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OSSZEFOGLALAS

Munkank soran kukorica minta GM-tartalmat hataroztuk meg
polimerdz ldncreakcioval, a reakcio megfelelé optimalizalasat
kovetden. A vizsgdlat két f6 lépésbdl dall: elészor a mintabol ki kell
a DNS-t,
lancreakcioval detektaljuk. A polimerdz lancreakcio (polymerase

vonni ezt kovetden a GMO-tartalmat polimerdz
chain reaction) egy in vitro modszer, mellyel kromoszomalis vagy
DNS (cDNS)
enzimatikus uton. A reakcio annyira érzékeny, hogy egyetlen
DNS-molekulabol
elegendé mennyiségii DNS-t tudunk eléallitani. A PCR termék

klonozott célszekvenciakat szaporithatunk fel

kiindulasi is a vizsgdlatok elvégzéséhez
azonositasa agaroz-gélelektroforézis segitségével torténik. A PCR
a MgCl,

koncentraciot, a reakcioidot és a homérsékletet. Az anellacio

reakcio optimalizalasanal — figyelembe kell venni

homeérsékletét addig kell emelni, amig elérjiik a legnagyobb

specificitast és a legnagyobb kihozatalt. Ha az anellacio
hémérséklete tul alacsony, a primer nem specifikus helyekre is
bekotddik; a gélképen tobb sav lathato egy mintanadl. Tul magas
anelldacios hémérséklet esetén a primer nem vagy csak kis
mértékben kotédik be (kevés sav, vagy nem lathato sav a
gélképen). Az optimalizalast kovetben keriilhet sor az ismeretlen
minta GMO-tartalmanak meghatdrozasdra megfelelé pozitiv és

negativ kontrollok alkalmazasa mellett.
Kulcsszavak: GMO, PCR, kukorica

SUMMARY

We analysed the GMO content of corn samples by polymerase
chain reaction following the appropriate optimization of the
reaction. The analysis included two main steps: extraction of DNA
from the sample, and detection of the GMO content by polymerase
chain reaction. The polymerase chain reaction is an in vitro
method to multiply chromosomatic or cloned DNA (cDNA)
sequences through the enzymatic pathway. The reaction is
sensitive enough to produce DNA in sufficient amount for the
analysis from a single DNA. We identified the PCR products by
agarose gel electrophoresis. When optimizing the reaction, the
MgCl, concentration, reaction time and temperature have to be
taken into consideration. The temperature of the anellation has to
be increased until the highest specificity and yield is reached. If
the temperature of the anellation is too high, the primer is linked
to non-specific sites as well; in the gel visualization, more lines
can be seen at one sample. If the temperature of the anellation is
too high, the primer is insufficiently linked or is not linked at all
(too few lines in the gel visualization). After optimization, the
GMO content in the unknown sample can be determined along
with the appropriate positive and negative controls.

Keywords: GMO, PCR, maize

1. BEVEZETES
Napjaink  egyik  rohamléptekkel  fejlodo
tudomanytertiilete a biotechnologia. A

géntechnologiai fejlesztések 1980 koriil indultak, az
els6 genetikailag modositott ndvények (GM)
1996-ban keriiltek koztermesztésbe. A transzgénikus
novények  elodallitdsdnak  elsddleges célja a
mezdgazdasagi termelés segitése volt, mivel ezekt6l
a novényektdl a hagyomdnyos nemesitéssel
eléallitottaktol nagyobb terméshozamot reméltek,
illetve az elsd generacios GM novények a termesztés
egy részproblémajanak kikiiszobolésére jottek 1étre

(Pepo, 2006).
1996-t61 kezd6dben a genetikailag moddositott
novények vetésteriilete vilagviszonylatban

rohamosan nétt, 2005-re elérte a 90 millidé hektart. A
GM-ndvények vetésteriilete legnagyobb az Amerikai
Egyesiilt Allamokban (49,8 milli6 ha), ezt koveti
Argentina (17,1 millié ha), Brazilia (9,4 milli6 ha),
majd Kanada (5,8 milli6 ha). A legjelentsebb
génmodositott  ndvény  jelenleg a  szdja;
vilagviszonylatban vetésteriiletének tobb mint 60%-a
genetikailag moédositott. JelentGségében a szojat a
kukorica koveti, amely esetében a 143 millié hektar
vetésteriiletb6l 20 milli6 hektar transzgénikus
(www.monsanto.hu).

Magyarorszagon a GMO-k termesztésére jelenleg
moratorium van érvényben. Ha a GM ndvények

koztermesztésbe keriilnek, hazank elveszti
GMO-mentes  statusat, ezzel fontos EU-s
exportpiacoktél esne el. A hazai torvényi

szabalyozasban a GMO-k nyomon kovethetOsége
fontos szerepet kap a teljes termelési és feldolgozasi
lancban (Pepo, 2006). Az 1829/2003/EK rendelet
szerint a génmodositasbol szarmazd fehérje- vagy
DNS-tartalmat jeldlni kell a termék csomagolasan, ha
az 0,9%-nal nagyobb mennyiségben tartalmaz
GMO-0sszetevot. Az adott alapanyagban vagy
késztermékben az adott ndvényfaj tdmegét tekintjiik
100%-nak, ehhez viszonyitjuk a genetikailag
modositott Gsszetevo aranyat. Ez azt jelenti, hogy egy
10% kukoricat tartalmazo késztermék esetében a
0,9% GMO-kukorica eléfordulas a késztermék teljes
tomegére vonatkoztatva ~ mindossze 0,09%
GMO-kukorica tartalmat jelent. Mindezek mutatjék,

hogy napjainkban egyre fontosabba valik az
¢élelmiszer és takarmany alapanyagok
GMO-tartalmanak  vizsgalata. Munkank soran

kukorica minta GMO-tartalmat hataroztuk meg
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polimerdz lancreakcioval, a reakcid6 megfeleld
optimalizalasat kovetden.

2. A TRANSZGENIKUS = NOVENYEK
ELOALLITASAHOZ HASZNALT GENEK

A transzgénikus novények azok, melyek

sejtmagjaba vagy organellumaba gént (DNS-t)
juttatunk be, tovabba a donor gén integraldodik,
miikddik és oroklodik. A GM ndvény minden
sejtjének Orokité anyaga tartalmazza a transzgént. Ez
csak ugy lehetséges, ha az idegen géneket elsd
1épésben a novények egy-egy izolalt sejtjébe juttatjuk
be, majd ezekbdl a sejtekbdl teljes ndvényt
regeneralunk (Heszky et al., 2005).
A GMO-tartalom polimeraz lancreakcioval torténd
detektalasanak megértéséhez tisztaban kell lenni
azzal, hogy génmodositaskor milyen géneket
juttatnak be a sejtbe. A kovetkezOkben ezeket
ismertetem.

A ndvénybe bejuttatni kivant, 0j tulajdonsag

kialakitasaért felelos idegen gént nevezzik
transzgénnek vagy kodolo régionak.

Génmodositaskor a transzgénen kiviil egyéb gének
DNS-ét is felhasznaljak.

Promoéter vagy indité szakasz: ez teszi a
transzgént miikodéképessé, ugyanis ez egy felismerd
régid a DNS-en a DNS-polimeraz enzim szamara. A
prométert még a genetikai modositas megkezdése
elétt az atvinni kivant génhez kapcsoljak. A GM
ndvények eldallitasdhoz leggyakrabban hasznalt
promoter a karfiol-mozaikvirusbol szarmazo CaMV
35S prométer (ismert a szekvencidja — ez a GMO-
tartalom kimutatasanal fontos), ami a ndvényi sejtet
arra kényszeriti, hogy az folyamatosan éllitsa el6 a
promoter altal kodolt és a transzgénnek megfeleld
fehérjét (Pusztai és Bardocz, 2004).

Terminator: a transzkripciot leallitd génszakasz.

Marker és riporter gének: a szelekcidhoz
sziikséges gének, melyek azt jelzik, hogy melyik
sejtet sikeriilt atalakitani a transzgénnel. Ezek
antibiotikum-rezisztenciat, herbicid-toleranciat
kédolnak, vagy fluoreszcenciaval kiilonboztetik meg
az atalakitott sejteket az at nem alakitottaktol (Pusztai
és Bardocz, 2004).

A marker és riporter géneket a kodold szakaszba
épitik, igy a bejuttatni kivant gén harom f6 része a
promoéter, a kodolo régid és a terminator.

3. KUKORICA MINTA GMO-TARTALMANAK
KVALITATIV MEGHATAROZASA

A GMO-tartalom meghatarozasanak két f6 1épése:

— a DNS kivonasa a mintabol,

— GMO-tartalom detektalasa
lancreakcioval.

polimeraz

3.1. A DNS kivonasa névényi mintabdl

A minta-el6készités soran a  szaraz
kukoricaszemeket megdaraltuk (mintanként 1 kg
szilkséges). A DNS kivonasdhoz 75 mg mintat
mértiink be, majd a kivonast DNeasy Plant Mini Kit

(QIAGEN) segitségével végeztiik. A DNS-kivonas
sikerességét agar6z-gélelektroforézissel ellendriztiik.
A GMO-tartalom kimutatasat polimeraz
lancreakcidval végeztiikk, aminek elméleti hatterét a
kovetkezokben részletezem.

3.2. A polimeraz lancreakcio (PCR) elmélete

Egy mintabdl kinyert DNS mennyisége olyan
csekély, hogy a megfeleld vizsgalatok elvégzéséhez a
DNS felszaporitasa sziikséges, amit polimeraz
lancreakcidval végezhetiink. A polimeraz lancreakcio
(polymerase chain reaction) egy in vitro modszer,
mellyel kromoszomalis vagy klonozott DNS (cDNS)
célszekvenciakat szaporithatunk fel (amplifikalas)
enzimatikus uton. A mddszert Kary B. Mullis talalta
fel 1985-ben (Mullis, 1990), 1993-ban kémiai Nobel-
dijat kapott felfedezéséért. A reakcid annyira
érzékeny, hogy egyetlen kiindulasi DNS-molekulabol
is a vizsgalatok elvégzéséhez elegendé mennyiségii
DNS-t tudunk eldallitani (Laszlo, 1999).

A reakcidhoz sziikséges anyagok:

— DNS-templat,

— primerek (lanckezdd oligonukleotidok),

— hdstabil DNS-polimeraz enzim,

— nukleotidok,

— puffer,

— thermocycler késziilék (a hémérsékletet gyorsan,
pontosan valtoztato késziilék).

A transzgén csak akkor mutathato ki, ha ismerjiik a
beépitett gént, vagy annak egy részét. A GMO
kimutatashoz rendszerint a promdter szakaszt
hasznaljuk, mivel ez a legtobb GM nodvényben
azonos. A promoéter génszakasz, a 35S, csak a
transzgénikus novényekben fordul eld, természetes
uton nem keriilhet a névénybe. A primerek rovid
(18-25 bp), mesterségesen eldallitott egyszalu lancok,
melyek komplementerek a felszaporitani kivant
DNS-szakasz egy részével.

A PCR reakcid 30-40 ciklusbol all, minden cikluson
beliil harom f6 1€pés kiilonitheto el:

1. Templat denaturdcio: a kettds szala DNS
denaturacigja 95 ©°C kortli  hémérsékleten
torténik, eredményeképpen egyszalu fonalat
kapunk.

2. Primer anellacié  (primer kapcsolodas): a
hémérsékletet az  oligonukleotid primerek
olvadaspontjanak figyelembe vételével

csokkentjiik, ekkor a primerek kapcsoldodnak a
komplementer célszekvencidkhoz.

3. Extenzié vagy polimerizicié: a DNS-polimeraz
enzim 72-75 C-on a primerek 3’ végét
meghosszabbitja (elongacid), ezzel egy idében a
templat DNS-sel komplementer szal szintézise
(extenzio) is lejatszodik 5°-3° irdnyban. Ezzel
befejezddik az elsd ciklus, és a molekulak wjboli
denaturalasaval kezddédik a masodik ciklus
(Hajosné, 1999).

DNS-polimerazt
az altalunk

Megfeleld6  primereket és
alkalmazva a 40. ciklus végére
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felszaporitani kivant DNS-szakaszbol (a primerek
altal kozrefogott rész) mikrogrammnyi mennyiség
allithatd elo, hiszen a ciklusok ismétlédése soran a
DNS-polimeraz (legtobbszér Taqg-polimeraz) az
eléz6 ciklusban keletkezett j DNS-szalakat is
templatként hasznalja, igy a primer kotohelyek
kozotti DNS-szakaszok mennyisége exponencialisan
né.

33. A PCR termék azonositisa agardz-
gélelektroforézissel
A PCR termék  azonositdsa  agrarOz-

gélelektroforézissel torténik. Az eljaras soran agar6z
gélbe injektaljuk a PCR-elegyet (ami tartalmazza a
felszaporitott DNS-fragmenteket). Ezt kdvetden a
gélen elektromos aramot vezetiink at, aminek
hatasara a DNS-szalak a gél porusain keresztiil a
pozitiv polus felé vandorolnak. A mozgas sebessége
a molekula méretétdl fiigg; a kisebb DNS-molekulak
gyorsabban mozognak, mint a nagyobbak.

A gélelektroforézis soran a gél els6 és utolsod zsebébe
un. DNS-létrat injektalunk, ami ismert méretii
DNS-fragmenteket tartalmaz. Ehhez viszonyitva
becsiilhetd a PCR termékek hossza.

Minden PCR reakcié soran 1-3 negativ kontroll
elegyet is Osszeallitunk, ami DNS helyett desztillalt
vizet tartalmaz. Ezzel -ellendrizhetjiik, hogy az
elegyek Osszeallitasakor tortént-e szennyezés idegen
(pl. bakterialis) DNS-sel (ha szennyezés nem tortént,
a gélképen a negativ kontrollt tartalmazé zseb(ek)ben
nem latunk savot, mivel nem volt DNS, ami
felszaporodhatott volna).

A gélelektroforézist kovetden a gélt etidium-
bromiddal (Ipg/ml) festjik meg, igy tessziik
lathatova a vizsgalt molekuldkat (/. dbra). Az
etidium-bromid egy fluoreszcens festék, aminek
segitségével ultraibolya fényben mar 1-10 ng
mennyiségti DNS is kimutathato.

1. abra: PCR termékek gélképe

1. zseb: DNS-létra(1), 2-7. zseb: PCR termék(2), 8-9. zseb: negativ
kontroll(3), 10. zseb: DNS-1étra(4)

Figure 1: Gel picture of PCR products
1. pocket: DNA ladder(1), 2-7. pocket: PCR product(2), 8-9.
pocket: negative control(3), 10. pocket: DNA ladder(4)

3.4. A PCR reakci6 optimalizalasa

A PCR reakcio helyes kivitelezésének egyik
kulcslépése a primerek megtervezése. Mint
emlitettem, a primerek mesterségesen eldallitott,
18-25 bp hosszusaghh egyszali lancok, melyek
komplementerek az amplifikalandd DNS-szakasz
elejével és végével. A primerek tervezésénél tobb
szempontot kell figyelembe venni:

a primerek GC tartalma legyen 50% koriili,

a primerek GC tartalma hasonld legyen, igy
kozeli lesz a két primer olvadaspontja,

a kép primer szekvencidja — a primer-dimerek
keletkezésének megakadalyozasa érdekében — ne
legyen komplementer,

ne tartalmazzanak a primerek belsé hurkot,
specifikusan kapcsolodjanak a DNS megfeleld

részéhez,

— megkozelitdleg azonos hémérsékleti
tartomanyban denaturalodjanak (Laszlo, 1999).
Munkénk soran a  kovetkez§  primerpart

hasznéltuk (Lipp et al., 2001):

p35S-cf3: 5’- CCA CGT CTT CAA AGC AAG

TGG -3’

p35S-cr4: 5°- TCC TCT CCA AAT GAA ATG

AACTTCC-3

A PCR reakcid optimalizalasakor a kdvetkezoket
kell figyelembe venni:

— MgCl, koncentracio,

reakcioido,

hémérséklet.

A magnézium koncentracié befolyasolja a primer
kapcsolodasat, a primer-dimerek keletkezését, a Taq-
polimeraz aktivitasat, illetve a masolds pontossagat.
A Tag-polimerdz mitkodéséhez szabad Mg® -ion
jelenléte sziikséges (Hajosné, 1999). A PCR elegy
Osszeallitasahoz PCR  Master Mixet (Fermentas)
hasznaltunk, ami a DNS-polimerdz enzimen kiviil
optimalis mennyiségben tartalmaz MgCl,-t, illetve
dNTP-ket (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

A polimerizacids 1épés hossza a célszekvencia
hosszatdl és a DNS-polimeraz enzim lanchosszabbito
sebessegétl fiigg. Az enzim lanchosszabbitd
sebességét a gyartdé megadja. Igy példaul Tag-
polimeraz esetében az extenzid sebessége 72 "C-on
2-4 kb/min, ami azt jelenti, hogy egy 6 kb
hossziisagi PCR terméknél a polimerizacié hossza
72 “C-on 1,5-3 perc.

A homérséklet tekintetében a kovetkezoket kell
figyelembe venni: a denaturacié és a polimerizacio
homérséklete adott, az anellacio homérsékletét kell
megfelelden bedllitani. Az anellacio hdmérséklete a
primerek olvadaspontjatol fiigg. A primer olvadasi
hémérséklete (T,,) az a homérséklet, amelyen a
primer kotohelyeinek a fele foglalt. Az olvadasi
hémérséklet a primer hosszaval né.

A T, érték kiszamitasa:

T C =2(No+Np)+4(NG+Ne)
ahol N: az adenin (A), timin (T), guanin (G),
citozin (C) bazisok szama a primerben.

Az anellacié hdmérséklete koriilbeliil 5 "C-kal
alacsonyabb a primerek olvadasi hdmérsekletétol. Az
anellaci6 hoémérsékletét addig kell emelni, amig
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elérjiik a legnagyobb specificitast és a legnagyobb
kihozatalt. Ha az anellacio hdmérséklete tul alacsony,
a primer nem specifikus helyekre is bekotodik; a
gélképen tobb sav lathatd egy mintanal (2. dbra). Ha
az anellacios hémérséklet til magas, a primer nem
vagy csak kis mértékben kotddik be (kevés sav, vagy
nem lathato sav a gélképen).

2. abra: PCR termékek gélképe alacsony anellacios
hémérséklet esetén

1. zseb: DNS-létra(1), 2-8. zseb: PCR termék(2), 2. és 5. zseb:
alacsony anellacios homérséklet(3), 9. zseb: negativ kontroll(4),
10. zseb: DNS-1étra(5)

Figure 2: Gel picture of PCR products in low annealing
temperature
1. pocket: DNA ladder(1), 2-8. pocket: PCR product(2), 2. and 5.
pocket: low annealing temperature(3), 9. pocket:
control(4), 10. pocket: DNA ladder(5)

negative

3.5. A GMO-tartalom kvalitativ meghatarozasa a
PCR reakcié optimalizalasat kovetéen

A kukorica mintabol torténd DNS-kivonas
sikerességét — mint korabban emlitettem — agardz-
gélelektroforézissel ellendriztiik (3. abra).

A minta DNS felhasznéalasaval a PCR elegyet a
kovetkezok szerint allitottuk dssze:

V=25ul

DNS: 2 ul

p35S primerpar (0,8 pmol/ul a PCR elegyben):

2-2 ul

2x PCR Master Mix: 12,5 pul

HzOZ 6,5 ]J_l

A reakcioelegy elkészitését laminaris aramlast
fiilke alatt végezziik, a fillke UV-fénnyel torténd
sterilizalasa utan.

A PCR reakci6 paraméterei:

Kezdeti denaturdcié: 98 °C 3 min
1-5. ciklus 1épései:
1. denaturacié: ~ 98°C 1 min
2. anellacio: 58°C 30 sec
3. polimerizacié: 72°C 1 min
6-40. ciklus 1épései:
1. denaturacié: 92 °C 1 min
2. anellacié: 58°C 30 sec
3. polimerizacié: 72°C 1 min

A PCR reakciét Eppendorf Mastercycler
késziilekkel hajtottuk végre.
A reakciot kovetéen a PCR terméket agardz-
gélelektroforézis segitségével azonositottuk. A
mintakat 5x DNS Loading pufferrel higitottuk 4:1
aranyban, majd zsebenként 10-10 pl-t vittik fel a
gélre. Az elektroforézist Consort E835 tipusu
késziilekkel, 120 V allando fesziiltségen, 1 o6ran at
végeztem.

3. dbra: Kukorica mintabol kivont DNS gélképe

1. zseb: DNS-Iétra(1), 3-7. zseb: kukorica DNS(2), 9. zseb: DNS-
1étra(3)

Figure 3: Gel picture of maize sample extracted from DNA
1. pocket: DNA ladder(1), 3-7. pocket: maize DNA(2), 9. pocket:
DNA ladder(3)

4. abra: A PCR termékek gélképe pozitiv és negativ kontroll
jelenlétében

4.
i -
=

1. zseb: DNS-létra(1), 2-4. zseb: kukorica minta PCR terméke
3 ismétlésben(2), 5. zseb: pozitiv kontroll (1% GMO tartalmu
standard)(3), 6. zseb: pozitiv kontroll (5% GMO tartalmt
standard)(4), 7-9. zseb: negativ kontroll(5), 10. zseb: DNS-1étra(6)

Figure 4: Gel picture of PCR products in the presence of
positive and negative control
1. pocket: DNA ladder(1), 2-4. pocket: PCR product of maize
sample in three repeat(2), 5. pocket: positive control (standard with
1% GMO content)(3), 6. pocket: positive control (standard with
5% GMO content)(4), 7-9. pocket: negative control(5), 10. pocket:
DNA ladder(6)
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A PCR reakci6 soran pozitiv kontrollként ismert
GMO-tartalma (1% és 5%) kukorica standardokat
(IRMM ERM-BF413d, ERM-BF413f) hasznaltunk
(Trapmann et al., 2001). A 4. abran lathatjuk, hogy a
gélen a mintakat tartalmaz6 (2-4.) zsebekben nem
jelent meg sav, tehat a PCR reakcid soran nem
szaporodott fel a keresett DNS-szakasz. Ez alapjan
kijelenthetjiik, hogy a vizsgalt kukorica minta GMO-t
nem tartalmazott.

A kvalitativ. PCR arra alkalmas, hogy egy
mintar6l nagy biztonsaggal eldontsik, hogy
tartalmaz-e GM-hanyadot. Napjainkban azonban

elotérbe  keriil a GMO-tartalom  kvantitativ
meghatarozasa Real-time PCR-ral. A kvalitativ
GMO-tartalom meghatarozas gyakorlati jelentésége a
jovoben egy-egy minta GMO-mentességének
igazolasa lehet. A fehérje alapt GMO-meghatarozasi
modszerek szintén hattérbe szorulnak, csupan mint
gyors modszerek alkalmazhatok jol egy-egy tétel
helyszini vizsgalatakor.
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