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OsSZEFOGLALO

Biotechnoldgiai modszert mar iddszamitasunk elétt 1800 koriil hasznaltak,
amikor élesztével kezdték keleszteni a kenyeret és bort erjesztettek. 1860-
tol névényi keresztezési kisérietek kezdidtek, amelyekbdl az Grokithetéen
jobb tulajdonsédgi egyedeket szaporitottak tovabb. A  legtébb
élelmiszernévény, igy a rizs, zab, burgonya, kukorica, buza és a
paradicsom is, évtizedek 6ta az elébbi tevékenység folytonos alkalmazasa
eredményekeppen valtozé, valamilyen szempontbdl javitott formaban
kerlinek felhasznaldsra. A hagyomanyos keresztezés korlatait sikerllt
atlépni 1973-ban, amikor egyik szervezetbél a masikba térténd DNS-
transzfer hatasos modjat fedezték fel és mod nyilt adott tulajdonsag(ok)ért
felelds gén(ek) kozvetien atvitelére. A moédositasi folyamat felgyorsult és a
hagyomanyos nemesitésben érvényes, rokonok kozotti keresztezés
korlatia sem akadaly a tovabbiakban, mivel génatvitel (potencialisan)
barmely éi6 organizmusbdl lehetséges barmely masikba. A szandék, hogy
a terméshozam névekedjen, a minéség javuljon érthetd. Altalanos elvaras,
hogy az alkalmazott kemikdlidk (peszticidek, fungicidek, herbicidek)
mennyisége csokkenjen. Genetikailag moédositott szervezetek (GMO)
megnévelt biologiai ellenalld képességge! birhatnak: pl. Afrikaban
megkétszerez6dott az édesburgonya terméshozama rekombinans DNS
(rDNS) technikaval virusellenalléva tett vetéanyag hasznalataval. Mieldtt
koézhasznalatra keriline egy biotechnoldgiai uton genetikailag modositott
(GM) névény, sok szempontbol elemzik a kockazatokat és a biztonsagi
kérdéseket. Az USA-ban jobb a tarsadalmi fogadtatas, mig Eurdpaban a
GM-jelz6 (ehhez képest) inkdbb negativ értelml. Nem a "vildgos"-, illetve
“normal”-Zéldekkel van probléma, akik alkalmanként értelmes kritikat
fogalmaznak meg, es igy ténylegesen segithetik veszélyhelyzetek
elkertlését, de megalapozott érvekkel meggy&zhetdk, hanem a szigoruan
egyoldalu, "sbtét"-Zoéldekkel... Az GM-alkalmazasok elmult 10 évében
sehol sem merdUit fel olyan tényezd, ami miatt a GM-tevékenységet indokolt
lenne felfuggeszteni. Sokszor més okok befolyasoligk a tarsadalmi
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megitélést: Anglidban, pl. a szivacsos agysorvadas 5-15 évig lappangd
jellege alapozza meg (tdbbek kéz6tt) a bizonytalansagot, mert tartanak az
esetleg nem azonositott, hosszabb idé alatt jelentkezé GM
mellékhatasokidl. Tény, hogy GM szervezetek eldallitasa, a GM
szervezetekkel torténd termelétevékenység kapcsan az  ebben
résztvevéknek 4atlagosndl nagyobb a feleléssége, de megfeleld
torvényekkel koérilirva, a szabdalyokat betartva a genetikai mddositasok
egyértelmlen pozitiv hatasai érvényesiithetnek.

GENETIKAI MODOSITAS (GM)

Az Agrobacterium tumefaciens gyakran hasznalt baktérium, amelynek
segitségével idegen DNS-t juttatnak novényi sejtekbe. Alaphelyzetben, a
baktérium névényi betegséget okozé géneket épit a fogaddsejtbe, mig
genetikai modositas szandékaval ezeket a géneket lecserélik a bevinni
kivant tulajdonsagot meghatérozé génekkel és igy a betegség helyett a
kivant tulajdonsag realizalodik. Buzaban, kukoricdban és néhany mas
névényben nem mikodik ez a modell, igy ezekben az esetekben az dn.
részecske bombazas technikajat alkalmazzak gyakrabban. Mikroszkopikus
atmeéréja (1-5 um) arany vagy wolfram részecskék fellletét a kivant
informaciot hordozo DNS-el toltik fel, majd a névényi célsejtekbe 16vik (un.
biolisztikus modszer), ahol a bevitt DNS a névényi génailomanyba épllhet.
A maodositott sejtekbdl telies néveényt nevelnek, amelyben mar az Gjonnan
beépitett tulajdonsag is kifejezédhet.

Erdekes modon rovarkartevik és tobb betegség ellen idegen génekkel,
tébb mint 20 kulénbézé, un. transzgénikus ndvényben magas fokU
védelmet tudtak megvaldsitani (pl. kukorica, burgonya, sltétdk, gyapot,
szojabab, repce, paradicsom, lucerna, rizs és arpa), de baktériumok és
gombak okozta ndvénybetegségek elleni sikeres megoldasok egyelére
ritkak.

A Bt toxin, a Bacillus thuringiensis talajbaktérium génjeiben kodolt fehérje,
ami  bizonyos rovarckra mérgezd. Igazan hatdsos ndvényi
rovarrezisztenciat leginkabb a Bt toxin termelésére képessé tett GM
valtozatokkal érték el. Vizsgalatok szerint a Bt toxin emberre, mas
emlésokre, sét a legtébb nem cél-rovarra nincs hatassal. Ujabb
megkozelités, amikor a novények termeészetes védelmében szerepet
jatszo génekre koncentralnak, amelyek termékei a rovaremésztést
zavarjak meg.

Virus ellenallo-képesseget sokszor gy érnek el, hogy a patogén virus
képenyfehérjéit kodold szekvenciakat épitik a védendd névénybe, de mas
megoldasok is ismertek.

Gombakra vonatkozéan a névényi ellen alléképesség fokozasa nevezhetd

egyelbre sikernek (pl. kitinara és glukanazra transzgénikus rizs). Hasonld a
helyzet baktériumok okozta betegségek esetén: sikerlit cstkkenteni a
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betegség mértékét, de telies védelem nem alakult ki (pl. 6rias
selyemlepkébdl a cekropin-gén atvitele dohanyba). Nagyobb hatasfok ezen
a terlleten akkor varhato, ha az egyes esetekben meglévd természetes
védelem mechanizmusa részleteiben ismert lesz.

A kereskedelmi szempontbdl megkézelitve fontos, Uj tulajdonsagok
bevitelével kapcsolatban

I. javuld  termékmindség  (eltarthatosag, szallithatosag/fizikai
tuiajdonsagok, éréskésleltetés, a feldolgozasi érték ndvekedése)

il. kartevi-rezisztencia (rovar, féreg, virus)
.  agrartechnikai eldnyok (pl. herbicid-tirés) kategariai kuldniinek el.

Az |. csoportba tartozd egyik kivald példa a FlavrSavr paradicsom, amely
az anya-novényen pirosra éretten szedheté piacra, anélkil, hogy a
gyumeélcsok  sejtfaldt  legnagyobb  tdmegben  alkoté  pektint  a
poligalakturondz (PG) enzim lebontana. Normal esetben a paradicsom idd
elétt felpuhulna, és kereskedelmi szempontbdl leértékelédne. Az emlitett
GM-paradicsom génjébe antisense (forditott) PG-gént épitettek, aminek
masolata olyan mértékben semlegesiti a normélis PG mRNS-t, hogy a
pektinbontd—enzim szintje nagymértékben lecsdkken a gyumélcsben, tehat
az érett termés sokkal hosszabb ideig "alloképes" marad.

Magyarorszagon engedélykoteles, ellenérzétt szabadféldi  kiserletek
folynak pillanatnyilag, nagylzemi GM ndvénytermelés bevezetését 2002-re
jelzik.

Névényeken kivil GM-baktériumok (pl. Lactobacilus - kolbasz,
Streptococcus - joghurt starter), illetve termeltetett fehérjék (pl. kimozin -
sajtgyartas), vagy szamos (GM-mel Osszefiggésbe hozhatd) kisebb
molekula (pl. vitaminok, olajok) hasznalatban vannak mar évek ota.

Allatok vonatkozasaban kisérletek folynak, de inkabb biomedikai célial (pl.
szervatillietés késdbbi célzataval), élelmezési céllal egyeldre kevéshé. A
névekedés gyorsitasara tett probalkozasok tobb esetben Iényeges negativ
mellékhatasok miatt mindsithetdk sikertelennek, de a ndévekedést serkentd
hormon-génekbdl tébb kopiat hordozé GM lazacot és pisztrangot
piacképesnek valdszinlsitik. Nem transzgénikus szarvasmarhak
tejtermelésének fokozaséra baktériumokkal termeltetett szarvasmarha
szomatotropint hasznalnak az USA-ban és néhany eurdpai (nem EU, nem
Svajc) orszagban.

Magyarorszagra a ma érvényes szabalyok alapjan importbcl kerGihetnek
GM élelmiszerek és élelmiszeralapanyagok, de ezt jelezni kell a
fogyasztonak. Kisérleteket végeztink, hogy korlatozottan felszerelt
laborban hogyan tudunk GM-anyagokat szemikvantitativ szinten ellenérizni
és gyors, fehériealapi meghatarozast (szilardfazisu, laterdlis
immunkromatografia) kvantitativva tenni.
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POLIMERAZ LANCREAKCIO ALKALMAZASA (PCR)

Altalanos tendencia, hogy jobb paraméterek elérése érdekében mind
nagyobb mértékben kerllnek forgalomba genetikailag modositott
élelmiszer alapanyagok. A médositd genetikai informaciok mesterséges
konstrukciok részeként keriiinek a célsejtekbe. A detektalas lehetséges a
kotelezéen beépitendd genetikai elemek (promoter és terminétor
szekvenciak), marker gének, illetve géntermékek keresésével Az EU-
orszagok j6l miikédé halézatban dolgoznak a terileten (www.jrc.it), Svéjc
és Kanada aktiv kézremiikodésével. Altalanos elvaras a GMO 1 %-nal
érzékenyebb kimutatasa. 28 EU-igazolt GMO novénybdl 27 tartalmazta a
fitopatogén, karfiol mozaikvirus (Caufimovirus) dn. CaMV358 promoterét
és az un. NOS-terminator szekvenciat, amit az Agrobacterium tumefaciens
nopaline-szintadz génjének 3'-régidjabdl termelték ki. Ha az eredmények
bizonytalanok (pl. természetes Caulimovirus fertézés gyandja esetén),
akkor az nptll (aminoglikozid-3'-foszfotranszferaz) marker gén, illetve
termékének kimutatasa lehet déntd, vagy esetleg a bakteridlis eredet(
EPSPS-gén expressziés terméke.

Tobbfele kukoricat vizsgaltunk a gyakorlatban. Csiraztatas utan a Zenon
Biotechnoldgia Kft. (Szeged) tisztité kittjevel nyertink a mintakbél DNS-t, a
koncentracié meghatarozasa spektroszképiai alapon tértént. A PCR
reakcidelegy: V=25 pl, 1 U Tag-polimerdz, 1.5 mM MgCl;, 0.1 mM dNTP
(4), primer: 0.25 éM, DNS 12-16 ng koril. PCR-program: 94 °C/3', majd 36
ciklusban 94 °C/1', 72 °C/1', 62 °C/1".

Az alabbi oligomereket szintetizaltattuk az MTA Szegedi Bicldgiai
Kézpontjaban:

A 35§ promoter kimutatasara a sense oligonukleotid szekvencia:
5 GCT CCTACAAATGCCATCAZ

A 358 promoter kimutatasara az antisense oligonukleotid szekvencia:
5' GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3'

A NOS terminator kimutatasara a sense oligonukleotid szekvencia:
5 GAATCCTGTTGCCGGTCT TG 3

A NOS terminator kimutatasara az antisense oligonukleotid szekvencia:
5 TTATCCTAGTITGCGCGCTA

A TAQ-polimerazzal el6allé szekvencia 195 bazispar (bp) hosszi a 35S
promoter, mig 180 bp hosszu a NOS terminator jelenléte esetén. A
megadott oligonukleotid szekvenciak GM-ellendrzésre jol  mUiksdo
rendszert adtak. :

" Megallapitottuk, hogy egy pozitiv kontrolinak kért, nagy cégtdl szarmazé
kukoricabdl (a specifikacioval ellentétben) lemaradt a NOS-terminator, mig
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eredetileg negativnak gondolt, Szeged kdrnyéki szantorol véletlenszerien
felszedett cs6 ugy a 35S promoter, mint a NOS terminator
vonatkozasaban pozitivnak adodott. Ez meglepett... Az érzékenységet
ugy ellenériztik, hogy az izolalt GMO DNS-t garantaltan negativ DNS-el
higitottuk. 1 % alatti GMO DNS-tartalom a PCR amplifikalas utan agaréz
gélen, etidiumbromiddal festve joI detektalhatd, tehat az alapelvarasnak
megfelelé valasz (az egyszeri PCR tesztet higitassal kombinalva)
megadhaté, de tovabbi érzékenységndvekedés varhatdé 40-szeresre
novelve a PCR ciklusok szamat. Természetesen ilyen vizsgalatok
eredményei korlatozott érvénylek, ha pl. real time PCR-moédszerek
kvantitativ eredményeihez hasonlitijuk, és a hivatalosan deklaralt
elvarasoknak maradéktalanul kell megfelelni, de a tesztelés ara téredék
esetunkben és a nyerhetd informacié lényege mindkét esetben azonos
lehet.

GM kukorica 35S promoter
régidjara végzett egyik PCR
vizsgalat eredménye

A =1% GMO tartalom,
B = higitatian GM DNS

s Sl ST

1. abra

Tovabbi azonositasi lenetéség, hogy specifikus restrikcios hasitasi helyek
adddnak a PCR-termékekben (nem végeztik). a 195 bp hosszu 35S
szekvencia 80 bp és 115 bp hosszu darabokat szolgaltat Xmnl enzimmel,
mig az Nsil enzim 84 bp és 96 bp hosszu fragmentumokat hoz létre a
NOS terminatorrél szarmazé PCR-termékbdl.

GMO EREDETU FEHERJEK GYORS DETEKTALASA

Toébb moédszer lenne emlithetd, de itt fehérjék vonatkozasaban
immunologiai alapu tesztekrdl lesz sz6, amelyek hasznalata nem igényel
komoly laboratériumi hatteret, eszkézigénylk minimalis vagy egyaltalan
nincs, kuléndsen, ha igen/nem valasszal beérjlk.

A modernebb gyorstesztek EIA vagy ELISA alapon mukédnek, de szilard
fazison. A szilard fazis lehetové teszi az antitestek koncentralasat. Az
antitest koncentracié. nagymértékli novelése lehetoveé teszi a reakcioidok
roviditését. A tesztek tipusatol flggéen néha ki lehet hagyni (a normal EIA
modszereknél szikséges) mosasi lépéseket €s az inkubaciés idok
percekrdl vagy orakrél masodpercekre rovidllnek. Tehat az immunoldgiai
gyorstesztek tipikusan szilardfazist immunreakciok kivitelezését jelentik. A
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tesztek jellemzden szinvaltozas alapjan, szabad szemmel értékelhetoek,
nincs szikség miszerre vagy egyéb berendezésre.

Az altalanos mikodési elv a kovetkezd: kolloid (tipikusan 50 nm) arany
fellletére alkalmas pH-t és ionerésséget bedllitva a kimutatandé fehérje
egy adott szegmense ellen termeltetett, tisztitott immunglobulint [1] k6tink,
kihasznalva az aranygbmbok nagymértéki fellleti toltését. Ez az anyag
nitrocellulézra kertl az alabbi képeken az S- és T-jel( poziciok koézotti (a
képen takart) terlletre. A T-jellel egyvonalban az azonositandé fehérje egy
masik darabja ellen termeltetett, szintén tisztitott ellenanyag [2] kerdil.
Amikor a kimutatandd anyagot tartalmazé mintat felcseppentjik az S-jell
tregbe, akkor a folyadék kromatografias mozgasa az immunglobulinnal
jelzett aranyat is mozgasba hozza, de ugy, hogy a detektalando
anyagunkat az immunglobulin megfogja. Ténylegesen tehat anyag-
immunglobulin[1]-arany komplex mozog felfelé. A T-savot elérve az anyag,
az immunglobulin[2] altal felismert immunaktiv helyen keresztll
lehorgonyozza az egész rendszert, tehat itt stabilan megjelenik a kolloid
arany biborvérés szine (a végsd képlet tehat: nitrocellulozfilm-
immunglobulin[2]-anyag-immunglobulin[1]-arany).

Egy tipikus, A C-jelu terllet az
kazettas un. kontroll sav,
gyorsteszt. A amelynek jo
mintat, ami kivitelezés esetén
jellemzden 4-5 mindenképpen el
csepp vizes kell szinezddnie.
kivonatot jelent, a (AT, vagy teszt-
mintatregbe kell sav szintelen,
juttatni (S). tehat itt éppen egy
negativ
teszteredmény
lathato).
A fenti (negativ) teszt A T-vel jelzett, Un.
nyitva: a mintalregbe teszt-sav
cseppentett anyag elszinezdédése
kromatografias elven fut jellemzden

fel. A szilard hordozén a T- pozitivitast jelent a
és C-pozicidknak vizsgalt jellemzé
megfelelden, valamint az vonatkozasaban.
S-mintalireg és a T-sav
kézott helyeztek el
immunoaktiv és mas
anyagokat.

(haptének esetén
ez nem igaz
altalanossagban,
tehat az adott teszt
mukddéseétol fugg,
egyedileg kell
ellendrizni).

2. abra
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Az un. strip, vagy csiktesztek azonos elven miikodnek, de kicsit tébb
figyelmet igényelnek a felhasznalotol: a bejeldlt szinten tul nem szabad
ezeket a mintaba martani. Ha ezt betartjak, akkor a megbizhatosag és
pontossag nem kuldnbozik a kazettas verzido eredményétdl, de az ar
altalaban 20-30 %-kal alacsonyabb 2 strip-verzid esetén.

A bictechnolbgiai, diagnosztikai fejlédés egyre tobb lehetdséget biztosit
egyszerl formaban. Ezek mogoétt persze komoly tudomanyos
ismerethalmaz és sok faradozas all. Kicsit hasonlit a pillanatnyi helyzet a
félvezetdk torténetéhez: radiocsd, tranzisztor, integralt aramkor. A
gyorsdiagnosztika is a miniatrizalast jelenti a terlleten. Az automatakkal
és nagyberendezésekkel bird laborok témegvizsgalataival arban nehéz
versenyezni, de az idé- és mas tényezék gyakran helyezik elétérbe a
gyorsdiagnosztikai eszkzéket.

A GM-ellendrzést nativ anyagon végezve az nptil marker gén termekenek,
az aminoglikozid-3'-foszfotranszferaznak kimutatasa lehet déntd, vagy
esetleg a Dbakteridlis eredeti EPSPS-gén expresszios terméke.
Természetesen hokezelés és nyomas alkalmazasa utan, a fehérje
denaturacic miatt nem lehet ezt a mddszert hasznalni. PCR modszerre!
ilyen esetekben is nyerhetd informacié, mivel 2 DNS sok mindent kibir
{természetesen tornek a nagyobb molekuldk és el&fordulhat, hogy 300
daltonnal kisebb DNS fragmentek maradnak csak egy kész éleimiszerben).
A DNS izolalas feldolgozott GM anyagok vonatkozasaban természetesen
sokkal nehezebb, de pl. az amerikai PROMEGA cég "magneses" izolalasi
technikaja ebben is segit.

Az elobbieknek megfeleld laterdlis immunkromatografias rendszerrel
mennyiseégi meghatarozasokat végeztunk. 2*5 W (12V) lampaval
egyenletesen (kb. 10-10 mm-rél, két oldalrdl) megvildgitva a fehérje
gyorstesztek teszt &s kontroll terlletét, makrd videofelvételeket
készitettink (Panasonic G120 kameraval). VFS200 video-digitalizalo
kartyan keresztll 24 bites RGB-fajlokként rogzitettitk a képeket
szamitégépes feldolgozasra. A képfeldolgozas menete: a T és C-mezd
terlletének kivagasa, standard 8 bites sziirke konverzid, negativ képzés.
Sajat programmal integralas, majd normalizalt reflexios gorbe szamitasa. A
kontroll savnak megfeleld gorbe alatti terGiet (a gyarto specifikacidja szerint
45 mlU fehérjie intenzitasnak felel meg) viszonyitdsa a teszt terilet
hasonlé adataihoz. Mivel mintaként WHO standard higitasokat
hasznaltunk, ezért 6sszehasonlitdsi alapként az ismert fehérje-mennyiség
szolgalt.
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I-sav MORWELL RAPITEST LH _‘
C-sav WHO sid LH=80miUml, »C=0463
» T=0351, métLH=383miUm
_ | oo .| sy
© :
3 % i) C-sav
E§ 921
c 001 ¢
000 +—
relativ pozicié 15 mmeen beliil -
3. abra

PELDAKENT: egy, a szamitdgéppel eldallitott negativ kép és a
kiértékelési gorbe

Osszefoglalva: szamitogéppel, a mért értékekbsl becsilt fehérje-
mennyiségek (25-80 mlU/ml szinten) jellemzéen  +10-12 %-on belll
egyeznek a fehérje-standard koncentracio értékekkel, tehat laterdlis
immunkromatografiai tesztekkel elfogadhatd, gyors szemikvantitativ
meérdrendszer alakithato ki.
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SIMPLE PCR METHOD AND SOLID PHASE
IMMUNOCHROMATOGRAPHY FOR GM-FOOD TESTING

J. Sods

SZTE University College of Food Engineering
B8724. Szeged, Mars tér 7.

ABSTRACT

Simple PCR technigue was used to study genetically modified (GM) corn
as a semi-quantitative food-testing model. The selected oligonucleotides
allow to recognize most of the officially (EU) permitted GM plants.

As an alternative, rapid immunochromatographic method can be used to
detect GM-related proteins if native starting material is given. Experiments
were performed to find solution for quantification of these, basically
qualitative test results. The conclusion for the simple PCR and the
discussed immunochromatographic methods that both can provide
semi-quantitative results, found useful and economical.




