Kontraszt | Std. | \o4 pavar| Felss hatar | p
becslése | Hiba
T1280 -6,691 8,864 | -25,702 12,320 ,463
T1240
T1170
T1160
T1060

@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
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M4/5 abra: 2. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak 6sszehasonlitasa

@ p<0,05, @ p<0,01, @A p<0,001

116

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
1,399 6 14 282 forrdsa | négyzetbsszeg fok négyzet
Hatas 7945,181 6 1324,19| 12,455 | ,000
Hiba 1489,607 14 106,40
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G TI17G T124G | TI128G
Kontraszt Std. , , Felsé
T129G | @ o it Qo becslése Hiba Also hatar hatar P
T128G | @D | @O Q99 o Ts s ] -26,745 ,001 -40,541 -12,949 | ,001
T124G # ] (o Ts J# ]
TI7G | @G | O Qo9
T116G
T106G | @
@ p<0,05, @@ p<0,01, @D p<0,001
M4/6 abra: 2. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F dft df2 D Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
2,718 6 14 058 forrasa | négyzetbsszeg fok négyzet
Hatas 19588,835 6 3264,80| 40,663 | ,000
Hiba 1124,038 14 80,28
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
Kontraszt Std. Alsé Felsé
CY45G | TI06F T116F TI17F T124F T128F becslése Hiba | hatar | hatér p
TI2Z9F | QO | IO | OO aQ 9200 200 -7,996 5,588 |-19,981| 3,988 | ,174
T128F o 1 ] Q09 e ]
TI24F | O 200
THF | Q@ | OO | QDO
T116F
TI06F | (il




M4/7 abra: Az évjarat hatasanak vizsgalata

év N atlag szbras t p
WGA 2001 60 64,167 33,750 -,617 ,539
2002 60 67,512 25,040
M4/8. abra: A herbicid kezelés hatasa
1.évi kezelések N atlag sz0ras kezelések p
WGA %] 21 59,744 30,603 %] G ,699
G 21 69,653 34,945 %] F ,988
F 18 62,926 36,766 F G 914
2.8vi kezelések N atlag szbras kezelések p
WGA %] 21 73,371 13,716 %] G 974
G 21 71,247 21,719 %] F 174
F 18 56,319 34,750 F G ,326
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MS. a-amilaz aktivitas eredményeinek statisztikai kiértékelése

MS5/1 abra: 1. évi tenyészkerti kezeletlen mintak osszehasonlitasa

@ p<0,05, @ p<0,01, QD p<0,001
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Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
2,190 6 14 106 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas ,008 6 ,001 5,146 | ,005
Hiba ,004 14 ,003
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45@ | T106@ | T116@ | TI17@ | T124@ | T128@
T1290 Kontraszt | Std. .z | Felsd .
L ° ° becslése Hiba Als6 hatar hatar Sign.
TI280 | QP o 9 ,042 ,010 ,020 ,064 | 001
T1240 (=]
T117¢ Q
T1160 9
TI060 | (i
@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
MS5/2 abra: 1. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F dft df2 D Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
1,836 6 14 164 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas ,001 6 ,000 1,189 | ,367
Hiba ,002 14 ,000
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | T117G | TI124G | TI128G
Kontraszt Std. . .| Felsé .
T129G
becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T128G -,002 ,008 -,019 016 | ,843
TI124G
TI117G
T116G
T106G




MS5/3 abra: 1. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak osszehasonlitasa

@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
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Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
1,836 6 14 164 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas ,002 6 ,000 1,432 | ,270
Hiba ,002 14 ,000
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | TI106F | T116F | TI17F | TI24F | TI128F
Kontraszt Std. . , Felsé .
TI29F
becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T128F -,005 ,008 -,028 013 | 555
TI124F
TI17F
T116F
T106F
D p<0,05, @@ p<0,01, @ p<0,001
MS5/4 abra: 2. évi tenyészkerti kezeletlen mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
984 6 14 472 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas ,006 6 ,001 1,529 | ,240
Hiba ,010 14 ,001
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45@ | T106@ | T116@ | TI17@ | T1240 | T128@
T129¢ Kontraszt Std. . , Felsé
becslése Hiba Also hatar hatar P
T1280 ,021 ,016 -,014 ,055 ,227
T1240
T1170
T1160
T1060




MS5/5 abra: 2. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak 6sszehasonlitasa

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
1,096 6 14 412 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas ,001 6 ,000 1,113 | ,403
Hiba ,003 14 ,000
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | T117G | TI24G | T128G
Kontraszt Std. . ) Fels6 .
T129G
becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T128G ,015 ,009 -,050 ,035 ,130
TI124G
T117G
T116G
T106G
@ p<0,05, @@ p<0,01, @D p<0,001
MS5/6 abra: 2. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df1 df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
2,206 6 14 104 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas ,003 6 ,000 1,931 | ,146
Hiba ,004 14 ,000
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106F | TI116F | TI17F | TI124F | TI28F
Kontraszt Std. . ) Fels6 .
TI129F
becslése Hiba Als6 hatar hatar Sign.
T128F ,025 ,010 ,004 ,046 ,024
TI124F
T117F
T116F
T106F
@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
MS5/7 abra: Az évjarat hatasanak vizsgalata
év N atlag széras t p
a-amilaz 2001 60 ,288 ,018 -,091 ,928
2002 60 ,288 ,021
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MS5/8. abra: A herbicid kezelés hatasanak vizsgalata

1.6vi  |kezelések N atlag sz6ras kezelések p.
a-amiléz %] 21 ,291 ,024 %) G 68
G 21 ,285 014 %) F 967
F 18 ,288 ,018 F G 811
2.8vi kezelések N atlag szoras kezelések p
a-amilaz %] 21 282 ,028 o G ,120
G 21 297 ,015 % = 977
F 18 ,285 ,016 F G ,068
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M6. Osszamilaz aktivitas eredményeinek statisztikai kiértékelése

MG6/1 abra: 1. évi tenyészkerti kezeletlen mintak

@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001

122

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F dft df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szoéras F p
1,930 6 14 146 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 7,337 6 1,223 | 68,007 | ,000
Hiba ,252 14 ,018
LSD teszt: A kontroll csoporthoz val6 hasonlitas:
CY45@ | TI106@ | Ti16@ | TI17@ | TI24@ | TI280 Kontraszt S, AlSo Folsd
T1290 | @D 209 200 OO 209 becslése Hiba | hatar hatér P
-1,313 ,084 | -1,492 | -1,133 ,000
T128¢ | D | DD Q00
TI240 | @D | OO SO0 | O
T117¢ | @D | QDD | O
Ti6g | D | DD
T106¢ | @@
@ p<0,05, @D p<0,01, DD p<0,001
M6/2 abra: 1. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df di2 D Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
1,664 6 14 202 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 2,539 6 ,423 3,039 | ,041
Hiba 1,950 14 ,139
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | TI17G | TI24G | TI28G
T129G = Kontraszt Std. Also Felsé
becslése Hiba hatar hatar P
T128G 9 O -,095 ,233 | -,595 ,404 ,688
T124G o
T117G
T116G
T106G




M6/3 abra: 1. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
2,349 6 14 088 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 1,194 6 ,L199 | 34,494 | ,000
Hiba ,081 14 ,006
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | TI06F | TII6F | TI17F | TI24F | TI28F
TI29F | @@ 200 | 000 | O o Kontraszt | Std. | AlSO | poespatar |
becslése Hiba hatar
T128F | @@ Q00| QQQ -117 047 | -219 -,016 ,027
TI24F | @Dy QO | Q09
T117F | & O | O
Til6F | @ DD | QDD
T106F | @iy
D p<0,05, @@ p<0,01, @ p<0,001
M6/4 abra: 2. évi tenyészkerti kezeletlen mintak
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
1,078 6 14 421 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas ,843 6 ,140 1,576| ,226
Hiba 1,248 14 ,089
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45@ | T106@ | T116@ | TI17@ | T1240 | T128@
T1299 Kontraszt | Std. | \o4 pavar| Felss hatar | p
becslése | Hiba
T1280 -,386 ,186 -7,850 0,014 ,057
T1240
T1170
T1160
T1060

@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
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MG6/5 abra: 2. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
2,590 6 14 067 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 2,571 6 ,428 4,837 | ,007
Hiba 1,240 14 ,890
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | T117G | T124G | T128G
T129G | D D | D Q 900 Q0 Kontra}szt S,td- Alsé hatar Fe's,ﬁ p
becslése Hiba hatar
T128G ,361 ,186 -,037 ,750 , 720
T124G Q
T117G
T116G
T106G
@ p<0,05, @@ p<0,01, @D p<0,001
MG6/6 abra: 2. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df1 df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
2,055 6 14 125 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas ,959 6 ,160 1,135 | ,392
Hiba 1,971 14 ,140
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | TI106F | T116F | T117F | TI24F | TI128F
Kontraszt Std. . , Felsé
TI129F
becslése Hiba Also hatar hatar P
T128F 1,000E-02 ,234 -,492 ,512 ,967
TI124F
TI17F
T116F
TI106F
@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
M6/8. abra: Az évjarat hatasanak vizsgalata
év N atlag széras t p
0sszamilaz 2001 60 2,589 ,511 -23,943 ,000
2002 60 5,114 ,636
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M6/8. abra: A herbicid kezelés hatasanak vizsgalata

1.évi kezelések N atlag széras kezelések p.
Osszamilaz J 21 2,331 ,615 %] G 06
G 21 2,735 ,473 %] F 041
F 18 2,720 ,267 F G 1999
2.8vi kezelések N atlag szoras kezelések p.
Osszamilaz J 21 4,517 ,701 %] G ,00
G 21 5,340 ,095 %] F ,000
F 18 5,548 141 F G ,537
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M7. Gliadin tartalom eredményeinek statisztikai kiértékelése

M?7/1 abra: 1. évi tenyészkerti kezeletlen mintak osszehasonlitasa

@ p<0,05, @ p<0,01, QD p<0,001
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Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
426 6 14 849 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 161,245 6 26,874 | 1,013 | ,455
Hiba 371,273 14 26,520
LSD teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45@ | T106@ | T116@ | TI17@ | T124@ | T128@
T1290 Kontraszt | Std. .z | Felsd .
becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T1280 2,148 3211 | -4,739 | 9,036 | ,514
T1240
T1170
T1160
T1060
@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
M?7/2 abra: 1. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak 6sszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F dft df2 D Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
686 6 14 665 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 292,647 6 48,774 | 2,223 | ,102
Hiba 307,144 14 21,939
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | T117G | TI124G | TI128G
Kontraszt Std. . .| Felsé .
T129G
becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T128G 4,840 2,921 | -1,425 |11,105| ,120
TI124G
TI117G
T116G
T106G




M?7/3 abra: 1. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak osszehasonlitasa

@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
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Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
568 6 14 749 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 222,855 6 37,142 | 1,899 | ,151
Hiba 273,778 14 19,556
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | TI106F | T116F | TI17F | TI24F | TI128F
Kontraszt Std. . , Felsé .
TI129F
becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T128F 5,843 2,758 | -0,0719 | 11,757 |,056
TI124F
TI17F
T116F
T106F
D p<0,05, @@ p<0,01, @ p<0,001
M?7/4 abra: 2. évi tenyészkerti kezeletlen mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
570 6 14 748 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 179,130 6 29,855 | 1,470 | ,258
Hiba 284,324 14 20,309
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45@ | T106@ | T116@ | TI17@ | T1240 | T128@
T129¢ Kontraszt Std. . , Felsé
becslése Hiba Also hatar hatar P
T1280 2,810 -2,763 9,292 ,265
T1240
T1170
T1160
T1060




M?7/5 abra: 2. évi tenyészkerti Granstar kezelt mintak 6sszehasonlitasa

Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Sz6ras F p
1,033 6 14 445 forrdsa | négyzetésszeg fok négyzet
Hatas 217,610 6 36,268 | ,888 | ,529
Hiba 571,563 14 40,826
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106G | T116G | T117G | TI24G | T128G
Kontraszt Std. . ) Fels6 .
T129G
becslése Hiba Als6 hatar hatar Sign.
T128G 4,679 3,985 -3,867 13,225 | ,260
TI124G
T117G
T116G
T106G
@ p<0,05, @@ p<0,01, @D p<0,001
M?7/6 abra: 2. évi tenyészkerti Finale kezelt mintak osszehasonlitasa
Levene Variancia homogenitasi teszt: F-préba:
F df1 df2 p Az eltérés Eltérés Szabadsagi | Szo6ras F p
698 6 14 656 forrdsa | négyzetdsszeg fok négyzet
Hatas 200,893 6 33,482 | 1,450 | ,265
Hiba 323,363 14 23,097
Bonferroni teszt: A kontroll csoporthoz valé hasonlitas:
CY45G | T106F | TI116F | TI17F | TI124F | TI28F
Kontraszt Std. . ) Fels6 .
TI129F
becslése Hiba Also hatar hatar Sign.
T128F 4,987 2,997 -1,441 11,415 | ,118
TI124F
T117F
T116F
T106F
@ p<0,05, @@ p<0,01, @@ p<0,001
M?7/7 abra: Az évjarat hatasanak vizsgalata
év N atlag széras t p
gliadin 2001 60 36,96 5,12 -2,408 ,180
2002 60 39,24 5,27
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M?7/8. abra: A herbicid kezelés hatasanak vizsgalata

1.évi kezelések N atlag sz0rés kezelések p.
gliadin o 21 37,88 5,16 %) G 68
G 21 37,25 5,47 %) F ,162
F 18 35,55 4,61 F G 307
2.évi kezelések N atlag szbras kezelések p
gliadin %) 21 38,86 4,81 %] G 534
G 21 39,89 6,28 %] F 975
F 18 38,92 4,69 F G 572
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MS. Sziil6i és transzgénikus vonalak aminosav osszetételi adatai
MS8/1. abra: 1. évi tenyészkerti mintak aminosav osszetételi adatai (AA %)

1. évi tenyészkerti mintdk

CY-45 (0 T@@) T (F) CY-45 (G) T (G)
)
Atlag Atlag Intervallum Szérds Atlag Intervallum  Szérds Atlag Atlag Intervallum  Szérds
Esszencialis
aminosavak
Lizin 5,17 4,92  4,46-5,20 0,28 5,39 4,10-8,06 1,36 4,79 4,47 3,78-4,99 0,58
Leucin 7,67 8,47  7,94-9,37 0,49 9,06  8,67-948 0,32 9.1 9,06 8,27-9,60 0,53
Izoleucin 4,04 4,39 4,124,774 0,21 4,66  4,56-4,87 0,14 4,89 4,76 4,42-5,06 0,26
Treonin 3,40 3,99  3,64-4,79 0,41 4,13 3,75-4,54 0,26 4,40 3,97 3,60-4,52 0,38
Valin 4,79 5,04 5,06-6,23 0,43 5,62 5,08-6,22 0,44 5,68 5,73 5,24-6,11 0,30
Metionin 0,70 0,63  0,59-0,68 0,04 0,60  0,31-0,70 0,15 0,89 0,62 0,59-0,68 0,04
Fenilalanin 5,66 595 5,51-6,21 0,25 6,32  5,61-5,72 0,39 6,63 6,58 6,20-6,84 0,27
Triptofan 1,32 1,22 1,13-1,32 0,08 1,30  1,12-1,94 0,32 1,33 1,13 1,06-1,22 0,06
Nem-esszencialis
aminosavak
Alanin 4,05 495 4,31-6,27 0,69 5,54  4,66-7,44 0,99 5,11 4,96 4,45-5,55 0,48
Aszpartamsav 5,70 7,01  5,92-9,22 1,13 7,81  6,35-10,26 1,39 6,57 6,86 6,38-7,41 0,54
Glutaminsav 38,00 38,26 35,95-40,95 1,64 37,68 29,42-4349 4,80 41,53 40,67 36,72-42,76 2,79
Szerin 5,45 6,00 5,62-6,70 0,39 5,93  5,35-6,76 0,55 6,88 5,87 5,04-6,95 0,76
Glicin 5,14 5,89  5,24-7,08 0,64 6,73  5,84-8,50 0,93 6,23 6,16 5,56-6,71 0,48
Cisztein 0,51 0,48  0,44-0,51 0,03 0,50  0,25-0,83 0,19 0,77 0,54 0,44-0,81 0,16
Tirozin 4,71 4,36 4,03-4,57 0,28 4,30  2,07-5,08 1,11 5,32 4,69 4,46-4,96 0,20
Hisztidin 4,84 4,48 4,14-4,84 0,29 548  4,43-9,44 1,95 4,49 4,41 3,94-4,76 0,27
Arginin 7,03 6,67  6,06-7,03 0,36 8,58  6,73-14,49 2,95 9,55 7,73 7,03-8,37 0,67
Prolin 14,84 14,16 13,27-15,57 0,78 13,47 9,35-15,09 2,10 15,34 14,86 14,27-16,36 0,82
Ahol

T = A hat transzgénikus vonal (T-106, T-116, T-117, T-124, T-128, T-129) eredményeinek atlaga
= kezeletlen mintak

G= Granstar kezelt mintdak

F= Finale kezelt mintak
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MS8/2. abra: 2. évi tenyészkerti mintak aminosav osszetételi adatai (AA %)

2. évi tenyészkerti mintdk

CY-45 (D) T() T (F) CY-45 (G) T (G)

Mean Mean Range SEM Mean Range SEM Mean Mean Range SEM
Esszencialis aminosavak
Lizin 3,86 4,43 4,20-4,69 0,20 4,35 3,70-5,50 0,69 5,38 4,24 3,60-4,69 0,45
Leucin 9,22 10,32 9,72-11,10 0,48 10,50 9,36-11,74 0,79 10,86 10,35  8,75-11,38 0,97
Izoleucin 4,65 5,14  4,46-5,69 0,40 5,37 4,46-6,47 0,74 5,44 541 4,44-7,17 0,95
Treonin 3,83 4,35  4,10-4,60 0,20 4,30 3,81-4,92 0,40 4,83 4,20 3,71-4,57 0,34
Valin 5,65 6,37 6,04-6,77 0,32 6,36 5,55-7,33 0,68 6,79 6,24 5,61-6,78 0,41
Metionin 0,52 0,56  0,42-0,66 0,10 0,56 0,45-0,66 0,09 0,45 0,55 0,44-0,68 0,41
Fenilalanin 6,02 6,79  6,38-7,36 0,35 6,66 5,96-7,69 0,82 7,02 6,60 5,94-7,53 0,59
Triptofan 1,55 1,72 1,61-1,87 0,10 1,74 1,64-1,86 0,09 1,72 1,70 1,39-1,87 0,18
Nem-esszencialis
aminosavak
Alanin 5,46 6,21 5,92-642 0,20 6,17 5,48-7,18 0,61 7,11 6,07 5,47-6,41 0,41
Aszpartdmsav 6,72 7,78  7,48-8,03 0,19 7,72 7,08-9,00 0,74 9,27 7,75 7,24-8,41 0,41
Glutaminsav 45,13 49,68 47,81-52,49 1,68 49,76  45,15-53,68 3,30 45,60 49,82 45,78-54,09 2,74
Szerin 4,70 5,36 5,03-5,63 0,24 5,31 4,45-5,82 0,52 5,74 5,26 4,89-5,76 0,33
Glicin 4,82 5,35  5,12-5,57 0,19 5,22 4,77-6,04 0,53 6,01 5,20 4,86-5,48 0,24
Cisztein 0,36 0,41  0,36-0,50 0,05 0,41 0,35-0,53 0,07 0,44 0,42 0,33-0,53 0,08
Tirozin 3,41 426  3,19-5,02 0,80 4,35 3,40-4,92 0,74 3,41 4,25 3,38-5,10 0,73
Hisztidin 4,36 440 4,12-4,68 0,23 4,35 3,48-4,91 0,47 4,55 4,13 3,57-4,58 0,38
Arginin 6,25 7,86  6,57-8,95 0,82 7,48 6,57-8,79 0,82 8,54 7,75 7,31-8,93 0,59
Prolin 15,67 17,03 15,97-18,63 1,04 17,80 15,97-18,79 1,02 17,52 18,56 16,23-20,83 1,60
Ahol

T = A hat transzgénikus vonal (T-106, T-116, T-117, T-124, T-128, T-129) eredményeinek atlaga

(= kezeletlen mintdk
G= Granstar kezelt mintak
F= Finale kezelt mintak
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonom témavezetdémnek, Dr. Gelencsér Evanak az irdnymutatdsait, tandcsait s az d&ltala
nyujtott elméleti hatteret, amelyek nagymértékben hozz4djarultak doktori dolgozatom elkészitéséhez.
K6szondm Dr. Banati Diananak, a Kozponti Elelmiszer-tudoményi Kutatéintézet FéigazgatGjanak
a lehetdséget, hogy ezen Intézményben készithettem el a doktori munkamat.

Koszonom Dr. Pauk Janosnak, a kisérleteimhez biztositott vizsgélati mintakért.

Ko6szonom, Dr. Beczner Juditnak és a Mikrobioldgiai Osztdlynak a tenyészkerti kisérletekbol
szarmaz6 mintdk mikrobioldgiai szennyezettségének vizsgalataiért.

Koszonom Dr. Szamos Jenének hogy tisztitott antigént biztositott vizsgalataimhoz.

K6szonom Dr. Polgar Mariannak a kisérleteimhez biztositott human szérumokért.

Ko6szonom Drégely-Kiss Agoténak a statisztikai kiértékelésben nyujtott segitségéért.

Kiilon koszonettel tartozom Dr. Szabé Erzsébetnek, Dr. Nagyné-Gasztonyi Magdolnanak, Dr.
Szerdahelyi Emoékének, Dr. Szabé Erikanak, Dr. Janosi Annanak, Dr. Zalan Zsoltnak,
Horvathné Dr. Szanics Enikdének, Dr. Takacs Krisztinanak, hogy szakmai tuddsukkal,
gyakorlati tanidcsaikkal segitettek munkamban.

Kiilén koszonettel tartozom Kissné Valentin Evanak, Molnar Mihalynénak, Haderné Sélyom
Katalinnak, Gyebroczki Jozsefnek a laborban és allathiazban nyujtott segitségiikért, gyakorlati
tandcsaikért.

Koszonetemet fejezem ki a Biolégia Osztialy minden egyes munkatdrsainak és az intézeti
kollegaknak barati segitokészségiikért, valamint a biztatasukért.

Ko6szonom csaladom, minden kedves rokon és barat tiirelmét és tdmogatasat nélkiilik nem

sikeriilt volna célom elérése.
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