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1. BEVEZETES

A genetikailag mddositott novények eldallitdsa sordan a cél valamilyen, hasznos tulajdonsagért
felelds gén, mint példaul ellendlld képesség fokozdsa, tdpldlkozasi eldny, bioldgiailag aktiv
vegyliletek termeltetése, géntechnoldgiai uton torténd bejuttatisa a novénybe. Bar az évek sordn
jelentdsen fejlédott a géntechnoldgia eszkoztidra, mégis az Uj technoldgiai alkalmazdsa szamos,
kornyezeti, takarmény- és élelmiszer-biztonsagi kérdést is felvetett. Az Eurépai Unié ugyan a piacra
keriiléshez sziikséges engedélyezéshez elvarja a genetikailag moddositott (GM) novények
élelmiszer-biztonsagi vizsgalatat, mégis az 6vatossag elve alapjan kotelezové teszi a piacra keriilést
kovetd monitorozdst a varatlan kozegészségiigyi vagy kornyezeti kockazat elkeriilése céljabol és a
fogyasztok szabad vélasztdsat eldsegitendd0 a GM-eredet vagy kontamindcié jelolését az

élelmiszereken.

Mivel a hagyomanyos toxikoldgiai vizsgdlatok nem alkalmazhaték a GM novények kockdazat
becslésére, ezért a nemzetkozi szervezetek ajanldsokat fogalmaztak meg, melyben a transzgénikus
novények tdpanyag egyenértékiiségének (Iényegi egyenértékiiség) tesztelésén tul a taplalkozasi
vagy az élelmiszer-biztonsagi (pl. toxikus hatds, allergén kockazat, révid- és hosszutavu terheléssel

jaré biologiai hatds) veszélyek feltarasat is sziikségesnek tartjak.

Az Eurépai Unidban az 4j GM vonal piacra keriilését megeloz6en Osszehasonlité kockazat-becslés
sziikséges, az EFSA ajanlasoknak megfelelden. Ennek érdekében vizsgdlni kell a biztonsdgos
fogyasztasi hattérrel rendelkezd, sziiléi vonal jellemzdit (eredet, biztonsidgos felhaszndlds), a
transzgén donort (allergén, toxikus szekvencia homoldgia), a transzformacié moédjat (donor gén
illesztés mddja €s vektor leirdsa, transzformalt DNS jellemzése), a génterméket (szerkezet, eredet
jellemzése, hatdsmdd, toxicitds, allergenitds). Emellett igen fontos az j GM vonal élelmiszer-
biztonsagi jellemzdinek (agrondmiai viselkedés, tdpanyag osszetétel, taplalkozdsra gyakorolt hatas,
biztonsdgi értékelés allatkisérletekkel), valamint a kornyezeti kockdzat folyamatos figyelemmel
kisérése ¢és feliigyelete. Nincs tehat elére elhatarozott protokoll az élelmiszer-biztonsagi

vizsgalatokhoz.



. CELKITUZESEK

A totdlis herbiciddel szemben tolerdns buzavonalak és a nem-transzgénikus kontroll tavaszi
buza lényegi egyenértékiiségének Osszehasonlité vizsgalata azzal a céllal, hogy tapasztalhaté-e
érdemi eltérés a tdpanyaghordozékban a GM-technoldgia, az évjarat €s a herbicid kezelések

hatasara.

A totdlis herbiciddel szemben tolerdns buzavonalak és a nem-transzgénikus kontroll tavaszi
buza allergén fehérjéinek Osszehasonlité vizsgalata azzal a céllal, hogy a GM-technolégia, az
évjarat és a herbicid kezelések hatdsara tortént-e olyan vart vagy nem vart véltozds a vizsgalt

fehérjék szintjén, amely megnovelheti az allergén kockazat veszélyét.

Az tjonnan expresszalt géntermék és potencidlis allergénként azonositott, szelektdlt marker
fehérjék tapcsatorna rezisztencidjanak vizsgalata azzal a céllal, hogy a tdpcsatornidban rezisztens

fehérjék szervezetbe keriilésének kockézatat feltarjam.

A totalis herbiciddel szemben tolerans buzavonalakbdl élelmiszer-biztonsdg szempontjai szerint
szelektélt, kezeletlen nativ és hokezelt transzgenikus vonal és a nem transzgenikus kontroll
tavaszi buza rovidtavu etetésének patkdnymodellben torténd Osszehasonlité vizsgdlata azzal a
céllal, hogy feltirjam annak a veszélyét, hogy a fehérjék szintjén bekovetkezett véltozdsok

hatdssal vannak-e a fehérjehasznosulasra.

Kisérleti tapasztalataim alapjdn javaslatok készitése a GM novények élelmiszerbiztonsagi
kockdzat-becslésére javasolt moddszertani utmutaté gyakorlatban torténd alkalmazéasanak

eldsegitésére.



3. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Bazamintak

Vizsgdlataimhoz két egymadst kovetd évben tenyészkertbe kihelyezett, hat transzgénikus vonal
(T106, T116, T117, T124, T128, T129) és kontrollként hasznalt Triticum aestivum L. tavaszi sziiloi
buzatorzs (CY-45) szemtermését hasznaltam. Vizsgdlataimat totalis gyomirto szerrel (Finale 14 SL;
F), illetve buzara regisztralt hagyomdnyos gyomirté szerrel (Granstar; G) kezelt, valamint nem

kezelt (gyomlalt; @) mintdkra is kiterjesztettem.

A herbicid tolerdns transzgénikus buzavonalakat a Gabonakutaté Nonprofit Kft kutatéi (Dr. Pauk
Janos) PDS-1000/He részecske belovo berendezéssel hoztak 1étre. A transzformdciohoz pAHC20
plazmid molekuldt haszndltak. A sziil6i tulajdonsdgokat hordozé kenyérbuiza bdzisan a hat
fliggetlen transzgénikus vonalat 6t iiveghdzi ciklusban (generacidban) szaporitottdk fel. A vonalak a
bejuttatott génre nézve homozigétak voltak, melyekben a transzgén stabilan 6roklodott. A herbicid
rezisztenciaért feleldés gént (bar), mely kukorica ubiquitin promoéter alatt mikodik, Strepromyces
hygroscopicus baktériumbol izolédltdk. Ez a gén azon til, hogy a buzdnak Finale rezisztenciat
kolcsonoz, a marker gén szerepét is betolti, mely lehetévé teszi a ndvény identifikdldsat és a (PAT™)

szelekciojat.
3.2 Nem-transzgénikus kontroll biiza és transzgénikus bizavonalak ésszehasonlit6 vizsgalata

® A bar gén jelenlétének kimutatdsara PCR technikat, mig a PAT fehérje expresszid igazoldsara

szendvics ELISA-t alkalmaztam.

e A Iényegi egyenértékiiség vizsgdlatdhoz szabvanyos moddszerekkel hatdroztam meg a

szarazanyag-, a nyersfehérje-, a nyersrost-, a nyerszsir- €s a nyershamu- tartalmat.

¢ A marker fehérjékben bekovetkezd valtozasok vizsgdlatdhoz a buza fehérjét OSBORNE szerint
frakciondltam. Az albumin-globulin frakcié (AGF) egyiittes kinyerése utdn vizsgédltam a fébb
gabona allergéneket (WGA, az a-amildz inhibitor, a szerpin és az amildzok). Az alkohol oldhat6
frakciobol pedig a gabonaallergia és a lisztérzékenység szempontbdl is fontos gliadinokat

vizsgaltam.

e A gabona allergének kvantitativ jellemzésére a WGA-t vélasztottam, amelyre egy WGA-
specifikus ELISA-tesztet fejlesztettem ki. A colidkia szempontjabol fontos allergének

kvantitativ meghatdarozasara gliadin-specifikus ELISA-t adaptaltam.



A fehérjefrakcidkban bekovetkezett véltozasokat SDS-PAGE és A-PAGE mddszerrel kovettem
nyomon. A potencidlis allergének felismeréséhez gabona allergia, illetve colidkia klinikai
tiilneteire igazolt human hiperimmun szérumokat haszndltam fel az immunblotthoz. Az amildz
inhibitorok félkvantitativ meghatdroza nativ PAGE-val tortént, amelyet fehérje szeparaldst
kovetden enzimfestéses méréssel végeztem. Az amildzok meghatdrozasa enzimaktivitds alapjan,

fotométeresen tortént.

A vdélasztott markerfehérjék (PAT, WGA) tapcsatorna rezisztenciat modellezd in vitro
vizsgdlatira membranos emésztési tesztet fejlesztettem ki, amelyben az SDS-PAGE fehérje
szeparaciot kovetden a membranra atblottolt fehérjék pepszines emésztéssel szemben rezisztens

immunreaktiv fehérjéket specifikus ellenanyaggal azonositottam.

A tépcsatorna rezisztencia in vivo vizsgdlatira akut patkdnymodellt adaptdltam, melyben a
bioldgiai mintdkban tuléld immunreaktiv fehérjéket PAT specifikus szendvics ELISA-val,

illetve WGA specifikus kompetitiv ELISA-val hataroztam meg.

Az alapanyagok in vitro tapértékét a vizsgélt fehérje esszencidlis aminosav Osszetételének
referencia fehérjére vonatkoztatott relativ szdzaléka alapjdn szdmitott tdpérték indexszel
(Chemical Score, CS) és a hozza tartozé limitdlé aminosavval jellemeztem. Az aminosav

osszetételét ioncseréld kromatografids modszerrel hatdroztam meg.

Az élelmiszer-biztonsdgi szempontok szerint szelektdlt transzgénikus buzavonal (T-128)
rovidtavu etetésének hatdsit patkanyetetési kisérletben hataroztam meg, melyet az egységnyi
fehérjebevitelre forditott testtomeg indexszel (NPR) és a nitrogénmérlegre alapozott

fehérjehasznosulds mutatéival (TD, NPU, BV) jellemeztem.



4. EREDMENYEK

® A bar gén jelenlétét PCR technikdval, a PAT fehérje expresszidjat pedig szendvics ELISA-val

mérve, valamennyi transzgénikus biza vonalban igazoltam a génmddositds tényét.

e A fébb tdpanyaghordozok vizsgalata sordn megdllapitottam, hogy bar a transzgénikus vonalak
fehérjetartalmukban nagy variabilitdst mutattak, de az esetek tobbségében jelentésen nagyobb

fehérjetartalommal rendelkeztek a kontroll biizaval szemben.

e Az AGF frakciéban taldlhaté olyan fontos gabona allergén fehérjékben, mint a WGA, az o-
amildz inhibitor, a szerpin €s az amildzok profiljdban bekovetkezd valtozdsokat vizsgilva a
kovetkez0  megallapitdsokat tettem. Az AGF elektroforézises vizsgdlatival a
fehérjeszerkezetben nem tapasztaltam kiilonbségfehérjék megjelenését. Az immunreaktiv WGA
tartalom jelentdsen, mig az o-amildz inhibitor aktivitds tobb transzgénikus vonalban is
megnovekedett. Ez a tény a rezisztencia nemesités szempontjabol kedvezd is lehet. Ugyanakkor
élelmiszer-biztonsagi szempontb6l tovabbi vizsgdlatokat igényel, hogy a technoldgiai
kezelésektdl vagy az étrendben alkalmazott terheléstdl fiiggden valoban fennéllhat-e az allergén
kockdzat veszélye. Az Ossz-amildz aktivitdsban tapasztalt véltozds, mely elsdsorban a [-
amildzban bekovetkezd valtozasoknak volt tulajdonithat6, az 1. évi kezeletlen mintdknal
szignifikdnsan nagyobb értéket mutatott a transzgénikus vonalakban, de ez a kiilonbség az
évjarat és herbicid kezelés hatdsara jelentosen megnovekedett 0ssz-amildz értékeknél mar nem
volt tapasztalhat6. A prolamin frakciéban 1évo gliadin allergének profiljaban 1ényeges

eltéréseket nem tapasztaltam.

® Az tjonnan expresszdlt PAT fehérje és az altalam valasztott WGA marker fehérjék tapcsatorna
rezisztencidjanak vizsgdlataib6l megéllapitottam, hogy a PAT fehérje a patkany
tdpcsatorndjaban elbomlott, ezért nem jelent tovabbi allergén kockdzatot a szervezet szdmadra.
Ezzel szemben az immunreaktiv WGA csak részlegesen bomlott el a patkdny tdpcsatorndjdban
és a bélfalhoz kotddve kimutathaté volt. Béar az dllatok egyedi vdlasza rendkiviill nagy
variabilitdst mutatott, a tdlél6 WGA antigén potencidlis kockdzatot jelenthet a szervezet

szamara.

e A sziildi biza és az élelmiszer-biztonsagi szempontok alapjan kivalasztott T-128-as vonal
rovidtavi patkdnyetetési kisérletébdl megdllapitottam, hogy a fehérjékben bekovetkezett

valtozasok nem érték el azt a szintet, amely hatdssal lehet a fehérjehasznosulasra.



.UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. A ppt-toleranciit hordozd, hazai elddllitasu transzgénikus buzavonalak €s a nem-transzgénikus
végeztem el. Megdllapitottam, 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 hordoz6, transzgénikus bizavonalak és a nem-transzgénikus kontroll CY-45
tavaszi buza allergén fehérjéinek Osszehasonlitd vizsgdlatdnak eredményibol megdllapitottam,
hogy lényeges véltozas az AGF fehérjék szintjén kovetkezett be, mig a tartalékfehérjéket

tekintve, a gliadinokban nem volt szignifikans valtozas.

. A transzgénikus vonalak tobbségében szignifikans novekedést tapasztaltam a WGA tartalomban
(2001: T116@-G-F, T1170-G-F, T1240-G-F, T1280-G-F, T1290-G-F; 2002: T106G, T117G-
F, T124G T1290-G-F), ugyanakkor a GM vonalak egymds kozotti dsszehasonlitasban nagy

variabilitast mutattak.

. Az o-amildz inhibitorok esetében, a vizsgdlt vonalakban (T128@-G-F, T129%-G-F) nagyobb
enzimaktivitdsi szintet mértem, melyet a herbicid kezelés tovabb novelt. E véltozdsok, bar
megnovelhetik a GM vonalak patogénekkel szembeni ellendllé képességét, viszont az allergén

kockézat veszélyét fokozhatjak.

. A kezeletlen GM vonalakban djonnan expresszdlt géntermék (PAT) és a potencidlis
allergénként azonositott, szelektalt marker fehérje (WGA) akut patkdnymodelljét bizafehérjére
adaptédltam. A fehérjék tdpcsatorna rezisztencidjanak vizsgalatdbol megallapitottam, hogy mig a
PAT fehérje a tdpcsatornaban elbomlik, addig a bélfalhoz specifikusan kitapaddé WGA lektin

esetében szamolni kell a szervezetbe vald bekeriilés kockazataval.

. A WGA tépcsatorna rezisztencia in vivo vizsgalatdra specifikus kompetitiv indirekt ELISA-t, az
in vitro vizsgalatira membrénon torténd pepszines emésztést kovetd immunblott modszert

fejlesztettem Kki.



7. Az élelmiszer-biztonsag szempontjai szerint szelektalt T-128(@ kezeletlen, nativ transzgénikus
biza vonal és a nem-transzgénikus CY-45 kontroll tavaszi buza rovidtavi 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.



6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

e Kisérleti eredményeim statisztikai kiértékelésében a GM vonalakon beliili nagy variabilitds
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 expresszios szintje novényi fehérjére vonatkoztatva rendkiviil alacsony, ezért
géntermékben és mds bioldgiailag aktiv fehérjékben dus albumin/globulin frakcidt tisztitottam a
fehérjevizsgéalatokhoz.
Amennyiben a géntermék kockdzatdnak vizsgdlatdt rekombindns fehérjékkel kivanjuk elvégezni,
ligy sziitkséges a homolog szerkezet biztositdsa, melyhez a hagyomdnyos modszerek alkalmazdsa
indokolt. A kockdzatot jelento kiilonbségfehérjék osszehasonlito jellemzésére pedig omix

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

e A bakteridlis eredetii PAT enzim nem mutat szekvencia homolégiat 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 allergids
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.

e Mivel a funkciondlis homoldgia vizsgilatok nem kivitelezhetdek, sziikség volt a tdpcsatorna
rezisztencia vizsgélatara. A vizsgélatokhoz 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 lehetové a bioldgiai relevancia hiteles igazolésat.



Fontosnak tartom a specifikus cukormegkoto képességgel rendelkezo lektinek (pl. WGA) in vitro
pepszines emésztésének vizsgdlata mellett, akut patkdany modellben torténo 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.

e Mivel a fehérjék szintjén eltéréseket tapasztaltam, allatkisérletekben teszteltem a rovidtavua
bioldogiai hatdst. Az adott kisérleti koriilmények kozott, a fehérje szinten bekovetkezett
valtozdsok nem okoztak kimutathaté biol6giai hatdst. A hazai étrendi szokdsokat figyelembe
véve, val6szinlleg a bar génnel transzformdlt buza rovidtivon nem jelent kockdzatot a
fogyasztora.

Az dllatmodellek tervezését (dllatok szdma, diéta Osszetétele, aktiv komponensek kritikus

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