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A HONAP TEMAJA

Az eloz0 IIL/1. részben, a transzgénikus (GM) fajta nemesitése folyamatdanak elsé lépéseként bizonyitot-
tuk, hogy a transzgén a géntranszfert kovetden a regenerdlt névény minden sejtjében jelen van. Ebben a
részben azt kell bizonyitanunk, hogy az integrdlodott transzgén miikodik a ndvény sejtjeiben, és ivaros titon
oOroklodik az utodokba. Ezekre a tesztekre azért van sziikség, mert csak a stabilan integrdlodott és megfele-
l6en milkodo transzgéneket tartalmazo névények szolgdlhatnak megbizhato forrdsul a transzgénikus (GM)

o

Jfajta elodllitdsdhoz.

Tanuljunk ,géntechnolégidul” (12.)

A transzgénikus (GM) fajta el6allitasa (lll./2.)

A transzgén mukodésének és
oroklodésenek bizonyitasa

Dr. Heszky Laszlo

SzIE Mezogazdasdg- és Kornyezettudomdnyi Kar, Genetika és Biotechnologiai Intézet,

A géntranszfert kovetéen a rege-
nerdlt novényekben el6szor kdzve-
tett modon, a markergénre torténd
szelekcioval, majd molekuldris
modszerekkel kozvetlentl is bizo-
nyithat6 a transzgén mukodése (1.
dabra).

A miikodés kézvetett
bizonyitasa a markergénnel

A gazdasagi célu vektor konstruk-
ciokban a szelektdlhaté markergén
a foszfinotricin-acetil-transzferaz
enzimet kodolo pat gén, mely a ke-
reskedelmi forgalomban kaphato
FINALE herbiciddel szemben bizto-
sit rezisztencidt. A taléls sejtekbdl
regeneralt zold novények (lasd. 11.
részben 4/A. és G6/A. dbrdt,
Agroforum, 2011. majus) eldzetes
tesztelésének kézenfekvé modja,
hogy azokat is a FINALE herbicid-
del permetezzik le. A permetezést
kovetéen a nem transzgénikus no-
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1. abra

A transzgénikus fajta nemesitése elsé Iépéseként molekularis
(hibridizacios és polimerizacios) vizsgalatokkal kell igazolni a transzgén

beépulését, mukodését és oroklédéset

Sikeres transzformacié molekularis bizonyitasa
a regenerilt nivényvekben

. 3 . !

1. Marker gén 1. Marker gén 1. Marker gén
2. Southern 2. Northern
hibridizacio hibridizacio
3. PCR 3. Western
technikak hibridizacio
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2. abra

Transzgénikus buzatdrzsek rezisztensek a glufozinat-ammonium
hatéanyagu (Finale) herbiciddel szemben, mig a kontroll fajta (CY-45) a
permetezést kdvetben elpusztul (Pauk J. és mts. kisérlete; CK Kft., Szeged)
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vények kifehérednek, a markergént
tartalmazok pedig zoldek marad-
nak, de csak akkor, ha a markergén
muikodik a novény sejtjeiben (2.
dbra). Ez azonban csak kozvetett
bizonyitéknak tekinthetd.
Molekularis modszerekkel koz-
vetlenil, a transzgénrdl szintetizalo-
doé mRNS és fehérje megjelenésével
is igazolni kell, a transzgén, ponto-
sabban a gazdasagilag jelentés gén
expressziojat (mikodését).

A miikodés molekularis
bizonyitasa

A transzgén miitkddése azt jelen-
ti, hogy a DNS-r6l van mRNS szinté-
zis (dtirds vagy transzRripcio), és a
mRNS-r6l folyamatos a fehérjeszin-
tézis (dtforditds vagy transzldcio).
Ezeknek a folyamatoknak a bemu-
tatasat lasd a sorozat 3. részében a
2. s 3. dbrdkon (Agroforum, 2010.
szeptember).

Végeredményben a transzgén
muikodése molekuldrisan bizonyit-
hat6é a transzgénspecifikus mRNS
és a transzgén dltal kodolt fehérje
kimutatasaval a GM-novénybdl vett
mintdban. A transzgénspecifikus
mRNS kimutatdsinak modszere a
Northern hibridizaci6, a transzgén
altal kodolt fehérje kimutatas tech-
nikdja pedig a Western hibridizacio.

Northern hibridizdcio
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Northern hibridizdcié az RNS
azonositds modszere. RNS-DNS
hibridizdacion alapulé modszer,
mely alkalmas a transzgén miiko-
désének bizonyitdsdra azdltal,
hogy a névényi RNS mintdban le-
hetoévé teszi a transzgénspecifikus
(transzgénrol szintetizdlodo) RNS-
ek azonositdsdt. A folyamat és an-

Agroforum

nak egyes lépései nagyon hasonlita-
nak a transzgén integracidja
bizonyitiasakor, a
transzgénspecifikus DNS azonosi-
tasndl részletesen bemutatott Sout-
hern hibridizaciora (lasd a sorozat
11. részében a 3. dbrdn, Agroforum,
2011. aprilis). A kulonbség annyi,
hogy ebben az esetben nem DNS-
DNS, hanem RNS-DNS alapu azono-
sitdsrol van szo.

A transzgén miikddésének bizo-
nyitdsa Norvthern hibridizdcioval
(3. és 4/C-E. dbrdk): A vizsgalt
transzgénikus novény mintdjabol
RNS-t izoldlunk. A haromféle RNS-t
(rRNS, tRNS, mRNS) tartalmazo
mintabdl, csak az mRNS haszndlha-
t6 fel azonositdsra. A kapott mRNS
mintdban is tobb ezer féle mRNS
van, hiszen a sejtekben egy idében
tobb ezer gén van bekapcsolt dlla-
potban (3.A4. dbra). Ebben a hetero-
gén mRNS populdciéban kell meg-
talalni és kimutatni a
transzgénspecifikus mRNS-t. A hete-
rogén RNS populicio tagjait ezért
el6szor elektroforetikusan (lasd. az
el6z6, 11. részben a 2. dbrdn
Agroforum, 2011. aprilis) kell szétva-
lasztani (3.B. dbra), majd a gélrdl
membranra (filterre) atvinni (3.C.
dbra).

A

RNS molekulak

A transzgén muikddésének (atiras, transzkripcid) bizonyitasa Northern

hibridizaciéval. A névénybél izolalt heterogén mRNS molekulakat

(A) elekroforézissel, méret alapjan szétvalasztjuk (B). A gélrél az

RNS molekulakat blottolassal atvisszik a membranra (C), ahol
transzgénspecifikus szekvenciaju RNS probaval (D) hibridizaltatjuk (E).
A jelélt préba csak a transzgénspecifikus RNS-sel fog hibridizalni és az
RNS proba jeldlése miatt autoradiografiaval, vagy kemilumineszcenciaval
vizualizalhato (F). (wiki.cstl.semo.edu alapjan)

3. dbra

Elektroforézis Atvitel
: membranra

lathatova tétele
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Keresett RNS Hibridizacid a
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A: Termére fordult, érésben gatolt transzgénikus almafa a Cornell
Egyetem (USA) tenyészkertjében (Kiss E. és Galli Zs. kisérlete, SZIE, Godoll6)
B: Az integralodott transzgének képiaszamanak meghatarozasa Southern
hibridizaciéval. B1: nem transzformalt kontroll, B2: transzgénikus fa 3
képiaval, B3: transzgénikus fa 4 képiaval.

C: GM gyumolcsdkben az etiléntermelést gatlo transzgén mikédésének
vizsgalata Northern hibridizacidval.

D1-4: A kontroll fak gyimadlcseiben (RNS kontroll) a gén a viragzast
kévetben folyamatosan mukédik.

E: a transzgénikus fak gyumélcseiben a gén csak a sziuretet kévetben
kapcsol be. (Mintavételek idépontja: 1: jun. 15., 2: aug. 15., 3: szept. 15., 4:
szept. 17.)
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A hibridizaciés proba a transzgén
altal kodolt mRNS szekvencidjanak
megfelel6 automatdban szintetizalt
egyszalas ¢cDNS (copy DNS), mely
az mRNS-hez hasonléan nem tartal-
maz intront. A membrdnra Aatvitt
szétvalasztott mRNS populaciot ra-
dioaktivan jelolt (3/D. dbra) - a ke-
resett mRNS-re specifikus egyszalas
¢DNS probaval hibridizaltatjuk
(3/E. dbra), majd autoradiografival
azonositjuk a hibridizalt foltnak
megfelel6 RNS-t tartalmazé savot
(3/F. dbra). Amennyiben a névényi
mintiban jelen volt a transzgénrdl
szintetizalédott mRNS, akkor az hib-
ridizalt a vele komplementer egy-
szdlas cDNS prébaval (4/C-E. dbra).

A Southern blothoz hasonléan,
lehet6ség van a cDNS kémiai jelolé-
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4. abra
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sére is (pl. biotinnal, digoxigeninnel
stb.). Ebben az esetben a detektalas
szinreakciok, fluoreszcencia stb.
alapjan torténik.

Osszefoglalva, tehat ha a rontgen-
filmen savot kapunk, akkor a vizs-
galt novényi RNS minta tartalmazza
a transzgén 4dtirdsa sordn szintetiza-
16d6 mRNS-t, mert létrejott az
mRNS-cDNS  hibridizacié (4/E.
dbra). Ez pedig kozvetlen bizonyi-
téka a transzgén mukodésének, az
atirasnak, vagy mdas néven transz-
kripcionak. A transzgénikus no-
vényben, illetve annak vizsgalt szo-
vetében tehat a transzgén mukodik.

Abban az esetben viszont, ha nem
kapunk jelet, az azt bizonyitja, hogy
a vizsgalt névénybdl izolalt mRNS
minta nem  tartalmazza a

A HONAP TEMAJA

transzgénspecifikus mRNS-t  és
ezért, nem johetett 1étre az mRNS-
¢DNS hibridizdci6. A vizsgilt GM-
novényben, vagy annak vizsgalt sz6-
vetében a transzgén nem mukodik.

Western hibridizdcio

Western hibridizdcio a fehérje-
azonositds modszere. Antigén-anti-
test (fehérje-fehérje) reakcion ala-
pulé méodszer, mely alkalmas a
transzgén miikédésének (fehérje-
szintézis) bizonyitdsdra. A mod-
szer antigén-antitest (immun) reak-
cioval, a transzgén fehérje
termékének, mint antigénnek azo-
nositasat teszi lehet6vé.

A transzgén miikddésének bizo-
nyitdsa Western hibridizdcioval
(5. dbra): A vizsgdlt transzgénikus
novény mintdjabol fehérjét izold-
lunk. A minta, az RNS-hez hasonl6-
an - mivel a sejtekben egy idében
sok gén mukodik - sokféle fehérjét
tartalmaz. Ezek kozul egy az, ami a
transzgén termékének tekinthetd.
Ezt kell megkeresni €s jelenlétét ki-
mutatni. A fehérjemintat elsé 1épés-
ben SDS polyakrilamid gélen
elektroforetikusan szétvalasztjuk,
majd membrdnra (pl. nitrocelluloz
filter) blottoljuk.

A keresett fehérjére, mint antigén-
re specifikus jelolt antitestet juttat-
nak a filterre. Az antigén-antitest
komplex kialakuldsa bizonyitja a
keresett fehérje jelenlétét a minta-
ban. A moédszer tehat alkalmas arra,
hogy a transzgén dltal kodolt fehér-
je  jelenlétét  kimutassa a
transzgénikus noévénybdl vett min-
taban. Ezzel kdzvetlentl bizonyitjuk
a transzgén expressziojat, ponto-
sabban a transzldciét, a gén dltal
kodolt fehérje szintézisét.

A modszer specialitisat az adja,
hogy a transzgén dltal kodolt tiszti-
tott fehérjével kell rendelkezniink.
Ezt a fehérjét, mint antigént, be kell
juttatni egy emlésbe (pl. nyul), ami-
nek szervezete ellenanyagot (anti-
testet) termel a fehérjével mint anti-
génnel szemben. Az antitest
rendkivil specifikus az antigén fe-
hérjére, ezért szelektiven ahhoz
kapcsolédik. A nyulban termeld-
dott antitest lesz a hibridizacios pro-
ba, melyet kémiailag jelolnek (pl.
biotin). A blottoldst utin, az antigén-
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A transzgén mikddésének (atforditas, transzlacid) kimutatasa Western
hibridizaciéval. A névénybél izolalt heterogén fehérjemolekulakat (A)
elekroforézissel méret alapjan szétvalasztjuk (B). A gélrdl a fehérje
molekulakat blottolassal atvissziik membranra (C), ahol transzgén
altal kddolt fehérjére, mint antigénre specifikus jeldlt antitesttel
(D) ,hibridizaltatjuk” (E). Az jel6lt antitest a transzgén specifikus
fehérjéhez fog kapcsolddni (antigén-antitest reakcid) és ez a fehérje az
antitest jeldlése miatt autoradiografiaval vagy kemilumineszcenciaval
vizualizalhato (F). (bio.davidson.edu alapjan)

Fehérje atvitel
membran filterre

B

Keresett fehérje (antigén)
jelolése specifikus antitesttel

A keresett fehérje azonositasa

— C

5. abra

Fehérje
elektroforézis

b

-
3 D

antitest reakciot kovets elszinezo-
dés a membranon (vagy oldatban)
bizonyitja a gén muikodését a
transzgénikus novényben.

Osszefoglalva, tehat ha a membra-
non jelet kapunk, akkor a vizsgilt
novényi fehérje mintdja tartalmazza
a transzgén daltal kodolt fehérjét,
mert létrejott az antigén-antitest re-
akcio. Ez pedig kozvetlen bizonyité-
ka a transzgén mukodésének az at-
forditasnak, vagy transzlicionak. A
vizsgdlt transzgénikus novényben,
illetve annak vizsgdlt szovetében te-
hat a transzgén mikodik.

Abban az esetben viszont, ha nem
kapunk jelet, az azt bizonyitja, hogy
a vizsgilt novénybdl izolalt fehérje-
minta nem tartalmazza a transzgén
altal kodolt fehérjét, és ezért nem
johetett 1étre az antigén-antitest re-
akcio. A GM-novényben vagy annak
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vizsgdlt szovetében tehat a transz-
gén nem mukodik.

A transzgén 6roklédésének
bizonyitasa markergénnel

A szelektalhaté markergéneket és
funkciojukat, a sorozat 7. részében
mutattuk be (2. dbra, 1. keép,
Agroforum, 2011. janudr). Bizonyi-
tottuk, hogy kivaléan alkalmasak a
géntranszfert kovetben a
transzgénikus sejtek, tenyészetek
szelekciojara, s6t a szelektalt sejtek-
bsl  regenerdlt novényekben a
transzgén mukodésének kozvetett
bizonyitdsara (2. dbra). Ezeken ki-
vul kivaloan hasznalhaté a transz-
gén oroklédésének bizonyitasara is.

A transzgén Oréklodése bizonyi-
tdsanak legegyszeriibb maddja, ha
a GM-névényt ontermékenyitjiik,
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és az igy kapott maguvakat herbici-
des tdaptalajon csirdztatjuk. Olyan
herbicidet kell alkalmaznunk,
melyre a markergén rezisztencidt
biztosit. Az utdédgenericid azon
egyedei, melyek nem tartalmazzik
a transzgént és vele egyltt a herbi-
cid-rezisztenciat biztositd marker-
gént, ki fognak fehéredni. Ezzel
szemben azok a csirandvények, me-
lyek genomjdban jelen van a transz-
gén és ahhoz kapcsolva a reziszten-
ciat biztosité markergén is, zo6ldek
maradnak és tovabb fejlédnek.

Abban az esetben, ha minden
csiranévény Rifehéredik, az azt bi-
zonyitja, hogy a transzgén nem mu-
kodik. Ezt a jelenséget géncsendesi-
tésnek (gene silencing) nevezzik,
aminek tényleges kiviltd okaira je-
lenleg még csak hipotézisek van-
nak.

Abban az esetben, ha az dntermé-
kenyités utin a csiranévények 100
%-ban zoldek maradnak, az azt bi-
zonyitja, hogy a vizsgilt GM-noévény
homozigota a transzgénre nézve,
ezért a rezisztencia, mint tulajdon-
sdg, az utbdokban nem hasad.

Abban az esetben, ha zé6ld és albi-
noé noévényeket is kapunk, az azt
bizonyitja, hogy a vizsgilt GM-n6-
vény heterozigota a transzgénre
nézve, ezért a rezisztencia, mint tu-
lajdonsdg az utédokban hasad (6.
dbra). A zold (rezisztens) és kifehé-
red6 (szenzitiv) novények szamd-
nak alakuldsdbol a hasadasi aranyra
is kovetkeztethetink.

Természetesen a  transzgén
expresszidjat és annak mértékét,
tovabba a fenti 6roklédési aranyo-
kat jelentésen befolydsolhatjak az
adott faj ploidia viszonyai, az integ-
ralédott transzgének szima és az
integracio kromoszomilis lokaliza-
cioja stb. Ezekkel most nem fogla-
kozunk, de a GM-fajta elGdllitasa
sordn ezekre a problémakra rész-
ben még visszatérink.
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