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1. Genetikai alapok

A genetika sz0 kapcsan tobbekben felmeriilhet a kérdés: Mivel foglalkozik pontosan a
genetika? Hogyan zajlik a tulajdonsagok o©roklodése? Egy-egy tulajdonsdag milyen
val6szintiséggel oroklodik? Mi mozgatja ezt a nagyon pontosan, precizen mikodo egységet?
Mi az a genetikai anyag? Hogyan alakulnak ki a tulajdonsiagok? Es még sorolhatnim a
kérdéseket.

Roviden fogalmazva a klasszikus genetika (mendeli genetika) az a tudomény, mely a
génekkel, az oroklodéssel foglalkozik az egyedek szintjén. Azonban az eldbb felvazolt
kérdések megvalaszolaséhoz ma mar a klasszikus genetikdan tdl tobb tudomény egyiittes
ismerethalmaza sziikséges. Ilyen a sejt genetika, molekularis genetika, orvosi genetika,
kvantitativ genetika, populaciogenetika, 6koldgiai genetika stb.

Ha szeretnénk a genetikdval kapcsolatos kérdéseinkre valaszt kapni, illetve megérteni a
napjainkban oly gyakran a kiilonboz6 médidk &ltal bemutatott genetikai vizsgalatok

eredményeit, elkeriilhetetlen, hogy néhany alapfogalommal, folyamattal tisztaban legyiink.

A dezoxiribonukleinsav (DNS) az oOrokitéanyag, mely a genetikai informécidt magaban
hordozza. A nukleotidok szerkezeti elemei: a négyféle, nitrogéntartalmu bazis egyike (adenin,
guanin, timin, citozin); egy 6t sz€natomos cukor, a dezoxirib6z és foszforsav. A bazisok
sorrendjében vannak kddolva a genetikai informécidk, melyekbdl a fehérjék épiilnek fel RNS-
ek kozremiikodésével. Vazat két cukor- és foszfatcsoportokbdl felépiilé lanc alkotja, mely
kettOs spirdl forméjiban ellentétes lefutasban tekeredik egymas koré. A két polinukleotidlanc
tavolsaga alland6. Minden cukormolekuldhoz egy bazis kapcsolddik, és a két lancot a bazisok
kozott  hidrogénkotések tartjdk  Ossze. Adeninnel szemben mindig timin kettOs
hidrogénkotéssel (A=T), citozinnal szemben pedig guanin (G=C) harmas hidrogénkotéssel
allhat. A DNS molekulak kozti kiillonbséget a nukleotidok kapcsolodasaban bekovetkezett
valtozas jelenti. A DNS kettds hélix szerkezeti modelljét James Watson és Francis Crick
genetikusok hoztdk 1étre, Maurice Wilkins biofizikus rontgen diffrakcids vizsgalati
eredményeinek felhaszndldsaval. 1953-ban. Crick és Watson DNS modellje a Londoni
Nemzeti Tudomanyos Muzeumban tekinthetdé meg. Sokak szerint ez a felfedezés a 20. szazad
legnagyobb tudoményos eredménye és a molekuléris biologiai kutatdsok elsé mérfoldkove.
Minden emberi sejtmag kb 6 x 10° DNS-bazispart tartalmaz. A DNS-l4nc hossza kb. 2 m, de

maga koriil dgy fel van csavarodva, hogy belefér egy néhany mikrométeres sejtmagba.
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A mitokondridlis DNS (mtDNS) a mitokondriumok (sejt ATP-t termelé erdmiive) sajat

D-loop  pp,

cirkularis szerkezeti felépitésii DNS-e. s s T
Emldésokben kb. 17000  bazispart
tartalmaz. Allatokban altalaban 13-14

Cytochrome b

165 rRNS * Prc
0/16,569 ‘l”“

elektrontranszportban résztvevd fehérjét,
22 transzfer RNS-t, 2 riboszomalis RNS-t
kédol. A mitokondrium fehérjéit kb. 3000 '™

gén kodolja, melybdl mindossze 37
talalhat6 az mtDNS-ben.

s
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A mitokondridlis muticiék anyai agon R oy R
oroklddnek, és csak akkor adddnak tovabb, ha a muticié a megtermékenyités eldtt 1évo
oocitdban vagy a kromoszomalis DNS- mitokondridlis fehérjéit kodolé szakaszaiban
kovetkezik be. A mtDNS mutécids ratija tizszer nagyobb, mint a nuklearis DNS-¢, ezért

kiilonosen alkalmas genetikai diverzitds vizsgalatok markereként.

Egyes virusok esetén azonban az oOrokitdanyagot egy masik molekula jelenti, a
ribonukleinsav (RNS). Szerkezeti elemei hasonléak, mint a DNS-nek, azonban az 06t
szénatomos cukor itt a riboz, és a négyféle, nitrogéntartalmui bazis koziil is timin helyett uracil
van (adenin, guanin, uracil, citozin). A ribonukleinsavak molekuldiban a nukleotidegységek
egyetlen polinukleotid-lancca kapcsolddnak Ossze. A molekula gerincét alkotd ribdz-foszfat-
lancon egymastdl egyenld tavolsdgban sorakoznak a bazisok. Az RNS-molekuldk kozotti
kiillonbséget itt is a nukleotidok kapcsolddasi sorrendje, a bazissorrend jelenti. A szabadon
allo bazisok miatt az RNS-molekuldk meglehetdsen reakcioképesek, kémiai szerkezetiik
konnyen modosul. Az egyfonalas RNS-molekuldkban a polinukleotid-lancon beliil
kialakulhatnak bazisparok, ha a lanc 6nmaga mellett visszahajlik. Az adenin és az uracil
kozott kettd, a guanin és a citozin kozott 3 hidrogénkotés johet 1étre. Legfobb RNS tipusok:

* hirvivd RNS (mRNS) <5%
hosszisaga, tomege valtozd
nehéz izolalni, legkisebb mennyiségben fordul el6 a sejtekben

* riboszomalis RNS (rRNS) < 80%
3 tipusa van (23S, 16S, 5S)
nem tul stabil
riboszomak felépitésében fontos

* transzfer RNS (tRNS) ~15%



legkisebb RNS molekula, 75-80 nukleotid egység
legalabb 61 forméaja van

* szamos RNS csoport pl kis sejtmagi RNS (snRNP)

A molekuléaris biolégia alap torvényszerliségét a genetikai informacidéaramlas iranyarol
centrdlis dogmdnak nevezziikk. A retrovirusok kivételével az informécidaramlas a
transzkripcid €s transzlicio folyamatit magaba foglalva a kovetkezd:

DNS — mRNS — fehérje — tulajdonsag

A DNS egy szakaszat mely egy adott fehérje aminosav sorrendjét kodolja és ezaltal egy
tulajdonsagot meghataroz struktur génnek nevezzik.
Génekkel szembeni kovetelmény a tobbszordzodés,
replikacios képesség; valtozékonysidg megtartisa; az
adott fajra, fajtira jellemzd alakot, szerkezetet
hatarozzon és tartson meg az utédokban.

A gének fajtai:

* Fehérje kodolo gének
Egyéb gének:
e RNS-t kédol6 gének (siRNS-small interfering RNS
snRNS-small nuclear RNS, ribozimok)

« Atnem irt gének, szabalyoz6 szekvencidk, szegregétor gének, replikalé gének

A gének szerkezeti felépitésében megkiilonboztetjiik a kodolo régidt és a szabalyozo régiot. A
kodold régio tartalmazza az exonokat, melyek nem vagdédnak ki az mRNS-bdl, és igy a gén
altal meghatarozott fehérje egységeit kodoljadk. Az intron a gén altal meghatarozott fehérje
egy részét sem kodolja, mivel az mRNS-bdl kivagddik. Az intronok szdma és mérete igen
valtoz6 a fajok kozott, emldsokben gyakran nagyobbak, mint az exonok. Ezek teszik lehetévé
az alternativ splicing jelenségét is, mely soran az intronok kiilonb6z0képpen vagdédnak ki az
exonok koziil és igy kiilonboz6 szekvencidju mRNS-ket és funkcioju fehérjéket hoznak 1étre a

kiillonb6z6 szovetekben.

A genetikai kod az mRNS altal széllitott bazisok sorrendjét és a fehérjék aminosavait
tartalmaz6 univerzalis jelrendszer. Minden €él6lényben ugyanaz a bazisharmas ugyanazt az
aminosavat jelenti. Az mRNS bazishdrmasait kodonoknak nevezzik. A kddszotarbol

kiolvashat6, hogy az aminosavak jelentds részét nem egy, hanem tobb bazisharmas is kodolja.
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Egy koéd négy betit (A, G, C, U)

tartalmaz, azonban a fehérjeszintézis

soran 20-féle aminosav épiilhet be a

.
polipeptid-lancba. Ha egy bazis jelentene ac 6
24 |ua |ca |Gh

egy aminosavat, akkor csak 4-féle |, snmesee  2bem. 16kbe

3 bams - 64 lehetaseg

aminosav beépitésére lenne lehetdség. Ha két bazis jeldlne egy aminosavat, a kiilonb6zd
lehetdségek szama 16 lenne. A harom béazisbol 4116 jel mar 64-féle lehetdséget jelent, de van 3

stop kodon (UAA, UAG, UGA).

Az mBNS bdzisharmasa (kodon)

2. bduis

; I'mam'n
fenilalanin
lencin

hiszridin arginin
| hisztidin arginin
| leucin profin pluramin arginin
| leucin prolin 5Iummi.n arginin
| izoleucin treonin asEparagin RAETIN

i Erecnin aszparagin szerin

Lrennin lizin arginin

trepnin lizin arginin
alanin aszparaginsay | glicin
alanin aszparaginsay | glicin
alanin glutaminsav | glicin
alanin plutaminsav | glicin

A DNS megkett6z0dése utan 1étrejott két molekulat tartalmazo tobbszordosen dsszecsavarodott
makromolekula a kromoszoma. Egy kromoszoma két azonos géneket, allélokat hordozd

kromatidabdl all, amely a két DNS molekulénak felel meg.



Egy szervezet sematikus adbrazolasa a kovetkezo:

test sejt kromoszoma

DNS

2. Mendel torvényei

Az 0roklédés, mely sordn a tulajdonsdgok a sziilé nemzedékrdl az utédokba ,keriilnek”,
régbta ismert jelenség, azonban sokdig nem ismerték a pontos menetét. A 19.szizad elejéig
azt gondoltdk, hogy a sziilok minden tulajdonsagainak az 4tlaga oroklddik az utédokra. Ez a

hipotézis egyes tulajdonsagok esetén igy is van, azonban sok egyéb tényezd is befolyasolja.

A genetika alapjait, torvényszerliségeit egy német
szerzetes, Johann Gregor Mendel (1822-1884) fektette le.
Mendel egy Brno-i 4goston-rendi kolostorban élt. A
pappa szentelése utani elsé miséjén annyira izgult, hogy
nem tudta elvégezni a ceremOniat, ezért rendfdnoke a
tanari palya felé iranyitotta. Azonban tulzott izgalma
miatt az sem neki valénak bizonyult, igy természetrajzi
kutatas elvégzésére kérték fel a kolostor kertjében.
Erdeklédése ekkor fordult az 6roklédés felé. Kutatdsai

tirgya a veteménybors6 lett, melyet konnyen lehet

Onbeporzasra késztetni, igy gyorsan A4llithatéak eld
beltenyésztett, ugy nevezett tiszta szarmazéksorok, kis teriileten sok utéd keletkezik.
Vizsgilataihoz Mendel elsdsorban olyan tulajdonsagokat valasztott melyeknek két valtozata
l1étezik, a virdg szine (bibor-fehér), a mag héja (rancos-sima), a mag szine (zold-sirga), hiively

alakja (egyenletesen domborui-vagy beflizddott), hiively szine (zold-sarga), novény magassaga



(magas-alacsony), virdg elhelyezkedése (oldalagon- csdcson) stb. Mindig tiszta
szarmazéksorokat keresztezett és feljegyezte az utodok kozott melyik tipus milyen szamban

fordul el6. Munkéjat, eredményeit halala utin ismerték el.

Mendel torvényeinek megismerése elott tisztdzzunk néhany alapfogalmat:

Az allél (génvaltozat) a kromoszéma egy adott szakaszan (lokuszan) elhelyezkedd gén eltérd
bézissorrendii, ennek kovetkeztében eltérd tulajdonsagot kialakit valtozata. Altaldban egy
génnek kétféle allélja van, de vannak olyan gének melyeknek tobb valtozata alakult ki.
Példaul: emberi ABO vércsoport.

A genotipus egy szervezet genetikai felépitése, allélok Osszessége. A fenotipus az egyed
kromoszomain hordozott allélek jelenléte alapjan kialakul6 tulajdonsagok Osszessége, azaz a
megjelenési forma. A fenotipus a genetikai meghatarozottsagtol és a kornyezeti hatasoktol
egyiittesen fiigg. A genotipus megszabja a fenotipust azonban a fenotipus nem csak a
genotipustdl fiigg! A genetika kozponti kérdése, hogy milyen médon alakitja ki a genotipus a
fenotipust, és ezt milyen egyéb tényezok befolyasolhatjak még?

Amikor egy sejt minden kromoszémabdl egy kopiat tartalmaz haploid sejtrél beszéliink.
Ilyenek az ivarsejtek. Mig amikor a sejteknek két homolog kromoszémakészletiik van, (egyik
apai, masik anyai eredetli) diploid sejteknek nevezziik. Ilyen a legtobb testi sejt.

A homozigota egyedek sejtjei diploidok €s a homolég kromoszomak egy adott 16kuszan
ugyanazzal az alléllal rendelkeznek. Genotipusuk ugyanazokat az allélokat tartalmazza, azaz:
AA vagy aa. A heterozigdta egyedek sejtjei diploidok azonban a homoldg kromoszémék egy

adott 16kuszan eltérd alléllal rendelkeznek. Genotipusuk: Aa.

2.1. Mendel torvényei P ‘ﬁ’ )

Mendel borsokisérleteiben elsoként a kétféle T%ZT
valtozat homozig6tait keresztezte, majd az igy i ‘ﬁ?f :ﬁf
kapott utdédokat (heterozigdtik) egymas kozott.
Felfedezte, hogy minden tulajdonsidgot az

egyedekben két, meglehetdsen stabil ,faktor”

(ma mar tudjuk, hogy ez a DNS) hatidroz meg,

mig az ivarsejtekben minden tulajdonsigra nézve

csak egy, testi sejtekben kett6 ,,faktor” taldlhatd



(ma: haploid-diploid). Azt is észrevette, hogy a ,,faktorok” nem elegyednek egymassal, hanem
véletlenszerlien kombindlodva jutnak az utddokba, illetve ha két kiilonbozo ,,faktor” van
jelen, akkor az egyik domindns hatdsi lehet a masikkal szemben. Ezen kisérleti

eredményeibdl sziilettek meg torvényei:

L. Uniformitas-térvénye
Két homozigota (AA €s aa) sziild keresztezésével az F1 utdédnemzedék minden egyede

egyforma geno (Aa)- és fenotipust (lila szinii).

II. Hasadas (szegregacid)-torvénye

Ha az el6z0 kisérletbdl szarmazdé F1 utddnemzedék egyedeit keresztezziik, akkor az F2
utédnemzedékben megjelennek a nagysziilok mind geno- (AA, aa) mind fenotipusban (bordé
€s fehér viragu).

III. Szabad kombinalddas / a tulajdonsagok fiiggetlen 6roklddésének torvénye

Kiilonbozd tulajdonsagok egymastdl fiiggetleniil 6roklédnek.

IV. Gamétak tisztasaganak torvénye

Egy tulajdonsagért felelos gén allélparjanak két tagja elvalik egymdstol az ivarsejtképzés,
azaz a meidzis soran.

Ezek a torvényszerliségek azonban csak akkor igazak, ha a vizsgélt tulajdonsagokat
meghatdroz6 gének nem ugyanazon a kromoszoman, egymads kozelében vannak (akkor
kapcsolt 6roklodés).

~ #E -‘.\ o

AT, s
{ { A
L X " (_\ ) L - J
5 4 - e #

) )/ o o
2.2. Oroklés menetek o) ( )

Egy-egy gén kifejezddése tobbféle lehet. A domindns :
P g
gén olyan tulajdonsigért felel, amely homo- és A X &

PP
heterozigéta formaban is megjelenik a fenotipusban. 7N\ 7N\

® ®) ® ®
: a:@,} .."-‘ii%}x ;ﬁ—% as”jﬁ}

F PF PF
/

PF
i
& ® ®

L]

Ezzel szemben a recessziv gén csak homozigdta

=)

formaban jelenik meg a fenotipusban.

A domindns-recessziv oroklésmenet esetén egy ¢ ®

fenotipushoz (sarga) két genotipus (AA, Aa) ) -
) . 3 ) 3 = A J—i%} &ig} 5

tartozhat, mivel a dominans allél elnyomja a recessziv o o PE e

allél kifejezodését.
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Az intermedier / koztes oroklésmenet esetén nem a borsonil, hanem mas novényeknél a
kiilonboz6 genotipusok (PP,(piros) FF,(fehér), egy koztes fenotipust (rézsaszin) alakitanak ki.

Egyik tulajdonsdg sem meghatiaroz6 (dominans) nem nyomja el a mésikat.

Hardy-Weinberg egyensily

Ha nézziik egy 10kuszon levd két allél (A és a) gyakorisdgat (A allél gyakorisaga p; a allél
gyakorisaga g)két egymast kovetd generidciodban, azt kapjuk, hogy az els6 generacidban a két
allél relativ gyakorisaganak osszege 1.

Ha két A allélt hordoz6 egyed parosodik, akkor AA genotipusi zigéta lesz. Ennek
valésziniisége: p x p= p> . Bz igaz ha két a allélt hordozé egyed taldlkozik. Ennek
valészintisége q°. Azonban Aa genotipust egyedek létrejohetnek tgy, hogy A allélt hordozé
himivarsejt taldlkozik a allélt hordozd petesejttel, aminek valdszintisége p x g, illetve forditva,

aminek valoszinlisége g x p. A két valdszinliség osszege 2pq.

p(A) q(a)
p(A) p? (AA) pq (Aa)
q (a) pq (Aa) q* (aa)

Az egyes genotipusok létrejottének valoszinlisége és aranyuk a populacioban a kovetkezo:
p*aa +2pQaa + @ =1 azaz (p+q)* = 1

A gamétdkban az A és a allélok gyakorisaga ebben a genericidban igy alakul:
A allélt tartalmaz minden AA genotipust egyed gamétaja, ennek eléfordulési valészintisége p?,
és A allélt hordoz az Aa genotipust egyedek gamétiinak fele, azaz 2pq /2 = pq .

Az A allélt hordoz6 gamétak aranyanak Osszegét osztjuk az Osszes gaméta gyakorisagaval:

p>+pq
----------------- =p*+pq=p°+p(l-p)=p
p>+2pq +q°

Igy azt kapjuk, hogy egy idedlis populdciéban, aminek minden egyede azonos
val6szintiséggel parosodhat més egyedekkel, az allélgyakorisdgok nemzedékrdl nemzedékre

valtozatlanok maradnak. Ezt az Osszefiiggést egymastol fliggetleniil két kutaté bizonyitotta,
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igy neviik utin Hardy-Weinberg aranynak, vagy Hardy-Weinberg egyensilynak (HWE)
nevezziik.
De a HWE megvaltozik

*  Mutéci6 hataséara

* migraci6 hatasara

+ szelekci6 hatasara

+ Ha a populécio kicsi — génsodrodas

* Nem véletlenszerli parosodas (beltenyésztés)

3. Mutaciok

Egy faj egyedeinek diverzitisa, sokrétlisége biztositja annak a valtoz6 koriilmények kozotti
fennmaradasat illetve az evoludcid alapjat képezi. A diverzitast tobb tényezd befolyisolhatja.
Novelheti a rekombinécid, migricié, mutacié jelensége, mig csokkentheti a szelekcio,
genetikai drift. Ezen tényezOk koziil csupan a mutaciordl beszéliink részletesen ebben a

fejezetben. Tobb féle mutacid 1étezik kialakuldsa helye, oka; hatasa; idobelisége alapjan.

A valtozas létrejohet kromoszoma szerkezetében (kromoszoma mutdcio) vagy szamaban
(genom mutdcio) illetve a DNS-ben, bazisparban (gén vagy pont mutdcio). Ez els6 kettot

nagy muticionak mig génmuticiot kis mutacioként kezeljiik.

A kromoszéma mutécid tipusai:

— Kromoszématorések: kiesés (delécid), megfordulds (inverzid), régié6 megkettdzddése
(duplikacio); két nem homolog kromoszoma kozotti részek athelyezodése (transzlokacio);

- Kromoszomaszam valtozds: egy kromoszomaval bekovetkezd véltozas (aneuploidia),

kromoszémaszerelvény-sokszorozodas (poliploidia)
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Gén vagy pont mutaci6 (SNP) tipusai

egy bazispar megvaltozasa

5" AACGCTAGATC 3’ 3’ TTGCGCTCTAG 5°
3’ TTGCGATCTAG 5° 5" AACGCGAGATC 3’

v

egy bazispar beékelddése vagy elvesztése

5" AACGCAGATC 3 > 5" AACGCTC 3’
3’ TTGCGTCTAG 5’ 3’ TTGCGAG 5’
5" AACGCTAGATC 3’ 3> TTGTCAGCGATCTAG 5
3" TTGCGATCTAG 5’ - 5" AACAGTCGCTAGATC 3’
Ll . . - s
Tranzicié: purin csere purinra (A, G) vagy Aoy Hj“fi%
pirimidin csere pirimidinre (C, T). Ez a Sw N purines RN
adenine ransitions guanine
természetben gyarkarabban eléfordulé P SSEE 5
Transversions Transversions
Transzverzid: pirimidin csere purinra vagy purin
csere pirimidinre
’i\’H2 C Transitions T 9
(H\/ko pyrimidines ‘ u/go

cytosine thymine

3.1. A mutacidk hatasa

1. Intergénikus
2. Intragénikus
- K6dol6 régio (exon):
csendes mutdcio: A triplet utolsé bazisa valtozik, de ugyanazt az aminosavat kodolja.

AUU (Ile) AUC (Ile)
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semleges mutdcio: A kodolt aminosav hasonl6 jellegiire valtozik, de a fehérje szerkezete és
funkcidja nem biztos valtozik.

AAA (Lys bdzikus) AGA (Arg bdzikus)

misszensz mutdcio: Egy masik nem funkcidképes aminosav kddolodik.

GAG (Glu savas) GTG (Val semleges)

nonszensz mutdcio: STOP kod keletkezik.

UAC (Tyr) UAG (Stop)

kereteltoloddsi mutdcio: Egy vagy két bazis kiesése vagy hozzdadddisa miatt elcsiszik a

leolvasasi keret.

Met Ser Pro Val Asp Pro Leu His Stop P :
—— Uj leolvasési keret

oo | e | e | ) o T | T
ATGAGCCCTGTGGATCCGCTTCATTAGG-~- . i
L1 L L W n— j— Eredeti leolvasasi
Met Ala Leu Trp lle Arg Phe lle Arg keret

- Nem-ko6dol6 régid (intron)

Nincs aminosav csere, ez is csendes mutacio

- Promoter régiot érintd mutaciok
Génexpresszioban kovetkezik be véltozas

A kozeli rokon fajok kozti kiilonbségek dontd részét ezek okozhatjak (csimpéanz-ember)

Up promoter mutdciok konszenzusokban az eredeti promoter er0sségét novelik, transzkripcid

mértékét noveli
Down promoter mutdciok konszenzusokban az eredeti promoter erdsségét csokkentik,

transzkripcié mértékét csokkenti

A mutdcios rdta muticiok bekovetkezésének esélyét mutatja, amit befolyasol a gén vagy a
génen beliili mutacids hely természete, a genetikai hattér, fejlodési stadium stb.

Altalaban kicsi, val6szintisége: 10"°/nukleotid/DNS masolas
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RNS virusoknal nagyobb: 10*/nukleotid/DNS mésolis

3.2. Mutaciok kialakulasa

- spontan
A bioldgiai / kémiai folyamatokban kovetkezik be véltozas, de pontos kivaltdé okat nem
ismerjiik

PI. replikaci6 soran

- indukalt
A mutéciot kiils6 tényez6 okozza (mutagén)

Kémiai: akridinfestékek, nitrogénmustarok, pérkanyagok

Fizikai: elektroméagneses sugarzasok: rontgen, UV, részecskesugarzasok

3.3. Mutéaciok megjelenése

- Ivarsejtek mutéicidja (petesejt, spermium)

Ekkor a mutaci6 atoroklodik a kovetkezd generaciodra.

- Testi sejtek

A mutici6 nem o6roklodik a kovetkezd generaciora

4. Genom

A genom az €él01ény egyetlen sejtjében talalhato teljes genetikai informaci6 Osszessége, azaz a
szervezetben taldlhat6 DNS-ben (vagy az RNS virusokndl RNS-ben) tarolt o6rokolhetd

informacio.

A genomika egy viszonylag Uj tudomanyag, melyrdl az els6 genomok szekvencidinak
meghatirozasa 6ta beszélhetiink. Pontos fogalmat illetden nincs egységes allaspont az egyes
meghatdrozok kozott, de abban mindenki egyetért, hogy a genom szekvencidjanak
meghatarozasaval kezdddik és az annak elemzésébdl szarmaz6 eredményeket hasznéilja. A

genomika tudoméinya a genomok szerkezetét, a gének eloszlisat, szamat, méretét, a génnek
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nem tekinthetd DNS-szakaszok szerkezetét, elhelyezkedését és bioldgiai szerepét vizsgalja
bioinformatikai eszk6zok segitségével. Ezzel szemben a genetika az egyes tulajdonsagok
oroklésével, egyes gének szerkezetével és milkodésével foglalkozik. Mindkét tudomany

eredményei sziikségesek az allatnemesités soran.

A genom ismeretének fontossiga:
- Termelési tulajdonsagokat befolyasolé gének azonositisa

- Embrioldgiai és evolicios kutatasok alapjat képezik

A genom mérete valtoz6 az egyes fajokban:

szervezet Kromoszémaszam IGenom mérete (mill6 bp)
Ember (Homo sapiens) 46 (23 par) 3 400
Sertés (Sus scrofa) 38 (19 pér) 3 100
Szarvasmarha (Bos taurus) 60 (30 par) 3 650
Tyudk (Gallus gallus) 78 (39 par) 1200
L6 (Equus caballus) 64 (32 par) 3310
Juh (Ovis aries) 54 (27 par) 3250

4.1. Mérfoldkovek a genomkutatasban

1995: Haemophilus influenzae genom (1.8 Mb); Science 269, 496-512.
Az els6 szabadon €16 szervezet (egy baktérium) teljes genomja

1996: Saccharomyces  cerevisiae genom (12.1 Mb); Science 274, 546-67.
Az elso teljes eukariota genom (élesztd)

1998: Caenorhabditis elegans genom (97 Mb); Science 282, 2012-18.
Az elso tobbsejtll szervezet teljes genomja

2000: D. melanogaster genom (180Mb); Science 287, 2185-2195.
Els6 szekvencia publikilasa teljes genomra irdnyul6 szekvenalassal

2001: A huméan genom (elsd ,,durva” szekvencia) (3Gb); Nature 409, 860-921; Science 291,
1304-51.
~ 94%-a teljes genomnak

2003: A teljes humdn genom
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A projekt 1990-ben indult el, a vilag tobb orszagdban. Kozel harommilliard bazispar
szekvenciat hataroztak meg és ezek ismeretében a kovetkezd cél a genetikai informécidk
értelmezése, a gének minél pontosabb funkcidinak megismerése.

Erdekes tény, hogy két ember kozotti atlagos eltérés 0,001%, az ember és csimpanz kozott:

1,5% mig az ember és egér kozott: 10%.

4.2. Huméan genomkutatas f0bb 1épései

1953 DNS dupla hélix szerkezet (Watson és Crick)
1972 Rekombinans DNS (Berg, et al.)
1977 DNS szekvenélds (Maxam és Gilbert, és Sanger)
1980 Fizikai térképek készitése RFLP-vel (Bostein, Davis, White)
1985 PCR (Mullis)
1986 Automata DNS szekvenalok megjelenése (Hood és Smith)
1987 YACs (Burke, Olson, and Carle)
Fluoreszkalo lanc befejezd dideoxinukleotidok (DuPont)
DNS szekvenalok kereskedelmi forgalomban (Applied Biosystems)
1991 Expressed Sequence Tag-expresszalt szekvencia szakasz (EST, Venter et al.)
1992 Bakteridlis mesterséges kromoszéma (BACs, Shizuya et al.)
1997 Kapillaris szekvenal6 berendezések (Molecular Dynamics)

2000 Uj generaci6s szekvendl6 berendezések

4.3. Allati genomprojektek

Tyiik - 2004
2003. marciusban indult a projekt, egy nemzetk6zi konzorcium keretében.

Az elsd feltérképezett madar az Azsidban 3shonos bankivatyiik (Gallus gallus).
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T —

(forras: http://hu.wikipedia.org/wiki/Bankivaty%C3%BAk)

Szarvasmarha — 2004

2003. decemberben indult a projekt, egy héttagi nemzetkdzi konzorcium keretében (60 millié
$).
Az el6szor egy hereford tehén — Dominette lett feltérképezve. Majd tovéabbi fajtdk bevonasa:

holstein, angus, jersey, limousin, norvég voros, brahman

Juh —

Az egyik legnagyobb konzorcium keretében torténik a projekt (45tag; 45 millié $)

Tobb mint 450 mikroszatellit ismert azonban ezek szdma folyamatosan nd.

Vizsgaljak a gyapju tulajdonsigokat, karkasz Osszetételt, parazitakkal szembeni rezisztenciit,

novekedési tulajdonsagokat, egygénes defetusokat

Sertés —

Nemzetkozi konzorcium (40 tag), 60 milli6 $

Tobb mint 650 gén és 1500 marker ismert (>90%-a a genomnak ismert)

Az emberi Osszetett tulajdonsdgok vizsgéilatdnal van kiemelten fontos szerepe (elhizas, sziv és
érrendszeri betegségek), illetve a xenotranszplanticid esetleges megvaldsulasa esetén.

Evolicids szempontbdl a sertés a féemldsok €s ragesalok kozott helyezkedik el.

Egér (Mus musculus) - 2002

Kutva (Canis lupus familiaris) - 2003

Poodle és boxer fajtakkal indult a projekt.
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Csimpdnz (Pan troglodytes) - 2004

A csimpanz a legkozelebbi rokon faj az emberhez. 98%-ban megegyezik a genom, de a
maradék 2%, pl. a transzkripcids faktorok miikodésbeli kiilonbségei (mas gének Aatirasat
szabalyozd fehérjék) magyarazatot ad arra, hogy milyen kiilonbségek vannak az

agymukodésben, vagy a beszéd kialakulasa az embernél.

Patkdny (Rattus novegicus) - 2004

5. Biotechnika- biotechnoldgia

Manapsag gyakran taldlkozhatunk a biotechnika €s biotechnoldgiai fogalmakkal. Azonban
mit is jelent ez a két sz6? Mindkét fogalom esetén tobb meghatarozassal is talalkozhatunk. A
biotechnika a genetikai ellendrzés alatt all6 bioldgiai folyamatok specifikus fizikai és kémiai
tényezokkel vald befolyasoldsa. Mig mésok szerint a technikai eszkdzok orvosi-gyogyaszati
alkalmazasa. Ereky Karoly magyar gépészmérnok (1917) meghatarozdsa szerint: Minden
munka, mely az él6 szervezeteket haszndlja fel a nyersanyag modositisara. Azt a folyamatot,
amelyet olyan sejtek, vagy azoknal is kisebb elemei hajtanak végre, amelynek valamilyen
o0roklédo tulajdonsagait a hasznosithatdsdg érdekében moddositjdk, melynek természetes
oroklésmenetét megvaltoztatjdk. Masok szerint a technikai miiveletek és ipari termelés
keretében alkalmazott bioldgiai eljarasok Osszefoglalo neve. A biotechnoldgia valjaban
torténelem eldtti idok ota folyd interdiszciplinaris tevékenység. Ma mar rengeteg
tudomanyteriilet eredményeit hasznositja. Mig az 6 eredményei féleg a mezdgazdasagban, az
orvosi gyakorlatban, a kornyezetvédelemben, a vegyipar, az élelmiszeripar és a gydgyszeripar
termeld tizemeiben hasznosulnak. Alkalmazasakor szigordan érvényesiil az oksag elve; az
anyag és energia megmaradas elve; a termodinamika és az entrépia torvénye.

Talan jobban megérthetjiikk a mddszerek kozotti kiilonbséget, ha ismertetjiik az oda sorolhat6

eljarasokat.

5.1. Biotechnikai eljarasok

1. Mesterséges termékenyités (Artificial insemination; Al)
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Ezen eljaras soran emberi segitséggel juttatjuk a termékenyitéanyagot a hiivelyen at a ndivard
egyedbe. Azonban ekkor még nem biztos, hogy a megtermékenyités 1étre is jon. Ezért fontos
itt kiemelni, hogy mesterséges termékenyitésrél beszéliink, a gyakran hibdsan hasznalt
megtermékenyités sz6 helyett. Mivel megtermékenyiilésrél akkor beszéliink, ha a himivarsejt
atjut a zona pellucida-n, a két ivarsejt maganyaga egyesiil €s kialakul a zigéta.
A termékenyitdanyag levételét, felhasznalasat tekintve megkiilonboztetiink harom médot:

1. Levett ond6 helyszinen val6 felhasznéldsa; nincs higitis/tartas.

2. Laborban mindsitett onddt higitjak/htitik és 0°C fokon szallithatd; 1-2 napig végezhetd

vele inszeminélas
3. Ondé mélyhlités mindsités utan, higitds, majd -196 °C fokon hiitik N-ben,

miszalmaban adagolva, vagy szemcsésen fagyasztva tiroljak

Elonye a moddszernek, hogy kivald teljesitményli egyedektdl tobb utéd nyerhetd;
termékenyitdanyagaik tarolhatéak akar tobb évig is (faj, st sok esetben fajta fiiggd);
elkeriilhetdek a nemi betegségek, kisziirhetdek ismert genetikai defektusok; tenyészcélok
hamarabb elérhetdek; piaci igényekhez gyorsan lehet alkalmazkodni illetve viszonylag olcsé
megoldas. Mig legfébb hatranya, hogy szakképzett emberi munkaerdt €s infrastrukturélis

hatteret kivan.

2. Ivarzas szinkronizalas

Az éallatnemesités egyik 6 célja a piaci igények kielégitése, profit termelés a gazddk szamara.
Az ivarzds szinkronizalds sordn természetes €s mesterséges hormonkészitményekkel
(gesztagénekkel) lehetdség van az ivarzast, petelevalast egy idore szinkronizalni minden
ndivard egyednél. Igy id6 és pénz takarithaté meg, mivel pontosan tudhaté a termékeny
id6szak, a kezelt egyedek ismertek, hasonld kord utédok sziiletnek az altalunk vélasztott

idore.

3. Embri6 darabolas

A megtermékenyiilés utan 1étrejott zigdta osztddasa soran 2-64 sejtes embrid allapotaban, a
teljes oroklési anyag birtokdban identikus ikreket allitunk eld. Két, vagy tobb teljes értékdi,

életképes ivadék nyerhetd (egypetés ikrek)

4. Szuperovulaltatas

A fajra jellemz0 ovulacios ratanal tobb petesejt érik meg hormonalis beavatkozas hatasara
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5. In Vitro Fertilizaci6

Akkor végezhetd el, mikor mindkét sziilld ivarsejtjei termékenyitésre/termékenyiilésre
alkalmasak. A termékenyitést laboratériumi koriilmények kozott végzik el, és az életképes

embridkat iiltetik az anyéba.

5.2. Biotechnoldgiai eljarasok

1. Kimérak eloallitasa

Kiilonboz6 sziiloktol nyert (kettonél tobb ivarsejtbdl 1étrejott) teljes, vagy félembridk
Osszeolvadésa. Kiilonboz0 fajtai vannak.

1. Elsddleges

-Polispermia: Két vagy tobb (harom) onddsejt altal megtermékenyitett petesejt. Az igy 1étrejott
embrié harom, illetve utdbbi esetben négy génkészlettel rendelkezik. Ilyenkor tobb kiillonbozo
apa is el6fordulhat.

- Szdmfeletti sejtmagos

Sarkitestes: Sarkitestbdl szarmazik a szamfeletti sejtmag. Az els6 két sarkitest a primer oocyta
elsd, meiotikus osztddasaval keletkezik (secunder oocyta), a haploid petesejt a meidzis végén
alakul ki, amikor egy ujabb sariktest jon 1étre. A meidzis végterméke harom sarkitest és egy
petesejt. Mindharom sarkitest részt vehet egy extra megtermékenyitésben. A sarkitestes
elsddleges kiméraban harom génkészlet van jelen. (Egy anyai és két apai.)

Aggregdcios: Két kiilon-kiilon megtermékenyitett petesejt az egyedfejlodés korai szakaszaban
Osszeolvadhat, és egy utéd jon létre négy ivarsejtbdl. Az ilyen kiméra négy génkészlettel
rendelkezik, ezek az egyes sejtekben kettesével, meghatarozott parokban vannak jelen.

- Injekcios: Mesterséges kimérak, ahol az embribba mashonnan szarmazd sejtek
befecskendezésével juttatnak eltérd genetikai informéciot.

2. Masodlagos

A masodlagos kimérak az egyedfejlodés késobbi szakaszaiban alakulnak ki.

- Sejtcsere véredényeken dt

- Transzplantdcio

A transzplanticiés kimérdk a novényvilagban gyakoriak (oltvanyok). A beoltott vad alany az
oltdvessz0 tulajdonsagai szerint kezd miikodni, széls6séges esetben eldfordulhat, hogy
szilvafan barack teremjen. Sejtek vagy szovetek beiiltetésével barmely egyedfejlodési

szakaszban létrehozhatok transzplantacids kimérak. A csontveld atiiltetése soran példaul a
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donor sejtjei termelik a vérsejteket, igy a teljes vérrendszer mas genetikai informacidkat

hordoz, mint a gazdaszervezet.

Beszélhetiink fajkimériardl (juhkecs) és fajtakimérardl is.

2. Poliploidia (Sejtmag tobbszorozodés)

Ezen eljaras soran elektromos, vagy kémiai kezelés hatasara a sejtmagban a kromoszoéma
allomany 2x, vagy tobbszorosére gyarapodik — dridsnovények hozhatéak 1étre. ElsOsorban a

novénynemesitésben van jelentdsége.

3. Parthenogenezis (sziiz nemzés)

Aszexualis szaporodési forma, amikor ivaros szaporodis nélkiil az egyik sziil6 hoz vilagra

ivadékot.

4. Génsebészet

Egy gént vagy DNS szekvencidkat egy masik 4llatba, allatfajba iiltetnek &at. Ilyenek a

transzgénikus allatok.

5. Klénozas

Klénnak tekintjik az ugyanazon egyedtdl (O6st6l) szarmazd, ivartalan szaporitds altal
létrehozott, genetikailag azonos él6lények Osszességét. Igy rajohetiink, hogy a klénozéssal a
novénytermesztésben mar régota foglalkoznak, csupan az allatnemesitésben tekinthetd
viszonylag uj eljarasnak. A klonozas soran létrehozott egyedek minden tulajdonsdgukban
megegyeznek.

Megtermékenyitett (osztodni képes), vagy meg nem termékenyitett, de osztédasra indukalt
petesejt magjat eltavolitjdk és embrionalis blasztomert vagy testi sejt magjat helyezik &t.
Azonban a létrehozott utédok nem teljesen azonosak genetikailag. Csupidn a sejtmagban
orokitett, nuklearis DNS-tartalmuk egyezik meg, a citoplazméban taldlhaté mitokondriélis
DNS a recipiens petesejt, nem pedig a donorsejt mitokondridlis DNS-£€t tartalmazza.

Dolly baranyrdl valészintileg mindenki hallott mar, amit feln6tt egyed testi sejtjébdl sikeriilt
eldallitani 1996-ban. Ezzel bizonyitist nyert, hogy ,,végdifferencidlodott” testi sejtek is
képesek a teljes egyedfejlodésre. A sejtmagdonorként szolgal6 sejt egy finn dorset fajtaji juh
emldszovetének tenyészetébdl szarmazott, mig a citoplazmadonor a scottish blackface fajta

enukledlt petesejtje volt. Dolly sziiletése utidn alig egy évvel, 1997-ben mar a genetikailag
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modositott sejtekbdl sejtmagitiiltetéssel 1étrehozott juhok, Polly és Molly sziiletésérdl is

értesiiltiink, akik transzgenikus allatok is voltak, ugyanis a fibroblaszt-tenyészetbe el6zdleg a

huméan 9-es véralvadas faktor génjét iiltették be, s ezen un. transzgenikus sejteket hasznaltik

sejtmagdonorként a kisérletekben. Ugyanebben az évben sziiletett meg Gene, az elso

klénozott szarvasmarha, Neti és Ditto, az els6 klénozott rhesus makakok (Macaca mulatta) és

Cumulina, az els6 klénozott laboregér is. 1998-ban pedig vildgot lattak az elsé felndtt testi

sejtbdl klonozott szarvasmarhak, Noto és Kaga is. Mara mar igen sok fajt sikeriilt klénozni

(teve, patkany, prérifarkas, nyil, diszn6, kutya stb.).

évszam eredmény forras
1892 Hans A. E. Dr‘iesch; az els§ allati kl(’)ﬂpk: tengeri siin embrid
blasztomerek izolalasa teljes egyed fejlodését eredményezte
1902 Hans Spemann: identikus goték 1étrehozésa embridfelezéssel
1903 Herbert Webber: a klon fogalmanak megalkotasa
1928 Hans‘Sper‘nann.: az elsd, gétéken végzett sejtmagatiiltetés Spemann
embrionalis sejtekkel (1938)°
Robert Briggs és Thomas King: békaembrid sejtjeivel végzett Briggs—
1952 . P .
sejtmagatiiltetés King, 1952
4 John Gurdon: sejtmagatiiltetés karmosbékakon embrionalis
1962-75 o T I A oz
és bélhamsejtek alkalmazasaval
Tung et al,
1963 Tung Ti Csu létrehozta az els6 klonozott halakat pontyfélékben | 1963
(kinaiul)?
1984 Steen Willadsen: juh sejtmagétiiltetéses klonozas 16-18 sejtes Willadsen,
juhembriodsejtekbol 1984, 1896
1995 Megan és Morag: in vitro teny.észtett embriondlis sejtekbol Campbell
létrehozott sejtmagétiiltetéses juhok et al., 1996
Ian Wilmut: az elsé felnétt, testi sejtbdl klonozott emlds, Dolly | Wilmut et
1996 o
megsziiletése al., 1997
Polly és Molly: az els0 transzgenikus juhok el6éallitasa Schnieke
sejtmagatiiltetéssel etal., 1997
Neti és Ditto: az els6 rhesusmajom klonok Z[?ri%;;
1997 Gene: az elsO, magzati fibroblaszt sejtbdl klénozott Cibelli et
szarvasmarha al., 1998
Cumulina: az elsd, kumulusz sejtbdl klénozott laboratériumi Wakayama
egér et al., 1998
Noto és Kaga: az elsd, felndtt testi sejtbdl klénozott Kato et al.,
1998 szarvasmarhak 1998 _
Mira: az els6, embriondlis sejtbdl klénozott kecske Baguisi et
al., 1999
Alexis, Carrel, Christa, Dotcom és Millie: az elsé klénozott Polejaeva
2000
malacok et al., 2000
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Yanyuan: az els6 felndtt testi sejtbdl klonozott kecske

Ombretta: az elsd muflon klonozasa Loietal,
2001
Noah: az els6 klonozott veszélyeztetett allatfaj, a gaur (Bos Lanza et
gaurus) al., 2001
2001 az els6 klonozott nyulak Chesne et
al., 2002
CopyCat (mas néven Carbon Copy): az els6 klénozott Shin et al.,
hazimacska 2002
" . . s Sansinena
Az els6 banteng (Bos javanicus) klonozasa et al.. 2005
Ry . Woods et
Idaho Gem: az els6 klénozott 6szvér al., 2003
Prometea: az elsd felndtt testi sejtbdl klonozott 16 S(?(l)l; etal,
2002 Ditteaux: az elso felnott testi sejtbdl klonozott afrikai Gomez et
vadmacska (Felis silvestris) al., 2004
Dewey: az elsé feln6tt testi sejtbdl klonozott fehérfarku szarvas
(Odocoileus virginianus)
112 , Zhou et al.,
Ralph: az els6 klénozott patkany 2003
Tabouli és Baba Ganoush: az els6 kromatin atiiltetéssel Yin et al
2004 klénozott macskafélék (hazimacska — Felis silvestris catus és "
. . . 2005
leopard macska — Prionailurus bengalensis)
2005 Snuppy: az els6 klénozott kutya (afgan agéar) ]2“88 Set al.,
Libby és Lilly: az els6 klonozott hizi- vagy vadaszgorények Lietal.,
(Mustela putorius furo) 2006
2006 - ,, p p p p :
Klonilla: az elsé Magyarorszagon klénozott allat: felndtt testi Meng et
sejtbdl kldénozott laboratoriumi egér al., 2008
. 114 . Kim et al.,
Snuwolf és Snuwolffy: az elsé klonozott farkasok (Canis lupus) 2007
2007 Meng et
Tapsilla: az elsd hazai, testi sejtbdl klonozott nyul al.. 2009
2008 Megsziilettek Snuppy utddai: a tenyésztési programban csak
klénozott allatokat kereszteztek egymassal
Injaz: az elsd klénozott teve (Camelus dromedarius) Wani et
2009 Iy
megsziiletése al., 2010
2011 Az elso klénqzott prérif@rkas, mas néven kojot (Canis latrans) | Hwang et
megsziiletése interspecifikus klénozéassal al., 2012

Dinnyés és Kobolak (http://www.matud.iif.hu/2013/06/03.htm)
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6. Allati  eredetii  termékek  nyomonkovetése  genetikai  médszerekkel
(faj- és fajtaazonositas)

Napjainkban ugy tiinik, hogy a fogyasztok novekvd érdeklédést mutatnak a regiondlis és
hagyoméinyos vagy tradiciondlis eljardssal készitett élelmiszerek irant. Ezeket olyan
termékeknek tekintik, melyek minOségiiket és egyediségiiket az adott vidék
jellegzetességeihez szorosan kapcsol6dd, hagyomanyos gyartési eljarasoknak koszonhetik. A
regionalis termékek kiilonleges organoleptikus tulajdonsagokkal rendelkeznek: kivételes
illatok, izvilag és megjelenés jellemzik Oket. A kivancsisag valamint az érzelmek, melyeket az
ilyen termékek kivaltanak a fogyasztokban, egyiittesen adhatnak magyarazatot arra, hogy a
regiondlis és tradiciondlis élelmiszerek irant nagy a kereslet, még ha tobbet is kell fizetni
értiik, mint a tomeggyartott termékekért.

1992-ben olyan iranyelveket fogadtak el, melyek az Eurépai Uni6 (EU) tagallamai teriiletén
az élelmiszer-eloallitds jogi védelmével kapcsolatosak és a kovetkezO harom megjelolést
tartalmaztdk: Oltalom alatt all6 eredetmegjelelolés (‘“Protected Designation of Origin”),
Oltalom alatt all6 foldrajzi megjelolés (“Protected Geographical Indications™) és
Hagyomanyos Kiilonleges Termék (‘“Traditional Speciality Guaranteed”) (az Eur6pa Tanacs
510/2006, 509/2006 sz. rendelkezései és az EU bizottsaganak 1898/2006 sz. rendelkezése).
Ezeknek a megjeloléseknek a célja az volt, hogy a fogyasztokat egy adott agrar- vagy
élelmiszeripari termék mindségérdl és eredetérdl tijékoztassak. Ha a gyartok jogi védelmet
biztositanak az altaluk eldallitott termékeknek, akkor automatikusan arra is kotelezik
magukat, hogy Onkéntesen ellendrzik a gyartasi folyamatot és feliilvizsgaljak, hogy az
megfelel-e az adott termék receptjében szerepld eldirasoknak.

Az Eur6épai Unidhoz tartozd orszdgokban meghatdroz6 tendencia az, hogy a gyartok
fokozottan hangsilyozzak regiondlis kotodésiiket és Orzik dseik hagyoméanyait. A regionalis
és tradicionalis élelmiszerek altal a gyartok az adott vidék egyediilalld sajatossagait
népszertsithetik, megbizhatéhaté mindséggel €s izértékkel szavatolhatjdk, hogy ugyanazt a
nyersanyagot, ugyanazzal a technolégiaval dolgozzak fel az eldallitds soran. Ezen termékek
irant fokozatosan novekszik a kereslet magasabb &raik ellenére is, melyet a fogyasztok
hajlanddak fizetni azonban ez csabitast is jelenthet arra, hogy a gyartok hamisitsdk ezeket az
élelmiszerekcikket. Ezen termékek hamisitdsa, amellett, hogy egyértelmilien tisztességtelen
gyakorlatot jelent a fogyasztdval szemben, akar bizonyos egészségiigyi kockazattal is jarhat.
(allergidk). Az élelmiszer hamisitds elleni kiizdelem nem olyan csekély jelentdségli
probléma, mint milyennek elsére gondolnank. Ma mar a kiilonb6zd hatésagok is szigoru

eszkozokkel dolgoznak, hogy a fogyaszté kozonséget anyagilag és fOleg az egészsége
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nézOpontjabol megvédelmezzék. Hamis élelmiszernek mindsiil az az €élelmiszer amelyet a ra
vonatkozé eldirasokban vagy a gyartmanylapban meghatarozott mindségi eldirasoknak nem
megfelelden allitottak eld; amelyet az adott tevékenység vonatkozasdban nem engedélyezett,
illetve nem nyilvantartott médon allitottak eld, illetve hoztdk forgalomba; amely eldallitasa
soran meg nem engedett Osszetevot hasznaltak fel; amelynek dtcimkézése vagy dtcsomagolasa
jogsértd modon tortént; amelynek mindségmeglOrzési, illetve fogyaszthatdsigi idejét
jogellenesen meghosszabbitottak, illetve amelyet részben vagy egészben lejart
mindségmegorzési, illetve fogyaszthatdsagi ideji anyagokbdl allitottdk eld; amelynek
eléallitisa nem emberi fogyasztisra szant anyagok felhasznilasaval tortént, illetve nem
emberi fogyasztasra szdnt termék emberi fogyasztas céljara torténd forgalomba hozatala.
Termékeredet vizsgilatoknak ma mér kiilonb6z0 mddszerei vannak: fizikai médszerek (szin,
allag, szag, Osszetevok); anatdmiai mddszerek (fogazat, borddk szdma, csigolydk szama);
hisztoldgiai moédszerek (izomrostok hossza, &tmérdje, stirlisége, mintazata); kémiai modszerek
(huz zsirtartalma, husliszt hamu tartalma); biol6giai mddszerek (fajmeghatarozas). Ezeket az
utobbi eljarasokat bdvebben tirgyaljuk jegyzetiinkben. A felhasznalt fajok pontos
meghatirozasa azért is fontos elvaras, mivel ez a tisztességtelen gyakorlat néhany védelem
alatt all6 allatfaj kereskedelmi tilalmaval is szoros Osszefiiggésben all. Annak érdékében,
hogy megvédjiik a fogyasztoi érdekeket és megorizziik a vasarlok bizalmat, sziikségesnek
latszik bevezetni a gyartasi folyamatok hatékony ellendrzését és feliilvizsgalni a regionalis €s
tradiciondlis élelmiszerek faj szerinti Osszetételét. Szerencsére napjainkban lehetdség nyilik
arra, hogy az egyes fajokat kiilonb6zo eljarasokkal azonositsuk. Példaul hisok esetén néhany
ezen eljarasok koziil kizardlag a nyershus esetében teszi lehetové az egyértelmil
fajazonositast, mig mas modszerek akkor is képesek erre, ha a hisokat kiilonféle gyartasi
eljarasoknak vetették ald. Hazadnkban talan leggyakrabban a tej és tejtermékek (vaj, sajt)
hamisitdsa torténik. Dénidban kiilondsen nagy figyelmet kap az élelmiszer biztonsag,
hamisitas. Kiilon torvény védi a vajat, annak hamisitgja fegyhazbiintetést is kaphat. A
fajmeghatarozas céljabol bioldgiai  (szeroldgiai vagy immunologiai) modszereket
alkalmazunk. Lehetnek kromatografikus, immunolégiai, elektroforetikus és genetikai
eljarasok. Az immunol6giai moédszerek a vildgon az elterjedtebbek, viszont nem annyira

pontosak, kiilondsen rokon fajok esetén nem.

6.1. Genetikai modszerek élelmiszertermékek faj/fajtaazonositasanak szolgalataban

Ha 0sszevetjiik a fajmeghatarozis fehérje analizisen, illetve DNS analizisen alapuld

modszereit, akkor a DNS egyediilallo tulajdonsagainak koszonhetéen
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megkérddjelezhetetleniill megmutatkoznak az utobbi eljards elonyei. A DNS egy adott
szarmazik. Eppen ezért nem lényeges, hogy a vizsgalt mintat az izomszovetekbél, a vérbsl
vagy a mijbdl nyertilk-e. A DNS sokkal tobb informéciét hordoz, mint a fehérje, ez a
genetikai kod sajatossdgaibol ered. A fehérjével Osszevetve, a DNS stabilabb és jobban
ellendll a magas homérsékletnek, a nagy nyomdsnak és a kémia vegyiiletek roncsold
hatasidnak is. A nukleinsavak itt felsorolt tulajdonsidgai nem csak nyershus esetében teszik
lehetové a fajmeghatarozast, hanem akkor is, ha a hudst hokezelték vagy kiilonféle
vegyliletekkel elegyitették. Tovabba a genetikai mddszerek lehetévé teszik, hogy szoros
rokonsagban all6 fajok, pl. csirke és pulyka kozott is kiillonbséget tegyiink, Onalléan és
keverékben el6forduld husokat fajok szerint azonositsunk és végiil, de nem utolsé sorban
génmodositott szervezetekbdl szarmazo szoveteket vizsgaljunk.

Nagyon valészinlinek tiinik, hogy a nukleinsavak vizsgalatin alapulé fajmeghatarozasi
modszereket a jovOben egyre gyakrabban fogjdk alkalmazni arra, hogy a konyhakész
¢lemiszerek Osszetételét ellendrizzék. Az a tény, hogy a genetikai modszerek minden mas
eljarasnal vitathatatlanul hatékonyabbak, azzal magyarazhat6, hogy sokrétli alkalmazast
tesznek lehetové, igy példaul keverékek és kiilonféle eljarasoknak alavetett husok
fajmeghatarozasat is képesek elvégezni. Tovabbi eldny az is, hogy az ilyen vizsgalatok
gyorsan és konnyen végrehajthatdak.

Az élemiszeripar igényeinek kielégitésére szamos DNS alapu vizsgalatot fejlesztettek ki,
melyek a fajmeghatarozast teszik lehetové. Mindazonéltal a polimeraz lancreakcion alapuld
(PCR) vizsgélatok kiilonos figyelmet érdemelnek, mivel magasfokiu érzékenység és
specificitas jellemzi Oket, valamit viszonylag rovid id6 is elegendd végrehajtisukra és nem
mellesleg koltséghatékony is. A PCR vizsgélatok koziil, az élelmiszerhamisitas felderitésére
hasznalt leggyakoribb modszerek a kovetkezdek: PCR fajspecifikus primerek hasznalataval,
PCR-RFLP  (restrikcios  fragmenthossz ~ polimorfizmus  vizsgilat), = PCR-RAPD
(véleltlenszerlien felszaporitott polimorfikus DNS vizsgalat), PCR-SSCP (egyszali
konformaécids polimorfizmus vizsgélat), szekvenalasi mddszerek és a valds idejii PCR, mely

kvantitativ kontaminécids vizsgalatot tesz lehetdvé.
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PCR alaptu genetikai modszerek

Polimeraz lancreakcié (PCR)

A polimeraz lancreakcion alapulé vizsgélat (PCR) egyike azoknak a genetikai mddszereknek,
melynek segitségével vizsgalhatdo az élelmiszerek, koztik a husok és hustermékek,
Osszetételének eredete.

A polimerdz lancreakci6é egy meghatarozott DNS-fragmens vagy RNS felszaporitasat
(amplifikalast) teszi lehetové (az RNS eldszor a cDNS-re irddik 4t egy reverz transzkripcioé
soran) in vitro koriilmények kozott. A kivalasztott DNS szekvencia a vizsgalathoz sziikséges
mértékben amplifikilhatd egyszadli DNS molekuldkra. A reakcidhoz a kovetezd Osszetevok
primer — amely meghatarozza az amplifikdland6 szakasz elejét és végét; DNS-polimeraz —
amely lemasolja az amplifikdland6 szakaszt; nukleotidok — amelyekbdl a DNS-polimeraz
felépiti az 4j DNS-t; puffer — amely biztositja a DNS-polimerdz szdmara megfeleld kémiai
kornyezetet. A primereket kémiai szintézis sordn kapjuk és tobbnyire koriilbeliil 20
nukleotidbdl allnak. A DNS-fragmens szintézisének minden ciklusa harom fazisbdl all,
melyek kiillonb6zd homérsékleten mennek végbe:

1) denaturacid, 90°C feletti homérsékleten; 2) primerek feltapadasa, 40-60°C kozotti
hoémérsékleten; 3) novekedés/elongicid, kb. 70°C-os homérsékleten.

Leggyakrabban minden egyes PCR reakci6 20- 40 ciklust foglal magaban és minden egymaést
kovetd ciklusban az adott matrix fragmentjeinek szdma megduplazddik.

A PCR-t Kary Mullis talalta fel és eredményéért 1993-ban megkapta a kémiai Nobel-dijat. Az
oOtlete az volt, hogy olyan eljarast fejlesszen, amely a DNS-t mesterségesen megsokszorozza a

DNS-polimeraz enzim segitségével, megismételt duplikacids ciklusok altal.

PCR fajspecifikus primerek hasznalataval

Jelenleg a PCR-vizsgilat, mely fajspecifikus
primereket alkalmaz, egyike azoknak a
genetikai eljardsoknak, melyek kiillonboz6
husfélek azonositasat teszik lehetdvé, legyen
sz6 nyershusokrol vagy hokezelt termékekrol.

Ezen eljards soran fontos kitétel, hogy
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ismerniink kell annak a génnek a nukleotiddlloméanyét, amely alapjan a fajmeghatarozast
végezni fogjuk. A fajspecifikus primerekre €épiild0 PCR-vizsgilat megkoveteli elegendd

kontrollminta felszaporitisat, ezzel kizérja a hibas eredmények lehetoségét.

Gyakorta a tisztességtelen eljardsokat alkalmazd élelmiszergyartok olcsobb husfélékkel
helyettesitik a dragabb alapanyagokat. Tobbek kozott ez a gyakorlat fordul el6 a Mortara nevil
hagyomanyos, olasz szalami esetében: a libahuist mas szarnyasfélére cserélik példaul pulykéra
vagy kacsara. A régi hagyomanyoknak megfeleléen ezt a szalamifajtat kétféleképpen
készitik: az egyik fajta elnevezése ,,ecumenico”, azaz kizarélag libahust hasznalnak fel, a
masik valtozatban pedig sertés- €s libahust 2:1 aranyban kevernek Ossze. Kutatok
fajspecifikus primereket terveztek a mitokondridlis DNS citokrém b génje alapjan és ilyen
modon képesek voltak a termékben azonositani a hazi ldd (Anser anser) husat.

Citokrom b gén a mitokondridlis genomban taldlhaté és gyakran alkalmazzak huisok
fajmeghatarozasara végzett kisérletekben €s ezért a szekvencia jellemzdi sok gerinces és
gerinctelen allatfaj esetében ismert. A mitokondridlis DNS szamos elonnyel rendelkezik a
nukleédris DNS-sel szemben. A mitokondridlis DNS sejtenként kopidk ezreiben fellelhetd és
mivel szdmos muticidéra képes lehetdvé teszi a szoros rokonsagban all6 fajok
megkiilonboztetését is. Az elvégzett vizsgalatok soran a két szalamifélében izolaltak a DNS-t,
vagyis a sertéshussal kevert véltozatban és a tisztan libahusbol késziiltben is, tovabba
ugyanezt tették a tiszta sertéshussal és a kacsahussal is. A PCR-vizsgalatot és elektroforézist
kovetden egy olyan jellemzOhoz jutottak, mely csak is kizardlag a libahidshoz volt kéthetd, a
tobbi husféléhez pedig nem. Ezen tanulményok eredményei igazolni litszanak azt, hogy a
kifejlesztett primerek sikerrel alkalmazhatdak a libahus azonositaséra.

Az alacsony zsirtartalmui élelmiszerek iranti novekvd érdeklédés miatt a fogyasztok a
vadhusbol eldallitott termékeket keresik a piacon, koztiikk a gimszarvas (Cervus elaphus),
didmvad (Dama dama) és az 6z (Capreolus capreolus) husit. Azért, hogy megvédjik a
fogyasztoi érdekeket ezen nagyon is népszerli inyenchisok esetében, azaz felderitsiik a
megtévesztoen, jogtalanul cimkézett termékeket, a kutatok a 12S rRNS gén alapjan DNS-
primereket fejlesztettek ki, melyekkel egyértelmiien azonosithatéak a fent nevezett husfélék.
Megegyez0 reverz primereket és fajspecifikus primereket hasznéltak e vadhisok esetében.

A harom primerpar szelektiv felszaporitasanak sikerét megerOsitette az elvégzett PCR-
vizsgéilat, nem csupan a fent nevezett harom vadhis fajmeghatarozisa esetében, hanem a
kovetkezd fajokbol nyert mintdkban is: zerge, muflon, spanyol készali kecske, szarvasmarha,

juh, kecske, 16, hazinyul, kacsa, pulyka és hazilid. Az elvégzett vizsgéalatok a kivant méretii
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amplikonokat eredményezték 2@

szarvas- 175 bp, damszarvas-

169 bp és 6z- 175 bp ! !
szalhosszisaggal ugy, hogy - =
egyidejlileg a tobbi elemzett - :

faj nem volt jelen a vizsgalt - :
mintakban. Annak s | 190 I i - -
érdekében, hogy a

kifejlesztett, a fent

megnevezett vadhusok azonositdsara szolgaldé modszer hasznossagat igazoljak, kisérleti
koriilmények kozott eldallitott histermékeket is vizsgaltak, melyeket pasztorizalasnak (72°C,
30 percig) és sterilizdlasnak (121°C, 20 percig) vetettek ala épp ugy, mint az ipari
technoldgiaval eldéllitott termékeket (hiitve szaritott és fott termékeket). Ezekben az
esetekben is kielégitd eredményeket kaptak a kutatdk, igy pedig igazolast nyert, hogy a
nagymértékii roncsolddéast szenvedett DNS-t is lehet amplifikalni (csak a viszonylag rovid
szalhosszisagu DNS szegmenseket (175 bp) amplifikaltdk ebben a kisérletben). A kapott
eredmények igazoltdk, hogy a tervezett primerek egy bizonyos fajspecificitassal

rendelkeznek, ez pedig azt jelenti, hogy alkalmasak rutinvizsgéilatok elvégzésére.

A PCR-vizsgalat lehet0séget nyujt arra, hogy olyan szoros rokonsagban all6 allatfajokat
kiilonitsiink el egymastol, melyek nukleotid szekvencidi nagymértékli egyezést mutatnak,
ilyennel taldlkozunk a csirkék és pulykdk esetében. Egyes kutatok olyan mddszert
fejlesztettek ki, mely a nukleinsav z0ld megfestésével lathatova teszi az eredményeket és
ezaltal jelentOsen leroviditi a vizsgalat idétartaméat. A cytokrom b alapjan késziilt két primer
par csirke esetében 120 bp, a pulyka esetében pedig 101 bp szalhosszisagu szaporitast tett
lehetdvé, mindkét esetben nyers és fott hdsokat, valamint autoklavkezelésnek alavetett
mintakat vizsgéltak és azonositottak sikerrel a szoban forgo két fajt.

A fent emlitett allatfajok esetében az amplikonok kimutatasat fluoreszcens jel kibocsatast
mérd vizsgalattal is elvégezték. Ez azért volt lehetséges, mert a zoldfesték reakcidba Iépett a
PCR-termékekkel. M G C B S P H

A ho hatasara bekovetkezd bp
denaturacid jelenti a husféleségek

fajmeghatarozasanak egyik kritikus

— PIRICOC
R~ W

1]

|~ am




pontjat mind a fehérje, mind a DNS vizsgalatan alapulé mérések esetén akkor, ha a hisokat a
gyartas soran hdkezelésnek vetik ald. Hopwood és mtsai. [1999] arr6l szamoltak be, hogy
sikeriil a 30 percen at, 120 °C fokra melegitett csirkehust azonositaniuk. Matsunaga és mtsai.
(1999) pedig olyan médszert mutattak be, mellyel egyszeriien és gyorsan elvégezhetd hat
husfajta kvalitativ azonositasa (szarvasmarha-B, sertés-P, csirke-C, juh-S, kecske-G és 16-H)
mind nyers, mind pedig 100 °C ill. 120 °C fokra torténd 30 perces melegités utin is. A
modszer hét megfeleld aranyu primer hasznalatat foglalja magaban, azaz egy a mitokondriélis
DNS citokrom b génje alapjan tervezett primerre és hat reverz primerre vagy sziikség, melyek
mindegyike a vizsgélt fajok valamelyiként jellegzetességeit hordozza. Ez teszi tehat lehetévé
a hat hisfajta egyidejii azonositasat.

Egyediil a 16hts 30 percen éttartd, 120°C fokra melegitése soran bizonyult hasznalhatatlannak
az ebben a tanulmanyban bemutatott mddszer. A lehetséges magyarazat az lehet, hogy a
16hisbdl kinyert DNS esetében az amplifikélt termék hossza nagyobb volt (439 bp), mint a
tobbi vizsgalt faj mintaiban.

Marhahusbol szdrmaz6 DNS nagymértékben ellen 4ll azon magas hdfokokkal szemben,
melyeken a kiilonféle hisok hokezelésének hatasait vizsgaltak. A fajelemzéshez olvasztott
zsiradékot és marhahts-kivonatot gytijtottek. A primereket a mitokondridlis DNS alapjan
nagyon jol sikeriilt szaporitani, a 80 percig zsiradékban siitott hus kivételével a 271 bp hosszu
framenseket valasztottik ki a mintakbdl a vizsgalathoz.

Kutatok a mitokondridlis citokrom b génen alapulva egy sorozat fajspecifikus primert
terveztek, ami csirke, pulyka, kacsa, liba, facan, fiirj és gyongytyik nyers és feldolgozott
hisanak egyméstol vald elkiilonitését, azonositasit tette lehetdvé. A PCR-termékek
detektalasat poliakrilamid gél segitségével elektroforetikus elvalasztiassal végezték el, a

géleket pedig etidium bromiddal festették meg.

PCR Restrikcids fragment hossz polimorfizmus - PCR-RFLP

A PCR-RFLP eljaras azt jelenti, hogy egy DNS-fragmentum eldszor felszaporitanak, majd
egy restrikciés enzimmel emésztik. A PCR-RFLP eljaras alkalmazasa lehetové teszi, hogy
emldsokbdl, szarnyasokbdl és halfélékbdl szarmaz6 hisokat azonositsunk. Az eljaras hatranya
abban rejlik, hogy esetlegesen az emésztés nem maradéktalan vagy intraspecifikus
kiilonbségek fordulhatnak el6, mely hasitd helyek kialakulasdhoz vagy eltlinéséhez
vezethetnek.

A 12S rRNS gén alapjan kiillonboz6 szarnyasféléket azonositottak: hazityik (Gallus gallus),
hazikacsa (Anas platyrhynchos), hazipulyka (Meleagris gallopavo), gyongytyuk (Numida
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meleagris) €s japan fiirj huasat (Coturnix japonica). Ezt az 6t hdsfajtat nyers formaban és a
hazityik esetében feldolgozott formaban is probaltidk elkiiloniteni: 1) pastétom forméjaban
(kb. 70 g) — 15 percig 120°C fokon melegitve és ezt kovetden tovabbi 10 percig 72°C fokon
kezelve a terméken beliil 2) histomb (kb. 600 g) — 30 percen keresziil parolva 90°C fokon; 3)
hispogacsa forméjaban (kb. 600 g) —hdkezelés 30 percen keresztiil 120°C fokon; 4) krokett
formaban (kb. 15 g) 5 percen keresztiil 180°C fokos zsiradékban kisiitve. A mitokondrialis
12S rRNS-t univerzilis primerek és polimeraz lancreakcio segitségével amplifikaltak. A 456
bp hosszisagi PCR-terméket kivalasztott restrikciés enzimekkel emésztették (Hinfl,
Mph11031, Mval, Eco47I). A PCR-RFLP eljaras hasznalataval nyert elektroforetikus elemzés
a nyers husokban mind az 6t esetben azonositotta a szarnyasféléket. A csirkehus kimutatésa a
melegitett/ hdkezelt termékekben is lehetséges volt, habar az autokldv (csiratlanitott)
mintaban a kotés alig volt 1athato.

A PCR-RFLP eljaras harom emldsfaj egyiittes azonositasat is lehetové tette: marha-, birka- és
sertéshus esetében. A vizsgalati eljaras az ATP8 szintdz mitokondridlis gén fragmensének
elemzését foglalta magaban. Az igy nyert PCR-terméket (176 bp szalhosszusagu) Msel és
Sau3Al restrikcidés enzimekkel emésztették, igy elektroforetikus kotéseket hozva létre, ami
mar lehetdvé tette a fajazonositast.

Ezzel az eljarissal 25 allatfaj azonositasat végezték el fagyasztott hismintdk és fagyasztva
szaritott fehérjekivonatok esetében. Az itt leirt vizsgilatban a mitokondridlis genom egy
bizonyos régidja volt a molekuléris target. (tRNAGlu/cytorkdm b). Az amplifikalas révén
nyert DNS-fragmenst (464 bp) 11 kiilonboz6 restrikciés endonukleazzal kezelték. Az enzimek
kivalasztasanak szempontja volt a viszonylag alacsony ar, a beszerezhetdség illetve a PCR-
termékben mutatott aktivitas, valamint az, hogy a vizsgalt fajok azonositasat a kivélasztott
enzimek a lehetd legjobban eldsegitsék. A szerzok szerint két restrikciés enzim hasznélata
elegendonek bizonyult ahhoz, hogy mind a 25 vizsgalt fajt azonositsdk. A PCR-RFLP eljaras
lehetdvé tette tovabba azt is, hogy Hinfl és Msel enzimek hasznalataval két- (6z €s marha),
illetve haromkompensii (6z, tarka lantszarvd antilop és fekete 16antilop) huskeverékben is
azonositsak a fajokat.

Vizsgalatok soran 50 kereskedelmi forgalomban 1évé histerméket elemeztek, melyek koziil 9
nyers vagy szaritott termék volt és tovabbi 41 vizsgalt hdisterméket pedig valamilyen ipari
technolégiaval kezeltek, pl.: el6fozték, fagyasztottdk, fiistolték, dehidratiltadk vagy
sterilizaltak Oket. A vizsgalt 50 termék koziil 20 valamilyen huskeverék volt. Univerzalis
primereket hasznalva, a kutatok a mitokondridlis DNS-t amplifikaltdk a citokrom b

koédolasaval. A fajazonositast a kovetkezd négy enzim segitségével végezték el: Pall, Mbol,
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Hinfl és Alul. A végeredményt azt mutatta, hogy 30 termékbdl, melyek allitolag csak egyféle
hust tartalmaznak, tizben taldltak hozziadott pulyka- vagy sertéshust. Ez azt jelenti, hogy a
dragabb husokat (csirke, marha és fiirj) olcsobb pulyka- vagy sertéshuisokkal helyettesitették.
Husz termék esetében, melyek csomagolasan legalabb két husfélét tiintetnek fel, 5 esetben
téves informéacidkat igazoltak a vizsgalatok. Mind az 6t hib4asan cimkézett termékben az egyik
feltiintetett husféle hianyzott; harom esetben a drigabb husok nem szerepeltek a termékben
(6z- és marhahus), mig a maradék két termékben pedig nem mutattak ki sem csirke-, sem
pulyahtst. A jelenlegi vizsgalatok tehat bizonyitottdk, hogy a PCR-RFLP-vizsgilat megfelel
arra, hogy a kereskedelmi forgalomban 1év0, el6zdleg valamilyen ipari eljardsnak alavetett és
maximum harom huisfélébdl all6 termékekben a fajazonositist elvégezziik.

Azonban vannak kutatasok melyek a modszer hatranyara hivjak fel a figyelmet. A kutatok 22
allatfaj esetében végeztek fajmeghatarozasi vizsgalatokat a Haell €s a Hinfl restrikcids enzim
segitségével. Vizsgilati mintdik a kovetkezok voltak: nyers his, mikrohullamu siitdben, 30
perc alatt elkészitett hus illetve kiilonboz0 hiuskeverékek. Két primerpart hasznaltak a
kisérletekben: CYT bl - CYT b2, valamint C1 és C2 primereket, melyek amplifikaljak a
citokrom b gént és 359 bp és 464 bp szidlhosszisagi terméket eredményezve. Az
»ujjlenyomatok™, azaz a poliakrilamid gélen hagyott nyomok, melyeket a restrikciés enzimek
hoztak létre mind a nyers, mind a feldolgozott his esetében megegyeztek és a kenguru és a
bivaly kivételével minden esetben sikeriilt azonositani a fajokat a felhasznalt mintdkban.
Kétkomponensii, kereskedelmi szempontbdl fontos huskeverékekkel is végeztek
vizsgalatokat, ide tartoznak a marha-, sertés-, barany- és csirkehisbdl késziilt termékek,
melyekben az egyes husfélék ardnya 1-t6l 99%-ig terjedt. Cytbl és Cytb2 primerek és
restrikcids enzimeket hasznalva mar 1%-os sertéshus tartalmat is ki tudtak mutatni és gyakran
ez a husféle tlint a legmeghatarozébbnak a vizsgalt hudstermékekben. A marhahist nem
sikeriilt kimutatni egy olyan sertéshisos keverékben, melyben 80% volt a marhahustartalom.
A csirkehusos keverékben azonban 50%-os arany esetén kimutattak, baranyhussal keverve
pedig akkor is, ha a keverékben a marhahus csak 5%-ot tett ki. C1 és C2 primerekkel is
tesztelték ugyanezeket a mintdkat és keverékeket, a marhahist ekkor minden keverékben
sikeresen kimutattak, mar 1%-os ardny esetén is. A masodik primerpéar tehat eldsegitette a
marhahts kimutatasat, de akadalyozta a csirke- és sertéshus detektalasat. Ezek a belatasok azt
jelzik, hogy a PCR-RFLP mddszer néhiany esetben nem lehet megfeleld eszkoze a
fajmeghatarozasnak, mert gyakran olyan eredményeket kapunk, melyek azonban nem

tilkkrozik a vizsgélt termékek valds 0sszetételét.
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A PCR-RFLP-médszer kiilondsen hasznos a kiilonféle halfajtdk azonositisa soran. A
lazacfélék csalddjaba tartozd két hal, a kozonséges lazac (Salmo salar) és a szivarvanyos
lazac (Oncorhynchus mykiss) fiistolt és nyers hisanak az azonositasat is. A vizsgalatokhoz
hasznalhat6 a 16S rRNS konzervalé gén egyik fragmense vagy a mitokondridlis citokrém
oxidaz II allélja (COII). Miutdn a megfelelden szelektalt endonukledzokat felvitték az
amplifikdlt DNS-mintara, egy olyan kotést nyertek, mely az elektroforetikus gélen taldlhato
lazac- és pisztrangmintak elkiilonitését tette lehetové. A lepényhalak rendjébe tartozo6 fajokkal
is végeztek ilyen vizsgélatokat, példaul nyelvhallal (Solea solea) és gronlandi laposhallal
(Reinhardtius hippoglossides). Az azonositast ezekben az esetekben a mitokondridlis 12S
rRNS gén és a Acil valamint Mwol restrikcids enzimek alkalmazéasaval sikeriilt elérni.

A PCR-RFLP-vizsgalattal sikeriilt azonositani olyan halhusokat is, melyeket az eml8s6kbdl és

szarnyasokbdl szarmazd mintdkhoz hasonléan magas héfokon kezeltek, pl. sterilizaltak.

Random amplifikalt polimorf DNS - RAPD

A PCR-vizsgalatok kozott egyediil csak a véletlenszerlien felszaporitott polimorf DNS
vizsgalat (PCR RAPD) az, amely Osszetett hiskeverékekben vagy erdsen roncsolt DNS
esetében nem alkalmas a termék eredetének meghatarozdsara. A PCR-RADP vizsgilat a
PCR-vizsgalat egyik mddja, mely sordn egyetlen véletlenszerli primert hasznalnak, ami azt
jelenti, hogy a felszaporitott fragmens mindkét szalan ugyanaz a primer inicidlja a reakcidt. A
véletlenszeri primerek fajspecifikus
,»ujjlenyomatokat/ mintazatokat”
hoznak 1étre, melyek lathatova

valnak az elektroforézist kovetOen.

Ez a megoldds kiiktatja a

1: medve, 2: nyul, 3: kutya, 4: macska, 5: szamar, 6: 16, 7:

szekvenalast, a hibridizaciot vagy a vaddisznd, 8: hazi disznd, 9: teve, 10: juh, 11: kecske, 12:
szarvasmarha

restriktiv  enzimek hasznalatat az

egymast kovetd szakaszokban. A PCR-RADP-vizsgalat legfobb eldnye, hogy viszonylag
olcsd és egyszerlien elvégezhetd, és ami még fontosabb, a vizsgalt DNS szekvenciijanak
elozetes ismerete nélkiil képes feltirni a genetikai valtozatossiagot. Sajnos ennek a
modszernek is megvannak a hidnyossigai: nem lehet vele a fajokat azonositani, ha nincs
folyamatosan birtokunkban egy ismert sztenderd, vagy pedig ha hiskeverékeket vagy magas
hofokon kezelt (csirdtlanitott/ autoklav hoOkezeléssel feldolgozott) husokat szeretnénk
vizsgalni. Tovabbad néhany kutatdé kimutatta, hogy a modszer érzékeny az amplifikacios

koriilmények véltozasaira és ezért a kapott eredmények igen rosszul ismételhetéek meg.
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Tobbek kozzott a PCR-RADP mddszer lehetové tette 6t kiillonbozo hisfajta egyszerre torténd
azonositasat (sertés, marha, birka, csirke €s pulyka). Nyershisokbdl illetve hustermékekbdl
szarmazd DNS-t hasznéltak fel (tobbek kozott hamburgek, nyers kolbdszok, szarazon érlelt
kolbaszok és fott hustermékek vizsgalatit végezték el). Az igy kapott DNS-profil
megismételhetd, egymastol elkiiloniilé kotéseket mutatott a vizsgélt fajokban, igy lehetévé
téve a fajok beazonositasat.

A PCR-RADP vizsgilatot tovabbi nyershuisok azonositasira is alkalmaztak: vaddiszno, hazi
sertés, 16, bolény, szarvasmarha, kutya, macska, hazi nyudl és kenguru. A vizsgilatokban
primerek kereskedelemben is hozzaférhetd csoportjat hasznaltdk arra, hogy a jellemz6
elektroforetikus mintazatot megkapjdk és igy a kiillonbozd husokat azonositani tudjak. A
PCR-RADP vizsgalatot halfajtdk azonositasara is alkalmaztak véletlenszerli primerek
hasznalataval azért, hogy megkiilonboztessék egymastol a lazacfélék kovetkezd harom fajat:
kozép-azsiai pisztrang (Brachymystax lenok), szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)

€s amago (Oncorhynchus masou ishikawai).

Szekvenilas

Elelmiszer eredet vizsgilatokban még nem elterjedt metodika, azonban réviden bemutatjuk a
legelterjedtebb szekvenalasi eljardsokat (bazissorrendek meghatérozasa).

A Sanger-féle klasszikus lanctermindciés modszer radioaktivan jelolt DNS primer, egyszali
DNS templat, DNS polimeraz, valamint a dezoxi- és radioaktivan jelzett didezoxinukleotidok
segitségével szekvenalt DNS-t. A 4 nukleotidnak (A, C, G, T) megfeleléen 4 kiilon csében
kiilonb6z6 hosszisaga DNS-fragmentek képzddtek a szalon ledllé szintézis nyoméan a
didezoxinukleotid-

beépiilés miatt. A

négy nukleotid

kL E m " ] i 1] i) i
TTOTTAACGO TAA TATAT GAGAT T ATTAAT TTOTAAATAY CTTTATATCCETOAAATAAACGTCAGTTAATEATAAGETTITERA

alapjan
arh
fj:ta:;mos ALullmhﬂmllﬂmuhmhlhuh1unmmmmumhuuh.m..ludu

TdTA T'I"I'TTfl.i T'IEAE'ITTQGTA T.&TTETETT:!:!ETA'ITTTTQG 'ICTII'.K'I'TG TG Tﬂ.&'lATT:lflCIl’A.iﬂ A.Kﬂf!TT

lemezeken végzett

gélelektroforetikus szepardciot kovette az autoradiografiai el6hivas. Igy 24 6raval a kisérlet
megkezdését kovetden manudlisan olvashatova valtak a DNS-szekvencidk. Ugyan igy csak
500 bazist lehet leolvasni egyszerre, ennek ellenére az elvét napjainkban is még mindig
hasznéljdk. 1986-ban, majdnem tiz évvel Sanger utan, vezették be a DNS-darabok

fluoreszcens jelolését. A négy kiilonbozd bazishoz mas-més szinli fluorofort kovalensen
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kotottek, igy egy kozos csében egyszerre lehetett elvégezni a szintézist, majd a
gélelektroforézis utin kapott ugynevezett kromatogrambol szamitogép segitségével nyerték ki
a szekvencidkat. Az 1994-ben bevezetett 1j, 3° végén modositott dezoxinukleotid-trifoszfat
tette lehetdvé a bazisspecifikus terminaciot és a 3’ protektiv csoport hatékony fotolitikus
eltavolitasat. Igy lehetévé valt az djboli DNSszintézis, ami az alapjava valt a késébbiekben
alkalmazott  sokciklusos  szekvendldsnak. A  90-es évek masik gjitdsa a
kapillariselektroforézis-technika kifejlesztése, amely sordn lineéris poliakrilamidot hasznaltak
szliromatrixként a DNS-szekvenalashoz. Ennek segitségével igen kis DNS-mennyiségek is
rovidebb id0 alatt szétvalaszthatova valtak, és tobb mint 1000 bazis valt leolvashatéva 80 perc
alatt. 1995-ben az addigiaknal megbizhatobb olyan fluoreszcens jelolofestéket fejlesztettek ki,
ami az energiatranszfer révén optimalisabb abszorpcios és emisszios értékekkel rendelkezett.
Ezt kovette még egy ujabb automatizalt szekvenalasra is alkalmas fluoreszcens festék
megjelenése. 1996- ban olyan 4 szint konfokalis kapillaris array olvasét hasznaltak amely
automatikusan végezte a szekvencialeolvasast.

Piroszekvendlds

A moddszert 1996-ban dolgoztik ki, mely azon az elven alapul, hogy amikor egy nukleotid

Iterative additions

beépiill a szdlba leszakad egy

> dATP * dCTP » dGTP » dTTP
. L e . v
pirofoszfat és ezt a luciferdz enzim s
felvillanasa jelez. A leszakado PN -nocerea AAATTG...
TCGCAGT! DNA polymerase " Pi Pi
pirofoszfait mennyisége mérhetd is rrmearemose - ante Adgg;Av:;;;
ol Apyrase
egy kapcsolt reakcidval. Ennek a M um—
APS ATP + 50,2
PP
miikodési elve teljes mértékben eltér SR W Sy
Luciferase ¢
a Sanger-féle szekvenalastol. Luciforase + oxyluciferin + AMP + CO, %

Megkiilonboztetjik a szilard és e ‘ Trrmmemem s

folyadék fazisd eljrdst. b — (8 fn
o CCD camera or

A piroszekvenalds hatrdnya, hogy P G rotomutpiaes

még ma is koltséges modszer, nagyon kis térfogatban zajlanak a reakcidk, és révidebb
szakaszok (300-500 nt) szekvenaldsa végezhetd el mint a Sanger-féle mddszernél (800-1200

nt).

Uj generdcids szekvendlds
Parhuzamosan sok minta szekvendldsa torténik, nagy ateresztOképességti (HTP: high-
throughput) médszerek. A lancszintézis és a detektalas terén is eltér miikodési elviik a

hagyomanyos Sanger-féle szekvenalastol. Hasznalatukhoz fejlett robottechnika és igen nagy

36



szamitogép-kapacitas sziikséges. Hatranyuk, hogy valamivel tobb hibét ejtenek és egy reakcid
soran viszonylag rovid (néhdny 100 bazis) DNS-darabot szekvenalnak, azonban
parhuzamosan akar 1 milliét is. Az dj-generacids modszerek bevezetésével robbanésszeriien
megnovekedett a DNS-alapu vizsgélatok hatékonysaga és csokkent a fajlagos koltsége. Egy
Uj-generacios szekvenatorral par hét vagy akar par Ora alatt szekvenalni lehet akar az emberi
genomot is. Ezek a mddszerek nem csak DNS szekvenalasara, hanem mRNS (RNAseq), kis
RNS-ek (small RNA-Seq), és az tun. CHipseq szekvendlasra is alkalmasak, melybdl
kozvetleniil kovetkeztethetiink egy sejt, vagy a vizsgaland6 anyag expresszids allapotara, és

DNS szabalyozo régidira.

Kvantitativ / real time PCR (q PCR, q RT PCR)

A val6s idejii PCR-vizsgalat a génkdpidk kvantitativ vizsgélatara vagy a DNS expresszios
mérések elvégzésére alkalmas. A floureszcens festékanyag altal kibocsatott jelzések
er0sségének mérésével monitoralhaté a ciklusonként képzddd PCR-termék mennyisége. A
floureszcencia folyamatas mérése lehetdvé teszi, hogy kihagyjunk egyes olyan lépéseket,
melyeket a polimerdz lancreakcié utdn altaldban sziikségesek, azaz példaul ilyen az
elektroforezis és a gélfestés. Tovabba a valés ideju PCR-vizsgalat esetében a kontaminacio
esetleges veszélye jelentdsen csokken, hiszen a vizsgélati keverékmintdk az eljards soran
végig lezdrva maradnak.

A valds ideji PCR-vizsgédlatot eddig arra hasznaltdk, hogy kimutassdk a szoros rokoni
kapcsolatban all6 allatfajok jelenlétét egy adott mintdban vagyis, hogy a 16 €s szamar husat
kereskedelmi forgalomban 1évo termékekben azonositsak. A kutatdk sziikségesnek lattak,
hogy egy olyan mddszert fejlesszenek ki, mely alkalmas a 16- és szamarhisbdl szarmazé
maradékok detektalasara, ugyanis egyes orszagokban sokan kifejezetten irtéznak e két
husfélétdl (pl. Nagy-Britannidban). Az alkalmazott modszerben a primereket médositottik,
mivel igy sikeriilt a reakciok specificitdsat novelni. Az igy tervezett, fajspecifikus primerekkel
sikeresen amplifikéltak a citokrém b gént €s ezdltal 16 esetében 69 bp, szamar esetében pedig
119 bp szédlhosszusadgd amplikonokat eredményezve. A DNS specifikus primerek 16hus
esetén 25 pg, a szamarhus esetében pedig 1 pg értékig voltak alkalmasak a vizben oldott
mintadk vizsgilatara. A primereket sikeresen tesztelték olyan keverékeken is, melyek 4, 2
illetve 1 szazalékban tartalmaztak 16- és szamarhudst. A vizsgalatot sikerrel alkalmaztik
kereskedelmi forgalomban 1év6 termékeken is.

Mas kutatdk is a citokrom b gént hasznaltak a kacsahussal, tOkésrécével (Anas platyrhynchos)

és pézsmarécével (Cairina moschate) foglalkoz6 kisérleteikben. Ezeket a huisokat eddig csak
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kivételes alkalmakkor fogyasztottidk, azonban az allattenyésztés jelenkori fejlodésének
koszonhetden ezek a husok egyre népszeribbé vélnak és igy sziikségés a kacsahtsok
azonositasara szolgald eljarasokat is kidolgozni. Végeredményben a kacsahusbol szarmazd,
0,0001%-0s DNS-tartalom kimutatisat is lehetévé tette a valds idejii PCR-vizsgéalat még a
kiilonbozo feldolgozottsagu, kereskedelmi forgalomban kaphat6 termékekben is.

Sertéshis azonositasat célzo vizsgalatok a 12S rRNS gén mitokondridlis fragmensének
amplifikélasan alapult. A modszerrel a kétkomponenst, elozdleg sterilizalt (20 percig 121 °C
fokon hokezelt) sertés/marha huskeverékekben mar 0,5 %-os sertéshustartalom is
kimutathato.

Szarvasmarha-, sertés-, bardny-, csirke- €és pulykahusbdl késziilt nyers keverékekbdl is

sikeresen kimutathaté mar az egyik féle ha az 0,5%-ban van jelen.

Egyszali konformécidés polimorfizmus vizsgalat - PCR-SSCP

A PCR-SSCP eljaras lehetd teszi a mutacidk és a DNS-polimorfizmus kimutatasat is. A
vizsgélat soran egy kétszali DNS fragmenst savval amplifikalnak az elektroforézis eldtt majd
denaturaljdk egy denaturiciés dgens (formamid vagy natrium hidroxid) jelenlétében azért,
hogy egyszali DNS-t (ssDNS-t) kapjanak. Nativ elektroforézis esetén az egyszald DNS belso
parokat hoz 1étre, mely specifikus konforméciokat eredményez. A muticidkat vagy
polimorfizmust tartalmaz6 egyszali DNS-mintak eltérd konforméciokat eredményeznek,
melyek a molekularis mobilitdis megvaltozidsval és a poliacrilamid gélen létrejovo eltérd
mintizatokkal mutathatok ki.

A PCR-vizsgalattol, a denaturacidtdl és az elektroforézistdl fliggéen egynél tobb egyszald
DNS konformaci6 fordulhat eld. Azonban ha van kontroll mintank, melyeket amplifikaltunk,
denaturaltunk és elektroforézisnek vetettiink ald ugyanolyan koriilmények kozott mint a
vizsgalati mintékat, akkor lehetséges a fajok meghatarozésa.

Tobbek kozott a hOmérséklet hatarozza meg a konformaciok kialakulasanak mindségét €s
hatékonysagat. A magas homérséklet csokkenti a konformacidkat és olyan kotéseket idézhet
eld, melyek megnehezitik a kapott eredmények kiértékelését. A PCR-SSCP-eljarast rovid
DNS-fragmensek  esetében  alkalmazhatjuk  (95%-0s  kimutathatésdg  100-300bp
szalhosszusagu mintak esetében), igy az eljaras alkalmas magas hofokon kezelt (sterilizalt,
pasztorizalt) mintak elemzésére.

A PCR-SSCP mddszert makrélafélék vizsgalatira szintén sikeresen alkalmaztak. A
vizsgalatot 123 bp szdlhosszisagd amplikonon végezték, melyet a citokrom b gén PCR

segitségével torténd multiplikacidjanak eredményeként kaptak. A vizsgalatot hét halmintan
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végezték el, koztiik két kétkomponensii hiskeverékkel is. Hokezelt termékeket is vizsgaltak,
ami jelentds kihivast jelentett, ugyanis az ilyen termékek nagymértékben roncsolddott fehérjét
és nukleinsavakat tartalmaznak. A PCR-SSCP mddszer megbizhatdsagat tigy mérték le, hogy
nyolc eurdpai laboratériumban végezték el ugyanazokat a méréseket.

A vizsgalt halakat (8 fajt) morfologiai szempontbdl azonositottdk majd kibelezték és gézben
90 percig paroltdk 102-103 °C fokon (a halminta belsejében a hdmérséklet koriilbeliil 65 °C
fok volt). A lehiitést kovetden a vizsgalt halakat kifilézték, a boriiket eltavolitottak és a
mintakat fémdobozokba helyezték 2 g nétrium-klorid hozzdadasaval, majd olajjal toltotték
meg az edényt igy, hogy az teljesen ellepje a hismintdkat. Ezt kovetden a konzervdobozokat
lezartdk 115 °C fokon sterilizaltak 50 percen keresztiil. A kdéddal ellatott mintakat végiil
elkiildték a kisérletben résztvevd laboratériumoknak a megfeleld kontrollmintakkal egyiitt.

A kapott eredmények 90,3%-os ardnyban mutattdk ki a vizsgélt halakat. A résztvevd nyolc
laboratérium koziil kettd teljesen kiillonboz6 kotésmintazatot kapott az elektroforetikus gélen.
Ezeknek a kiillonbségeknek az okai a PCR-vizsgélat, a denaturici6 €és az elektroforezis
koriilményeiben keresendd, melyek az egyszali DNS egynél tobb konforméacidjat
eredményezhetik.

Mindazonaltal az igy nyert mintazatok kiilonbségeitdl eltekintve a kapott eredmények
lehetévé tették a fajok beazonositidsat. Az egyediili kivétel a kékuiszoju tonhal (Thunnus
thynnus) €s a sargaiszo6ju tonhal (Thunnus albacares) volt. Mindkét halfaj ugyanazzal a DNS-
szekvenciaval rendelkezik, ami magyarazza a gélen kimutatott azonos kotéseket. Tovabba az
elvégzett vizsgéalatok két tonhalfaj esetében (a csikos hasu tonhal (Katsuwonus pelamis) és a
atlanti bonit6 (Sarda sarda)) kimutattdk az elektroforetikus mintazat intraspecifikus variaciot
is, melyek a két hal foldrajzi el6forduldsatol fiiggnek.

A PCR-SSCP modszert kozeli rokonsadgban all6 halfajok hiusanak azonositisa soran is
alkalmaztak. A vizsgalt csaladok és fajok: Anguillidae (Anguilla anguilla, Anguilla japonia,
Anguilla rostrata, Anguilla australis), Salmonidae (Salvelinus fontinalis, Salmo trutta,
Oncorhynchus mykiss, Salmon salar). Tovabba hokezelt konzervként forgalmazott halak a
kovetkezd csaladokbdl: Clupeidae (Sardina pilchardus, Clupea harengus), Gadidae (Gadus
morhua) és Scombridae (Scomber scombrus, Thunnus thynnus, Thunnus albacares, Thunnus
obesus, Thunnus alalunga, Euthynnus alleteratus, Katsuwonus pelamis, Auxis thazard, Sarda
sarda). Vizsgéltak még olyan haltermékeket is, melyek nem tartalmaznak izomszovetet; azaz
dolgoztak kavidrral, melyet az Acipenseridae halak csaladjdba tartoz6 halakbdl nyertek.
Ebben a vizsgalatban rovid, azaz 123 bp, 148 bp és 358 bp szdlhossziusagi mintikat

amplifikéltak. Mind a nyershus, mind pedig a konzervhal esetében sikeresen azonositottak a
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fajokat a PCR-SSCP-eljarassal. A vizsgalt halfajok mindegyike jellegzetes, fajspecifikus
kotésmintazatot eredményezett a gélen. Ezen felil a kavidrmintdkban 1is sikeresen
azonositottdk az Acipenseridae halfélék egyes fajait.

A skandindv orszdgokban, pl. Norvégidban vagy Izlandon, tovibba Gorogorszagban,
Kanaddban és Japanban is a hagyomanyos étrend szerves részét képezi a kiilonféle tengeri
emldsok hisa. A fogyasztok nagyra becsiilik az ilyen élelmiszertermékeket, viszont nem ritka,
hogy a fokahist balnahuisként hozzdk forgalomba, ahogy az sem szokatlan, hogy a
tisztességtelen kereskedok veszélyeztetett allatok husat viszik piacra.

Az SSCP és RAPD-vizsgilatok Osszehasonlitasat is elvégeztek, hogy kideriiljon melyik ad
pontosabb eredményt. A vizsgilatok sordn a kovetkez0 fajok hisat hasznaltik
referenciamintaként: grondlandi foka (Phoca groenlandica), kék bélna (Balaenoptera
borealis), csukabdlna (Balaenoptera acutorostrata) és kozonséges bardzdas bélna
(Balaenoptera physalus). Tovabba a kisérletben szerepeltek olyan hustermékek is, melyek
cimkéjén a gyartok és forgalmazok ezeket a fajokat valamint tovibbi cetféléket tiintették fel.
Ezeket a termékeket a gronlandi és norvég helyi lizletekben szerezték be. A referenciamintik
vagy fagyasztott, vagy etanolban tarolt hisokat tartalmaztak. Az azonositasra szant mintik
gronlandi fokabol (szaritott, fiistolt, sézott és pacolt formaban), csukabdlnabdl (szaritott
formaban), bardazdas balnidbol (szaritott hds és izom formijaban) szarmaztak, melyeket
altaldban balnahtsként arusitanak (fiistolt vagy pacolt forméaban). Vizsgaltak tovabba s6zott
balnaolajat is.

Mind a RAPD és a SSCP-eljardsban a mitokondridlis DNS citokrom b fragmensét
amplifikéltdk és a PCR-RAPD vizsgélat eldnyeir6l szamoltak be a PCR-SSCP vizsgalattal

szemben.

7. Osszegzés

A polimeraz lancreakcion alapuld (PCR) moddszereket gyakran alkalmazzak a huds és
tejtermékekben megtalalhatd fajok azonositasara, éppen ezért ezek az eljarasok alkalmasak
lehetnek a regiondlis €s tradicionalis hustermékek eredetigazolasara is, ha az 0sszetevoket és
azok aranyat szeretnénk feliilvizsgalni.

A PCR-vizsgéilatok ilyen célu alkalmazasa azért lehetséges, mert ezen eljarasokkal a
kiilonbozd, sot esetlegesen szoros rokoni kapcsolatban 4116 allatfajokat is ki lehet mutatni. Az
eredetvizsgélatokat a nyers husbdl és a kiilonféle gyartasi eljarasoknak alavetett hismintakbol

szarmaz6 mintdkkal egyarant el lehet végezni. A vizsgalatok viszonylagos egyszerlisége és
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gyorsasaga arra enged kovetkeztetni, hogy ezeket a DNS-vizsgélatokon alapulé médszereket
a jovoben széles korben fogjak alkalmazni az élelmiszerek mindségellendrzése sordn.
Mindazonaltal a PCR-vizsgilatokon alapul6 modszerek megkérddjelezhetetlen elonyei
ellenére, nem szabad elfeledkezniink néhdny hidnyossdgrél sem. Altaldnossdgban
elmondhatjuk, hogy a PCR-RAPD vizsgilat huskeverékek €s magas hdfokon kezelt
(sterilizalt) termékek esetében a fajok azonositdsara nem ajanlhatd. Néhiny kutatd szerint
pedig a PCR-RLFP-vizsgalat sem alkalmas arra, hogy hiskeverékek Osszetételét vizsgaljuk,
mivel a kisérletek soran kapott eredmények nem minden esetben tiikrozik a keverékek valos
osszetételét. A PCR-RFLP vizsgalat soran fenn all annak a veszélye, hogy intraspecifikus
kiilonbségek fordulnak eld vagy pedig az emésztés nem maradéktalan és ez a restrikcids
enzimek hasitohelyének megjelenését vagy eltiinését eredményezheti. A PCR-SSCP és PCR-
RAPD-vizsgalatok segitségével végzett fajazonositas sziikséges feltétele, hogy vizsgalt
mintakkal megegyez6 elektroforetikus gélen taldlhaté referencia mintdkkal rendelkezziink. A
PCR-SSCP-vizsgélatok esetében a kapott eredmények megismételhetdségét befolyasoljak
azok a koriilmények, melyek kozott a vizsgilatot végezziik, ilyenek példaul a felhasznalt
reagensek koncentracidja és hdmérséklete.

Hangstlyozni kell végiil, hogy habar a PCR-vizsgilatok az egyediili olyan vizsgélati
modszerek, melyek képesek az élelmiszertermékek Osszetételét kimutatni, a regionalis €s
tradicionélis hustermékek atfogd vizsgalata azonban mas modszereket is magaban foglal, mert
csak ezekkel egyiittesen allapithaté meg, hogy vajon a fogyasztd tényleg azt kapja-e, amit a

termék cimkézése igér.
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9. Egyéb DNS alapi moédszerek pontmutaciok vizsgalatahoz, eltéré szekvenciak
azonositasahoz

9.1. PCR heteroduplex analizs

A heteroduplex analizis, hasonléan a PCR SSCP technikdhoz, egy gyakran hasznalt
elektroforézisen alapulé mutacid-detektaldsi metodika. Szamos esetben egyiitt alkalmazzik a
két modszert. MindkettOnek eldnye az alacsony beruhdzasi koltség, a metodika egyszertisége,
a kimutatds érzékenysége és a vizsgalati mintanként felmeriild kis fogyoeszkozkoltség.
Hatranyként azt lehetne emliteni, hogy minden egyes kimutatast (génenként, mutacionként)
adaptalni kell az adott laboratériumi koriilményekhez (elektroforézis rendszer, reagensek).
Egy részletesen leirt protokoll két kiilonbozd laborban torténd kivitelezése nem pontosan
ugyanazt a gélképet eredményezi, habar az nem sziikségszerii, hogy ez csokkenti a detektalas

hatékonysagat.

A kimutatas azon az elven alapul, hogy a teljesen komplementer DNS szalak az egyszalusitas
utan egymassal homoduplexeket képeznek, mig a nem teljesen komplementer, vagyis attol
egy vagy néhany bazisban eltér6 szdlak heteroduplexet alkotnak. A gyakorlatban ez ugy
jatszodik le, hogy a PCR soran felszaporitott fragmenseket magas homérsékleten denaturaljuk
(95 °C), majd hutjiik, mikozben lejatszodik a kettds szalak kialakuldsa. Egyes protokollok
lassu, egyenletes hiitést tartanak kedvezonek (vizfiirddben, PCR késziilékben), mig mésok a
gyors eljarast részesitik elonyben (hiités szobahdmérsékleten, esetleg jégen). Amennyiben a
vizsgalati minta genotipusa heterozigdta, vagyis két kiillonboz¢ allélt hordoz az egyed, ugy a
heteroduplexek kialakulhatnak ugy is, hogy minddssze a vizsgalati minta DNS-e vesz részt a
protokollban. Természetesen ezek mellett kialakulnak homoduplexek kettds szalak is.
Gyakori eljaras, hogy nem onmagéban a vizsgélati minta PCR terméke van jelen, hanem a
PCR utan Osszekevernek egy ismert genotipusi homozigdta mintat a vizsgalati mintaval €s
igy alakitanak ki hetero-, illetve homoduplexeket. A poliakrilamid gélen torténd migracid
soran a heteroduplexek lassabban haladnak, mint a homoduplexek, igy azok elkiiloniilnek. A
kisebb tavolsag megtételének az oka a heteroduplex alakjdban keresendé: a nem
komplementer részeknél megjelend hurok, konformécid-valtozas lassitja a migraciot. Az
eléforduldé mutacié tipusa alapvetden meghatirozza a heteroduplex stabilitasat, a
szubsztiticid, azaz a baziscsere okozta eltérés kimutatisa tobb optimalizaciét igényel,

ellenben a deléci6 és a beékelddés megjelenése biztosabban detektalhato.
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PCR heteroduplex felhasznalasa fajazonositashoz (példa alkalmazott metodikéara)

Tobb tanulmany bizonyitotta, hogy a mitokondridlis citokrom b génre tervezett heteroduplex
analizis lehetdséget ad mind a kozeli rokonsagban allg, mind nem rokon fajok elkiilonitésére.
A gén szekvencidja szamos faj esetén ismert, igy széles korben hasznalhaté eredetigazolassal
kapcsolatos vizsgalatokban. Heteroduplexek kialakitasakor felmeriil a kérdés, hogy milyen
mintival torténjen a duplex képzése. Ez lehet ember, illetve mas faj is, de amennyiben a
kontroll PCR termék olyan fajt6l szarmazik, amely az élelmiszerben is el6fordulhat, Ggy
abban az esetben kizar6lag homoduplexek kialakulasaval lehet szdmolni. Természetesen a
kontroll PCR termék szekvencidjanak pontos ismerete elengedhetetlen.

Erdekes kérdés a detektalhatésag alsé hatdra, amit a vizsgalati metodika mellett befolyasol a
vizsgalt gén, illetve a faj. A citokrom b heteroduplex elemzésekor 10 fg kiindulasi DNS
elegendd volt a legtobb emldsfaj és a hazityik azonositasara. Alacsonyabb rendii é161ényeknél

egy-két nagysagrenddel nagyobb mennyiségli DNS-re van sziikség.

9.2. PCR hoémérséklet gradiens gélelektroforézis (TGGE) és denaturdld gradiens
gélelektroforézis (DGGE)

A PCR TGGE és DGGE igen hasonl6 mutacio-detektalasi modszerek. Szemben az SSCP-vel,
ahol egyszali DNS mobilitasat vizsgéljuk, ezek a modszerek részlegesen egyszali fragmentek
hogy a kezdetben kétszali PCR fragment mikor kezd részlegesen egyszaliva valni. Amint ez
a nyitddas elkezdddik, ugy lassul le a DNS véandorlasi sebessége a poliakrilamid gélben. A két
DNS szédl teljes denaturdci6jat a PCR sordn alkalmazott specidlis primer/primerek
akadalyozzak meg. Ez a primer, a komplementer szakasz mellett egy 30-50 bazispar
hosszisigi guaninbdl és citozinbdl all6 fragmentet is tartalmaz, melynek a szerepe, hogy a
harmas hidrogénhid kotésekkel egyben tartja a két szalat, mely az ellenkez6 végén kezd
kinyilni, igy mintegy Y alakzatot vesz fel a PCR termék. El6fordul olyan applikaci6, amikor a
fragment mindkét végére GC clamp-et tartalmazé primer keriil, ilyen esetekben az olvadas a
fragment kozépso részében kezdodik, majd az szélesedik és végiil ovalis/kor alakzatot vesz

fel.
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Hasonl6an az SSCP-hez és a heteroduplex analizishez, ezek a moédszerek is kis eszkoz-
igényliek, koltségtakarékosak €és megfelelo optimalizaciot kovetden, kozel 100%-os
hatékonysaggal mutatjak ki egy, illetve néhany bézist érintd mutaciok jelenlétét.

Mind a DGGE, mind a TGGE az olvadasi pont és a GC szakasz tervezése folytan kissé
komplikaltabb az SSCP-tdl.

A PCR TGGE esetében az elektroforézis soran térben folyamatosan valtozik a homérséklet,
ugy hogy a mintafelviteli hely kozelében alacsonyabb, majd attdl tivolodva egyre melegebb a
gél. Az elvalasztashoz ideédlis homérséklet-tartomanyt szoftverek segitségével lehet
megtervezni. A TGGE-hez igencsak hasonlit az in. PCR TTGE (temporal temperature
gradient gelelectrophoresis) protokoll, melynél a hOmérsékleti tartomany nem a gélben
valtozik, hanem a futtatdsi id0 eldrehaladtaval novekszik (pl. 0,1°C/10 perc). A DGGE
denaturalé gélt jelol, melyben fentrdl lefelé né a poliakrilamid gélben 1évé denaturald
komponens koncentracidja. Denaturdlé agensként altalaban a karbamidot vagy a formamidot

hasznaljak.

PCR TGGE és DGGE gyakorlati alkalmazhat6saga eredetigazolasra

Termékhamisitiaskor a leggyakrabban el6forduld jelenség, hogy egy értékesebb, dragibb
terméket egy alacsonyabb aruval helyettesitenek részben vagy teljesen. Halaknal,
haltermékeknél eléfordulhat, hogy a lazacot szivarvanyos pisztrang husaval
hamisitanak/helyettesitenek. A termék eredetének felismerésében, illetve egyes fajok
kizardsaban szerepe lehet a vizudlis vizsgalatnak. A pisztrang husa vildgosabb a lazacétdl, igy
nyerstermék esetén felismerhetd lenne a hamisitas, ezért eléfordult, hogy festékanyagot adtak
a pisztrangok takarmanyéba, amely sotétitette annak hisat. Ez az eset is indokolja megbizhat6
laboratériumi mddszerek kidolgozasat.

A citokrom b génre tervezett PCR primerek (egyik GC clamp-et hordoz) azonos méretii
amplicont adhatnak lazacra és szivarvanyos pisztrangra is, mely a gradiens elektroforézis
technikdnal nem bir jelentdséggel, mivel a diszkrimindci6 alapja a bazissorrend. A
kifejlesztett modszer hatékonysdga nem tartozik a legérzékenyebbek kozé, a 100%-os
hatékonysagu detektdlashoz minimum 20%-o0s pisztrang jelenlét kellett. A vizsgalt keverék a
két faj husabdl izolalt DNS 0Osszekeverésével keriilt beallitasra. A pisztraing DNS 1%-o0s
eléforduldsa az esetek kisebb hanyadaban adott pozitiv eredményt. Mas halfajok azonositisa
soran megerositették azt a tényt, hogy DGGE mddszerrel kimutathaté az a kismértékli

valtozas a fragment olvadasi doménjében, amelyet akar egyetlen pontmutacié eredményez.
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Bizonyos esetekben a vizsgélt mutacidra specifikusabb sidvokat eredményezhet a DGGE, mint
az SSCP modszer. DGGE esetében is, mint a hasonlé SNP okozta elektroforetikus mobilitas
megvaltozasara alapozott technikidknal, tobb sidvmintizattal taldlkozhatunk egy adott fajon
beliil is. Ez az értékelést megzavarhatja, mindaddig, amig minden mintdzathoz nem tudunk
pontos DNS szekvenciat rendelni. A nagyobb beruhazasigényli és mintanként nagyobb

koltségli szekvenalasnal mindez kikiiszobolhetd.

10. Proteomikai moddszerek alkalmazasi lehetéségei az élelmiszerek eredetének
igazolasaban

10.1. A proteomika, mint tudoméanyteriilet

A proteomika egy olyan tudoményag, mely a bioldgiai mintdban jelenlévd teljes proteomot
vizsgalja. A proteom sz6 egy adott pillanatban expresszdlodo proteinek és azok
modosulasainak Osszességét jelenti, melyet értelmezhetiink a teljes organizmusra, szovetre,
illetve sejtre is.

A molekuléris bioldgiai eszkoztarban a proteomika a genomika, transzkriptomika és
metabolomika mellett helyezkedik el. A genomika DNS szinten vizsgalja az eltéréseket, a
DNS béazissorrendddel, a pontmuticiok leirasaval foglalkozik. A transzkrptomika, a
trenszkriptommal, vagyis a genetikai allomanyr6l expresszaloddé RNS-eket azonositja és
mennyiségi meghatarozast végez. A metabolomikanak az ,,omikak” kozott egyre nagyobb
szerepet tulajdonitanak a kutaték. A tudomanyteriilet a metabolom-ra, kis méretii molekulak
vizsgalatira fokuszal. Ezen molekuldk lehetnek kiindulasi, intermedier és reakciok
végtermékei is, tobbségiikben cukrok, aminosavak, nukleinsavak, hormonok, 1ényegében azok
a molekulak, melyek mérete 1 kDa alatti.

Az élelmiszerrel és az é€lelmiszeripari nyersanyagok elddllitdsaval foglalkoz6é tudomanyos
kozleményekben az elmult évtizedben kezdett erdteljesen novekedni a proteomikai
alkalmazasok szama. A humdan-egészségiigyi kutatisokban mar korabban teret nyert a
proteomikai eszkoztar, mint biomarkerek keresésében és leirdsiaban alkalmazhaté hatékony
megkozelités.

A proteomika, illetve azon belil az A4llati eredetli élelmiszer-el6allitas proteomikai
kutatdsanak intenzitdsa jOl jellemezhetd a nemzetkdzi publikicids adatbazisok keresési
taldlataival. A PubMed adatbazis, mely foként a bioldgiai kutatisok és egészségiigy
témakorbe tartozd folydiratokat foglal magaba, tobb, mint 66 ezer kozleményt talal a

proteom* kifejezésre, mig a ScienceDirect, egy szélesebb tematikdjui, tudoméinyteriiletii
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adatbazis, tobb, mint 96 ezer rekordot kozol. Az elsé kozlemények a 90’-es évek kozepére
tehetdek. A gazdasagi 4llatfajok proteomikai publikiciéi a PubMed adatbazis alapjan
legmagasabb szamu a hazi tytknal (173 kozlemény), koveti a szarvasmarha (141 kézlemény),
sertés (124 kozlemény) és a juh (87 kozlemény). A sertés (70 kozlemény), szarvasmarha (58
kozlemény), hazi tyik (46 kozlemény) és juh (41 kozlemény) a kvantitativ sorrend a
ScienceDirect oldalon. Ezek a szamok is érzékeltetik azt a hozzivetdlegesen 1% koriili
ardnyt, amit a gazdasagi allatfajok proteomikai kutatdsa elfoglal a teljes tudomanyteriileten

belul.

10.2. Leggyakoribb proteomikai metodikdk révid ismertetése

A proteomikai modszerek tobbségiikben gél alapi vagy folyadék kromatografia alapu
elvalasztistechnika utan tomegspektrometriai elemzést jelentenek.
A munka lépései alapvetén az élelmiszermintdk proteinjeinek szepardldsa, azonositdsa és

mennyiségi elemzése. A kovetkezOkben ezek az eljarasok keriilnek ismertetésre.

A szeparalas a munka esszencidja, nélkiilozhetetlen a komplexitas folytdn: a szovetmintak,
értsiik ez alatt az élelmiszermintat, tobb ezer, illetve tobb tizezer kozotti expresszalt egyedi
proteint tartalmaz. Amennyiben figyelembe vessziik a poszttranszlaciés modosulasokat ez a
szam 50 000 — 100 000 kozé tehetd. A szeparalasi eljards lehet szelektiv és nem szelektiv. A
szelektiv szepardlas célja egy adott fehérje elkiilonitése egy protein-komplexbdl, melynek
elve a fehérjekotddés specifikussdgaban vagy valamilyen biokémiai tulajdonsagaban rejlik. A
nem szelektiv szepardlas olyan eljaras, amelynél a proteom Osszességét kivanjuk vizsgalni,
igy valdjdban az adott mintdban jelenlévé egyedi fehérjéket frakcionaljuk. A frakcionélas
torténhet izoelektromos pont, szubcellularis frakcio, méret, oldhatosag és egyéb proteinekre
jellemzd karakterek alapjan.

Ezek az eljarasok arra torekednek, hogy idealis esetben minden egyes protein elkiilonithetd
legyen a tobbitdl. Ilyen, az esetek tobbségében igen nehezen érhetd el, ebbdl kovetkezik, hogy
szamos technika hidba képes valamilyen szinten megbontani a minta komplexitasat, azonban
onmagaban nem elegendd szeparidlast eredményez, igy a proteomikai munkdban csak
csatoltan, més eljarassal egyiitt vezet eredményhez. A legfontosabb kovetelmény ezekkel a

modszerekkel szemben a nagy felbontoképesség.
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10.2.1. Egy- és kétdimenziés poliakrilamid gélelektroforézis (1D PAGE, 2D PAGE) a
proteomikaban

Az egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis soran a protein komplex (vizsgalati minta)

fehérjéi méretiik szerint keriilnek elkiilonitésre, az alapjan, hogy miként vandorolnak a gélben

az elektromos er6tér hatdsara. Ez az eljaras jelen van a kétdimenzids elektroforézisnél (2D

PAGE) is , melynél azt megeldzi egy izoelektromos pont szerinti elvalasztas-technika.

Az elektroforézissel torténd fehérje-elvalasztas elve azon alapszik, hogy a toltéssel rendelkezd
molekuldk a létrehozott elektromos erdtérben a toltésiikkel ellentétes iranyban kozlekednek.
Amennyiben a folyamat poliakrilamid gélben torténik, a kiilonbozé poérusméret folytan az

egyedi fehérjék a molekulatomegiik alapjan tesznek meg rovidebb, illetve hosszabb utat.

A poliakrilamid gélben futtatott fehérjék, nem a toltésiik alapjan kozlekednek. A denaturalt
fehérjéket detergenssel kezeljiik, ami a leggyakrabban az SDS (sodium dodecyl sulphate) és
ez a polipeptid lancnak negativ toltést ad. A kisebb polipeptidek kevesebb SDS-t kotnek meg,
mig a nagyobbak tobbet, kovetkezésképpen a toltéssiirliség azonos lesz mindegyik protein
esetében. A poliakrilamaid gél pérusmérete alapvetden a gél akrilamid koncentraci6jatol fiigg,

de befolyésolja a migraciot a keresztkotésekért felelds bisz-akrilamid jelenléte is.

A fehérjék toltés szerinti elvalasztisa az izoelektromos fokuszalas soran jatszodik le. Az
izoelektromos fokuszalas (IEF) a 2D PAGE elsé dimenzidja. Az izoelektromos fokuszalas
soran a fehérjék rendezddése fiiggetlen azok tomegétél. A mintdban taldlhatd fehérjék
elektroforézise egy pH gradiensben torténik, melynek soran minden egyes fehérje a szaméara
semleges, vagyis ahol toltésiik nulla, izoelektromos pontba véndorol. Ebben a pontban a
protein izoelektromos pont értéke megegyezik az ott talalhaté pH értékkel. A savas és bazikus
aminosavak jelenléte hatirozza meg egy-egy fehérje szamara semleges pH értéket. A
folyamathoz jellemzOen immobilizalt pH gradiens géleket hasznalnak, ami szintén
poliakrilamid gél alapu rendszer. Manapsag az izoelektromos fokuszalas hatékonysaga eléri a
0,001 pH egységet, igy mar az egy ezrelék pH értékben eltérd fehérjéket is sikeresen
kiilonvalasztja.

Az izoelektromos fokuszalast szinte minden esetben az SDS PAGE kéveti, azonban van egy
olyan eljaras, ahol kozvetleniil tomegspektrometriai (MS — mass spectrometry) analizis
kovetkezik az IEF utan. Ez az IEF-MS. A mddszer elve, hogy a toltésiik alapjan szétvalasztott

proteinkomplex olyan kisebb proteinhalmazokat jelent, amelyekben a méret sz€les spektrumot
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vesz fel, mig az izoelektromos pont allandé. Ezeknek egy tomeg szerinti listdzasat végzi el a
tomegspektrométerrel torténd vizsgalat. Kovetkezésképpen egy virtudlis masodik dimenzids

futtatas zajlik le.

A gélben taldlhaté fehérjék festése, igy lathatéva tétele tobbféle protokollal lehetséges.
Gyakori a coomassie blue festék, mellyel a jelolés egyszerli, kompatibilis az esetleges késdbbi
tomegspektrometriai eljarasokkal, azonban hatranya a magas kimutatasi hatar vagyis a kis
koncentracioban jelenlévd fehérjék (kis méretii folt a gélen) lathatatlanok maradnak. Az
eziisttel (eziist-nitrat) torténd festés érzékeny, kivitelezése tobb 1€péses folyamat. Eziistfestés
esetén létezik tomegspektrometridval kompatibilis és nem kompatibilis metodika is. A
fluorescens festékek eldnye az alacsony detektalasi limit, hatranya a detektor igény. Az utobbi
id6kben kifejlesztett metodika a DIGE (difference gel electrophoresis), melynek nagy elonye,
hogy ugyanazon gélben futtatunk egy kontroll és egy kisérleti mintat, igy a gélek szdma
felezodik és a gélek kozotti variabilitast is csokkenti. A DIGE harom fluorescens festéket
hasznal, igy lehet0ség van egy belsO standard haszndlatara, mely a kontroll és kisérleti minta
mellett minden gélen jelen van és proteomja az 0sszes mintit reprezentalja, mivel szdmos,

illetve az 0sszes minta dsszekeverésébdl allitjak elo.

A kétdimenzios gélelektroforézis széles korben haszndlt proteomikai megkozelités, azonban
ennek is vannak korlatai. A mddszer alkalmazasanak elsé idészakdban az ismételhetOség
okozott komolyabb nehézségeket, a mai rendszerekben még jelenlévd korlat az szepardlas
hatékonysaga. Az izoelektromos pont és tomeg alapjan berendezddott fehérjék a poliakrilamid
gélen foltként jelentkeznek. Idealis esetben egy folt egy fehérjét jelentene, azonban gyakran
tobb fehérje is jelen van a foltban. Ez a jelenség egyértelmii problémat jelent, amennyiben a
munka expresszids megkozelitést, vagyis mennyiségi meghatarozast céloz meg. Jellemzden
nem sikeriil a bioldgiai minta teljes proteomjat vizsgalnunk 2D PAGE-el, altalaban annak a
toredékét lathatjuk a gélen. A minta tipusatdl fiiggden ezek szama a néhany tiztdl a néhany

szazig terjed, esetleg eléri az ezret.

10.2.2. A folyadékkromatografia alkalmazéasa a proteomikéaban

A kromatografias eljarasoknal két fazissal taldlkozunk, all6 fazissal és mozgd fazissal. A
minta komponensei kolcsonhatdsban dllnak mind az olddszerrel, mind az all6 fazissal, az
affinitasuk a kiilonboz06 fazisokhoz eltérd, ami az elvalasztis alapjat adja. A fehérjeszeparalasi

metodikdk, melyek nem hasznilnak gél matrixot, jellemzOéen kromatografids eljarasok,
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melyeknél az oldészerben taldlhatd proteinek affinitdsa adja a mozgasuk gyorsasagat. Azok a
fehérjék, melyek a legkevésbé kotddnek az allo fazishoz, nem kotddnek ki az oszlopra,
gyorsan mozognak és inkdbb a mozg6 fazisban maradnak. Az eredmény a vizsgéilati minta
szamos frakcidja, melyek eludlhatoak és egyedileg legylijthetéek. A szamos kromatografias
eljaras koziil a folyadék kromatografiast hasznaljdk proteomikaban, mivel ez a
tomegspektrometridval kompatibilis és sokoldalian alkalmazhat6 technika. A gél alapu
proteomikai metodikdkkal szemben elonye, hogy fehérjéket és peptideket is képes
elvalasztani. Azon lehetdség mellett, hogy a gél alapi rendszerek helyett hasznéljuk,
lehetdség van arra is, hogy a gélelektroforézis elotti vagy utani 1épésbe beiktassuk. A 2D
PAGE elé beiktatva prefrakcionilhatd a minta, ami a felbontast nagymértékben megnoveli,
amennyiben a 2D PAGE utan vissziik fel a fehérjefolt proteinjeit folyadék kromatografiara,
ugy az abban taldlhatdé fehérjék egymaéstol elvalaszthatdak, és egyedileg azonosithatéak
lesznek. A kovetkezokben néhany, kiillonbozd elven mikodd elvalasztas, gy mint affinitas
kromatogréifia, ioncserés kromatografia, méretkizdrasos kromatogrifia, reverz fazisu

kromatogréfia és multidimenzids kromatogérfia keriil rovid bemutatasra.

- Affinitas kromatografia
Az affinitds kromatografia egy szelektiv elvalasztastechnika, mivel a fehérjéket a ligand-koto
affinitasuk alapjan vélasztja el. Az oszlopban 1évd ligandok szerint megvalaszthat6 a folyamat
specifikussaga. Az oszloprdl torténd eludlds nem gradiens, hanem jellemzden két 1€péses
folyamat. Elsé eludtumban megjelennek mindazon fehérjék, amelyek nem mutattak affinitést,
igy nem kotddtek ki az oszlophoz, mig a masodik fazisban azok a fehérjék jonnek le, melyek
kolcsonhatasba 1éptek  oszlopban 1év6 matrixal. Specidlis formdja az affinitas
kromatografidnak, amikor az all6 fazishoz antitestet kotnek ki és igy a komplex mintabdl

lehetséges egyetlen protein vagy peptid izolalasa is.

- lIoncserés kromatografia
A gradiens elvalasztas alapja a fehérjék toltése. A reverzibilis folyamat soran, a toltéssel
rendelkezd kémiai csoportokat tartalmazé all6 fazishoz kotddik az oldatban 1évo fehérje, majd

az oszloprdl torténd eludlas valtozo ionerdsségii oldattal jatszodik le.

- Meéretkizarisos kromatografia
A méret szerinti elvalasztis sordn kémiai interakcié nem jatszodik le a molekuldk és az alld

fazis kozott. A folyamat elve, hogy a kisebb méretli proteinek bejutnak az oszlopban 1évo
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pordzus gyongyok belsejébe, igy azon keresztiil lassabban haladnak at. Ezzel szemben a nagy
méretll proteinek nem lépnek be a gyongyokbe, hanem azok kozott kozlekedve gyorsan

haladnak, igy hamarabb atjutnak az oszlopon.

- Reverz fazisu kromatografia
A reverz fazisi kromatogrifia (jellemzdéen HPLC-hez csatolva) az egyik leggyakoribb
applikacié a proteomikdban. Eldnye a nagy felbontis. A folyamat sordn reverzibilis
adszorpci6 jatszodik le, a proteinek €s peptidek az all6 fazishoz kotddnek és a frakcionalast a

gradiens elualas biztositja. A fehérjék hidrofob jellege hatdrozza meg az adszorpcid fokat.

- Multidimenziés kromatografia
A proteomikai munka eredményességét jelentésen megnoveli, amikor a gél alapu eljarasokkal
egylitt keriil bedllitasra a folyadékkromatografias szeparalds. Bizonyos fehérjék, tigy mint
membran proteinek, bazikus fehérjék, vizsgalata nehezen kivitelezhet6 gél alapu eljarasokkal,
ilyen esetekben a kromatografia indokolt. A multidimenziés kromatografia tobb
kromatografias szeparalasi modszert hasznél, igy elérhetd az a felbontds, amit a nagyméret
gélen végzett 2D PAGE eredményez. Ilyen alkalmazas példaul a reverz fazisi HPLC, mely

esetben eldszor a hidroféb jellemzOk alapjan, majd méret szerint torténik a frakcionalés.

10.2.3. Fehérjeazonositasi modszerek

A kiilonbozo, korabban ismertetett elvalasztasi metodikdk megbontjak az élelmiszerminta
proteomjanak komplexitasat és szamos frakciot, egyedi fehérjefoltot eredményeznek. Ezekbol
azonositani kell a konkrét fehérjéket, peptideket. Az erre alkalmas modszerek koziil
leggyakrabban az antigén-antitest kolcsonhatdson alapulé mddszerekkel, illetve a

tomegspektrométerrel torténd azonositassal talalkozhatunk.

Fehérjeazonositas antitesttel

Az antitest fehérjék képesek felismerni bizonyos fehérjéket, ezen felismerésben az epitdépok
jatszanak alapvet6 szerepet. Egyes epitdpok annyira egyediek, hogy csak egy adott proteinre
jellemzdek, mig masok valamely fehérjecsalad jellemzoi (glikoproteinek, foszfoproteinek).
Metodikailag 1éteznek immunoblottoldson (Western blot), immunoprecipiticion, antitest
array-en, enzim-kapcsolt immunoassay-en (ELISA) alapulé megoldisok az antitesttel torténd

azonositasokra. Osszességében, az antitesttel torténd megkozelitése a proteom-analizisnek azt
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a hatranyt hordozza, hogy amig egy-egy konkrét protein felismerése technikailag kivaldéan
megoldott, addig egy teljes proteom analizise csak egy Osszetett assay alkalmazasaval lehet
lehetséges. Mindezen til, ugyanazon fehérjének a posztranszlacidos modosulatainak

azonositasahoz is kiilon antitestekre volna sziikség.

Fehérjeazonositas tomegspektrométerrel

A tomegspektrometriai mérés jelentds beruhdzasigényl eljards, mely a mai Kkorszeri
analitikiban megkeriilhetetlen fontossdgi. A vizsgilat soran — vakuumban - ionos
részecskéket mériink, pontosabban meghatarozzuk a fajlagos tomegiiket. A fajlagos tomeg a
tomeg/toltés aranyat jelenti (m/z). Az ionintenzitds folyamatos mérése soran meghatarozzuk
az ionaram intenzitas €s fajlagos tomeg kapcsolatat, azaz az igynevezett tomegspektrumot.
Altaldban tripszinnel emésztett fehérjék peptidjeinek tomegmérése folyik a proteomikai
vizsgélatok soran.

Az intakt peptid ionok vizsgalatdhoz olyan ionizacios technikdkra van sziikség, melyek
szamottevd fragmentdlédas nélkiil képesek azokat eldallitani. Ilyen eljarasok a MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ionization) és az ESI (electrospray ionization). Ezeket
csatoljak a kiilonbozd tipusu tomegspektrométer analizatorokhoz: TOF (time of flight), TQ

(triple quadrupole), ioncsapda.

10.3. Elelmiszerekbdl és élelmiszeripari alapanyagokbdl torténd fajazonositasi lehetdségek
fehérjealapu vizsgéilati mdédszerek alkalmazasdval — mddszerek alkalmazhatosaga és
korlataik

A fehérje alapu élelmiszervizsgilatoknal olyan protein biomarker valasztasa sziikséges, amely

megfeleld hostabilitassal rendelkezik, vagyis annak vizsgalata a szokdsos hokezelés (f0zés,

siités, egyéb ipari technoldgiai folyamat) utdn is lehetséges. HOkezelés utin az SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztott fehérjesavokbdl szamos eltiinik, amennyiben

ugyanazon hisminta hdkezelés eldtti savmintazataval 0sszehasonlitjuk. Ennek az oka, hogy a

legtobb oldhatd, igy fehérjemddszerekkel vizsgalhato, fehérje denaturdlddik és oldhatatlan

lesz. Ez a jelenség fiigg az alkalmazott kivonoszertdl is. Bizonyos esetekben (pl. urea/thiourea
extrakcid) el6fordulhat, hogy a hdkezelés tobb proteinsavot eredményez. Az idealis biomarker
fehérje mind a nyers alapanyagban, mind a technolégiailag feldolgozott formaban hasonl6

intenzitassal jelen van. Az osteocalcin egy ,,hOstabil” fehérje, mely bizonyos esetekben magas
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homérsékleten (100 °C felett) kezelt élelmiszerekbdl is vizsgalhatd. Az osteocalcin mellett a
troponin is lehet fajspecifikus biomarker hokezelt hustermékek vizsgalata esetén. A csont
eredetli kollagén kivald ,,hdstabil” marker, ez esetben szintén limitidld faktor az lehet az a

tény, hogy a vizsgélati mintanak tartalmaznia kell kollagént.

Minden olyan fehérje alapu fajazonositasi metodika korlitozott mértékben tudja elkiiloniteni
egymastol a kozeli rokonsigban 1évd allatfajokat, melyek nem az aminosav szekvencidban
meglévd kiilonbségek kimutatasan alapulnak. Természetesen ilyen esetekben kovetelmény,
hogy a vizsgalt protein, illetve annak a vizsgélt fragmentje, fajon beliil konzervativ legyen,
igy kiilonbozo fajtik, alfajok esetén eltérés ne forduljon eld.

A szekvencia ismerete, pontosabban ismeretének hidnya gyakran kiejt egy potencialis
biomarkert a fajazonositdsi munkabol. Néhany allatfaj esetében ismert a teljes genom,
szamos, az emberek altal fogyasztott allatnal csak a fehérjék toredékérdl vannak informacidk
az adatbazisokban. Amint megszlinnek ezek az akadalyok és az élelmiszer-eldallitdsban
résztvevd fajok minden proteinjérél rendelkeziink a sziikséges informécidkkal, ugy az

azonosithat6 fajok és protein biomarkerek tarhaza is boviilni fog.

Az elterjedt és konnyen kivitelezhetd PCR alapu DNS mddszerekkel szemben, illetve mellette
azért is alternativa lehet a proteomikai megkozelités, mivel bizonyos esetekben a megfeleld
mindségii DNS kivonisa a mintamatrix tipusanak fiiggvényében eltéré mddszert igényel. Ez a
szamos, egymastol jelentdsen eltérd mintatipus gyakran a mintatisztitds optimalizacidjat
igényli, ami a mddszer koltséghatékonysigat rontja. E mellett még fontos szempont az a tény,
hogy bizonyos esetekben az élelmiszer feldolgozas, gyartds, eldallitis soran a fehérje
aminosav-szekvenciija ellenallobb, a polipeptidlanc kevésbé degradalédik, 6sszehasonlitva a

DNS-el.

10.3.1. Immunoassay-k alkalmazasa fajazonositasra

Az antigén-antitest reakcion alapuld technikdk eldnye, hogy megfeleld érzékenységgel birnak,
hasznalatukkal rovid idé alatt nagy mintaszam vizsgalatat lehet elvégezni. A gyakorlati
alkalmazhatésagukat két fontos tényez6 géatolhatja, az egyik probléma a rendszertanilag kozeli
rokonsigban 1évo fajok elkiilonitését jelenti. A keresztreakcio folytan a mddszer gyakran nem

mukodik, ez a jelenség baromfi fajoknal kifejezetten jelentkezhet. A maésik hétrdnya a
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metodikanak, hogy szemben az élelmiszeripari alapanyag (pl. his) vizsgélattal, a feldolgozott
termékek esetében a feldolgozas sordn sériilhet a fehérjék harmadlagos szerkezete, amely
meghiusitja a specifikus protein antitesttel torténd felismerését.

ELISA eljarassal kiilonb6z6 fajok huskeverékébdl az elért legalacsonyabb kimutatdsi hatar
0,05-1% tartoméanyba tartozik, azonban ez nem érhetd el minden immunoassay, illetve antitest
esetén. A monoklondlis antitestek alkalmazasa noveli a kimutatas specificitasat, azonban a
rutinszeri alkalmazasat neheziti a magasabb koltségek, és a tény, hogy a keresztreakciok
esetleges el6fordulasa itt sem zarhat6 ki. Alacsony kimutatasi hatar poliklonélis antitestekkel

érhetd el, mivel ezek a monoklonalishoz képest erdsebb komplexet képeznek.

10.3.2. Gélelektroforézis alkalmazasa fajazonositasra

Mind az egydimenzids, mind a kétdimenziés gélelektroforézis eredményezhet olyan proteom
mintazatot, melyben fajspecifikussiag figyelhet6 meg. Fajazonositishoz biomarkerként
szolgilhatnak azok a fehérjesavok (1D PAGE), illetve fehérjefoltok (2D PAGE), melyek
egyik faj gélképén jelen vannak, amig mas fajok esetében nem detektalhatoak.

A halhis fehérjéinek 20-35%-a szarkoplazma protein, ezt a frakciét gyakran hasznaljak
fajspecifikus fehérjemintazat leirdsara, fajspecifikus biomarker proteinek keresésére. Az
izoelektromos fOkuszalassal szeparalt fehérjék szdmos halfajnal specifikusabb és fajokat
biztosabban azonosit6 mintdzatot adnak, mint a klasszikus elektroforetikus protokollok.
Tonhalfajok husanak szarkoplazma fehérjéit egy- illetve kétdimenzidban szepardlva a
kékuszoju tonhal esetében egy 70 kDa protein fajspecifikus expresszidja detektalhat6. Ez a
potencialis biomarker a triézfoszfat izomeraz.

Az ilyen jellegli vizsgalatok eredményeit némi fenntartassal kell fogadni, mivel jellemzden
kis 1étszamu csoportok (fajonként alacsony egyedszam) vizsgalatan alapulnak, mint a legtobb
proteomikai munka és nehéz megkérddjelezhetetleniil igazolni, hogy rokon fajoknal nem
azonos méretnél detektalhat6 az adott fehérje, illetve expresszidt fajspecifikusan mutatnak.

A vizsgélt fehérjék feldusitasa megkonnyiti azok detektilasat, illetve lehetdvé teszi kevésbé
érzékeny modszerek alkalmazéisat. A gél alapu proteom-analizisnél a minta nagy gyakorisidgu
feérjéi jelentik a legnagyobb gondot, mivel tobb nagysdgrend koncentracidkiilonbség egy
adott gélen mar nem vizualizalhat6 megfeleld hatékonysaggal. Illyen 1D PAGE elétti
elvalasztis/frakciondlas sziikséges az alabbi eredetigazolas kivitelezéséhez:

A togy eptihél sejtjeibdl szekretalodd tejzsir a tejben zsircseppek formédjaban van jelen.

Ezeket a zsircseppeket a sejtbdl kiszabaduldsok sordn membranréteg boritja be. A
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membranfehérjék mellett magukban hordoznak kisebb mennyiségben citoplazma proteineket
is. A tejszircsepp membran olyan proteineket tartalmaz, melyek szerepet jatszanak az
immunitasban, patogének elleni folyamatokban és kiilonbozd jelatviteli utvonalakban. A
tehéntej esetében eddig mar 120 egyedi proteint azonositottak. Az egydimenzids
gélelektroforézis gélképén a tejzsircsepp membranbdl szarmazé lactadherin €s butyrophilin
fehérjék fajok kozotti eltérést mutatnak. A kecske és a juh lactadherin proteinje egy savban
jelentkezik, mig a szarvasmarha és a teve fajoknal két sav is ugyanennek a polipeptidnek a
variansai. A 16 tej vizsgalatanal négy kiilon sav is lactadherint takar. A mddszerrel a kecske és
a juh is elkiilonithetd egymastol, mivel mas a fehérje mérete, kecskénél 54 kDa, mig juhnél 56
kDa. A butyrphilin polipeptid az SDS PAGE vizsgilatnal egy savot ad 16nél, kecskénél,
juhnal, tevénél és tehénnél is, azonban a méretiik kiillonbozik, kivéve a juhtejet €s a tehéntejet,

igy ez utobbiak egymastdl nem kiilonithetdek el.

A proteom allandéan véltozik, egyes fehérjék expresszidjat szamos tényezd befolydsolja.
Ezek lehetnek egyedfejlddéssel Osszefiiggd tulajdonsidgok, embriondlis és posztembrionélis
életkorfiiggd expresszid, lehetnek a kiilsé kornyezet altal indukalt expresszids valtozasok.
Mivel éallati eredetli élelmiszerek esetén jellemzden gazdasagi allatok termékeit fogyasztjuk,
igy a kornyezeti valtozasok tartastechnologiai kiilonbségekben, takarmanyozasban és egyéb
faktorokban keresend0k. A takarméanyozas, vagyis bizonyos takarmanyok bioaktiv
anyagainak fehérjékre és azok expresszidjara gyakorolt hatasat nutriproteomikanak nevezziik.
Ez egy 1j és gyorsan fejlodé tudomanyag, elsdsorban a humén kutatasok terén alkalmazzak.
Az adott egyed adott szovetének fehérje-expressziods profilja determinélt és kontrollalt az allat
genotipusa altal. A nemesités soran kialakitott fajtadk hasznositasukban, termelési szintjiikben,
fenotipusukban, az eldallitott termék mindségi tulajdonsdgaiban kiilonboznek egymastol.
Osszességében egy haziasitott 4llatfajon beliil az egyedek fehérje-expresszids véltozatossiga
varhat6éan nagyobb, mint egy mesterségesen nem szelektalt, illetve a természet altal szelektalt
allatfajé.

A fehérjék mennyiségi jelenléte eltéré mértékben valtozhat post mortem is, igy az érlelés,
kiillonbozdé  élelmiszeripari feldolgozasi és technoldgiai folyamatok eltérd mértékben
befolyasolhatjdk kiilonbozé fajok fehérjéinek mennyiségét. Ilyen esetekben szintén
kovetelmény, hogy vizsgalatba, biomarker-jeloltként, csak ,hdOstabil” és a technoldgiai
folyamatokban kevéssé degraddlodd polipeptidet vélaszthatunk. El6forduld jelenség, hogy
amennyiben a husfeldolgozas érlelés nélkiil, illetve rovid érlelés utan torténik, a proteom csak

kis mértékben valtozik (degradalédik), mivel olyan behatasok érik a hust, amelyek a
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protedzok miukodését, a proteolizist gatoljak. A hokezelés, s6, pH véltozdsok mind a
protedzok inaktivalddasat indukaljadk. Amennyiben a his/histermék belsé homérséklete eléri
a 72 °C-ot, gy a legtobb protedz denaturalodik. Igy a hékezelésnek, a proteom-vizsgalat
szempontjabol, lehet kedvezd és kedvezdtlen (nem ,hdstabil” fehérjék) hatasa is. Mind a
nyers, mind a feldolgozott hiskészitményhez hozzaadott s6 befolyasolja a gélen a sivmintazat
intenzitasat. A natrium-klorid és a kalium-nitrit enyhe mértékben gyengiti a savok
intenzitasat, ezzel szemben a natrium-nitrat olyan jelentOsen lerontja a detektalast, hogy
bizonyos savok/foltok eltinhetnek a gélrdl. Beszamoltak egy-két olyan fehérjérol is, amelyek
a sOkezelés utan magasabb relativ intenzitast mutattak.

Ha a feldolgozas hatasat a proteinek mérete szerint értelmezziik, tobbségében az
tapasztalhatd, hogy a kisebb méretii fehérjék jobban ellenallnak, kevésbé degradaldédnak a
hokezelés hatdsira és az elobb emlitett kémiai hatasokra.

Tobb 1épéses frakciondlast alkalmazva lehet0ség van gélelektroforézis technikaval olyan
proteineket keresni, melyek elektroforetikus mobilitasa eltérést mutat fajok kozott és mind
nyers, mind feldolgozott élelmiszereknél vizsgalhatdak. Az elektroforetikus mobilitas alatt a
legtobb esetben 2D PAGE altal értékelt izoelektromos pont és molekulatomeg jellemzoket
értjiik. Tobb 2D PAGE tapasztalat is erdsiti a hokezelésnek azt a kovetkezményét, hogy a
nagy molekulasulyu régidban elhelyezkedd fehérjéket nagyobb mértékben kérositja, mint a
kis molekulasilydakat. Mivel a hdkezelés nem véltoztatja meg ezen proteinek izoelektromos
pontjat, illetve a molekulasilyt, igy a poliakrilamid gélen egy adott fehérje ugyanott
detektalhat6 nyers és feldolgozott élelmiszer esetében is.

Az alabbi lista azokat a fehérjéket tartalmazza, amelyek fajspecifikus elektroforetikus
mobilizaciét mutatnak és detektalhatbak mind nyers hdsban, mind feldolgozott
hiskészitményben is. A vizsgélat hazitydk, sertés és szarvasmarha fajspecifikus proteinjeire

terjedt ki.

Heat shock 70.1 kDa protein (Gallus gallus)

Myosin heavy chain, cardiac muscle isoform (Gallus gallus)

Pyruvate kinase muscle isozyme (Gallus gallus)

Beta-enolase (Gallus gallus)

Phosphoglycolate phosphatase (PGPase) (Gallus gallus)

Fatty acid-binding protein, smooth muscle (SM-FABP) (Gallus gallus)
Fatty acid-binding protein, heart-type (H-FABP) (Oncorhynchus mykiss)
Serum albumin precursor (Allergen Gal d 5) (Gallus gallus)
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Alpha-enolase (Gallus gallus)

Troponin T, fast skeletal muscle izoform (Gallus gallus)

Apolipoprotein B (Gallus gallus)

Pyruvate kinase muscle isozyme (Gallus gallus)

Fatty acid-binding protein, heart-type (H-FABP) (Oncorhynchus mykiss)
Annexin A6 (Gallus gallus)

Electron transfer flavoprotein subunit alpha (alpha-ETF) (Homo sapiens)
Heat shock 27 kDa protein (Gallus gallus)

Bovine serum albumin (Bos taurus)

Heat shock 70.1 kDa protein (Pongo abelii)

Heat shock 27 kDa protein (Bos taurus)

Heat shock 27 kDa protein (Bos taurus)

Parkinson disease protein 7 (Protein DJ-1) (Bos taurus)

Similar to myosin light chain 1 slow-twitch muscle (MLClsa) (Bos taurus)
14 kDa phosphohistidine phosphatase (Bos taurus)

Galectin-1 (beta-galactose-binding lectin) (Bos taurus)

ATP synthase subunit d (Bos taurus)

Heat shock 70.9 kDa protein (Pongo abelii)

Tropomodulin 4 skeletal muscle (Bos taurus)

Cytochrome b-c1 subunit 1 (Bos taurus)

Alpha-enolase 1 (Bos taurus)

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic (GPDHC) (Bos taurus)
Heat shock 27 kDa protein (Sus scrofa)

Peroxiredoxin-6 (Sus scrofa)

Montowska — Pospiech (2013) nyomén

Ezidaig olyan fehérjék gél alapu vizsgalatardl volt sz6, melyek valamely gazdasagi allat

termékébdl szarmaznak. Vannak olyan tej-, illetve hiskészitmények, melyek eldallitisa soran

mikrobakat, starter kultirdkat hasznalnak. Ezen mikrobdk fehérjéi is megjelenhetnek a

poliakrilamid gélen, masrészt tevékenységiik soran degradaljdk az éllati fehérjéket kisméreti

peptidekké. Ezek fontos szerepet toltenek be a feldolgozott termék izének, élvezeti értékének

kialakulasaban. Hustermékeknél, példaul a szalami esetében, olyan gélképet eredményez, ahol

a kisméretii fehérjék régiéjaban megnd a fehérjefoltok szama.
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10.3.3. Folyadék kromatografia alkalmazéasa fajazonositasra

A miozin konnyl lanc 3 fehérje alkalmas folyadék kromatografia — tomegspektrometria
vizsgélat soran olyan protein biomarkerként viselkedni, mellyel kimutathato a sertés €s a
csirkehis. Mind nyers, mind fott husok esetében a miozin fajspecifikus biomarkerként
fokuszalassal torténd dusitas utan, a triptikus fragmentek (tripszinnel torténd emésztés utan
képzodott termékek) folyadék kromatografia tomegspektrometria/tdmegspektrometria (LC
MS/MS) vizsgélataval 0,5% csirkehis/99,5% sertéshus keverési arany esetén is kimutathato.
A vizsgalt 13 aminosavbdl all6 fragmentnél a sertés €s a hazityik fragmentje két aminosavban
mutat eltérést. Az alacsony kimutatési hatar eléréséhez sziikséges a vizsgalt fehérje feldusitasa
az MS mérés elott.

A miozin mellett mas fehérjék is alkalmasak tomegspektrometria alapu eredetigazolashoz.
Eredményesen hasznalhat6 mind nyers, mind hdkezelt hisok esetén a hemoglobin és a
mioglobin, melyek tomeg értékeinek eltérése az azonositis alapja. Ily médon, electrospray
ionizacié — tomegspektrometria modszerrel 10% 16hus jelenléte a marhahds készitményben
mar detektalhato.

Folyadék kromatogréifia és nanoLC MS modszerekkel a collagen I protein olyan peptideket
eredményez a magas hOomérsékleten €s nyomés alatt kezelt his és csont keverék vizsgélata
esetén, melyekkel el lehet kiiloniteni egymast6l a hazitydk, szarvasmarha, juh és sertés

fajokat.
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12. Zsirok, zsirsavak és meghatarozasuk
12.1. A zsirok, zsirsavak altalanos jellemzése

A lipidek vizben egyaltalan nem vagy rosszul olddédnak, energiat raktaroznak, szallitanak és
szolgéltatnak. Fontos alkotérészei a sejtmembrannak, a szteroid hormonoknak és a zsirban
0ld6do vitaminoknak (A, D, K, E). A zsirsavak szerepet jatszanak a legtobb lipid-természetii
anyag felépitésében, oxidicidjuk sordn ATP szintetizalodik. Konnyen felszivodnak. A
trigliceridek az energia-raktarozdsban, mig a foszfolipidek és szfingolipidek a
membrénfelépitésben jatszanak meghatirozé szerepet. Altaldnos képletiik: CH3-(CH2)n-
COOH. Lancai szorosan kapcsolédnak egymashoz. A rovid (2-5), kdzepes (6-11) és hosszu
(12-26) szénlancu zsirsavak szénatomszamukban kiilonboznek, ahol a karboxilcsoport C
atomjat tekintjik az elsé C atomnak. Megkiilonboztethetiink még telitett, telitetlen
(egyszeresen vagy tobbszorosen) és esszencidlis zsirsavakat is. Megtaldlhatéak huisokban
hiskészitményekben, allati eredetli zsirokban, tej és tejtermékekben, baromfi termékekben.

A telitett zsirsavakkal ellentétben legalabb egy kettds kotést tartalmaznak, az emlds
szervezetben cisz-konfigurdcioban fordulnak el6. Példaul: Olajsav/Oleat, CisHz40o,
Linolsav/Linolat, C;sH32O2, Linolénsav/Linolenat, C;sH3002, Arachidonsav/Arachidonat,
Co0H3202 . Az esszencidlis zsirsavak a szervezetben nem szintetizdlodnak, téplalékkal
sziikséges bejuttatni Oket az emberi szervezetbe. Tobbszorosen telitetlenek, fontosak
eikozanoidok és a tobbszorosen telitetlen zsirsavak szintéziséhez. Hidny esetén dermatitis és
rossz sebgyogyulas 1éphet fel.

Az omega-6 zsirsav (linolsav) a legtobb novényi olajban megtalalhatd, csokkenti az allergia,
ekcéma, ADHD, PMS, oszteopordzis tiineteit. Az omega-3 zsirsav (alfa-linolénsav, ALA)
pedig fontos szerepet tolt be a magzat megfeleld fejlodésében és a daganatos betegségek
megeldzésében. A transzzsirok ndvényi olajok hidrogénezése soran telitetlen zsirsavakbol
keletkeznek. Mivel eltarthatésagi idejiikk hosszabbodik, igy kevésbé hajlamosak az
avasodéasra, ugyanakkor emelik a szérumban az LDL szintet, csokkentik a HDL szintet,

novelik a sziv- és érrendszeri megbetegedések kockizatat.
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12.2. Kromatografia

Napjainkban siirgetd problémava valt az allati eredetli termékek eredetiségének vizsgalata, a
hamisitasok kisziirése, az élelmiszer cimkék ellenérzése, hiszen a fogyasztok félrevezetése
akar egészségiigyi kockazatot is jelenthet. Ezek kovetkeztében erdfeszitések torténtek a
miszeres analitikai technikdk és statisztikai szoftverek fejlesztésére. A kromatogrifis
modszerek  segithetnek az egyes allati  eredetdl termékek zsirsavosszetételének
meghatirozasdban, a pontosabb analizis szempontjabol gyakran egyéb technikdkkal is
kiegészithetik Oket.

A kromatografia (gorogiil kroma = szin és grafein = irni) keverékek elvalasztasara alkalmas
laboratoriumi moddszerek gyiijtdneve. A kromatografiai technikdk mozgo6fazis alapjan
tobbféleképpen is csoportosithatok: folyadékkromatografia (LC), nagyhatékonysagi
folyadékkromatografia  (HPLC), szuperkritikus oldészeres  kromatografia  (SFC),
elektrokinetikus kromatografia (EKC), kapillaris elektrokinetikus kromatografia (CEC),
gazkromatografia (GC).

A gazkromatografia (GC) egy olyan elvalasztasi technika, melynek alapfeltétele, hogy a minta
gaz fazisban legyen. A GC tomegspektrometridval kombindlva (GC-MS) alkalmas
tobbkomponensi, Osszetett mintak jellemzésére is. Nem megfelelo jelolésii, akar hamisitott
termékek kisziirésére lehetdséget teremt, ezaltal megvalosulhat a fogyasztévédelmi
szempontok figyelembe vétele, kihangsilyozott szerepet kap a mindségbiztositis. A
gazkromatografia jellemzdje, hogy a gyors anyagatmenetnek kdszonhetden az elvalasztasi ido
rovidebb. Més, hasonld hatékonysagi technikdhoz képest (pl.: HPLC) olcsobb, hasznalata
egyszeriibb, viszont ionos molekuldk elvilasztisara nem alkalmas. A mobdszer
alkalmazasanak célja, hogy a vizsgdlandé komponens a tobbi anyagtdl lehetdleg minél jobb
jel-zaj viszony mellett valjon el és rovid id6 alatt detektalhato legyen.

A mintabeviteli koriilmények befolyasolhatjak az elvalasztast (hdm., a bevitel médja, a minta
mindsége és mennyisége), a gdz dramldsi viszonyai (4ramlasi sebesség, nyomads,
nyomaskiilonbség), a kromatografids oszlop, a fazisok kozotti anyagdtmenet, a minta
Osszetevoinek az all6fazissal vald kdlcsonhatésai.

Tobbféle detektor 1étezik: tomegspektrométer (MS), hdvezetoképességi detektor (TCD).
Specifikus detektorokat is alkalmazhatnak: elektronbefogasos detektor (ECD), nitrogén-
foszfor detektor (NPD), lang-fotometrids detektor (FPD), atom-emissziés detektor (AED),

langionizéaciés detektor (FID). A langionizacids detektorral rendelkezd gazkromatogréfia
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felhasznilasa jo példa a zsirsav metilészterek kromatografids analizisére a kiilonb6zo
testrészekbdl szarmazd huisokban. A kisérlet soran 6t kiillonbdz6é novekvd zsirtartalmi marha
és borju, illetve harom baranyhus szeletet vizsgaltak. A baranyhuisnak volt a legmagasabb
telitett zsirsavtartalma. A marhahts kozel fele annyi transz C18:1/100g zsirsavat tartalmazott,
mint a borju- és baranyhus. A kiilonb6z0 szeletek kozott a transz és mas zsirsavakban csak kis
mértékii eltérése mutatkozott. A kapillaris gaz-folyadék kromatogrifidval tapasztalt cisz €s a
transz C18:1 zsirsavak kozotti dtfedések igazolasat GLC-vel kovetett argentacids-vékonyréteg
kromatografiaval végezték el. Egy masik vizsgilat sordn a zsirsav metilészterek
meghatirozasanak lehetdségeit vizsgéltdk kereskedelmi forgalomban is megvésarolhatd
halolajokban. Az eredmények alapjan a gaz kromatografids modszerek €s kemometrias
felbontasi technikdk kombinacidja egy kiegészitd moddszert jelenthetnek az olyan tobb-

0sszetevdji rendszerek pontos analizisére, mint amilyen a halolaj is.

13. Allati szovetek, termékek zsirsavosszetétele

Az éallati eredetli termékek lipid koncentracidja és zsirsavprofilja fontos részét képezik a
humaén taplalkozasnak. A zsirsavak bevitele az emberi szervezetbe részben a kérddzok tejébol
és husabol, vagy a margarinokban eléforduldé novényi olajokbdl és halolajbdl szarmazik. A
tejzsir telitett zsirsavakban gazdag, viszont konjugalt linolsavakat is tartalmaz. A
zsirsavosszetétel egészségligyi vonatkozasait figyelembe véve egyes orszdgok (pl.: Dénia)
margarinipara csOkkentette a transz-zsirsav- €és noOvelte az egyszeresen telitetlen
zsirsavmennyiséget a termékeikben. A sziv- és érrendszeri betegségek, daganat, gyulladdsos
¢és autoimmun betegségek megel6zésében kiemelkedd szerepiik van a telitetlen zsirsavaknak.
Ezenkiviil a tej és tejtermékek fontos szerepet jatszanak az ember dsvanyi anyag-, fehérje-,
esszencidlis zsirsavsziikséglet kielégitésében. Emellett antioxidans és rakellenes hatasu,
esszencialis zsirsavakat tartalmaz, erOsitheti az immunrendszert, nélkiilozhetetlen az
egészséges csontfelddéshez. Az egyre szélesebb korben elterjedt halolajak szintén fontos
szerepet toltenek be az egészségmegdrzésben, mivel kisebb-nagyobb mértékben tartalmaznak
omega-3 zsirsavakat. A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (omega-3 zsirsavak) esszencialisak
az emberi szervezet szamara. Az omega-3 zsirsavak fokozott bevitele kiilonosen az
egészséges ¢Eletmod kialakitdsa miatt ajanlott, mivel tobb betegség kialakulasanak a
kockéazatét is csokkentheti. Szabalyozzak a vérnyomast, csokkentik a koszoriér betegségek

vesz€lyét, gatoljak a vérrogképzOdést, javitjak a rheumatoid arthritis tiineteit. Az omega-3
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zsirsavak bevitele nehezen megvaldsithatd, viszont halolaj eredetii taplalék kiegészitok mar

elérhetdvé viltak a fogyasztok szamara.

13.1. A zsirsavak el6fordulasa a kiilonboz6 allati eredetil termékekben

Baromfi szovetek zsirsav mindségének valtozasa: a mellhus zsirtartalma (a foszfolipid viszont
tobb) < comb < bdr (dontden trigliceridek alkotjak). Vizi szdrnyasok tobb n-3-as zsirsavban
gazdag taplalékot, zold novényeket, rovarokat fogyasztanak ezért tobb zsirt raktaroznak el a
csirkéhez képest. Lenmagdara, lenmagolaj takarméany esetén novekszik a szovetek linolénsav
tartalma.

A kér6dzok elogyomoraban mikrobialis fermenticids folyamatok jatszodnak le, ahol
baktériumok telitik és hidrogénezik a zsirsavakat. Eltérd takarméanyozasi stratégidk
befolyasolhatjdk a zsirsavak aranyat és Osszetételét. A gabonamagvak tobbszordsen telitetlen
zsirsavakat tartalmaznak, igy takarmanyként csokkentik a telitett zsirsavak hanyadat. Az
olajosmagvak (pl.: fullfat repce) bevitelével csokken a palmitinsav ardnya a szoveti

lipidekben és nd az olajsav és a linolsav mennyisége az intramuszkularis lipidekben.

sz 2z

s sz

kér6dzokben csak kis mennyiségégben fordulnak eld és leginkabb a zsiros szovetekre
jellemzdek. A sertéshisban a lizin ardnya pedig nagyban befolyédsolja annak mindségét és
zsirtartalmat. Rostdis takarmanykomponensek etetésével csokkenthetd a sertések tulzott
mértékii elzsirosodésa.

A tej zsirsav-Osszetételét a faj/fajta, genotipus, a tartdsi kornyezet/koriilmények, az
évszak/honap, az allat kora, a lakticid szakasza/szama, takarmanyozas befolyasolja. Az egyes
haszondllatok tejzsirsav tartalma is eltérd: juhtej zsirtartalma ~ a bivalytej > kecsketej >
tehéntej > szamartej > kancatej. A vaj Osszetételét tekintve kb. 80% zsir, 19% viz, 1%
zsirmentes szarazanyag. Tovabba a tej zsirtartalma véaltozhat, homogénezés soran kisebb
zsirgolyocskak keletkeznek, melyek a gyomorpanaszokban szenveddknek konnyebb
hasznosithatésagot biztositanak. Tobb zsir a tejben eredményesebb kilciumfelszivodast tesz
lehetové. Az anyatej zsirtartalma: 6,9%, a kecsketej zsirtartalma: 4,1%, kezelés utan a
tehéntej: 1,5-2,8% -os zsirtartalommal rendelkezik.

Fontos megemliteni a tejtermékekben nagy mennyiségben el6forduld konjugalt linolsavat,
mely a linolsav izomerek gylijtdneve. Az emberi szervezetben megtaldlhatdo az epében, a

vérszérumban, az anyatejben és a béltartalomban. A kérédzok benddjében Butyrivibrio
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fibrosolvens baktériumok hatasara képzddik linolsav bio-hidrogénezése altal. A tejtermékek
mellett, sokkal kisebb mennyiségben az allatok husaban, a tojasban, és a novényi olajokban is
megtalalhatok. A tejzsir konjugalt linolsav tartalmanak novekedésének hatasara nd a
transzzsirsavak mennyisége is. A tejzsir Osszetételének moddositdsa lehetséges a konjugalt
linolsav-tartalom valtoztatasa altal. Ezt befolyasolhatja a tartdismdd, az évszakok (nyaron
magasabb a konjugélt linolsav-tartalom, ellentétben a telitett zsirsavakkal, melyek nyaron
alacsonyabb értéket mutatnak, tehdt a nyaron fejt tej kedvezdbb élettani hatdsokkal
rendelkezik), tovdbba a takarmanyozas rendszerességétol és gyakorisdgatdl is fligghet a
konjugélt linolsav-tartalom. A szdja, gyapotmag és napraforgdolajat tartalmazé takarmany
kedvezden befolyasolja a tej konjugalt linolsav-tartalménak valtozasat.

A kiilonboz6o 4llati eredetli termékek zsirsavosszetételét szamos tényezd befolyasolhatja.
Ezenkiviil a zsirsavprofil megéllapitisa kiemelkedden fontos egészséges taplalkozasara
gyakorolt hatissal bir. Ezaltal novelheti az egyes termékek értékét, igy a tenyésztd és
takarméinyozo6 koriilmények megallapitisa is egyre nagyobb hansulyt kap. Fontosabba valik a
fogyasztok részér6l az élelmiszerek elddllitasi koriilményeinek ismerete. Pontos

informacidkat igényelnek a faj, az eléallitasi mod és a foldrajzi eredet feldl.

14. Eredetigazolasi lehetdségek zsirsavvizsgalatok alapjan

A taplalékok hitelesitése, eredetigazoldsa folyamatosan fejlddik napjainkban a globalis piaci
trendeknek megfelelden. A taldlékony csaloknak koszonhetden sziikségessé valik az analitikai
technikdk fejlesztése, mivel a hamisitvanyok kedvezdtlen versenyhelyzetet teremtenek az
eredeti termékek szdmara. A klasszikus teszteket nagyrészt az tjabb laboratériumi eljarasok
valtottak fel, a kimutatisok id6 és koltséghatékony jellemzdit szem elott tartva. Segitségiikkel
megvaldsithaté a vadon é16 allatok elkiilonitése a tenyésztettdl vagy példaul bio termékek
azomositdsa hagyomanyos termékekkel szemben. Az egyre elterjedtebb hamisitisok az
olajtermékek esetében altaldban az olaj higitisat vagy cseréjét (olcsobb, kevésbé elonyos
mindségi tulajdonsigokkal rendelkezd olaj termékekre) foglalja magaban. Napjainkban
fokozott érdeklddés figyelhetd meg a tej és kiillonbozd allati eredetli szovetek zsirsav profilja
irant, mivel novekekszik az igény a termékek irant, amelyek pozitiv hatassal vannak az ember

egészségére.
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14.1. A hamisitasok kisziirése gazkromatografias eljarasokkal

Az illegilis kaviar-kereskedelem komoly gondokat okoz (Eurépaban is) és kozvetlen veszélyt
jelent a tokhalak szdmara is. A tokhal kavidrja (mindig fekete) nagyon driga termék, ennek
koszonhetOen az illegalis kereskedelme is virdgzik. Manapsag szintén fontos jelentdséggel bir
a vad és tenyésztett tokhalak ikrainak elkiilonitése zsirsav és dsvanyianyag Osszetétel alapjan.
A Természetvédelmi Vilagszovetség szerint a tokhalfélék 85 szazaléka veszélyeztetett.
Kalifornidban eddig még nem taldltak megoldast az illegalis tokhal-kereskedelem
megfékezésére. Még nincs torvényszéki modszer, amivel biztosan el lehetne kiiloniteni a vad
€s a termesztett tokhalak ikrait. A STR DNS (Short Tandem Repeats DNS) profilok vizsgélata
nem mutatott értelmezhetd kiillonbséget a fogsagban és a vadon €16 populacidk kozott, a DNS-
technikdk nem alkalmasak a vadon €16 és az akvakultiras tokhalak ikrdinak megbizhaté
azonositasara. Felvetddik a kérdés: a zsirsav-és asvanyianyag-kompozicidk kiilonboéznek-e a
vadon €10 ill. a tenyésztett tokhalak ikraiban? Alkalmas-e zsirsav €s asvanyi anyag tartalom
alapjan torténd akvakultiras, ill. vadon €16 tokhalak altal termelt kaviar megkiillonboztetésére?
Az analizis sordn megallapitottdk, hogy az eikozapentaénsav (EPA, C20:5, n-3) és
dokozahexaénsav (C22:6 n-3; DHS) tartalma magasabb volt a gazdasagban tenyészett
tokhalak ikrainak, mint a vadon éloeknek. A szelén koncentracid 1ényegesen magasabb volt a
vadon €16 tokhal ikraiban, mint az akvakultiras halak esetében. A vas, cink, réz, foszfor, kén,
kalcium, kalium koncentracié tekintetében nem sikeriilt szignifikans kiilonbséget kimutatniuk
az ikrak kozott. Tovabbi kovetkeztetések levonasihoz szélesebb korii elemzés sziikséges tobb
gazdasag bevonasival, tobb nyomelem vizsgéilataval.

A csukamadjolaj a tokehal, illetve egyes cdpafajok majabdl nyert olaj, vitaminokban (A- és D-
vitamin) és omega—3 zsirsavakban gazdag (kiilonosen EPA és DHA). Kutatdsok bizonyitjak
jotékony hatdsait az emberi szervezetre, fontos szerepet toltenek be az OsszetevOi a
betegségek megeldzésében. A csukamijolaj viszonylag driaga terméknek mindsiil, kedvelt
célpontja a hamisitasoknak. Altaldban diszné- vagy marhazsirral keverik. Rohman és
munkatarsai a csendes-6ceani tOkehalakbol (Gadus macrocephalus Tilesius) €s az atlanti
tékehalakbol (Gadus morhua L.) nyert olajat vizsgaltdk Fourier-transzformacids infravoros
spektroszkdpia (FTIR-spektroszkdpia) alkalmazasaval GC-vel kiegészitve. Ebben a
kombinacioban a GC-FID és IR spektroszkdpiat mar kordbban alkalmazta Gurdeniz et al.
(2008) torok olivaolajok osztalyozasara termOhely, a betakaritas éve €s fajta szerint. Sikeriilt a

marhafaggyi jelenlétét kimutatni a zsirsavprofil felallitisa wutan. Kiilonosen az
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eikozapenténsav és a dokozahexénsav savak tekintetében mutatkoztak nagy -eltérések.
Célszerti FTIR spektroszkdpiaval kombindlva hasznalni a gazkromatografiat.

A mexikdi jogszabalyok szerint az emberi fogyasztisra szant tej csakis a sajit tejzsirjat
tartalmazhatja, az egyéb, nem tej és szarmazékaibdl szarmazo zsirokat fel kell tiintetni a
cimkén, mely az OsszetevOket tartalmazza. Ha ez elmarad, jogsértés és hamisitas ténye all
fenn. Az elmult 30 év sordan szamos kutatasi kozpont jott 1étre, az ilyen és ehhez hasonld
csalasok kisziirése miatt. Nagy gazdasagi jelentOsége lehet a csalasok felderitésének a nemzeti
€s a nemzetkozi kereskedelemben egyarant. Géazkromatgafids vizsgilaton alapulva, a
triglicerid profilok figyelembe vételével a nem tejzsir eredetli zsirokat azonositottdk nyers,
illetve ultrapasztOrozott tejmintdkban. A kisérlet soran a tejzsirok két csoportjat elemezték. Az
els6 csoportba a nyerstej mintak tartoztak, melyek Mexiké kdzponti régidjabol szarmaztak (n
= 216). A masik csoportba ultrapasztorozott tejmintak keriiltek, melyek 3 teleprol szarmaztak
és a termékeiket Mexikd varos kiilonbozd szupermarketjeiben probaltak értékesiteni. A
kisérlet folytatasaban piacokrdl kiilonboz6 zsirokat tartalmazé termékek (hal, foldimogyoro,
kukorica, oliva, és szdja) beszerzése a zsirsavprofilok elkészitése és 0sszehasonlitasa a tejben
talalhat6 zsirokkal. Az osztalyozas megbizhatdsidga 94,4% volt, kovetkezésképpen a mddszer
alkalmas volt az esetek tobbségében a csalasok felderitésére. Az eredmények tekintetében
ezzel a modszerrel kialakithatd egy nemzeti adatbazis, megvaldsulhat a tejtermékek hiteles
ellendrzése és a csaldsok kiszlirése.

A gazkromatografia kemometridval kiegészitve alkalmas lehet a hamisitott Telemea sajtok
kisziirésére is. A Romanidban kedvelt a hagyomanyos fehér szinti, s6s 1ében érlelt Telemea
sajt. Késziilhet kecske, juh vagy szarvasmarha pasztérozetlen tejébdl, illetve keverhetik is az
allatok tejeit. Osszesen 25 kiilonbozé gyartotdl és helyi sajt készitdktdl szarmazé mintét
vizsgaltak Bratu és munkatarsai. Hisz komponens vizsgiltak, a kiilonbozd tipusi sajtok
kozott atfedéseket is taldltak. A kapott eredmények nem egyértelmiiek, a pontosabb
elkiilonités érdekében a kis relevancidju osszetevoket kisziirték a tovabbi vizsgalatokbol. Az
eljards 12 relevans zsirsav hasznalataval optimdlis elkiilonitést biztosit, tehat megbizhatéan
alkalmazhat6 a Telemea sajtok hitelesitési eljarasai soran.

Az élelmiszeripar melléktermékei novelhetik a tapértéket, igy az allattakarmanyozasban jol
hasznosithatok. Az emberi taplalék és az allati eledel egybemosddasa miatt a zsirok megfeleld
csoportositasa €s elkiilonitése egyre siirgetobb feladatta valik. A magas tapértékkel rendelkezd
zsirok a takarmanyozasban biztonsagosan alkalmazhatéak. A megfeleld klasszifikacié a
megbizhatd szabalyozashoz és a fogyasztok védelméhez jarulhat hozza. A  ‘Feeding Fats

Safety; FFS — Etessiik a zsirokat biztonsdgosan’ EU projekt az allati takarmanyozéasra
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hasznalt zsirokat tiz osztilyba prébalja sorolni. Kémiai vagy fizikai tton finomitott savas
olajok, lecitinek, djrahasznositott siitdolajok, allati eredeti zsirok, halolajok stb. A zsirok és
olajok csoportositasara és azonositasara termék specifikus markerre van sziikség (erre csak
kevés kémiai marker alkalmas). A triacilgricerol és zsirsav ujjlenyomat és illékony anyag
profil alapjan lehetséges a husfeldolgozis soran keletkezd, allati takarmanyozasra hasznalt
melléktermék (allati eredetli zsirok, halolaj és djrahasznositott olajok) eredetének igazolasa. A
triacilgricerol és a zsirsav metilészter (FAME) analizis gazkromatogréifidval, mig az illéanyag
vizsgalat PTR-MS hasznalataval valdsithatdé meg. A triacilgricerol és zsirsav ujjlenyomat

meghatarozasa 96%, mig az illékony anyag detektalas 92% pontossaggal valdsithaté meg.

14.2. Tenyésztést, hizlalast befolyasol6 tényezOk hatdsa a zsirsavtartalomra

Gazkromatografias eljarasok lehetové tették az elegytej eredetének zsirsavosszetétel szerinti
torténd meghatarozasa is. Zsirsavprofil alapjan elkiilonitették a tejeket a lehetséges szarmazasi
teriilet és eredet alapjan. Figyelembe vették a takarméanyozast, tenyésztést és az adott farm
takarmanyozasi stratégidjat is. Egyes orszagokban (Szlovénia) példaul a flsilot és a szénit,
mig mashol (Olaszorszag) a szénat és a koncentralt takarmanyt részesitik eldnyben az allatok
etetése soran. A kutatds soran kimutattdk, hogy a telitett zsirsavak képviseltetik magukat
legnagyobb mennyiségben, melyeket a telitetlen zsirsavak kovetnek. Tovabba az adott orszag
€s a tejtermelés éve alapjan sikeriilt a tej klasszifikacios kritériumait meghatirozni.

A gazkromatogafids modszerek jol hasznalhatéak a kiilonbozli husok mindségének
meghatirozasara is, illetve segitségével a megfeleld tenyésztési stratégia is kivalaszthatd. A
sertés zsir elkiilonitése zsirsav-metilészter (FAME, fatty acid methyl esters) alapjan
lehetséges. Ha az elagazd zsirsavak tobb, mint 18 szénatomot tartalmaznak, akkor az
sertészsir jelenlétére utal. A FAME profilok alkalmasak lehetnek a sertészsir mas allati
eredetli zsirtdl val6 elkiilonitésre az élelmiszerek hitelesitése sordn. A sertés mellett a
szarvasmarha, csirke és a kecske szovetek zsirsav analizise is megvaldsithato
gazkromatografia hasznalataval.

Az eltérd mddon hizlalt sertések kiilonbozo triacilglicerol tartalommal rendelkeznek, ennek
megfelelden eltérd a termékek ara is, igy szem eldtt kell tartani a mindségbiztositast is. Az
extenziv médon torténd takarmanyozis nagyobb telitetlen zsirsav tartalmat tesz lehetdvé.
Narviez-Rivas és munkatarsai a Pireneusi-félszigeten 6shonos sertések (2783 sertés minta)
bor alatti zsirrétegének triacilglicerol (17 féle) tartalmét hatéroztdk meg GC langionizéicids

detektor segitségével. Az eddig hasznalt technika hitelesitésre igen, de a mintak dsszetevOinek
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a meghatarozasara nem volt alkalmas, ezaltal nem lehetett informaciét nyerni a sertések
hizlalasi modjar6l sem. Az djonnan kifejlesztett modszer a Montanera, extenziv Cebo €és
intenziv Cebo hizlalasi formakat 97%-os, mig a Recebo-t atlagban 82%-0s pontossaggal
kiilonitette el.

Egy masik tanulmany a kecskegiddk eltérd hizlaldsa alapjan végzett eredet meghatarozast
zsirsavprofil alkalmazasaval. Eredményeik alapjan 0sszefiiggés lehet a gida husdnak mindségi
jellemz6i (illat és iz) és az etetés fajtija (kecsketej és tejpotlo) kozott. A vizsgalt hisok szopds
kecske gidakbol szarmaztak, melyek egy honapos koruk koriil keriiltek levagasra. A kérédzok
el6 gyomraban (beleértve a kecskéket is) mikrobialis fermentacio zajlik, a baktériumok telitik,
hidrogénezik a zsirsavakat. A kér6dzOk étrendje fontos szerepet jatszik a zsirsav-profil
kialakitasaban, mert ha a takarminyozési koriilményeket modositjak, a tej tipértéke javithato.
A legtobb zsir a giddk bdralatti perirendlis rétegeiben taldlhat6, csak koriilbeliill 1%-a
intramuszkuléris zsir. A gidak kevesebb telitett zsirsavval rendelkeznek, mint példaul a csirke,
marha, sertés vagy bardny husok, ezért meghatiroz6 termék lehet a gidak husa egyéb
haziallatok husanak alternativajaként. Lehet-e 0sszefiiggést kimutatni a kecskegidak husanak
zsirsavprofiljai és az elOzetes taplalas kozott? A kisérlet soran 42 (eltéré moddon taplalt)
gidatdl perirendlis zsir mintavételezése tortént, mely alapjan 3 hizlalasi rendszerbe tartoztak
(kecsketejjel, tejhelyettesitod tapszerrel és a tejalapu tapszerrel taplaltak). Az analizist GC-vel
végezték, langionizacios detektort (FID) alkalmazva, mely hasznosnak bizonyult a
zsirsavprofilok kialakitdsaban. PCA és klaszter analizis segitségével a zsirsavprofilok alapjan
sikeriilt a harom tapléalasi rendszert elkiiloniteni, legnagyobb kiillonbségek a C18:2 és C18:3
zsirsavaknal mutatkoztak.

A halak és a tengeri emldsok a természetben a leggazdagabb forrdsai a hosszu szénlancu,
tobbszorosen telitetlen zsirsavaknak (PUFA). Napjainkban a haltermékek nagyon fontos
részét képezik az emberi taplalkozasnak €s ez a tendencia varhatéan csak novekedni fog. A
tengeri halak zsirsavosszetételiikben is kiilonboznek az édesvizi halaktol. A nyugati étrendben
az n-3 zsirsavbevitel viszonylag alacsony, a kevés tengeri halfogyasztas miatt, ezzel szemben
a novényi olajokbdl szarmazd n-6 zsirsavbevitel mennyisége novekvd tendenciat mutat.
Szamos tengeri zsiros halfajrél ismert, hogy kitliné forrasai a telitetlen zsirsavaknak és
kiilonosen gazdagok omega-3 zsirsavakban. A halolajak arai kozotti kiillonbségek megkoveteli
a mindségiik ellendrzését, mivel a halolajok alig vagy egyaltalidn nem tartalmaznak DNS-t és
fehérjét, igy a hagyomanyos hitelesitési eljarasok nem alkalmazhat6ak. A legtobb halterméket

DNS vizsgalattal azonositani lehet, a tengeri olajok eredetének igazolasa azonban
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bonyolultabb feladat. Az olajok foként lipidekbdl allnak €s nem tartalmaznak amplifikalhat6
DNS-t.

A mediterran halfajok zsirsavosszetétele két kiillonbozd detektald technikat alkalmazva (GC-
FID /lang ionizaciés detektor/ és GC-MS /tomeg spektrométer/) két kiillonbdzo hosszusagu és
toltésti kapillaris oszlop segitségével meghatdrozhat6. A kialakitott protokoll alapjan a
vizsgélt fajok a teljes zsirsavprofil meghatarozasa konnyen megvalosithatd. A kutatis sorén a
Csendes-6cedn északnyugati partjainal nagy szadmban el6forduld nyolc halat csoportositottak
a teljes lipid tartalmuk szerint. A kutatds soran Osszehasonlitottdk a halak zsirsavmintizatait
az 0ssz-zsirsavak relativ ardnyaval €s a test Osszlipid tartalménak aranyaval. A csendes-Ocean
partjarol szarmazo6 halfajok alapvetéen magas n-3 telitetlen zsirsavat tartalmaznak, ezek 80%-
a C20:5n-3 (EPA) és C22:6n-3 (DHA). Az adott fajra jellemzden alacsonyabb mennyiségben
olajsav és palmitinsav szintén el6fordult. A zsirszegény halak egyszeresen telitetlen
zsirsavtartalma alacsonyabb volt a zsirosabb halakhoz képest. A zsirszegény halakat
magasabb tobbszordsen telitetlen zsirsavtartalom jellemezte (DHA tartalom: 18-29%),
szemben a zsiros halakkal (DHA: 8-10%). A zsirsav tartalmat kifejezd adatok tulajdonképpen
a zsirsavak abszolit mennyiségét mutatjdk. Mind az EPA, mind a DHA mennyiség sokkal
kevesebb a sarga és a sziirke tOkehalak husdban, mint a zsiros halakban (pl.: hering). A
csendes-Oceani halaknak az Osszlipid tartalmukat és a zsirsavosszetevOiket is fontos

figyelembe venni a taplalkozisi mindség meghatarozasakor.

14.3. A halolajok eredetigazolasa

Egy 2007-ben végzett felmérés alapjan a halolaj tartalmu taplalék-kiegészitok voltak a
legnépszertibb egészséges életmdddal Osszefiiggd készitmények. Kanadaban zsirsavforrasként
fokaolaj alapi kiegészitdket is forgalmaznak, de az az Egyesiilt Allamokban tiltott a
kereskedelme. 2009 ma4jusdban az Eurdpai Unié szintén betiltotta az ilyen termékeket.
Sziikségessé valt olyan megbizhaté mddszer kifejlesztése, mely segitségével elkiilonithetd a
fokaolaj a halolajoktdl. Meghatarozasra kertiltek a kereskedelmi forgalomban elérhetd tengeri
olajok és taplalék kiegészitOk halolajok (t0kehal maj, hering, lazac, ‘hal’ és fOka) zsirsav
Osszetételei. A kisérlet sordn a kiilonbozd eredetli mintdk elkiilonitése két moddszer
segitségével tortént. A zsirsav analizis soran gdzkromatografiat, mig a triacilgricerol vizsgalat
meghatarozasara folyadék kromatografiat és tomeg spektrometriat alkalmaztak. Szignifikans
kiillonbségeket figyeltek meg a zsirsavprofilok kozott, tovabba a fokamintak kiillonboztek

mindegyik halolajt6l. Statisztikai analizis segitségével a zsirsav és triacilgricerol profilok
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alapjan mintacsoportokat (foka vs. hal) lehetett elkiiloniteni. A zsirsavprofil analizisen és a
triacilgricerol profilokon alapul6 kétlépcsOs modszer a jovoben alkalmas lehet a fokaolajak
pontos azonositasara.

Peru az egyik legnagyobb a halolaj forgalmazd, majd Chile, Déania, Izland, USA, Japan,
Norvégia és végiil Kina koveti. Dél-Amerikaban, nagyrészt Peruban és Chilében, hatalmas
mértékii a haldszati iparag (Peru a legnagyobb exportére a halolajnak), a halakbdl omega-3
olajokat nyernek ki. A haldszat szezondlis, csak egy 2-3 honapos iddszakban érhet6 el friss
hal. A halak nagy részét nem emberi fogyasztasra, hanem kis értékii takarmény eléallitasara
hasznaljak. Jelenleg nem allnak rendelkezésre hivatalos, megbizhaté moddszerek, melyek
segitségével egyértelmlien meghatarozhaté a halolajak faji és foldrajzi eredete. 2007-ben a
Norvég Elelmiszerbiztonsagi Hat6sdg és a Norvég Kutatasi Tanacs kezdeményezte egy olyan
adatbazis kidolgozasat, mely elOsegiti a tengeri olajok eredetének nyomon kovetését. Az
adatbazis eredetileg a takarmanyként hasznositott tengeri olajok vizsgélatara lett kifejlesztve,
de felmeriilt az igény az emberi fogyasztasra szant olajok, piaci termékek hitelesitése,
eredetigazolasa irdnt is. Talalhat6-e kiilonbség a kiilonbozé helyekrol szarmazd perui
szardellak zsirsavosszetételét illetben? A foldrajzi eredetre lehet-e kovetkeztetni a
zsirsavprofil alapjan? A perzisztens szerves vegyiiletek (POP) vizsgélata is megtortént. A
POP vegyiiletek toxikus hatasiak lehetnek, erdsen zsiroldékonyak nagyfoku biologiai
felhalmoz6dasuk miatt potencidlis kockéizatot jelenthetnek az emberi egészségre és a
kornyezet szamara mar alacsony koncentrdcidéban is. Zsirsav Osszetétel és a POP analizise
alapjan tortént a szardella-olajok eredetének meghatarozdsa a perui partok kiilonb6zo
helyeirdl. Az eredmények alapjan egyértelmu kiillonbségeket talaltak az északi, a kozépso €s a
déli partvidék teriileteir6l szarmazd halak olajanak zsirsav OsszetevOit illetden. A
kiilonbségekért a kiillonbozd takarmanyok, az ivasi allapot, valamint a viz hdmérséklete lehet
a felelds. A zsirsav profilok vizsgilata igéretes modszernek bizonyult a szardella olaj foldrajzi
eredet alapjan torténd csoportositisara. A szennyezd anyagok analizise alapjan elmondhatd,
hogy a perui szardella olajok altalaban alacsony POP tartalommal rendelkeznek. Tobb,
bovitett korli mintavételezés ajanlott a kovetkeztetések megerdsitése érdekében. A halolajak
hitelesitése, eredetvizsgédlata és a lipidprofilok kialakitisa sordn figyelembe kell venni: a
foldrajzi és a szezondlis jellemzoket. Adatbazisok kialakitasa javasolt, melyek tartalmazzak a

fajtakra jellemz0 lipidprofilokat, a vad és a tenyésztett fajtak kozotti kiilonbségeket.
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14.4. Tenyésztett és vadon €16 halak elkiilonitése

Az akvakultirdk jelentds szerepet jatszanak annak biztositdsdban, hogy megfeleld
mennyiségli hal alljon a fogyasztok rendelkezésére. A triglicerid zsirsavosszetevOinek
vizsgalataval lehetové valhat a tenyésztett és vadon €10 lazacok elkiilonitése és a lipid
frakciok alapjan kovetkeztetni lehet a tenyésztés modjara is. Az akvakultira-termékek
esetében fontos olyan markerek azonositisa, melyek segitségével detektalni lehet a
gazdasagokbodl szarmazo, illetve a kiszokott halakat. Norvégidban 2007-ben 600000

tenyésztett lazac szokott el a gazdasdgokbol (www.statistics.no). A kereskedelmi célu

tenyésztés nagy mennyiségli novényi olajat alkalmaz, ami normal koriilmények kozott nem
fordul el6 a vadon €16 lazacok taplaléka kozott. A lipidanalizist GC-vel és nagy felbontisu
(HR) 13C-NMR-rel kombindlt kemometridval végezték. Referenciamintaként 59 példanyt
hasznaltak, négy, a norvégiai Hardangerfjord teriiletén talalhat6é farmokrol. Teszthalként 17, a
halaszok altal 2005-2006 oktobere kozott kifogott, szabadon €16 halakat hasznaltak, melyeket
egyedileg sorszamoztak (501-517). A mérlegelés és mikroszkOpos vizsgalat eredménye
szerint csak par hal (5 db) mutatta a jellegzetes vadon €16 lazac bélyegeket, minden maés
szabadon él0 halnal feltételezhetd, hogy tenyészetben tartottdk. A tenyésztd kilétének
megallapitasara hasznalt statisztikai eljardsok sordn 59 referencia mintabdl 58
(gazkromatogréfia) és 56 (kemometria) egyedet csoportositottak helyesen. A 12 termesztett
halként azonositott vadon él6 lazac feltételezhetéen a vizsgalt négy kiilonb6zoé farmrdl
szarmazott. A kutatok egy csoportja tobbszordsen telitetlen zsirsav tartalmat vizsgalta vadon
€lo és tenyésztett tilapidkndl. A nilusi tildpia (Oreochromis niloticus) a kilencedik
legfontosabb faj, amit tenyésztenek a vilagon. A piros tilapia (Oreochromis sp.) is egyre
kedveltebb, féleg Thaif6ldon, mert vonzd a szine és egyre novekszik a piacképessége. Az
emlitett két tilapia faj izomszovetének a teljes lipid tartalmat és zsirsav-Osszetételét
vizsgaltdk. A kiilonboz6 taplalasi rendszereket, akvakultirakat hasonlitottdk Ossze a
természetes kornyezetben nevelkedett halakkal. Vadon €16 és tenyésztett halak egyarant
kedvezd zsirsav profillal rendelkeznek az emberi fogyasztis szempontjabol. Magasabb a-
linolénsav, ikozapentaénsav (C20:5, EPA), dokozahexaénsav (C22:6, DHA) tartalom és a n-
3/n-6 PUFA ardny is magasabb. Az intenziven tenyésztett halak izomszovetét fokozott
zsirlerakodas jellemezte (foként telitett €s egyszeresen telitetlen zsirsavak). Nem kivanatos a
fogyasztok szamara, hogy csokkenjen az eikozapentaénsav (C20:5, EPA) és dokozahexaénsav

(C22:6, DHA) tartalom tenyésztett tilipidk esetében.
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14.5. Bio és hagyomanyos termékek elkiilonitése

A bio tejtermékek tobb omega-3 zsirsavat tartalmazhatnak a hagyomanyos tejtermékekhez
képest, valamint kevésbé szennyezettek a kiilonb6z6 novényvédd szerektdl. A biotermékek
eldallitasi koltségei magasabbak, mint a hagyoményos termékeknek, eziltal az &aruk is
magasabb, tehat fontos a fogyasztévédelem szempontjabol garantilni a biotermékek eredetét.
Nehéz feladat kiilonbséget tenni a bio és a hagyomanyos tejtermékek kozott. Fitan és prisztan
savak markerként szolgalhatnak a bio €s a hagyomanyos tejtermékek elkiilonitése sordn. Ezek
a savak nem de novo szintetizalodnak az eml6sokben, a klorofill metabolizalodasabol
szarmaznak és a kérodzok szovetében, ezaltal a tejtermékekben is eléfordulnak. Legnagyobb
koncentracioban a kérédzok benddjében taldlhatéak. A biogazdilkodasok egyediil fii alapu
takarmanyozasi rendszerének koszonhetOen lehetdéség nyilhat a fitdn és prisztan savak
koncentracidja alapjan torténd elkiilonitésre. A bio termékek (sajtok és egyéb tejtermékek)
magasabb koncentracidval kell rendelkezniiik ezekbdl a savakbdl, mint a hagyoméanyos
termékek. Egy érzékeny gizkromatografias-tomegspektrometrids modszer  Kkeriilt
kifejlesztésre. A mintak begyljtése helyi piacokrdl tortént a németorszagi Stuttgartban. A bio
sajtok atlagosan 50%-kal tobb fitin sav és 30%-kal tobb prisztdn sav tartalommal
rendelkeztek, mint a hagyomanyos termékek. Meghatirozéisra keriilt az az érték is (200
mg/100 g fitdn sav), ami alatt sziikséges lehet a bio termék ellendrzése. Egyes hagyoményos
termékek is elérték ezt az értéket, mivel a nem bio gazdalkodasok tehenei is fogyasztanak fi
alapu takarméanyokat. Csak egy bio sajt volt, ami nem érte el ezt az értéket.

A bio és a hagyomanyos bardnyhus ar, mindség és zsirsav-Osszetételével kapcsolata
vizsgalatanak céljabol harom brit aruhazbdl tortént cimkével ellatott hisok véasarlasa. A bio és
hagyomanyos barany hisok arai kozott nem mutatkozott nagy kiilonbség. Atlagosan a bio
karaj 20 g-mal nehezebb volt, mint a hagyomanyos szelet. A bio bardny husa jobb volt a
zamatossag, pikanssag és az izletesség tekintetében, mint a hagyomanyos barany hus. Ezek az
eredmények aldtdmaszthatjdk a fogyasztok elgondoldsat, miszerint a bio termékek "jobb
izliek". Az adatok alapjan nem volt lényeges kiilonbség a zsirsav Osszetétel és az étkezési
min0ség kozott a hagyoméanyos oOkologiai termeléssel eldallitott baranyok és a bio husu
bardnyok kozott. A szupermarketek kozott nem volt jelentOs kiilonbség, egyedill az ,,A”
szupermarketben volt olcsdbb és ezzel egyiitt egy kicsit gyengébb mindségii a baranyhus.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté brojlercsirkék husat 0Osszehasonlitottdk annak
fiiggvényében, hogy a csirke bio, szabad tartisi legeldkardmos vagy hagyomanyos farmrol

szarmazik-e. A vizsgilatok célja a fogyasztok rendelkezésére all6 husok mindségi és
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mennyiségi tulajdonsagait vizsgaljak. Az analizis sordn tizenot brojlercsirke husat vizsgalték,
melyek négy szallit6tdl szarmaztak. Mindegyik mintidnak értékelték a nyers és kiilon a fott
his min6ségét, pH-jat, szinét, a zsirsavosszetételét. A bio-brojlercsirkék husanak a
fehérjetartalma nagyobb volt, mint a szabad tartasu legelokardmos vagy hagyoméanyos farmrol
szarmaz6 csirkék hisa. A bio-brojlercsirkék mellhisanak pH-ja magasabb volt, mint a masik
két tartasi tipusba tartoz6 csirkéknek, a bio csirkék mell és comb hiisa kevésbé volt sarga. A
zsirsav analizis eredményei alapjan lathato, hogy a bio tenyésztésii csirkék comb és mell husa
kisebb mértékben tartalmazott telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavakat és magasabb
mennyiségben tobbszordsen telitetlen zsirsavakat, mint a szabad tartisu legelokardmos vagy
hagyomanyos farmrdl szarmazd brojlercsirkék. Az érzékszervi vizsgalatok eredményei azt
mutattdk, hogy a hagyoméanyos brojlercsirke combok kevésbé ragdsak, mint a legeldkaramos
€s a bio-brojlercsirkék. Az egyéb érzékszervi tulajdonsdgokban nem kiilonboztek
szignifikdnsan. A piaci arak vizsgalata alapjan az drak nem teljesen tiikr6zik a mennyiségi és

mindségi jellemzOk alakuldsat.

14.6. Novényi olajok meghatarozasa

A pisztacia olaj piszticia magbdl szarmazik. Egészséges, az oliva olajhoz hasonld,
vitaminokban gazdag olaj, magas olajsavtartalommal rendelkezik, B-szitoszterolt tartalmaz
(nagyon hatdsos a magas koleszterin-szint csokkentésében). Az analizalt olajok
Olaszorszagbol, Torokorszagbol, Irdnbol és Gorogorszagbdl szarmaztak. Bizonyos
¢élelmiszerek esetében - mint amilyen a narancslé, articsoka, szentjdnoskenyérfa magja - mar
végeztek lipid frakcidon alapuld vizsgilatokat. Zsirsavak és fitoszterolok vizsgalataval
probaltdk meghatarozni a foldrajzi besorolhatésagat a pisztacia olajnak. Az olasz pisztacia
lipid profiljat a kiillonb6zd orszagok pisztacia olajanak lipid frakcidival hasonlitottak ossze. A
szterinfrakci6 megoszlasanak vizsgilatira eldszor nyilt lehet6ség, a mintdk geogréfiai
azonositasa zsirsavak analizisével és tobbvaltozos elemzéssel fontos szerepet tolthetnek be a

pisztaciaolajok hitelesitésében.
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