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Bioaktiv molekuldkra alapozott kutatdsok a NAIK EKI-ben

Madsodik rész

Fehérje- és DNS-alapu vizsgdlatok

NAIK EKI-ben folyé kutatdsainkrdl sz6l6 cikkiink médsodik

részében az élelmiszer-fehérje és DNS vizsgdlatdra alkalmas
mddszereinket, vizsgdlati eredményeinket kivdnjuk ismertetni.
(Az elsG rész 2018 novemberében jelent meg.)

A fehérjék az emberi és dllati szervezetek szdmadra fontos tédp-
anyagforrdsok, kedvez§ élettani hatdsuk mellett azonban tobbek
kozott okozhatnak allergids megbetegedéseket, vagy akdr befo-
lydsolhatjék egyes tdpanyagok felszividdsét is. A fehérjék tulaj-
donsdgainak (pl. szerkezetiik, mennyiségiik, funkcidjuk, emészt-
het§ségiik) monitorozdsdra, mennyiségi meghatdrozasdra kiilon-
b6z8 kutatdsokat folytatunk. Emellett vizsgéljuk viselkedésiiket
az Gket ért kiilonbozd hatdsok sordn (pl. technoldgiai kezelés, bio-
tikus/abiotikus stressz).

A DNS-molekula a fehérjék aminosavsorrendjét meghatdrozé
orokitd anyag. A DNS kimutatdsdra alapozott vizsgédlatok sordn
elsGsorban alkalmazott kutatdst végziink, amelynek sordn vizs-
gdljuk az adott mikroorganizmusra, névényi vagy éllati osszete-
vére jellemz§ DNS-szekvencia — mint biomarker — jelenlétét vagy
hidnyit a kiilonb6z6 novényi és haszondllatokbdl késziilt vagy azt
tartalmazé élelmiszerekbdl. A hagyomdnyos és real-time PCR-
mddszerek haszndlata lehet§vé teszi szdmunkra, novényi, dllati
eredett mintdk faj/fajtaazonositdsdt, élelmiszer-allergének, élel-
miszer-hamisitdsok kimutatdsat, starterkultirdk és mikrobiol6-
giai szennyezGk vizsgalatdt.

Fehérjevizsgdlati médszerek

Elektroforetikus fehérjeszepardldsi mddszerek

A NAIK EKI-ben tobb évtizedes hagyomdnya van az elektroforé-
zis alkalmazdsdnak a fehérjék vizsgdlatdban, izoldldsdban, tiszti-
tdsdban, valamint a novényi és dllati eredetii fehérjék jellemzésé-
ben [1]. A leggyakrabban alkalmazott technikdk a poliakrilamid—
gélelektroforézis nem denaturdld koriilmények kozétt (nativ
PAGE), illetve denaturdld koriilmények kozott, azaz ndtrium-do-
decilszulfdt jelenlétében (SDS-PAGE), valamint az izoelektromos
fokuszélds (IEF), a kétdimenzids gélelektroforézis (2DE; az izo-
elektromos fokuszalds és az SDS-PAGE kombindcidja) és a kapil-
laris elektroforézises médszerek (CE). Napjainkban egyre na-
gyobb igény van a nagy hatékonysdgu, automatizdlt és miniatii-
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rizélt rendszerek fejlesztésére. Ezek a fejlesztések megjelentek az
elektroforézis korében is, amikor az 1990-es években kifejlesztet-
ték az elektroforetikus chip-technikdt, amit ,,lab-on-a-chip” tech-
nikdnak is neveznek.

Fajspecifikus eredetmeghatdrozds izoelektomos fokuszdldssal
mioglobinmintdzat alapjdn

Az dllatfajok azonositdsdra a szarkoplazma-fehérjék koziil a mi-
oglobinfrakcicdk vizsgdlata kiilondsen elényds, mivel az egyes mi-
oglobinsédvok izoelektromos pontja jellemz§ a fajokra. A mioglo-
bin 6nmagdban is szines, {gy az izoelektromos fékuszéldssal 1ét-
rehozott mintdzat nagy mioglobintartalmu huisok esetén festés
nélkiil is felismerhetd. A mioglobinfrakcidk azonban a hemfe-
hérjék peroxiddz-aktivitdsa alapjén pszeudoperoxiddz-festéssel
specifikusan és érzékenyen detektdlhatdk, igy a vildgosabb hus-
részekbdl is kimutathaték. Az 1. dbra a Magyarorszdgon gyak-
ran fogyasztott husfélék izoelektromos fékuszéldssal kapott mi-
oglobinmintdzatdt mutatja be. Eredményeink szerint a médszer
alkalmas friss, érlelt, illetve fagyasztott husmintdk elkiilonitésé-
re, még rendszertanilag kozeli rokonsdgban 4ll6 fajok, példdul
sertés és vaddisznd esetén is. A mioglobinsdvok intenzitdsa osz-
szefiigg az éllattartdsi méddal, amelyet igazoltunk a nagyiizemi,
illetve organikus koriilmények kozott tartott sertések hismintd-
inak vizsgélata sordn [2]. Az erGteljes h6kezelés vagy mds fehér-

1. abra. Kiilonb6z6 allatfajok mioglobinmintazata

1. nyulhus, 2. csirkehus, 3. pulykahus, 4. libahus, 5. kacsahus,

6. sertéshus, 7. vaddisznohus, 8. marhahus, 9. birkahus, 10. ldmio-
globin standard
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jedenaturdcidt okozé eljérdsok azonban hatdrt szabnak a mio-
globinmintdzatra alapozé fajtaazonositdsnak. A kiméletes tarté-
sitdsi eljardsok kozé tartozd, nagy hidrosztatikus nyomdssal tor-
ténd kezelés alkalmazdsakor viszont még viszonylag magas dé-
zis (600 MPa, 5 perc) esetén is csak minimdlis valtozdst tapasz-
taltunk a mintdzatban [3].

Abiotikus stressz hatdsdnak vizsgdlata gabondk fehérjemintdzatdra

A novényekben bizonyos kornyezeti hatdsokra (fertézés, no-
vényvéd§ szerek alkalmazdsa, UV-sugdrzds, fagyds, szdrazsdg,
gombdk, rovarok) olyan fehérjék termel6dnek, amelyeknek a vé-
delmi funkcié elldtdsdban van szerepiik. Az ilyenkor képz8dd
stressz-fehérjék jelentds élelmiszer-allergének, az élelmiszeripari
eljardsok sordn tobbnyire megdrzik allergénaktivitdsukat, fo-
gyasztasuk egészségligyi kockdzattal jarhat.

Vizsgdlatainkban négy tavaszi drpafajta fehérje-Gsszetételének
osszehasonlité vizsgélatdt végeztilk el a stresszhatds fliggvényé-
ben. Az optimédlis koriilmények kozott termesztett drpamintdk
magfehérjéit hasonlitottuk ossze a szdrazsdg-stressznek kitett
mintacsoporttal. A kétdimenzids fehérjetérképek elemzése alap-
jan azt tapasztaltuk, hogy a kornyezeti stressz hatdsdra a négy
vizsgdlt tavaszi drpafajta fehérje-sszetétele nem vidltozott meg a
kontrollmintdkhoz képest. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
vizsgdlt évjdratban a talaj-el6készitéssel kapcsolatos kornyezeti
hatdsok nem okoztak olyan mértékd stresszt az drpanévények
szdmdra, hogy befolydsoljdk azok fehérje-osszetételét, illetve a
soripar szdmdra fontos tulajdonsdgaikat.

Nagyszdmu vizsgdlatot végeztiink annak felderitésére is, hogy
a kiilonboz8 buza- és tritikdléfajtdk fehérjemintdzata hogyan vél-
tozik emelt dézisd fungicidkezelés alkalmazdsdt kovetGen. Az
emelt adagt fungicidkezelés (tebukonazol és propikonazol haté-
anyagu fungicid) kisérleteibe vont fajtédk (Tisza biza, Bogo és
Marko tritikdléfajtdk) viz- és séoldhatd, alkohololdhatd, valamint
savoldhat6 frakcidinak 2D elektroforetikus képei alapjdn az ér-
zékeny Bogo tritikdléfajta fehérjemintdzatdban jelentds eltérése-
ket tapasztaltunk. A kezelés dimer o-amildz inhibitorok és en-
dogén a-amildz/szubtilizin inhibitorok szintézisét idézte el§ a Bo-
go tritikdlé mintdban, az ai-amildz enzimaktivitds szignifikdns
csokkenése mellett. Két endogén inhibitor (0i-amildz, szubtilizin)
és két proteindz-inhibitor izoform mennyisége ugyanakkor néve-
kedett.

Imidazol-dipeptidek meghatdrozdsa kapilldris
zonaelektroforézissel

Az imidazol-dipeptidek két legfontosabb képvisel§je a karnozin
és az anszerin, amelyek a gerincesek izom- és idegszovetében
fordulnak elg. Ezek a peptidek egyrészt pozitiv élettani hatdsuk
(antioxiddns, immunerdsit§, daganatellenes stb.) miatt jelentd-
sek [4], mdsrészt mert a his mingségére (szin, illat, eltarthaté-
sdgi idG) kedvez§ hatdst gyakorolnak [5]. Az élelmiszerek vagy ta-
karmdnyok eredetvizsgdlatdban a karnozin kimutatdsdval iga-
zolni lehet az dllati eredetd alapanyag jelenlétét, a jellegzetes kar-
nozin/anszerin ardny pedig lehet6vé teszi a baromfihdsok meg-
kiilonboztetését az eml@séllatok hisdtdl. Intézetiinkben kidol-
goztunk egy gyors és egyszerd kapilldris zénaelektroforézis
(CZE) eljdrést karnozin és anszerin meghatdrozdsdra. Vizsgéltuk
tovdbbd az egyes élelmiszeripari miiveletek hatdsdt az imidazol-
dipeptidekre, valamint szdmos hazai és kiilféldi hdsalapt termé-
ket is analizdltunk. Eredményeink azt igazoltak, hogy a huster-
mékek karnozin- és anszerintartalmdra az alapanyag mingsége
van a legnagyobb hatdssal, a kiilonféle feldolgozdsi technolégidk
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(fagyasztds, hikezelés, liofilizdlds, nagynyomdsu kezelés stb.)
azonban nem okoznak jelentds véltozdst [6]. Szimuldlt gyomor-
és bélfolyadékkal végzett kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a
sertéskaraj eredeti karnozintartalmdnak t6bb mint fele kimutat-
hat6 volt az in vitro emésztés végén is, ami arra utal, hogy az
imidazol-dipeptidek meglehet§sen ellendlléak a tdpcsatorna fe-
hérjebonté enzimeivel szemben [7].

Lab-on-a-chip technika alkalmazdsa kazeinfrakcidk szepardldsdra
Az egyes tejfehérje-frakcick mennyisége és megoszldsa befolyd-
solja a tej élelmiszer-technoldgiai tulajdonsdgait, médsrészt jelen-
1étiik detektdldsa fontos az élelmiszerfehérje-allergia szempont-
jabdl, mivel a tejben 1év8 kazeinek és a f§ savéfehérjék a legje-
lent8sebb fehérje-allergének kozé tartoznak. Egy dllatfajon beliil
is jelentds eltérések tapasztalhatdk a tej egyes kazeinfrakcidinak
mennyiségében és ardnydban. Ezek a kiilonbségek, mds tényez8k
mellett, leginkdbb a tejfehérjék genetikai polimorfizmusdra ve-
zethet8k vissza. A kazeinek szepardldsdt megneheziti, hogy az
egyes fehérjefrakciok molekulatomege kozott csak nagyon kis el-
térés van. Juhtej- és kecsketejmintdkat vizsgdlva megdllapitottuk,
hogy a lab-on-a-chip technikéval a gélelektroforézishez képest 1¢-
nyegesen hatékonyabb elvélasztds és pontosabb mennyiségi meg-
hatdrozds érhetd el, igy ebben az esetben ez a technika kedvezd
alternativdja lehet a hagyomédnyos SDS-PAGE mddszernek (2.
dbra).
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In vitro fehérjeemészthetdség meghatdrozdsa

Az emésztési folyamatokat szimuldl in vitro mddszereket széles
korben alkalmazzdk az élelmiszerek, illetve azok egyes dsszete-
vGinek, példdul fehérjéknek a szdjban-gyomorban-vékonybélben,
valamint alkalmanként a vastagbél fermentdcids szakaszdban
mutatott viselkedésének tanulmdnyozdsdra.

Intézetiinkben az enzimes tton lejdtsz6dé humdn emésztést in
vitro modelleztiik élelmiszer-métrixokon/fehérjéken (tészta, sz6-
ja, garnélardk-tropomiozin), ahol biztositottuk tobbek kozott azt
is, hogy az emésztés enzimes szakaszdban az emésztGenzimek a
szervezet valds fiziolégids koriilményeivel kozel egyezd aktivitds-
sal mtikodjenek.

Az élelmiszerben el6forduld fehérjéket, vagy akdr tisztitott fe-
hérjét szdj-gyomor-vékonybél fdzisokon keresztiil vizsgdljuk olyan
szimuldlt nyélfolyadék (pH 7,0)/gyomorfolyadék (pH 3,0)/vé-
konybélfolyadék (pH 7,0) felhaszndldsdval, amely tartalmazza a
megfelel§ elektrolitoldatot, emésztGenzimeket (alfa-amildz, pep-
szin, pankreatin), kalcium-kloridot és vizet. Fehérjevizsgdlat ese-
tén a szdjbeli szénhidrédtbontds modellezése elhagyhaté. A fehér-
jék emészthet§ségérdl gélelektroforetikus vizsgélatok alapjdn t4-
jékozédtunk [8].

Az in vitro emésztési vizsgdlatok jelentGsen hozzdjédrulnak a fe-
hérjék (allergén, antinutritiv fehérjék, pl. glutén, széja protedzin-
hibitorok) tulajdonsdgainak felderitéséhez, valamint az vj fehér-
jeforrdsok (pl. garnélardk-tropomiozin) allergénkockdzat-becslé-
sének monitorozdsdhoz is. A fehérje funkcigjdt, emészthetGségét,
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a tdpcsatorndn valg tulélését befolydsolja szerkezete, valamint az
emésztése sordn lejdtsz6dé biokémiai folyamatok is. A fehérjék
megtarthatjék vagy elveszthetik allergénaktivitdsukat, illetve an-
tinutritiv tulajdonsdguk is megvaltozhat.

In vitro mddszert alkalmaztunk, amelynek sordn a bioldgiai
érték javitdsa érdekében rddidfrekvencids hékezeléssel kezelt sz6-
jakban (Pannénia Kincse — KTI- és BBI-tartalmu kontroll, Aires
— KTI-mentes fajta) 1év§ bioldgiai aktiv anyagok (Kunitz-KTI és
a Bowman Birk-BBI tipust protedzinhibitorok) aktivitdsdnak valto-
z4sdt in vitro emésztés sordn vizsgéltuk. Mindkét szdjafajta eseté-
ben azt tapasztaltuk, hogy 110 °C-on mdr sem a gyomorban, sem
a bélfdzist kovetGen nem volt kimutathat6 KTI-, BBI-aktivitds.

Az emésztési mddszerrel j fehérjék allergén-predikcids vizs-
gdlatdt végeztiik izomfehérjében 1évd homoldg tropomiozin fe-
hérjékkel (rékeredetd ismert allergén — csirkeeredet nem aller-
gén) torténd osszehasonlitdssal. Az emésztés hatdsat 2 DE gél-
ektroforézissel monitoroztuk. Megéllapitottuk, hogy a gyomor-
emésztés az, ami diszkrimindlja az allergén és nem-allergén tro-
pomiozin-ortolégokat, mivel a csirkeeredeti tropomiozin fehérje
részlegesen bomlott le, szemben a pepszines emésztést tuléls
rdkeredetd tropomiozin fehérjével. A vékonybélben viszont mind-
két fehérje teljesen lebomlott. Az emésztési modellel tehét rdvi-
ldgithatunk arra, hogy azok a fehérjék, amelyek a gyomoremész-
tést tulélik, érzékenységet vagy az egyénnél meglévg allergia ki-
tjuldsdt okozhatjak.

Osszességében elmondhatd, hogy a proteomikai vizsgédlatok
eredményei 4j informdcickkal szolgédlhatnak tobbek kozott a no-
vénynemesités, a takarmdnyipar, az élelmiszer-technoldgia (élel-
miszeripari termékfejlesztés) szdmdra, valamint hozzdjdrulhat-
nak az allergids megbetegedések predikcidjdhoz, terdpids kezelé-
séhez.

Enzimkapcsolt immunszorbens vizsgalatok
(ELISA-technika)

ELISA-technikdval élelmiszer alapanyagokban, illetve élelmiszer-
maétrixban 1év6 fehérjék (potencidlis allergének, tdpcsatorna-re-
zisztens, antinutritiv, bioldgiailag aktiv, expresszalt) jelenlété-
nek/hidnydnak kimutatdsdt, a jelen 1év§ fehérjék mennyiségi
meghatdrozdsdt végezziik. Kutatdsaink sordn kiemelten foglal-
koztunk a colidkids betegséget okozé gluténfehérjék kimutatha-
tésdgdval, azaz a kiilonboz§ ellenanyag-alapd, érzékenységli ELISA-
glutén detektdldsi mdédszerek alkalmazhatdsdgédnak vizsgdlatdval
nyers és feldolgozott élelmiszer-modelleken keresztiil. A colid-
kids betegek szamdra ugyanis a gluténmentes diéta tartdsa rend-
kiviil fontos, éppen ezért az tn. gluténmentes élelmiszerek tény-
leges gluténmentességének biztositdsa elvdrt kovetelmény, egy
megbizhat és érzékeny ellenrz8 mddszer haszndlatdval. A kva-
litativ analizishez jelenleg az in. monoklondlis R5 ellenanyag-
bézisi ELISA-mddszer ajdnlott, de napjainkban a kutatdk célja
olyan Klinikailag is igazolt, validédlt médszer fejlesztése, amelynél
a tervezett ellenanyagnak az immundomindns gliadin T-sejtet sti-
muldlé (colidkidt kivaltd) epitdpjait kell felismernie a gliadin fe-
hérjeszekvencidk koziil.

ELISA-mddszerrel meghatdroztuk tovabbd a bizafélékben az
antinutritiv tulajdonsdgu buzacsira agglutinin (lektin) fehérjék
mennyiségét, illetve a tdpcsatorndban vald tdlélésiiket is [9].

In vivo allatmodellek alkalmazdsa élelmiszer-fehérjék
hasznosuldsdnak és emészthetdségének vizsgalataban
A fehérijék tdpldlkozdsi mingségét, hasznosuldsét legmegbizha-
tébban dllatkisérletek vagy humadn tdplaldsi tesztek eredményei

alapjdn hatdrozhatjuk meg. Attdl fiiggen, hogy mely tépldlkoza-
si jellemzGk vizsgélatdval kovetjitk nyomon a fehérje hasznosu-
lésdt (testtomeg-gyarapodds, N-forgalom), kiilonbozd médszerek
kialakitdsdra keriilhet sor. Intézetiinkben régéta folyik névényi
eredet( (t6bbek kozott buiza, borsé, kukorica, széja) kezeletlen és
kiilonboz6 hékezeléssel kezelt mintédk fehérjehasznosuldsdnak
vizsgdlata patkdnyetetési kisérletekben. Az dllatetetési kisérleti
modell egyik korldtja az dllatok igényszintjének megfelel§ izoe-
nergetikus és izo-protein- (10%) tartalma tdp elkészitése, bedlli-
tdsa. A kukoricamintdk alacsony fehérjetartalma (6-8%) miatt
nem lehetséges 10%-os fehérjetartalmu félszintetikus tdpot bedl-
litani abban az esetben, ha a fehérjeforrds csak a kukoricdbdl
szdrmazik. Kimutattuk, hogy a bizafehérje mint egyediili fehér-
jeforrds felhaszndldsa, szinte csak az endogén fehérjeveszteség
potlasdra elegendd, és nem tdmogatja az dllatok novekedését,
ezért nem alkalmas a hékezelés esetleges pozitiv hatdsdnak ki-
mutatdsdra sem. A kukorica és a buza esetében a tdp kialakitd-
sdndl a fehérje bizonyos szdzalékdt egy jol hasznosuld fehérjével
(pl. tojdsfehérjével) tudtuk helyettesiteni az etetési kisérletekben.
A magasabb fehérjetartalmu hiivelyesek (széja, borsd) etetése
esetében lehet§ségiink volt, a hiivelyes magvakra alapozva, a
10%-os fehérjetartalma diéta osszedllitdsdra. Megdllapitottuk,
hogy a fehérjehasznosuldst ebben az esetben a kiegyensulyozat-
lan aminosav-osszetétel (kéntartalmi aminosavak hidnya) és az
antinutritiv anyagok (lektinek, tripszin inhibitorok) jelenléte ront-
hatja le. A tesztmintdk hékezelését kovetGen vizsgdltuk az anti-
nutritfv komponensek inaktivdldddsdt is a fehérjehasznosuldsi ki-
sérletben.

Herbiciddel szemben tolerdns transzgénikus buzaetetési ki-
sérleteinknél, ha tojdsfehérjével is kiegészitettiik a teszttdpot, az
Gjonnan expresszdlt fehérje (PAT) csak kis mennyiségben volt je-
len. Ezért a PAT fehérje esetleges toxikus hatdsdnak vizsgdlatdhoz
mds modellre volt sziikségiink. Ez esetben a fehérjét koncentrdl-
tan tartalmazé sé- és vizoldhaté frakci6t szdjon 4t vagy gyo-
morszonda segitségével adtuk be az dllatoknak, majd egy bizo-
nyos id§ elteltével meghatdroztuk a tdpcsatorndban tulélg PAT fe-
hérjét. Kisérleteinkben a PAT fehérjét a gyomormosé folyadék-
ban és a béllumenben sem tudtuk visszamérni, azaz az Gjonnan
expresszélt fehérje a tdpcsatorndban peptidekre és aminosavak-
ra bomlott.

A tdpcsatorndban tulél§ és a szervezetbe atjutd tdpanyagok be-
folydsolhatjdk az anyagcserét, a szervezet fizioldgiai aktivitdsdt,
ezért a kiilonbozd fehérjék, peptidek emészthet§ségének, tulélé-
sének vizsgdlatdra is alkalmas a fentiekben bemutatott modell.
Ezen vizsgélatok sordn azonban figyelembe kellett venniink azt,
hogy az antinutritiv komponensek koziil a lektinek specifikus cu-
kormegkotd képességiik miatt képesek a bélfalhoz kotddni, igy
a gyomormos6 folyadék és béllumen vizsgélata mellett a lekti-
nek tdpcsatorndban 1év§ tulélését a bélfalhoz kotott lektinekre is
ki kellett terjeszteniink [9].

DNS-sokszorozdson alapulé vizsgalati médszerek

Hagyomdnyos PCR-eljarasok

A PCR-rendszerek a sejtek genetikai informédciéjdt meghatdrozé
DNS kimutatdsdn alapulnak, melynek hdrom alaplépése a meg-
felel§ tisztasdgu DNS izoldldsa, a DNS-szakaszok polimerdz en-
zimmel torténd felsokszorozdsa és a keletkezett termékek azo-
nositdsa. Kiilonbozd haszondllatfajokbdl szdrmazé mintdk (mar-
ha, sertés, csirke, pulyka) egymds melletti szelektiv, kimutatdsd-
ra alkalmas PCR-mddszert fejlesztettiink. A mddszer megalapo-
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zédsa, a DNS-kivonds hatékonysdgdnak vizsgdlata és a ldncreakci-
6k kimutatdsi hatdrértékének meghatdrozdsa osszetett hismo-
dellek alapjdn tortént. A marha- és sertéseredetd 6sszetevk azo-
nositdsdra a nvekedési hormont kddold, genomidlis DNS-szaka-
szokon alapul6 egyszerti PCR-technikdt haszndltunk, ahol PCR-
termék csak az adott faj husmintdjénak esetében képzgdott. A
baromfieredet dsszetevdk elkiilonitésére a mitokondridlis cito-
krém b fehérjét kddolé rendszert alkalmaztuk. A sokszorozds so-
rdn minden vizsgdlatba vont haszondllatfaj hisédbdl képzgdott
PCR-termék, ezeket restrikcids enzimmel hasitva csak a csirke és
pulyka esetében kaptunk kisebb, jellemz§ méreti fragmentu-
mokat. A kialakitott médszereket laboratériumban elddllitott,
nyershus-keverékeken, dsszetett, vorosdru-tipus és sterilezett kon-
zerv modelleken sikeresen teszteltiik [10].

Vadhtisok egymds melletti meghatdrozdsdra és a haszondllat-
oktdl valg elkiilonitésére alkalmas PCR-eljdrdst dolgoztunk ki,
egyszer PCR- és PCR-t kovetd restrikcidés enzimes mddszerek
(PCR-RFLP) kombindcidjénak segitségével. A nemzetkozi iroda-
lomban publikdlt eredményektdl eltéréen, a vecsési feldolgozdbdl
szdrmaz6 vaddisznémintdk mitokondridlis génre épitett PCR—
RFLP rendszerben tortént vizsgdlati eredmények azt mutattdk,
hogy ennél a populdciéndl hidnyzik a HinfI restrikcids enzimes
hasitdsi hely [11].

Vadhtisokbdl elkiilonitésére példaként a 3. dbrdn léthaté egy
felsokszorozdst kovet§ enzimes hasitds gélképe: a vizsgdlat se-
gitségével el tudtuk kiiloniteni a muflon- és vaddisznéhidsokat a
szarvasfélék mintditdl.

1. DNS-bazisparhossz standard
(67-501 bp)

2. Marhahus

3. Sertéshus

4. Muflonhus

5. Ozhus

6. Vaddisznohus

7. Szarvashus

3. abra. Fagyasztott haszonallat- és vadhusokbol izolalt DNS-
mintakbol szarmazo, a citokréom b fehérjét kodolé mitokondrialis
génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott PCR-RFLP
reakciotermékek Hinfl enzimes restrikciés profilja

Real-time PCR-analizis

A GM-novények tdrsadalmi megitélése nem egységes, ezért biz-
tositani kell a termeszt8knek és fogyasztéknak a szabad vélasz-
tds lehetdségét, hogy donthessenek a GM-ngvények termesztése,
fogyasztdsa ellen, illetve mellette. A mai élldspont szerint az
1830/2003-as eurdpai kozosségi (EK) rendelet értelmében a 0,9%-
ndl nagyobb részardnyban genetikailag mdédositott alkotét tar-
talmazé termékek jelolése az EU tagdllamaiban kotelezd. Elelmi-
szeripari szempontbdl a GM-szdja felhaszndldsa a legjelentdsebb,
kiilonosen a husiparban, ahol nagyobb mennyiségben haszndljak
a kiilonboz§ szdjakészitményeket fehérjepStléként, illetve dllo-
madnyjavitoként. Kutatdsaink sordn a Joint Research Center (JRC)
dltal GMO-kimutatdsra javasolt mennyiségi vizsgdlatokra is al-
kalmas real-time PCR-mddszereket adaptdltuk, és sikerrel tesz-
teltiik kiilonbozg feldolgozottsdgi foku élelmiszerek (pdrizsi, kol-
bdsz médjkrém stb.) vizsgélata sordn.

Ezt a mddszert alkalmaztuk patkdnyetetés kisérletekben
Roundup Ready szdja 35S promoterének tdpcsatornabeli kimu-
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tatdsdra és a szervezetbe jutdsdnak vizsgdlatdra. A kisérlet ered-
ményeit osszefoglalva elmondhatd, hogy az 50% RR-szdjat tar-
talmazé tdppal torténd etetés sordn egyes esetekben a gyomor-
bél, bélbél, gyomor- és bélfolyadékbdl detektdltuk a 35S promo-
tert. A vizsgdlt szervmintdk és az izomszovet minden esetben ne-
gativ volt, ami azt jelenti, hogy a 35S promoter vagy annak ki-
sebb fragmentuma nem jutott 4t a bélfalon, igy nem keriilt be a
vérdramba [12].

Izotermalis PCR-vizsgalatok

Az utébbi években tovdbbra is fenndllg élelmiszer-hamisitdsok ki-
mutatdsra alkalmas gyors médszerek fejlesztésével dolgozték ki
az un. izotermdlis PCR-eljérdst. Ez a technika gyors, akdr terepen
torténd vizsgdlatot tesz lehet6vé dllandé hmérsékleten, eltéréen
a kordbbi ciklikus hdprofilt igényl§ PCR- és real-time PCR-eljé-
rdsok helyett. A NATK EKI-ben az izotermdlis PCR-médszer ki-
vitelezéséhez kereskedelmi kiteket haszndltunk, amelyek tobbféle
véltozatban léteznek és jelenleg elsGsorban mikrobioldgiai, viro-
l6giai vizsgdlatokra haszndlatosak. A kitek kiilonboz§ véltozatai-
ban kozos, hogy a PCR-reakciéhoz DNS-rekombindz enzimet
haszndlnak, ellentétben a hagyomanyos PCR-mddszerrel, amely
DNS-polimerdz enzimmel miikodik. A DNS rekombindz-enzim
révén a DNS-sokszorozds 37-40 °C-on folyik, és 30-40 perc alatt
végbemegy a reakcid. A jelenlegi rendszeriinkben az eredmények
kiértékeléséhez tesztcsikot alkalmazunk. Fejlesztéseink sordn az
dltalunk haszndlt kereskedelmi kit egyik valtozatdt adaptéljuk kii-
16nboz6 husok faj- és fajtaazonositdséhoz (sertés, azon beliil is
mangalica, mint fajta, valamint szarvasmarha) és az élelmiszer-
allergének koziil szdja kimutatdsdhoz [13].

Osszefoglalds

A NAIK EKI kozel 60 éves fenndlldsa éta szémos jelentds hazai
és nemzetkozi eredmény sziiletett. Két részbdl dll6 cikkiinkben
ezek kozil ismertettiink néhdnyat a teljesség igénye nélkil. Mind-
ezek alapjan megdllapithatd, hogy az EKI 4tfogé kutatdsi irdnyai
(analitikai mddszerek fejlesztése, miiszerfejlesztés, élelmiszer-
technoldgia, fehérje- és DNS-analitika stb.) nagymértékben hoz-
zédjdrulnak a hazai élelmiszer-kutatds eredményeihez, valamint az
eredmények gyakorlati hasznositdsdhoz a termeszték, a feldol-
gozok és a fogyasztok korében egyardnt. Ugyanakkor az intézet
kutat6i mindig nagy hangsulyt fektettek a kutatéi utdnpdtlds ne-
velésére, amit az intézetben készitett szdmos diplomamunka,
PhD-dolgozat is bizonyit.
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