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1. Bevezetés és célkituzeés

Napjainkban az élelmiszerlanc-biztonsag kiemelt fontossagu az allatorvosi feladatok ko-
ziil. A borhamisités ellendrzése, bar szintén ide tartozik, mégsem kimondott allatorvos-
szakért6i munka, habar egyes esetekben az allati eredetli termékek, a tej-higiénia ide sorol
bizonyos feladatokat.

A borhamisitasnak sok formaja 1étezik, az egyik legkonkrétabb eset, mikor szintetikusan
allitjak el6 a ,,bort”, és nem megfelelo jeldléssel hozzak forgalomba. A mi esetiinkben gyenge
mindségi, olcso, mediterran eredetli sz616bort kevernek magyar borokkal, és a nagy mennyi-
ségli kevert bort magyar borként hozzak forgalomba.

Ez a keverés, haziasitas tulajdonképpen lehetne torvényes is a megfeleld ,,Az Eurdpai
Unio kiilonbozo orszagaibdl szarmazd borok keveréke”- megjeldléssel. A gyakorlatban az
eredet-megjelolés sokszor hianyos, a borcimkézési eléirasoknak nem tesznek maradéktalanul
eleget, esetleg magyar borként tiintetik fel a keverék borokat, amivel a magyar sz616- és bor-
termelok érdekei jelentdsen sériilnek. Ezen tételek nyomon kovetése fontos nemzetgazdasagi
érdek.

Ilyen esetekben az ligy azért vonatkozhat allatorvosokra, mert a tartalykocsik, amelyek
visszaruként a mediterran eredetli bort hozzak, Magyarorszagrol tejet szallitanak.

A tartalytisztitas alapossaganak fiiggvénye, hogy a tartalykocsiban, amelyben a tejet ex-
portaltak, a leeresztést kovetéen maradhat-e tej. Ennek a lehetséges ,,szennyezddésnek” kimu-
tatasa céljabol kezdtiikk meg kisérleteinket.

Egy masik, borba keriil6 tej altal felvetett probléma, a lehetséges allergének eldirt feltiin-
tetésének hianyossaga az élelmiszereken. A borhamisitashoz ¢s az allergének kimutatasahoz
kapcsolodoan felmertil a kérdés, hogy a bor tejjel torténd deritését kovetden egyszerti moleku-
laris eszkdzokkel kimutathatd-e a tejmaradvanyanyag a borbol.

Vizsgalatunk célja tehat az esetleges tehéntej maradvanyanyag vagy szennyezdédés kimu-

tatasa borbdl egyszerti molekuléris eszkdzokkel.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A tejelvalasztas strukturalis alapjai

2.1.1. A mirigyszekrécio tipusai

Az exokrin mirigyekben a szekrécidé harom modjat figyelhetjiik meg. Ezek sorban:
merokrin, apokrin és holokrin. A mirigyeket e harom sejtszintli szekrécios stratégia szerint
osztalyozzak.

A merokrin szekrécio soran a kivalasztandé molekuldk membrannal boritott granulumok
formajaban vandorolnak a sejtmembranhoz, majd exocitdzissal valasztodnak ki a mirigyvég-
kamraba. A szekréci6 ezen tipusa nem jelent a sejt szamadra citoplazma, illetve membranvesz-
teséget, ugyanis a szekrécios granulum membranja az exocitdzis soran fizional a citoplazma-
membrannal .

Az apokrin szekrécio6 soran a szekretdlando (zsirtermészetll) molekuldk elészor aprobb,
majd Osszeolvadva, egyre nagyobb cseppekként vandorolnak a citoplazma-membranhoz, mi-
szekrétum a sejtmembran részlettel, valamint egy vékony citoplazma réteggel egyiitt leszakad
a mirigyhamsejtré] (RHOLICH, 2006). A tulajdonképpeni szekrétumon kiviil més citoplazma
komponensek is tavozhatnak a sejtbé] (VIGH & KONDICS, 1984). A folyamat membran- és
citoplazma veszteséggel jar.

A holokrin szekrécid soran a sejtek teljes egésze valadékka alakul 4t. Jellegzetes holokrin
szekrécio figyelhetd meg a faggytimirigyekben, ahol a sejtek a folyamatos osztodas soran a
lumen felé tolodnak, majd a belsé részen helyezkedd sejtek elzsirosodnak, apoptdzissal elhal-

nak, végiil kendcsos valadékka alakulnak at.

2.1.2. Az apokrin verejtékmirgy

Az emlOmirigy sejttani és fejlédéstani szempontbdl modosult apokrin verejtékmirigynek
tekinthetd. Az apokrin verejtékmirigyek, melyeket illatmirigyeknek is neveziink, regionalisan
fordulnak el¢ a testfeliileten, megtalalhatok periandlisan, periumbilicalisan, himivaruakban a
praeputium, a scrotum tajékan, néivartiakban a pératajékon. Az illatmirigyeknek az egyedek
felismerésében, azonositdsaban, valamint feromontermelésen keresztiil, szexudlis folyama-
tokban van szerepiik. Jellemz6 rajuk a névendékkorban torténé megnagyobbodas, és szekré-
ciéfokozodas.

A legujabb ultrastrukturalis kutatasok elképzelhetonek tartjak, hogy az apokrin verejték-

mirigyben az exokrin mirigyszekrécio mindharom ismert tipusa el6fordul.
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2.1.3. Atejmirigy

A laktalé emlémirigyben szekréciot folytatdé mirigyhamsejtek altal kivalasztott tej kompo-
nensei eltéré modon keriilnek a lumenbe (1. abra). Az endoplazmatikus retikulumban képz6dé
proteinkomponensek membrannal boritott granulumokként, vagy mas kifejezéssel élve
vakuolumokban vandorolnak az apikalis membranhoz, ahol exocitozissal iirlilnek. A protein-

komponensek tehat merokrin médon {iriilnek.

L b i 2 AN i'.\“‘. ;
1. dbra: Szekrécié a tejmirigyben (forrds: Kuehnel W., Color Atlas of Cytology, Histology, and Microscopic
Anatomy, 2003.) Magyardzat: 1: membrannal boritott zsircseppek, 2: fehérje-granulumok

A mirigyszekrétum lipidkomponensei cseppek forméjaban, a sejtek apikalis membranjat
kidomboritva, sejtmembran-, és citoplazma részlettel egyiitt keriilnek a mirigyvégkamraba. A
lipidkomponensek tehat apokrin szekrécioval keriilnek a tejbe (RHOLICH, 2006). Az apokrin
szekrécio jol megfigyelhetd szovettani metszetekben, a lipidcseppek kioldddnak a fixalaskor,
mely jellegzetessé teszi a mirigyhamsejtek szerkezetét. A sejtek eltéré magassaga is a

lipidcseppek levalasara utal (GUZSAL, 1981).

2.2. Szomatikus sejtek

A tejben az apré mikroorganizmusokon (virusok, baktériumok, gombak) €s az apokrin
szekrécid eredményeként, membrannal burkolt zsirgolydcskakon kiviil mas tipusu részecskék
is talalhatdak. A felsoroltakon kiviil, a tejben jelen 1€v6 sejtes elemeket testi, vagy szomatikus
sejteknek nevezziik (SIMON et al., 2000). A szomatikus sejtszam altalanosan elismert indika-
tora a togy egészségének, a tej mindségének €s technologiai hasznalhatosaganak (PICCINI et
al., 2006). A laktacio alatt a togy kiilonboz6 szoveteibdl folyamatosan torténik sejtkivandor-
las, sejtlevalas. Szomatikus sejteket az egyébként egészséges togyll, betegség tiineteit nem
mutato6 tehénbdl fejt tejben is taldlhatunk jellemz6é mennyiségben, illetve 0sszetételben. A
tehén megbetegedése, de kiilondsen a togyet érintd betegségek esetén a szomatikus sejtek
szama megnd, kozottiik bizonyos sejttipusok jellemzdek lehetnek valamely betegségre

(SIMON et al., 2000). A megemelkedett szomatikus sejtszamu tehenek kevesebb tejet termel-
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nek, mint egészséges tarsaik, ami a tejiparban jelent0s gazdasagi veszteséget jelent. A
szubklinikai mastitishez kapcsolodé anyagi veszteségek mintegy 70%-a togyszovet gyullada-
sos betegségeihez kapcsolddo tejtermelés-visszaesésbol adodik (HASHEMZADEH-CIGARI
et al, 2014).

2.2.1. A szomatikus sejtek eredete
A tehéntejben megjelend szomatikus sejtek részben a vérbdl, részben a togy valamely
szovetébdl szarmazhatnak. Az egészséges togybdl fejt tejbdl kimutathatd szomatikus sejtek

mintegy kétharmadat togyszovet eredetii sejtek alkotjak.

2.2.2. Tégyszoveti sejtek

Egészséges allatbol, illetve egészséges togybdl fejt tej esetén a tégyszoveti sejtek lehetnek
lapham, hengerham és mirigyhamsejtek. A laphamsejtek a togy borérdl és a bimbdcsatorna
hamjabol szarmazhatnak. A hengerhdmsejtek a tejmedence faldnak hamjabol szarmaznak, a
tejben tojasdad vagy haromszog alakuak, 10-30 um nagysaguak. A mirigyhdmsejtek alakja
kerek, méretiik elérheti az 50 pm-t.

Gyulladasos folyamatokra, togygiimokor, brucelldzis esetén jellemzdek az oridssejtek (ti-
pusosan Langhans-féle oriassejtek), melyek akar 100 um nagysaguak is lehetnek, sejtmagjaik
citoplazmajukat koszoruszeriien veszik koriil. A tégy gyulladasos allapotaiban degeneralt

sejtek, sejttormelék megjelenésével is szdmolhatunk.

2.2.3. Versejtek

A vérbdl mind fehér, és vorosvérsejtek is juthatnak a tejbe. A fehérvérsejtek koziil eléfor-
dulhatnak neutrofil-, eozinofil-, és bazofil granulocitak, limfocitak és monocitak. Gyulladasos
folyamatoknal féleg a neutrofil granulocitak szama né meg a tejben (SIMON et al., 2000). A
mikrobialis fertdzést kovetden a neutrophil granulocitak szama orak alatt drdmaian megnove-
kedhet, ezzel a szomatikus sejtszamot kevesebb, mint 10° sejt/ml-rél 10° sejt/ml-t is meghala-
do értékre emelhetik (TEN NAPEJ et al. 2009). Monocitaszam-novekedést altalaban frissfejos

vagy OregfejOs tehenek esetében, illetve tejpangas idején figyelhetjiik meg a tejben.

2.2.4. A tej szomatikus sejtszamanak alakulasa a laktacio szakaszai szerint

A laktacio kezdetén, a foccstejtermelés szakaszaban a szomatikus sejtek szama meghalad-
hatja a millids nagysagrendet is milliliterenként. A kolosztrumtermelés abbamaradasaval par-
huzamosan meredek sejtszamcsokkenés kovetkezik be, ekkor a tej szomatikus sejtszama
300.000-400.000/ml (idealis esetben akar 20.000/ml koriili) értékre all be. A laktacio vége

felé, az oregfejés szakaszban a tejbe aramlo sejtek abszolat szama nem valtozik ugyan, a mil-



liliterenként mérhetd szomatikus sejtszam mégis megemelkedik a csokkend leadott tejmeny-

nyiség kovetkeztében (SIMON et al., 2000).
2.3.  Mitokondriumok

2.3.1. A mitokondriumok morfologidja

A mitokondrium kifejezés Benda-t6l szarmazik, a gérog mitos sz6 fonalat, a chondron sz6
szemcsét jelent. gy a mitochondrium sz6 a mikroszkopban lathaté kétdimenziods strukturara
utalo, ,,fonalas szemcse”-ként fordithaté magyarra.

A mitokondriumok alakja valtozatos. Szemcse, palcika, illetve fonalas képlet forméjaban
tlinnek el6. Elektronmikroszkoppal konnyen felismerhetoek jellegzetes szerkezetiik miatt. A
citoplazmaban altalaban egyenletesen oszlanak meg, azonban azokban a sejtekben, ahol a
lezajlo folyamatok energiaigénye jellemzden nagy, gyakran csoportosulva figyelhetéek meg
az energiaigényes folyamatok szinterének kozelében. Nagysaguk viszonylag széles interval-
lumban valtozik, atlagos 4tmérdjiik 0,5-1 pm, hosszuk 3-10 pm.

A mitokondriumok szama az azokat tartalmazo sejt allapotatol, tipusatol fligg. A kis
limfocitakban példaul kevés van, sok talalhato a metabolikusan aktiv sejtekben, mint a maj-
sejtekben (a majsejtekben akar 1000-1500 is lehet), harantcsikolt izomrostokban, az aktiv
mirigysejtekben (TURY, 1990). A laktalo emlomirigy mirigyhdmsejtjei is nagy mennyiségii
mitokondriumot tartalmaznak, melyek az energiat szolgaltatjadk a megnovekedett anyagcsere

szinten tartasdhoz. (GUZSAL, 1981).

2.3.2. A mitokondriumok szerkezete

A mitokondriumok kiilso, bels6 membranbol, a két membran kozti intermembran térbol,
valamint a belsé membran 4ltal hatarolt matrixbodl allnak (Isd. 2. dbra). Mindkét membran
unit-membran szerkezetii, a plazmamembrannal vékonyabb, 5-6 nm vastagsagu. A kiilsé
membran sima feliileti. Kiilonlegessége a rendkiviil sok csatornaképzd porin fehérje, amely a

membrént szokatlanul ateresztdvé teszi (SZEBERENYT, 2011).



Kijls membrén Intermembran tér

Cristak

Belsé membran

Matrix
Mitokondridlis DNS

2. abra: A mitokondrium szerkezete (forras: www.glogster.com)

Az intermembran tér dsszetétele a kiilsé membran permedbilitasabol fakadéan nagyjabol
azonos a citoszoléval. Kivételt képeznek ez aldl a nagyméretii fehérjék, melyek eldfordulasa
az intermembran térre jellemzd (SZEBERENYT, 2011). A belsé membranon a matrix felé
betliremkedések, redok figyelhetéek meg. Ezek a betiiremkedések szerkezete, szdma az adott
mitokondriumokat tartalmazo sejtekre jellemzd (TURY, 1990). A belsé membran
impermedbilitdsaval biztosit lehetdséget a biologiai oxidacid utolsd szakaszanak, a termindlis
oxidacionak lezajlasara, mely a szervezet energiatermelésének nagy részét adja. A belso
membran altal hatarolt kocsonyas allomanyu matrix tobb szaz enzimet tartalmaz, melyek kii-
16nb6z0 anyagcesere utakat katalizalnak (pl zsirsavoxidacid, citratciklus). A matrixban talalha-
t6 a mitokondrium sajat genetikai apparatusa is, melynek részei a kor alakti mitokondrialis
DNS (mtDNS), a riboszomak, az mRNS-ek, a tRNS-¢k, illetve az elébbieket miikddtetd en-
zimrendszer (SZEBERENYT, 2011).

2.3.3. A mitokondrialis genom

A mtDNS (3. abra) a sejtmagban talalhato DNS-t61 nem csak megjelenésében, hanem ba-
zisOsszetételében, €s slirliségében is jelentdsen kiilonbozik, valamint joval kevesebb genetikai
informéciot hordoz (egy emberi sejtmag 5,6x10° bazispart, a mtDNS 1,66x10* bazispart tar-
talmaz) (TURY, 1990). A mitokondrialis genom kettds szalt, kor alaka molekula, melynek
két lancat guanin- és citozintartalmuk alapjan kiilonboztetik meg. A DNS 93%-a kodolo szek-
vencia, az ismétlodo szakaszok ritkak benne, rendkiviil rovid intronokat tartalmaz. A
mitokondrialis 6rokitéanyaghoz nem kapcsolodnak hisztonok, nincs excizids reparacios rend-
szere sem, igy sokféle mutacié kialakulasara nyilik lehetéség (RASKO, 2004). A
mitokondrilis genetika Osszetettségét a mtDNS- eredetii betegségek extrém heterogenitésa is
bizonyitja (DEBROSSE & PARIK 2012). E betegségek jelentds részét az anyai mtDNS
pontmutécioi okozzak, melyek gyakorisaga bizonyitottan 6sszefiigg az anyai korral

(REBOLLEDO-JARAMILLO et al 2014).



Az utodok mtDNS-e ugyanis az anyai csiresejt-vonalakbol keriil az utédokba

(SHOUBRIDGE & WAL 2007).
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3. abra: A mitokondridlis genom felépz’tése(NCBI GENBANK)

A mtDNS a sejtszervecske fehérjéinek mindossze 5-10%- at termeli, mely fehérjék rend-
kiviili jelentéséggel birnak a mitokondrium miikodésében. Ezek nagy része a 1égzési lanc
elemeinek, kisebb része a belsé membran strukturalis fehérjéinek felelnek meg. Erdekes meg-
figyelés, hogy a mitokondrium sosem szintetizal komplett enzimeket, csupan néhany alegy-
ségbdl allo részleteket. Azt az mRNS-t, mely a mitoriboszomaknak is nevezett mitokondrialis
riboszémakon torténd fehérjeszintézisben a kodon szerepét tolti be, a mitokondtidlis DNS

kodolja (TURY, 1990).

2.3.4. A mitokondriumok szerepe

Az endoszinbionta elmélet szerint, egymillié évvel ezel6tt a primitiv anaerob eukaridta
sejthez aerob prokaridta baktérium csatlakozott. Az eukariota sejt a baktériumot nem
fagocitalta, hanem szimbiozis alakult ki a két sejt kozott, amely lehetové tette a biologiai oxi-
daci6 befejezd részének tekinthetd oxidativ foszforilaciét (TURY, 1990). Az evoliicio sorén a
novényi fotoszintézis melléktermékeként keletkezd oxigén kezdetben toxikusan hatott a sej-
tekre. Igy az eukariéta sejtek tobbféle mechanizmust is kifejlesztettek a védekezésre ( pl.
peroxiszomak). A leghatdsosabb azonban a mitokondrialis oxidacié volt, mely nem csak az
oxigén semlegesitését tette lehetdveé, hanem azt a sejt elényére forditva az anaerob glikolizis
soran nyerhetd energia tobbszdrdsét biztositd folyamat johetett 1étre (RHOLICH, 2006). Az
elmélet magyarazhatja az 6nallo, kor alaku, bakteridlisra emlékeztetd mtDNS-t, a

mitokondrialis membranok eltérd szerkezetét (TURY, 1990).

2.4. A bor tejjel torténo deritése

A borok zavarossaganak megszlintetését, illetve tisztitasat deritésnek nevezziik. Lényege
abban rejlik, hogy a borhoz olyan anyagokat adunk, melyek flokkulaciora (pelyhesedésre) és

letilepedésre alkalmasak, mikdzben kémiailag kétik a bor zavarossagat okozé szuszpendalt
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vagy kolloid részecskéket. Derités soran a bor megtisztul, illetve stabilizalodik, valamint esz-
tétikailag is értékesebbé valik (SOMLYAY, 2001). A folyamat soran nem csak a lathat6 mé-
rettartomanyba tartozé részecskék eliminalddnak a borbdl, hanem a potencidlis zavarosito

molekuldk, és ionok szama is jelentdsen csokken.

2.4.1. A zavarossag kémiai hattere

Potencialis zavarosito részecskéknek nevezziik az olyan apré molekuladkat, ionokat, kollo-
id oldatot alkot6 anyagokat, melyek méretiikbdl fakaddan még nem teszik zavarossa a bort,
azonban késobb a bor érésével Osszefiiggd fizikai-kémiai valtozasok soran nagyobb moleku-
lakka alakulnak, igy megzavarosithatjak akar az addig tisztdnak tind bort is. A kolloidok kii-
16n figyelmet érdemelnek, mert méretiik legnagyobb a potencialis zavar6 részecskék kozott,
igy ezekbdl nagyon gyorsan alakulhat ki szabad szemmel is lathato zavarosodas.

A borban sokféle kolloid anyag el6fordulasaval szamolhatunk. Ezek tobbsége hidrofil,
azonban el6fordulnak hidrofob kolloidok (pl. egyes fémsok) is. A kolloidok kozott toltés sze-
rint is kiilonbséget tehetiink, hiszen negativ és pozitiv toltésii részecskék is talalhatoak kdzot-
tiik. A bor érése soran akar a részecskék toltése is valtozhat. A kolloid részecskék némelyét
hidratburok veszi kortil, e burok is megsziinhet a bor alakuldsa soran. A toltések megvaltoza-
sa, illetve a hidratburkok szétesése az ellenkezd toltésli molekuldk kapcsolodasdhoz vezet, a
molekuldk szemmel lathatdo mérettartomanyba novekednek, a bor zavarossagat okozzak. A
toltésvaltozast és a hidratburkok szétesését a bor természetes fejléddésének kiillonbozo folya-
matai okozzék, ilyen példaul az alkoholtartalom névekedése, a fenolos anyagok Gsszetétel-
ének valtozasa, a kémhatas valtozasa, oxidacio.

Az ugy nevezett thermolabilis fehérjék a bor savas pH-jan pozitiv elektromos toltéssel
rendelkeznek, igy negativ toltésli anyagokkal képesek zavarossagot alkotni, ebbdl kifolyolag a
thermolabilis fehérjék kivonasara negativ toltésii részecskéket tartalmazé deritdszer (pl. a ben-
tonit anionja) hasznalhaté eredményesen. A borok természetes érési folyamatai soran a
polifenolok iddvel kdlcsonhatasba 1épnek a thermolabilis fehérjékkel. A pozitiv t6ltésti hidro-
fil fehérjerészecskékbdl negativ toltésli, hidrofob micella lesz. A borban 1év6 fémionok sem-
legesitik a micellékat, igy azok kicsapddnak, a bor iiledékessé, zavarossa valik. Minél tobb a
borban a semlegesitésre képes fém kation, annal gyorsabb ez a folyamat, viszont a kationok

hianyaban nem megy végbe.

2.4.2. Deritiszerek
A legrégebben hasznalt deritOszerek kémiailag a fehérjék csoportjaba tartoznak. E fehér-

jék oldatat a borhoz keverve a borban el6fordul6 kolloid, illetve makroszkopos méretii lebegd
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anyagainak koszonhetéen beindul a flokkulacid, amennyiben a deritdszer illetve a bor zavaro-
sitd, valamint potencidlisan zavarositd dsszetevoéi ellentétes elektromos toltéssel rendelkez-
nek. A fehérje tipust deritdszerek a bor polifenoljaival hasonl6an reagdlnak, mint a borban
eléforduld természetes fehérje tipust anyagok. A derités eredményességét fokozanddan, szo-
kas a bor polifenol-tartalmat mesterségesen novelni példaul csersav hozzdadaséaval a derités
soran. Ez az elsd olvasasra illogikus technika azért lehet sikeres, ugyanis a flokkulacié inten-
zivebbé valik, tobb csapadék képzddik, mely nagy belsé feliiletén rengeteg makroszkopos,
mikroszkopos és szubmikroszkdpos részecskét kot meg. Szintén az adszorpcids feliilet nove-
1ésének okabdl hatasos a pozitiv €s a negativ elektromos toltésii részecskéket tartalmazo deri-
tooldatok parhuzamos hasznalata.

A deritést a pincészetekben probaderités eldzi meg. A probaderités célja a megfeleld deri-
t0szer mennyiségi és mindségi meghatarozasa. Az idealis deritdszerrel keletkezd csapadék
stirlisége a boréndl jelendsen nagyobb, igy nem lebeg a borban a csapadék, hanem a tartaly
aljara siillyed. A flokkulacié annal tokéletesebb, minél messzebb van a deritésre hasznalt
anyag izoelektromos pontja a bor pH értékétdl, ugyanis annal nagyobb a deritdanyag moleku-
lai kozott az ionizalt részecskék aranya. A boraszatban hasznalt deritdszerek osszetételiikben,
kémiai szerkezetiikben, hatasukban jelent6sen kiilonboznek egymastol. A deritészereket tech-
nologiai elvek alapjan a kovetkez6 négy kategoriaba oszthatjuk: asvanyi deritdszerek (legje-
lent6sebb a bentonit), fehérjetartalmt deritészerek, kalium-vas(I1)-cianid (sargavérligso) il-

letve egyéb deritészereck (EPERJESI et al., 1998).

2.4.3. Fehérjetartalmu deritészerek

Fehérjetartalmu deritészerek régota hasznalatosak a boraszatban. Pozitiv elektromos tolté-
stikbdl adoddan a bor természetes negativ toltésli zavarosito részecskéivel, valamint a borhoz
mesterségesen hozzaadott tanninnal (népiesen csersav) csapadékképzésre alkalmazhatdak. A
fehérjetartalmu deritészerekhez tartozik a zselatin, a vizaholyag, a tojasfehérje, a f6lozott tej
és a kazein (SOMLYAY, 2001).

Zselatin: a boraszatban deritéshez leggyakrabban hasznalt fehérjetartalmu szer. A zselatin
a kollagénekhez tartozik, vizes kdzegben erdteljesen duzzad, tulajdonképpen tisztitott enyv.
Kémiailag nem teljesen leirt keverékanyag. Alkalmas a bor természetes cserzéanyagainak
kicsapasara, a képzett pelyhes csapadék pedig a szuszpendalt részecskék adszorbedlasara.

Tanninnal, vagy Gjabban kovasavszollal kombinalva is hasznaljak, foleg a természetesen ala-

crer
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Vizaholyag: bortechnoldgia-torténetileg jelentés deritOszer a viza (Huso huso) Gszoho-
lyagja, mely évtizedekkel ezel6tt elterjedt deritdszer volt a boraszatban. A vizaholyagot koz-
vetleniil palackozas eldtt alkalmaztak. Napjainkban a vizaholyag igen ritkan hasznalt derit6-
Szer.

Tojasfehérje: vorosbor-deritésre hasznaljak, ugyanis a legjobban kiméli a vorosbor festék-
anyagait. Hatéanyagai az albumin ¢€s a globulin, melyek a zselatinhoz hasonlé modon deritik a
bort.

Fol6zott tehéntej: manapsag nagyon ritkan alkalmazott deritdszer. F6 hatdéanyagai a kaze-
in és az albumin. A kazein legf6képpen a bor savaival, az albumin a cserzéanyagokkal képez
csapadékot. A f616zo6tt tehéntej hasznalata hibas borok javitasara hasznalhato.

Kazein: tejbdl kivont fehérje, Deritdszerként ritkan alkalmazzak, azonban erds szintelenitd
hatasa van a borokra nézve. Vilagositja a tal sotét arnyalata fehérborokat, eltavolitja a

polifenolokat, ndveli a bor esztétikai értékét (EPERJESI et al., 1998).
2.5. Tartalykocsik tisztitasa

25.1. , Cleaning in place”

A tej szallitasara szolgalo tartalykocsikat gépi, zart rendeszili, kor-aramoltatasos rendszer
segitségével tisztitjak. A tartalyokat, a tej leadasat kovetden, a lehetd leggyorsabban és leg-
alaposabban ki kell mosni, valamint fertétleniteni.

A gépkocsik tartalyait a tej atvételi helyén rogton tisztogatjak a helyben az e célra 1étesi-
tett programozott automatikus cirkulacios egységgel (CIP= cleaning in place). Ez a rendszer
specialisan csak a tartalykocsik tisztitdsara szolgal, kiilonbozik az egyéb mosdberendezésektdl

(MARKUS GY., 2014).

2.5.2. A CIP rendszer felépitése

A CIP rendszer részei a kovetkezdk: oblitdtartaly, bekeverd tartdly, vegyszeradagolo, tisz-
titoszertartaly, nagy nyomasu centrifiigal szivattyu, hdcseréld, viztoltd cso, tartozik hozza egy
automata szelepekkel ellatott csdvezeték, mely mosodfejben végzodik.

Az 06blitd tartaly hideg vizet tartalmaz, valamint uszos szeleppel van ellatva. A bekeverd
tartaly a mosooldat (sav-, vagy lugoldat) elokészitésére, valamint toménységének
utanallitasara ad lehetdséget. A tisztitoszer tartalyok, (ltg, savtartaly) savas, illetve lugos tisz-
titoszereket tartalmaznak. A lugtartalybdl ciklikus lugos mosas torténik, a savtartalybol savas
mosas alkalmazhat6 a tartalykocsiban képzddott tejko eltavolitasanak érdekében. A cirkularis

tisztitas megvalosulasa érdekében a szivattytinak, a csOvezetéknek, és a mosofejnek zart rend-
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szert kell képezni az aktualisan tisztitando tartallyal. A rendszer egy vezérl6 szekrénnyel

programozhaté (MARKUS GY., 2014).

2.5.3. A mosas folyamata

Els6 1épés az elooblités: A durva szennyezddések; tejmaradék eltavolitasa hideg vagy me-
leg viz hasznalataval. Masodik 1épés a tisztitas valtakozva lagtartalmu és savtartalmt mosool-
datokkal. Az alkalmazott ligos természetli anyagok foként a vizben nem jol old6do fehérjék
¢s zsirok oldasara, a savas természetiiek pedig a tejkovet alkotd szerves és szervetlen anyagok
feloldéasara szolgélnak. A lagos €s savas mosas kozott oblitik a tartalykocsit. Harmadik 1épés
az oldott szennyezddések kioblitése. Negyedik 1épés a fertdtlenités forrd vizzel, vagy vegy-
szeresen, a mikroorganizmusok el6lése érdekében. Utolso 1épés az utdoblités: A fertdtlenito-
szerek maradékainak eltavolitasa. Fontos, hogy az ut6oblités ivoviz mindségl vizzel torténjen

(MOLNAR N, 2014.).
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3. Anyag

3.1. Kazein

Kisérleteinkhez tehéntejbdl tisztitott Kazeint (Sigma-Aldrich, Hannover, Germany) hasz-
naltunk. Annak ellenére, hogy a kazein tej eredetii fehérje (a legjelentésebb a tejben) elvileg
nem tartalmaz mtDNS-t. Kisérleteink soran a kazeint egyfajta negativ kontrolként szerettiik

volna hasznalni.

32.  Tej

Kereskedelmi forgalomban kaphato, ultramagas hémérsékleten hokezelt (UHT), 3,5%-0s
zsirtartalmu tejet (Mizo, Bonafarm Budapest) hasznaltunk. Azért a teljes zsirtartalmu tejet
valasztottuk, mert a legkdzelebb 4ll a természetes tejhez, nem vonték ki beldle zsirtartalmanak
még egy részét sem. A zsirszegény tejekkel kapcsolatban az a probléma meriilhet fel, hogy
zsirtartalmukkal mitokondrium-tartalmuk is csokkenhet, ugyanis azok a zsircseppekkel egyiitt
talalhatoak a szekrécids membranban. A hékezelés DNS karosito hatdsa nem jelentett sza-
munkra gondot, a mitokondrialis 6rokitdanyag nagyfoku ellenallo-képessége (dupla szalu

DNS) és az alkalmazott primerek rovid specifikus termékei miatt.

3.3. Bor

Vorosbor-, és fehérbor mintakat kaptunk a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal,
Borészati és Alkoholos Italok Igazgatésagatol (NEBIH-BAI). A mintak olyan, nem nevesitett
kereskedd arujat szallito tartalykocsikbdl szarmaztak, melyek tej exportaldsa utan, mediterran
eredetll borral feltoltve érkeztek Magyarorszagra.

Negativ kontroll borokként a Rajnai Rizling 2013 (Apatsagi Pincészet, Pannonhalma),
Flort 2013 (Takler, Szekszard), Szaraz cuvée 2013 (Feind Borhaz, Balatonfokajar) hasznal-
tuk.
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4. Modszer

41. PCR

4.1.1. Felfedezése, alkalmazasi teriiletei

A polimeraz lancreakcid, vagy angol neve (Polimerase Chain Reaction) alapjan képzett
mozaikszoval: a PCR felfedezése Kary Banks Mullis nevéhez kotédik. A PCR reakciot felfe-
dezése Ota a molekularis biologia kiilonb6z6 teriiletein sikerrel alkalmaztak: modositott DNS
eléallitasa (irdnyitott mutacio), klonozas, duplaszalii cDNS eldallitasa (reverz transzkripcios
PCR), DNS szekvenalashoz minta elokészitése (asszimmetrikus PCR), genetikai betegségek
kimutatasa, fertdz6 agensek (baktériumok, virusok) kimutatasa a betegtdl vett mintabol, vi-
rusvariansok megkiilonboztetése, sejtpreparatumok in situ vizsgalata, rokoni viszonyok felde-

ritése, evoluciods vizsgalatok, igazsagiigyi genetikai vizsgalatok.

4.1.2. Alapelv

A DNS dependes polimeraz reakcid tobbszori megismétlésével két megfeleld
oligonukleotid szekvencia jelenlétében a célzott DNS szekvencia megsokszorozhatd. Ehhez
szlikség van kett6s szalti cél DNS-re (DNS targetre), két oligonukleotid primerre, melyek a

DNS kiilonb6z6 szalaival hibridizalodnak, valamint DNS-polimeraz enzimre.

4.1.3. A PCR reakcio folyamata

Denaturalas: a reakcio elsd 1épéseként a kettdsszali DNS-t denaturalni kell 95°C-on. A
denaturalas, a fehérjék denaturdlasaval ellentétben itt azt jelenti, hogy az emelkedett hdmér-
sékleten a két szal kozotti kotések felbomlanak, DNS kettds spiralja szétvalik.

Hibridizacio vagy anellacio: masodik 1épésként a target DNS-sel komplementer
oligonukleotid szekvenciak a kiilonvalt target szalakkal torténd hibridizalasa kovetkezik. A
kapcsolatok 1étrejottéhez az elegyet le kell hiiteni az oligonukleotid primerek olvadaspont;ja-
nal alacsonyabb homérsékletre, valamint azokat nagy feleslegben kell alkalmazni.

Szintézis, vagy extenzio: a folyamathoz sziikségesek dNTP-k (dezoxi-nukleotid-
trifoszfatok), melyek a szintetizdlado DNS épitdkovei, valamint DNS polimeraz enzim, mely
katalizalja a reakciot. A szintézishez sziikséges a reakcioelegy felmelegitése 70-80°C-kozé,
ugyan is a PCR-hez hasznalt DNS polimeraznak ezen a hdmérsékleten legnagyobb a
nukleotid atviteli szdma. A PCR folytatdsa az imént leirt harom 1épés ciklikus ismétlésébol
all. Az egységes hosszlisagli termékek szama exponenciélisan novekszik (DOMBRADI,

2012).
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4.1.4. Keétlepéses PCR

A kétlépéses PCR alkalmazésaval a hibridizaci6 és a szintézis fazisa egy 1épésben valdsul
meg. Ehhez arra van sziikség, hogy a hdstabil enzim nukleotid atviteli szdma a hibridizacio-
hoz sziikséges, alacsonyabb hémérsékleten is elérje a gyakorlati alkalmazhatdsag kiiszobérté-
két. Igaz, hogy polimerizacié folyamata valamivel lassabb lesz, viszont alacsonyabb homér-
sékleten kevesebb hibat ejt az enzim, a két 1épés dsszevonasabol nyert id6vel pedig kompen-

zalodik az id6veszteség (WUNDERLICH, 2014).

4.1.5. Taq polimerdz

A folyamatban szereplé enzim mindsége kulcsfontossagu a reakcid gordiilékenysége
szempontjabol. Egy, az amerikai Yellow Stone Nemzeti Park gejzirjeib6l szarmazo, thermofil
Archaebaktérium, a Thermus aquaticus hdstabil, DNS dependens DNS polimeraz enzimének
(Taq polimerdz) hdmérsékleti optimuma 70-80°C. Ezen hdmérsékleti tartomanyban az enzim
atviteli szdma 150 nukleotid/ sec. A Taq polimeraz hdstabilitasa lehetdvé teszi a PCR egysze-
rli automatizalasat, ugyanis az enzimet elég egyszer a reakcidelegyhez adni, nem kell folyton

potolni azt a folyamat soran. (DOMBRADI, 2012)

4.1.6. Primertervezés

A megfeleld primerek megtervezése €s hasznalata a sikeres PCR legfontosabb feltétele.
Lényeges, hogy a target DNS szekvencia a tervezett amplifikacio altal megkivant mértékben
legyen specifikus (pl. faj-, fajta- valtozat-, genotipus-, vagy egyed-specifikus). Nagy mennyi-
ségli genetikai informécio all rendelkezésilinkre, mely let6lthetd internetes adatbazisokbdl (pl.
NCBI GenBank: www.ncbi.nIm.nih.gov). Ilyen szekvenciak alapjan lehetséges, primer-
tervezé szoftverek (pl. Primer Designer 4, Sci Ed Central, Morrisville NC, USA) segitségével
megtervezni a primereket. Egymassal komplementer primerpar nem megfeleld az
amplifikacidhoz. Fontos, hogy a primerek 16-30 nukleotid hossziisagliak legyenek, ennél ro-
videbb primerek nem specifikus kotések létrejottét eredményezhetik, a 30 bazisnal hosszabb
primerek azon feliil, hogy specifikussdguk nem nagyobb, tul magas hdmérsékleten hibridiza-
l6dnak a target DNS-hez. A guanin-citozin (G-C) kétések harom hidrogénhidat tartalmaznak,
igy stabilabbak az adenin-timin (A-T) kotések két hidrogénhidjaval szemben. Ennek kovet-
keztében a primerekben a guanin, citozin bazisok aranya 50-60 % kozott optimalis, ez alatt
nem stabil a target-kotés, felette pedig erds a nem-specifikus kotédés. Azonos okbdl elényos,
ha a primerek 3’ végén az els6é 1-2 bazis G vagy C, ugyanis a stabilabb kités miatt megbizha-

tobb lesz az elongacid. A G-C:A-T arany hatdrozza meg a primer olvadasponjat (azt a hémér-

16



sékletet, mikor a komplemeter DNS-szekvenciaval alkotott kotések felbomlanak) is, mely a

PCR reakcio hdmérsékleti profiljanak megtervezése szemponjabol 1ényeges (DEZSO, 2007).

4.1.7. Optimalizalas

Minden PCR reakcioban tokéletes protokoll nem all rendelkezéstlinkre, igy a reakcid meg-
kezdésekor optimalizalni kell a koriilményeket. A PCR hatékonysagat az alabbi faktorok be-
folyésoljak.

A dNTP oldatok mennyisége, tisztasaga: a masolas hlisége érdelében szuboptimalis meny-
nyiségil, nagy tisztasdgi ANTP oldakokra van sziikség.

A target DNS mennyisége: elvileg 1 DNS kettds hélix is elég, ilyenkor azonban legyen
magasabb a reakcid ciklusszama, sziikség esetén ismételt lancreakcid sorozat kivitelezendo.

A reakciokdzeg optimalizalando tulajdonsagai: Mg? -ion koncentracié (mely a Taq
polimeraz optimalis mitkddését biztositja) enzimmennyiség, pH, adalékanyagok koncentracioi
(p! formamid, DMSO, glicerin, KCI (NH,),SO,, zselatin).

Tisztasag: fontos a szennyezések, kontaminacio elkertilése, hiszen azok akar a szennyez6

DNS felszaporitasat eredményezhetik (DOMBRADI, 2012).

4.1.8. A PCR kiértékelese

A PCR reakcié hagyomanyos kiértékelése agardz- vagy poliakrilamid gélelektroforézis,
melyek soran a DNS fragmentumok fluoreszcens interkalalodo vegyiiletek és UV fény segit-
ségével detektalhatoak. Az elektoforézis segitségével a DNS fragmentumok hosszukbdl ado-

doan, tomegiik szerint valaszthatoak el egymastol. (RADVANSZKY et al. 2006).
4.2. Real-time PCR

4.2.1. A real-time PCR fogalma

A 90-es években olyan rendszerek kertiltek kifejlesztésre, melyek fluorometria mérés al-
kalmazésaval tették lehetévé a PCR amplifikacié valds idejii nyomon kovetését. Az erre a
célra kifejlesztett eszk6zok lehetdvé tették a PCR reakciok kiértékelését a reakciocsovek ki-
nyitasa, és a PCR végtermékkel torténd tovabbi manipulalas nélkiil (RADVANSZKY et al.
2006).

4.2.2. Areal-time PCR miikodési elve
A Real Time rendszerek specialitasa, hogy indikator szerepii hozzaadott vegyiiletek fluo-
reszcencia jeleit gytijtik be a reakcid alatt folyamatosan, ciklusrol ciklusra. A kvantitativ real-

time PCR (QPCR) pedig a fluoreszcencia-jelek szambeli értékekké alakitasat jelenti.
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A real-time PCR napjainkban egy jol bevalt eljaras a gének expresszidjanak szamszerisi-
tésére, mutaciok detektalasara. Alkalmazéasaval a PCR termékek mennyisége, fluoreszcencia
mérés alapjan detektalhato, a reakcié minden ciklusaban. A PCR termékek detektalasara kii-
16nb6z6 modszerek alkalmazhatoak. A legelterjedtebbek a célszekvencidkhoz specifikus ko-
tddésen alapulé hibridizacios probak (TagMan®, Molecular Beacon, Scorpion, stb.). A real-
time PCR egy masik, szintén igen elterjedt megkdzelitése olyan fluoreszcens festékek alkal-
mazasa, melyek a kettds szalu PCR termékhez nem-specifikusan kdtédnek (DORAK 2006).
Ilyen duplaszali DNS-hez ko6t6do festékek példaul a SYBR® Green |, YO-PRO-1, BEBO,
SYTO9, EvaGreen (RADVANSZKY et al. 2006). Mindkét médszer megfelelden gyors és
érzékeny lehet, habar a detektalas elve és a reakcid optimalizalasa eltéré (DORAK 2006).

4.3. SYBR® Green

4.3.1. A SYBR® Green technika miikodési elve

A SYBR® Green festék, egy olyan fluoreszcens molekula, mely kotddni képes a kettds
spiral szerkezetetli DNS-hez (Isd. 4. abra). A festék altal kibocsatott fluoreszcencia mennyisé-
ge aranyos az adott reakcioban pillanatnyilag jelen 1év6 duplaszala DNS-sel. Egy PCR reak-
cidban, ahol a kiindulasi target DNS mennyisége minimalis, a PCR termékként képzddott
duplaszali DNS az egyetlen, amely jelentdés mennyiségben detektalhatd. Az elsd ciklusokban
a SYBR® Green festék altal kibocsatott fluoreszcencia jel altaldban tal gyenge ahhoz, hogy
detektalni lehessen. A PCR reakci6 exponencidlis fazisaban a fluoreszcencia (a PCR termék
mennyiségével aranyos moédon) minden ciklusban megduplazodik. A fluoreszcencia preciz
ciklusonkénti duplazddasa fontos indikatora a jol optimalizalt real-time PCR reakcionak. 30-
35 fazis utdn a fluoreszcencia eléri a platojat, nem novekszik tovabb. A fluoreszcencia nove-
kedésének abbamaradasa azt jelzi, hogy a PCR reakcio is plato fazisba keriilt (DORAK,
2006).

SYBRE Green festék

AV
[ ]

Interkaldaladas, flucreszcencia

4. abra: SYRB® Green festék miikodése
(http://www.nfstc.org/pdi/Subject03/pdi_s03_mO05_07_a.htm)

A dupla szali DNS-sel komplexet képzé SYBR® Green festékmolekuldk 497 nm-en ger-
jeszthetbek, az ekkor kibocsatott fluoreszcencia-jel a DNS-be interkalalodott festékmolekulak

esetén 100-szorosa a szabad festékmolekulak mérhetd fluoreszcencidjanak. A SYBR® Green
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festéket alkalmazé real-time PCR pontatlansagat okozhatja a primer-dimerek és a nem speci-
fikus amplifikacios termékek képzddése, az aspecikus detektalas miatt ugyan is ezek nem

kiilonboztethetéek meg a specifikus PCR termékektol.

4.3.2. Olvadasi gorbe analizis

Az optimalizalas eredményessége olvadasi gérbe analizissel ellendrizhetd. Az analizis 1¢-
nyege, hogy a PCR reakcio végén a reakcioelegyet 60°C-rol lassan 95°C-ra melegitik, kozben
mérik az elegy fluoreszcenciajat (DOMBRADI 2012). A DNS fragmentumok olvadaspontja
az a homérséklet, melyet elérve a duplaszalu DNS-ek szimpla szala DNS-sé denaturaldédnak,
ekkor a SYBR® Green festékmolekulak disszocialnak azokrol. Az egyes DNS molekulak
olvadaspontja nagyban fiigg a lancok hosszatol, illetve azok bazisdsszetételétol, foként gua-
nin-citozin tartalmatél (RADVANSZKY 2006). A DNS-SYBR® Green komplexek felbomla-
sa a fluoreszcencia meredek csokkenésével jar. Ezek a fluoreszcencia csdkkenések detektalha-
toak. A primer-dimerek, illetve nem specifikus amplifikacids termékek olvadaspontja kiilon-
bozik a specifikus termékekétdl, igy azok jelenlétekor az olvadasi gorbében tobb meredek
fluoreszcencia csokkenés lesz megfigyelhetd. Ezzel szemben idedlis esetben egy jelentds fluo-
reszcencia csokkenés lesz detektalhato, mely megfelel a specifikus PCR termék olvadaspont-
Jjénak.

Az esetek egy részében azonban a melegités soran az egyes termékek nem kiilonithetdéek
el egyértelmiien egymastol, ugyanis olvadaspontjuk hasonlo. Ilyenkor az olvadasi gorbe ana-
lizis kiegészitendd gélelektroforézissel, ahol molekulatomeg alapjan elvalaszthatoak egymas-

t6] a kiilonbozd termékek (DOMBRADI, 2012.)
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5. Sajat vizsgalat
5.1. Primer tervezés

5.1.1. Primerek rovid termékhez a mitokondrium CYTB szakaszabol

Szarvasmarha mtDNS (mtDNS) citokréom B (CYTB) fehérjét kodolo szakaszara a Primer
Designer 4- szoftverrel terveztiink primereket. Target szekvencia valasztasunkat a gén
fajspecifitasa, valamint fajon beliili alladésaga indokolja. A BoCy10 primerpar tagjai 20
nukleotid hosszusaguak, a forward (F) primer szekvenciaja
GCTCCAACAACCCAACAGGA, arewerse (R) primer¢ GATGTGAGGGGGTGTGTTGA.
A BoCyl1 primerpar tagjai is 20 nukleotid hosszsagtiak, az BoCy11F primer szekvencidja
GGAACAGGCTGAACCGTGTA, a BoCy11R primer¢ CCGGCTGCTAATACAGGGAG. A
két tervezett primerpar tulajdonsagai az 1., illetve 2. tablazatban lathatok. A BoCy10 primer-
par specifikus terméke 194 bazispar hosszisagl, a Bocyl 1 primerpar specifikus terméke pe-
dig 248 bazispar hosszisagu. A rovid termékek 1ényegesek az esetlegesen toredezett mtDNS
érzékeny detektalasa szempontjabol. A specifikus PCR-termékek tulajdonsagai a 3. tablazat-

ban szerepelnek.

1. tablazat: BoCyl0 primerpar tulajdonsagai

Szekvencia GCTCCAACAACCCAACAGG GATGTGAGGGGGTGTG
A TTGA
Hossz 20 nukleotid 20 nukleotid
Pozici6 mtDNS- 15124 15317 C
en
G-C% 55% 55%
Olvadaspont 74°C 72°C
2. tablazat: BoCyl 1 primerpar tulajdonsagai
Szekvencia GGAACAGGCTGAACCG CCGGCTGCTAATACAGG
TGTA GAG
Hossz 20 nukleotid 20 nukleotid
Pozicio mtDNS- 6053 6300 C
en
G-C% 55% 60%
Olvadaspont 72°C 73°C

3. tablazat: A primerparok specifikus PCR termékei

Célmolekula 16338 bazispar, cirkularis, mtDNS
Hossz 194 bazispar 248 bazispar
G-C% 48% 46%
Hibridizacios hémérséklet  52°C 52°C
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Primerparaink specificitisa megfeleden nagy, ugyanis a BLAST (NCBI, Basic Local
Alignment Search Tool) keresében egyediil szarvasmarha mtDNS-re k6tédhetnek. A
BoCy11F primer ugyan kotodhet egy dél-amerikai, nyilméregbékafélék csaladjaba tartozo

békafaj (Ranitomeya vanzolinii) (5. abra) mtDNS-¢éhez. Ez nem jelent problémat, mivel a

BoCy11R primer nem k6t6dik a béka-genomhoz.

Ezeket a primereket a hagyomanyos PCR-reakciohoz hasznaltuk. A DLPO1F primer szek-
vencidja: AATACCAACGGCCGGCACAAT, a DLPO1R primer szekvenciaja
GCTGGTGCTCAAGATGCAGTTA. A primerpar specifikus terméke 887 bazispar hosszu, a
mitokondrialis genom citokrom B-t és tRNS-Phe-t (fenilalanint szallito tRNS-t) kodolo szaka-

szai kozott elhelyezkedé D-loop szakasz masolata.
5.2. DNS tisztitas, fluorometria.

5.2.1. DNS kivondsa borral higitott tejbol

A kisérlet soran négytagu higitasi sort készitettiink, olyan modon, hogy a higitasi sor tag-
jaiban a tej borral vald higitasanak mértéke rendre 10-szeres, 100-szoros, 1.000-szeres és
10.000-szeres volt. A sorokat vords- és fehérborbdl is elkészitettiik.

A masodik folyamat a DNS kivonasa volt a higitasi sor tagjaibol. A Sigma-Aldrich (Han-
nover, Germany) cég altal gyartott GenElute Blood Genomic DNA Kit-tel dolgoztunk, mely
eredetileg a DNS vérbdél valo kivonasahoz késziilt, am tapasztalatok szerint a Kit-tel mas min-
takbol is megbizhatdan tisztithaté DNS.

A kit protokollja szerint dolgoztunk. 20 pl Proteinase K enzimoldatokhoz mértiink 200-
200 pl-t a higitasi sor tagjaibol, melyeket el6zdleg vortex segitségével kevertiink. Ez utan
kovetkezett a gyarilag elkészitett Lisys Solution C melybdl 200 pl-t adtunk a preparatumok-
hoz, majd vortexes keverés kovetkezett. A csoveket ezutan 15 percig 55 fokon melegitettiik
termosztatban (Thermo Block TBD-120, Biosan, Riga, Lithuania). A melegités utan a csove-
ket vortexszel kevertiik, majd 200 pl etanolt mértiink hozzajuk, ismét vortex segitségével ke-
vertliik. A melegités alatt elokészitettiik az oszlopokat, melyek az eluciot végeztik. A gyari
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Column Preparation Solution-b6l 500-500 pl-t mértiink az oszlopokra, majd azokat 12000 G-
vel egy percig centrifugaltuk (Biofuge pico, Heraeus, Hanau, Germany). A centrifugalas utan
az oszlopok gytijtdcsoveit tritettiikk. A melegitett Eppendorf csévekben 1évé 620 pl-nyi olda-
tot ramértiik az oszlopokra, majd azokat 6500 G-vel centrifugaltuk 1 percig. A gyttécsévek
tartalmat a centrifugalas utan elontottiik. Kovetkezett az oszlopok nedvesitése 500 pl gyari
Prewash Solution-nal, amelyet ramértiink az oszlopokra, majd ismét centrifugaltuk 6500 G-
vel 1 percig. A gytijtécsovekeben 1év6 folyadékot ismét elontottem. Az eldmoséast a mosas
kovette a gyari Wash Solution-nal, melybdl 500-500 pl-t pipettaztunk az oszlopokra, melye-
ket ezutan 3 percig centrifugéltuk maximalis fordulatszamon. A gylijtécsdvekbdl elontottiik a
folyadékot, majd az oszlopok szaritasa érdekében még egyszer 3 percig centrifugaltunk ma-
ximalis fordulatszdmon. Az elsé elicido megkezdése elbtt az eddig hasznalt gyiijtocsovekbol
az oszlopokat dvatosan 1j, feliratozott 2 ml-es Eppendorf csdvekbe helyeztiik. Az oszlopok
kozepére 200-200 pl gyari Elution Solution-t pipettaztunk, 5 percig hagytuk a mintékat szo-
bahémérsékleten, majd a centifugaba helyeztiik azokat, ahol 1 percig 6500 G-vel centrifugal-
tuk. A centrifugalas utan az els6 eluatumot tartalmazo Eppendorf csoveket lezartuk, az oszlo-
pokat 1j feliratozott Eppendorf csovekbe helyeztiik, egy masodik elucioé végrehajtasanak cél-

jabol. A masodik elucidt az elsdvel azonos modon hajtottuk végre.

5.2.2. Tejbdl tisztitott DNS higitdsa

A laborban mar rendelkezésiinkre allt egy eldzdleg tejbdl kivont DNS minta, melyet az
el6z06 pontban leirt modszerrel készitettlink. A mintabdl higitasi sort készitettiink UP- vizzel, a
higitasi sor tagjaiban a minta higitasanak mérteke rendre 10-szeres, 100-szoros, 1.000-szeres,
10.000-szeres volt.

5.2.3. Fluorometria

A méréshez Quibit 2.0 tipust fluorométert (Invitrogen, Carlsbrand CA, USA) hasznal-
tunk. A leiras szerint készitettiik el a munkaoldatot, amely gyari Quibit érzékeny reagens
(Qubit® dsDNA HS-High Sensitivity, Invitrogen, Eugene) és Quibit puffer 1:199 aranya ke-
veréke. A fluorométert DNS-mérésre allitottuk, majd elkészitettiik a kalibralashoz sziikséges
2 standard oldatot, melyek 10-10 pl Quibit Standard 1-, illetve Qubit Standard 2- koncentra-
tumot, valamint 190-190 ul munkaoldatot tartalmaztak. A standard oldatokkal kalibraltuk a
fluorométert. Ezutan kovetkezett a mérés, mely soran a munkaoldatbol 180 pl-t, az egyes

mintakbol pedig 20-20 pl-t pipettaztunk Quibit csdvekbe. A csoveket fluorometraltuk.
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5.3. Hagyomanyos PCR, gélelektroforézis.

5.3.1. PCR reakcioelegy dsszeallitasa

A PCR-automataba keriil6 csovek mindegyikének azonos aranyban kell tartalmaznia a re-
akcidelegy Osszetevoibol, igy eldszor a reakcio végbemeneteléhez sziikséges Master Mix-et
allitottuk 6ssze, mely az amplifikalandé DNS mintakon kiviil tartalmazza a reakcio 6sszes
komponensét. Mi a 13 mintankhoz 14 mintara elegendé mennyiséget mértiink dssze. Az igy
elkésziilt Master Mixet vortexeltiik és centrifugaltuk, hogy ne maradjanak cseppek a csé belsd
falan, illetve buborék az elegyben. A kovetkezé miivelet a Master Mix szétmérése 13

Eppendorf csobe.

4. tablazat: Mintadk felsoroldsa

| Sorszam | Minta jele | Minta |
T

1 Tehéntej

2 T10 Tehéntej 10x-es vizes higitasa

3 T100 Tehéntej 100x-es vizes higitasa

4 T1000 Tehéntej 1000x-es vizes higitasa

5 T10000 Tehéntej 10000x-es vizes higitasasa

6 TH1 Tehéntejbdl tisztitott DNS 10x-es vizes higitasa

7 TH2 Tehéntejbdl tisztitott DNS 100x-es vizes higitasa
8 TH3 Tehéntejbdl tisztitott DNS 1000x-es vizes higitasa
9 TH4 Tehéntejbdl tisztitott DNS 10000x-es vizes higitasa
10 TB1 Fehérborral 10x-esre higitott tehéntej

11 TB2 Fehérborral 100x-osra higitott tehéntej

12 TB3 Fehérborral 1.000x-esre higitott tehéntej

13 TB4 Fehérborral 10.000x-esre higitott tehéntej

5. tablazat: A hagyomdnyos PCR reakcio dsszetevéi

MEu3ias

Ultrapure water (UP) 12,5
Dezoxi nukleotid trifoszfatok (dNTP) 2,5
Puffer (KCl tartalmu) 2,5
Magnézium- klorid oldat 2,0
Primer-mix (5umol/pl) 2,0
Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) 1,0
Tag-polimeraz (Fermentas, Dream Taq) 0,5
DNS templat 2

A Master mix homogenitasanak kdvetkeztében, minden csébe 12,5 ul ultrapure water
(UP), 2,5 ul dNTP, 2,5 ul (KCI tartalmt) puffer, 2,0 ul magnézium-klorid oldat, 2,0 ul DLP
Primer-mix, 1,0 ul BSA, 0,5 ul Taq polimeraz, valamint 2 ul DNS templat keriilt. [gy minden
csO 23 ul reakcioelegyet tartalmazott az sokszorozandé DNS-ek hozzaadésa el6tt. Az
amplifikalando DNS molekulakat tartalmaz6 mintakbol 2-2 ul keriilt a 23 pl Master Mixet
tartalmazé PCR csovekbe, igy azok a PCR automatédba helyezés eldtt egyenként 25- 25 pl-t
tartalmaztak. A 13 PCR-mintat a 4. tablazatban soroljuk fel. Az egy PCR csébe keriil6 6ssze-
tevoket az 5. tdblazatban tiintettiik fel.
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5.3.2. PCR koriilmények

A mintakat behelyeztiik az automataba (ABI 2700 Applied Biosystems, Foster City CA,
USA) majd szarvasmarha mtDNS amplifikalasara optimalizalt PCR programmal inditottuk el.
A reakci6 kezd6 1épésében a mintdk 1 perc 45 masodpercig denaturalédnak, majd kovetkezik
az amplifikacié 35 ciklusa. A ciklus els6, denaturacios 1épése 96°C-on 50 masodperc, a hibri-
dizacid 55°C-on 50 masodperc, a ciklus befejezd extenzids 1épése 72°C-on 70 masodperc. A

reakcid végén a végso extenzios 1épés 15 perc 72°C-on.

5.3.3. Gélelektoforezis

A PCR program lejarta utdn a mintakat horizontalis, 2,5%-o0s agarozgél-elektroforézissel
futtattuk (Cleaver Scientific ELFO kadban, nanoPAC-300 tapegység). A futtatott gélekrol
fényképeket készitettliink digitalis fényképezdgép alapi dokumentécios rendszerrel (GLITE

900BW, Pacific Image Electronics, Taiwan)
5.4. Real time PCR, SYBR® Green technikaval

5.4.1. Tehéntej vizes higitasi sorabdl tisztitott DNS mintdakbol osszedllitott PCR reakcio

6. tablazat: vizes higitasi sorbol szarmazo mintdak

1 NTC (No Template Control) BoCy10
2 NTC BoCyl11l
3 Tehéntej BoCy10
4 Tehéntej BoCy10
5 Tehéntej BoCy11
6 Tehéntej BoCy11
7 Tehéntej 10x-es vizes higitasa BoCy10
8 Tehéntej 10x-es vizes higitasa BoCy10
9 Tehéntej 10x-es vizes higitasa BoCy11
10 Tehéntej 10x-es vizes higitasa BoCy11
11 Tehéntej 100x-o0s vizes higitasa BoCy10
12 Tehéntej 100x-o0s vizes higitasa BoCy10
13 Tehéntej 100x-o0s vizes higitasa BoCy11
14 Tehéntej 100x-os vizes higitasa BoCy11
15 Tehéntej 1.000x-es vizes higitasa BoCy10
16 Tehéntej 1.000x-es vizes higitasa BoCy10
17 Tehéntej 1.000x-es vizes higitasa BoCy11
18 Tehéntej 1.000x-es vizes higitasa BoCy11
19 Tehéntej 10.000x-es vizes higitdsa BoCy10
20 Tehéntej 10.000x-es vizes higitdsa BoCy10
21 Tehéntej 10.000x-es vizes higitdsa BoCyl1l
22 Tehéntej 10.000x-es vizes higitdsa BoCyl1l

22 PCR-cs6 20 pl-nyi mennyiséget tartalmazott a reakcioelegybdl. A real-time PCR pre-
paratumok 6sszemérésekor a hagyomanyos PCR reakcideleggyel (Isd. 5.3.1.) megegyezd el-

ven dolgoztunk. A csovekbe keriilé 10 ul SYBR® Green Master Mix (Maxima SYBR®
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Green/ROX gPCR Master Mix, Thermo Scientific, USA) gyarilag elékészitett. A mintakba
keriil6 2 pl-nyi primer-mixek téménysége Spumol/ul. A mintak 6 pul UP-t tartalmaztak, az
NTC (No Template Control) mintékat, azok ugyanis DNS templatot nem, viszont UP-bol 8
ul-t tartalmaztak. Az NTC mintakon kiviil a tobbi minta 2 pl-t tartalmazott az amplifikalando
DNS templatokbodl. A PCR reakcidelegyeket a 6. tablazatban tiintettiik fel. A kész mintakat
beraktuk a real-time PCR automataba.(StepOne™, Applied Biosystems, Foster City CA,
USA) amplifikalés céljabol.

5.4.2. Tehéntej vorosboros, illetve fehérboros higitasi soraibol dsszedllitott PCR reakcio

A vizes higitasi sorral megegyez6 modon allitottunk 6ssze a 20 pl-es mintakat a vorésbo-
ros, és fehérboros tehéntej-higitasi sorokbol tisztitott DNS mintdkbol, majd azok
amplifikaciojat a StepOne '™ real-time PCR automatéaval végeztiik. Az alabbi, 7. tablazat min-
tainak amplifikalasat tehat duplan elvégeztiik, az els6 plate-en a fehérboros higitasi sorbol, a

masodikon a vordsboros higitasi sorbol szarmazo6 mintakkal.

7. tablazat: boros higitasi sorokbol szarmazo mintak

1 NTC (No Template Control) BoCy10
2 NTC BoCyl1l
3 Tehéntej BoCy10
4 Tehéntej BoCy10
5 Tehéntej BoCy11
6 Tehéntej BoCy11
7 Tehéntej 10x-es boros higitasa BoCy10
8 Tehéntej 10x-es boros higitasa BoCy10
9 Tehéntej 10x-es boros higitasa BoCy11
10 Tehéntej 10x-es boros higitasa BoCy11
11 Tehéntej 100x-os boros higitasa BoCy10
12 Tehéntej 100x-os boros higitasa BoCy10
13 Tehéntej 100x-os boros higitasa BoCy11
14 Tehéntej 100x-os boros s higitasa BoCy11
15 Tehéntej 1.000x-es boros higitasa BoCy10
16 Tehéntej 1.000x-es boros higitasa BoCy10
17 Tehéntej 1.000x-es boros higitasa BoCy11
18 Tehéntej 1.000x-es boros higitasa BoCy11
19 Tehéntej 10.000x-es boros higitdasa  BoCy10
20 Tehéntej 10.000x-es boros higitdasa  BoCy10
21 Tehéntej 10.000x-es boros higitdsa  BoCyl11
22 Tehéntej 10.000x-es boros higitdsa  BoCyl11

5.4.3. Vorosborra, fehérborra, kazeinre tervezett PCR reakcio

Kisérletiinkhdz tartalykocsibol szdrmazo vordsborbol és fehérborbdl tisztitott mintakat
hasznaltuk, valamint a gyarilag tisztitott kazeint. Az el6z6 reakciokkal megegyez6 mddon
készitettiik el a 20 ul-es reakcioelegyeket a PCR cs6vekben. A mintakat a 8. tablazatban tiin-
tettiik fel.
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8. tablazat: Vorosborra, fehérborra, kazeinre tervezett mintasor

1 NTC (No Template Control) BoCy10
2 NTC BoCy10
3 NTC BoCy11
4 NTC BoCy11
5 Fehérbor BoCy10
6 Fehérbor BoCy10
7 Fehérbor BoCy11l
8 Fehérbor BoCy11
g Vorosbor BoCy10
10 Vorosbor BoCy10
11 Vorosbor BoCyl1
12 Vorosbor BoCy11
13 Kazein 10x-es vizes higitasa BoCy10
14 Kazein 10x-es vizes higitasa BoCy10
15 Kazein 10x-es vizes higitasa BoCy11
16 Kazein 10x-es vizes higitadsa BoCy11

5.4.4. 10.000-szeres boros higitasok ismételt vizsgalata

I

Az el6z6 reakciokkal megegyezd modon készitettiik el a 20 ul reakcioelegyet tartalmazo

PCR csoveket a reakcidohoz. A mintakat a 9. tablazatban tintettiik fel

9. tabldzat: 10.000-szeres boros higitdsok ismételt vizsgdlatara dsszedllitott mintasor

Sorszam | Minta_______________________| Primer mix |

1 NTC (No Template Control) BoCy10
2 NTC BoCy10
3 NTC BoCy11
4 NTC BoCy11
5 Tehéntej BoCy10
6 Tehéntej BoCy10
7 Tehéntej BoCy11
8 Tehéntej BoCy11
9 Tehéntej 1.000x-es fehérboros higitasa BoCy10
10 Tehéntej 1.000x-es fehérboros higitasa BoCy10
11 Tehéntej 1.000x-es fehérboros higitasa BoCy11
12 Tehéntej 1.000x-es fehérboros higitasa BoCy11
13 Tehéntej 1.000x-es vorosboros higitasa BoCy10
14 Tehéntej 1.000x-es vorosboros higitasa BoCy10
15 Tehéntej 1.000x-es vorosboros higitasa BoCy11
16 Tehéntej 1.000x-es vorosboros higitasa BoCy11
17 Tehéntej 10.000x-es fehérboros higitasa  BoCy10
18 Tehéntej 10.000x-es fehérboros higitasa  BoCy10
19 Tehéntej 10.000x-es fehérboros higitasa  BoCyl1
20 Tehéntej 10.000x-es fehérboros higitasa  BoCyl1
21 Tehéntej 10.000x-es vorosboros higitdsa  BoCy10
22 Tehéntej 10.000x-es vorosboros higitdsa  BoCy10
23 Tehéntej 10.000x-es vorosboros higitdsa  BoCyl1
24 Tehéntej 10.000x-es vorosboros higitdsa  BoCyl1
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5.4.5. Negativ kontroll-borok PCR reakcidja

Mintéaink ebben a reakcidban, a feltételezéseink szerint tejet nem tartalmazo, palackozott,
kereskedelmi forgalomban kaphat6 borokbol szarmaztak. Az el6z6 reakcidkkal megegyezd
modon készitettiik el a 20 ul reakcidelegyet tartalmaz6 PCR csoveket a reakciohoz. A minta-

kat a 10. tablazatban tuntettiik fel.

10. tablazat: negativ kontroll borokbdl készitett mintasor

1 NTC (No Template Control) BoCy10
2 NTC BoCy10
3 NTC BoCy11
4 NTC BoCy11
5 Tehéntej BoCy10
6 Tehéntej BoCy10
7 Tehéntej BoCy11
8 Tehéntej BoCy11
9 Fehérbor 1 BoCy10
10 Fehérbor 1 BoCy10
11 Fehérbor 1 BoCy11
12 Fehérborl BoCy11
13 Fehérbor 2 BoCy10
14 Fehérbor 2 BoCy10
15 Fehérbor 2 BoCy11
16 Fehérbor 2 BoCy11
17 Vordsbor BoCy10
18 Vordsbor BoCy10
19 Vordsbor BoCy11
20 Vordsbor BoCy11

5.4.6. Az SYRB® Green real-time PCR reakciok homérsékleti profilja

Kétlépéses PCR technikét alkalmaztunk, a hibridizaci6 és szintézis fazisait egy 1épésbe
vontuk Ossze. A reakcio kezd6 szakaszaban a mintak 10 percig denaturalodtak 95°C-on, majd
kovetkezett az amplifikacio 40 ciklusa. A ciklus els6, denaturacios 1épése 95°C-on 15 masod-
perc, masodik 1épésként a hibridizacio és elongaciod 52°C-on 1 perc. Az amplifikacios ciklus
masodik 1épésében a StepOne™™ automata fluoreszcenciat is mért. A reakcio végén egy utolsd
95°C os, 15 masodperces 1épést egy 60°C-os, 1 perces 1épés kovetett. A PCR reakciot az ol-
vadasi gorbe fazisa tette teljessé, a mintak lassan 95 °C-ra, melegedtek, kozben 0,3°C-onként

fluoreszcencia-detektalas tortént.
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6. 6. Eredmények

6.1. A DNS tisztitas eredményei

A DNS-tisztitas fluorometriaval mért eredményei a 11. tablazatban lathatoak.

11. tablazat: DNS-tisztitdas eredményei

TB1 Tej- bor higitas, 1:10 10,7

TB2 Tej- bor higitas, 1:100 8,2

TB3 Tej- bor higitas, 1:1000 7,7

TB4 Tej- bor higitas, 1:10000 6,1

T Tejbdl tisztitott DNS 640

TH1 Tejbdl tisztitott DNS higitasa 1:10 55,7

TH2 Tejbdl tisztitott DNS higitasa 1:100 7,6

TH3 Tejbdl tisztitott DNS higitasa 1:1000 Nem mérhet6
TH4 Tejbdl tisztitott DNS higitasa 1:10000 Nem mérhet6
TH5 Tejbdl tisztitott DNS higitdsa 1:100000 Nem mérhetd
F Fehérborbdl tisztitott DNS 19,6

6.2. Hagyomanyos PCR eredmények
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6. abra: Hagyomdnj;oé PCR termékek az agar;)'zgélen

A 6. abran a hagyomanyos PCR reakcio6 termékei lathatoak agardzgél-elektroforézissel

futtatva. A termékek az 1-10 mintak reakciojabol képzdodtek. A tej DNS, valamit a tej 10-

szeres, 100-szoros, 1.000-szeres vizes higitasainal, a tejbdl tisztititott DNS higitasi soranal a

10-szeres, 1000-szeres higitasoknal, valamint a tej 10-szeres fehérboros higitasanal jol lathato,

erds jel figyelheté meg. A tej 10.000szeres higitasanal, a tej DNS 100-szoros és 10.000-szeres

higitasainal gyenge jel figyelheté meg a gélen. A 11-13 mintak, tehat a boros higitasi sor 100-

szoros, 1000-szeres és 10.000-szeres tagjaindl jel nem figyelhetd meg.

A termékék molekulatomegét jelzo 1étra szerint a 4, 5, 7, 8, 9, 10. termékek molekulato-

megei a kb 900 bazispar hosszi nukleinsavnak felelnek meg, igy megegyeznek a primerek

specifikus PCR termékének hosszaval (887 bazispar). A tobbi futott termékrdl elmondhato,
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hogy bar azok is gyanithatéan specifikus termékek, valoszinlileg a hazilag készitett
bromfenolkék festék és a termékek nagy mennnyisége modositotta az elektroforézis eredmé-

nyét.
6.3. SYBR® Green PCR eredmények

6.3.1. Tehéntej Vizes higitdsi sorabal tisztitott mintik PCR reakcioja
A 6. tablazatban feltiintetett mintékat inditottuk a StepOne™ automatiban. Az eredmé-
nyek jol mutatjadk a DNS koncentraciojanak csokkenését, ugyan is a nagyobb higitasokbol, a

reakcid egyre késobbi ciklusadban érte el a termék mennyisége az exponencialis novekedést.
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7. abra: Vizes higitdasi sor amplifikdacios grafikonja (Rn= Normalizadlt riporter szignal, T= tej, 10, 100, 1000,
10000=higitasok mértéke, NTC= No Template Control)
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8. dbra: Vizes higitasi sor olvadasi gérbéi (-Rn’=negativ derivalt riporter szignal, Tm=olvaddspont)
A 7. abra jol mutatja, hogy a higitatlan tejben mar a 18. ciklusban exponencialissa valik a

reakcio,(voros gorbék, T-jelzéssel), ugyan ez a legnagyobb, 10.000-szeres higitasnal (tiirkiz
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gdrbék 10.000- jelzéssel) csak a 32 ciklus kornyékén figyelheté meg. A 10.000-szeres higi-
tasnal toményebb mintakbol mért fluoreszcencia-gorbék (10, 100, 1000, jelzésekkel) pedig
rendre a tej és a leghigabb minta kozti ciklusokban valnak exponencialissa. A negativ kont-
roll-gérbék(No Templat Control= NTC jelzésti voros gorbék) koziil csak a BoCyl1 es pri-
merpar esetén tapasztalhatd fluoreszcencia novekedés a 36. ciklus kornyékén. Ez azért nem
vezet ellentmondasos eredményre, mert az olvadasi gorbék (8.abra) szerint a NTC-termékeket
kivéve, a termékek olvadaspontja 79,03°C-79,33°C kozott mozgott, mely megfelel a primerek
specifikus termékeinek olvadaspontjanak. A BoCy11 primerpar NTC reakciojanak terméke

pedig 74,26°C-os olvadasponttal el is kiiloniil a tobbi mintaétol.

6.3.2. Tehéntej boros higitasi soraibol tisztitott DNS mintik PCR reakcioja
Az 7. tdblazatban feltiintetett mintak amplifikalasat inditottuk el.
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9. abra: Fehérboros higitasi sor amplifikacios grafikonja(T= tej, 10, 100,1000,10000=higitasok mértéke,
NTC= No Template Control)
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10. abra: Véordsboros higitasi sor amplifikaciés grafikonja (T= tej, 10, 100,1000,10000=higitisok mértéke,
NTC= No Template Control)

A fehér- illetve vordsboros higitasi sorbol tisztitott mintak amplifikacios grafikonjai az 9.
és 10. abrakon lathatoak. A tomény tejbdl tisztitott mintak amplifikacidja ezekben a reakciok-
ban is a 18 ciklusnal egyértelmiien exponencialis. A boros higitasi sorok grafikonjai vizeshez
viszonyitva késdbb, a vorosborndl a 24., a fehérbornal a 26. ciklus kornyékén valnak expo-
nencialissa. A boros higitasi sor tagjainak grafikonjai nem valnak el olyan szépen egymastol,

mint a vizes sor esetében. A vordsbornal a 10-szeres €s 100-szoros higitasok grafikonjai jol
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lathatoan elkiiloniiltek, a fehérbornal azonban mar ez sem mondhato el. Az olvadasi gérbék
(11. abra) szerint a tomény tejes, illetve a 10-szerestdl az 1.000-szeres higitasokig a specifikus
79,03°C-79,47°C olvadaspontt termék amplifikalodott, mig a 10.000-szeres higitasok (egy
vorosboros minta kivételével) és az NTC-k esetében alacsonyabb olvadaspontd, nem specifi-

kus termékek amplifikalodtak.

Fehérboros higitdasi sor V&résboros higitasi sor
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11. dabra: Fehérboros-, és vorosboros mintak olvadasi gorbéi (Tm= olvaddspont)

1000

Fluoreszcendia ( -Rn')

05 10000

Hc'imé?seﬁ(’!ét (°Q)
12. abra : 1.000-szeres, 10.000-szeres vérdsboros higitasu mintik olvadasi gérbei (1000, 10000= higitasok
mértéke, Tm= olvaddspont)

Az egyetlen 10.000-szeres vorosboros higitas, melybdl specifikus (78,73°C olvadasponti)
termék amplifikalodott, a BoCy10 primerparbdl készitett mixet tartalmazta. Egyes vorosboros

mintak (2 db 1.000x-es, 1db 10.000szeres BoCy10 primer-mixszel amplifikalodott) olvadasi
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gorbéin egyszerre figyelhetd meg a kiillonboz6 csucsokként megjelend, specifikus, illetve nem

specifikus termékek képzddése (Isd 12. abra).

6.3.3. Tartdlykocsibol szarmazo bormintak, és kazeinmintdk PCR reakcioja
A 8. tablazatban feltiintetett mintak PCR reakciojat inditottuk el. Az amplifikacios grafi-
konon (13. abra) az egyes mintak gorbéi az amplifikacio ciklusai szerint nem kiiloniilnek el

egymastol, késon, a 31.-34. ciklusokban valnak exponencialissa.
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13. dbra: Bormintdk, és kazein tartalmu mintak amplifikacios grafikonja

Specifikus és aspecifikus terméket jelz8 olvadasi gérbék Specifikus terméket jelz8 olvadasi gérbék

( -Rn)

Fluoreszcencia ( -Rn')

Fluoreszcencia

85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 00.0 95.0 85.0 70.0 75.0 80.0 85.0
Tm: 79.47 Tm: 79.47

Hémérséklet (°C) Hémérséklet (°C)
14. dbra: bormintdk, kazein tartalmii mintdk olvaddsi gorbéi (Tm= olvaddspont)

Az olvadasi gorbék (14. abra) szerint specifikus (79,02°C-79,47°C olvadasponttl) termé-
kek keletkeztek egy BoCyl11-es primer-mixszel amplifikalodott fehérbormintabdl, egy
BoCy10-es primer mixszel amplifikalédott vorosbormintabdl, valamint a mind a négy
kazeinmintabol. Az emlitett 6 minta olvadasi gorbéit a 14. abra 2. grafikonjaként kiilon is fel-

tiintettem. A tobbi mintabol nem specifikus (66,63°C-76,48°C olvadaspontll) termékek

amplifikalodtak.
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6.3.4. A 10.000-szeres boros higitasok ismételt vizsgalata céljabol inditott PCR reakcio

A 9. tablazatban feltiintetett mintak PCR reakciojat inditottuk el. Az amlifikacos grafikon

(15. abra) szerint a tejbdl szarmazo mintak T-jelzésii, vords gorbéi pozitiv kontrollként a 18

ciklusban egyértelmiien exponencialis szakaszba keriilnek. A tobbi minta amplifikacidja csak

a 32.-37. ciklusban valik exponencialissa, s6t az egyik BoCy11-es primer-mixszel inditott

1.000-szeres vorosboros higitasbol (15. minta) nem is detektalhaté amplifikacio.
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15. dbra: 10.000-szeres higitasok ismételt vizsgalatanak amplifikacios grafikonja
(Az NTC jelzés a voros gorbékre vonatkozik)(T= tej, 15= 15. minta, NTC= No Template Control)

Az olvadasi gorbék (16. abra) szerint a tejbdl szarmazo mintaknal, Az 1.000-szeres fehér-

boros higitas minden mintajanal, az egyik 1.000-szeres vorosbor, és a 10.000-szeres boros

higitasoknal pedig csak a BoCy11 primer-mixet tartalmaz6 mintaknal detektalhato specifikus

(78,73°C-79,63°C olvadaspontur) termék.

Specifikus és aspecifikus terméket jelz8 olvaddsi gérbék
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16. dbral0.000-szeres higitasok ismételt vizsgadlatanak olvaddsi gorbéi (Tm= olvadaspont)
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6.3.5. Negativ kontroll-bormintak PCR reakcidja

A 10. tablazatban feltiintetett mintdk amplifikalasat inditottuk meg. A tejes mintak
amplifikacids gorbéi mar a 18. ciklusban exponencialisak, a termékek olvadaspont (79,17°C)
alapjan specifikusak. Késdi, a 30. ciklusban exponencialissa valo amplifikacios gorbével ren-
delkezd, specifikus olvadaspontu (79,47°C-79,76°C) termék sokszorozddott mindharom bor
BoCy11 primer-mixes mintaibol. A BoCy10 primer-mixet tartalmazé bormintakbol specifi-

kusnak nem tekinthet6 termék amplifikalodott. Az amplifikacios grafikon a fent leirtakon

feliil nem informativ, az olvadasi gérbéken (17. dbra) viszont jol megfigyelhet6 a valtozatos
olvadaspontt, nem specifikus termékek jelenléte.
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17. abra: negativ kontroll-borok olvadaspont gorbéi (Tm=olvaddspont)
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7. Kovetkeztetés

A tej szekrécioja soran tobb mddon is keriilhetnek mitokondriumok a szekrétumba, ebbol
kovetkezben a tejben a mitokondrialis genom is mindig fellelhet6 lesz. A mtDNS tehat a tej
indikator molekulaja, jo valasztas lehet egyes elegyekben akar fajspecifikus-tejtartalom kimu-
tatasara is. Esetiinkben a tehéntej-maradvany, tehéntej-szennyezddés kimutatasat a tartalyko-
csibol szarmazd borokbdl, a tartalyok tisztitadsanak alapossaga nagyban befolyasolja.

A tehéntej borral valo higitasa soran a kapott elegyekben fluorometriaval alacsonyabb
DNS koncentraciot mértlink, mint az altalunk hozzaadott tejet nem tartalmazo borban. Ha a
fluorometria eredményeiben megbizunk, joggal feltételezhetjiik, hogy a deritéskor keletkezd
pelyhes csapadékba keriil a rendszerben talalhato DNS nagy része.

Hagyomanyos PCR alkalmazasaval a tehéntej 10-szeres boros higitasaban kaptunk speci-
fikus, a szarvasmarha mtDNS jelenlétét igazold terméket, tehat 10-es higitasbol mutattuk ki a
tehéntejet.

SYBR® Green real-time PCR-el tortént vizsgalataink soran a tej vizes higitasi sorabol, az
olvadasi gorbe analizisébdl kovetkezden, 10.000-szeres higitas esetén is értékelhetd, specifi-
kus jelet kaptunk. A boros higitasi sorokbol 1.000-szeres higitasig megbizhatoan detektaltuk,
10.000-szeres higitas esetén nem tudtuk megbizhatéan kimutatni a tejtartalmat. A vorosbor
higitasi soranak amplifik4cios gdrbéi hamarabb lesznek exponencialisak, ebbdl arra kovetkez-
tetésre jutottunk, hogy tobb target DNS-t tartalmaznak a fehérbornal tapasztaltakkal szemben.
A vordsboros higitasnal figyeltiink rd, hogy a mintat a keletkezett csapadék kozelébdl vegyiik,
igy arra gondolunk, hogy a csapadék-képzddéskor a DNS jelentds része is csapadékba kertil,
igy érdemes a vizsgalandd mintat a rendszer iiledékes részébdl venni. A kazein tartalmu min-
tak reakcioi soran egyértelmiien detektalhato specifikus termeék, igy megallapithato, hogy a
gyarilag tisztitott szarvasmarha kazein tartalmaz mtDNS-t.

A tartalykocsibol szarmazo borok esetében néhany mintabol ugyan detektaltunk specifi-
kus termékre utald jelet, azonban ez alapjan nem allithatjuk, hogy biztonsaggal meg tudjuk
hatérozni a borok tej-maradékanyag tartalmat. Ezt véleményiink szerint a borban fellelhetd
mMtDNS csekély mennyisége okozhatja, amelyre a tartalykocsik tisztitasan feliil a borok deri-
tésének elvét képzo csapadékképzddeés is magyardzatot nyujt. A felhasznalt kontroll borok
csak a reakcio vége felé adtak specifikus termékre utal6 jelet. Mindharom bor reduktiv elja-
rassal késziilt, amelyben gyakrabban sziikséges a bor esztétikai értékének novelése, ezért a

deritéshez hasznalt kazein-készitmény mtDNS tartalma okozhatja a termék megjelenését.
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A fent leirtak alapjan, a real-time PCR jo molekularis biologiai eszk6znek bizonyult a tej-
tartalom detektalasahoz, hasznalhato lehet szarvasmarha eredet (és mas fajokra jellemzd)

allergének élelmiszerekbdl vald, gyors és érzékeny kimutatasara.
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8. Osszefoglalas

A tejmirigyben a tej elvalasztasa soran keriilhetnek mitokondriumok a tejbe. Fizioldgidsan
a tejszekrécio természetes tipusai folytan €s a tejszoveti sejtek megujulasa soran, patologidsan
az emelkedett szomatikus sejttartalom miatt. A szarvasmarha mitokondriumokat tartalmazé
tehéntej tobbféle okbol lehet a borban. Deritésre, azaz a borban lebegd vagy oldott anyagok
kicsapasara ¢s a savak finomitdsara hasznalhat6 a borok kezelése sordn, de mint szennyezddés
is keriilhet a borba. Szennyezddésként egy specialis borhamisitdsi modszer soran, amikor ha-
zankba gyenge mindségii bor a kiilfoldre tejet szallito kamionokban visszaruként érkezik. Az
importalt bor szintén gyenge mindségii magyar borral keverve kertil értékesitésre.

Dolgozatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy egyszerti molekularis modszerekkel, milyen
érzékenységgel vagyunk képesek kimutatni a tehéntejet borbol.

Kisérleteinkben a kimutatand6 célmolekula, a tehéntejben eléforduld szarvasmarha
mtDNS volt. Egyiittmiikodve a Nemzeti Elermiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Boraszati és Al-
koholos Italok Igazgatdsadgaval, neves termeldktdl szarmazd tiszta magyar borokbdl és Olasz-
orszagbol érkezd tartadlykocsikbol szarmazo borokbol kaptunk mintékat.

Hagyomanyos PCR segitségével a tej 10-szeres boros higitasabol, real-time PCR haszna-
lataval pedig a tej 1.000-szeres boros higitasabol mutattuk ki a target molekulara jellemz6
szekvenciat. Ezzel szemben tehéntej vizes higitasi sorabol, mind hagyomanyos, mind real-
time PCR alkalmazasaval 10.000-szeres higitasokbol is kimutathato a target szekvencia. Gya-
ri szarvasmarha-kazeinben és kereskedelmi forgalomban kaphat6 borokban is szarvasmarha
mitokondrialis DNS tartalomra utalé jeleket tapasztaltunk.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a mitokondrialis DNS a tej indikéator
molekuldja, j6 valasztas lehet egyes elegyekben a fajspecifikus tejtartalom kimutatdsara. A
higitasi sorokban mért DNS koncentraciok alapjan joggal gondolhatunk arra, hogy a bor deri-
tése soran a rendszerben jelen 1évé DNS jelentds része a keletkezd pelyhes csapadékba kertil.
A real-time PCR a hagyomanyos PCR-nél mintegy 100-szor érzékenyebb modszer borbol
tejtartalom kimutatasara. A gyarilag tisztitott szarvasmarha-kazein tartalmaz mitokondrialis
DNS-t. A kontrol borokban kimutatott mtDNS azok deritésébdl adodik. Modszeriink a tejal-

lergének élelmiszerekben vald kimutathatésagahoz nagyban hozzajarulhat.
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9. Summary

In mammary gland, during milk secretion, mitochondria can get in milk. Physiologically,
due to the natural types of milk secretion and the renewal of the mammary gland’s cells,
pathologically, due to the elevated somatic cell contetnt. Cow’s milk (containing bovine
mitochondria), appears in wine for various reasons. Milk could be used for the purification of
wines, that is denaturation of floating, or dissolved particles, and refinement of acids, tough
milk could also get in wine as contamination. Milk contamination can appear as a result of
special wine falsificatin method, when wine of poor quality from abroad comes to our
homeland, in tank trucks, whiches were used for milk logistics in reverse directoin before.
Fakers mix and sell this quantity of wine with hungarian wine haveing the same poor quality
like the ilegally imported one.

In our paper, we were looking for the answer, what degree of sensitivity could we detect
cow’s milk from wine using simple molecular methods.

Bovine mitochondrial DNA is the target molecule in our experiments. In cooperation with
the National Food Chain Safety Office’s Direction of Wine and Alcoholic Drinks, we
examine clear wines from noted Hungarian producers, and also wines carried to Hungary in
the mentioned tank trucks.

Using conventional PCR, we were able to detect the milk in 10x wine-dilution. Using
real-time PCR we were able to detect milk in 1.000x wine-dilution. On the other hand, milk
was detectable from 10.000x water-dilution, using both of our PCR methods. We found signs
of bovine mitochondrial DNA contetnt in factory-purificated bovine casein and also in
commercially avaiable wines.

Our results suggest that the mitochondrial DNA is an indicator molecule of milk, and
would be a good choice to detect species-specific milk content in some mixtures. Based on
the measured DNA concentracions in the dilution series, we could conclude, that during the
purification of wine, a significal portion of DNA get in the formed flaky precipitate. Real-
time PCR is about 100 times more sensitive method for milk content detection from wine,
than conventional PCR. Factory-purificated bovine casein contains mitochondrial DNS.
Mitochondrial DNS, detected in the commercially avaiable wines arises from wine
purification. Our method may contribute to detection of milk allergens in different foods.
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10. Koszonetnyilvanitas

Elséként szeretném megkoszonni témavezetdmnek, Maréti-Agots Akos adjunktus trnak,
az iranymutatast, a sok k6zos munkat, a folyamatos lelkesitést, és rengeteg segitséget.

Koszonettel tartozom e tudomanyos diakkori dolgozat 1étrejottéért az Allattenyésztési,
Takarmanyozastani és Laborallat-tudomanyi Intézet vezetdjének, Hullar Istvan docens tirnak,
az Allattenyésztési Osztaly vezetSjének, Gaspardy Andras docens tirnak, hogy bekapcsolod-
hattam az Osztalyon foly6 kutatasba. Koszonettel tartozom az Osztaly tobbi munkatarsanak
Legfoképpen Keindl Agnesnek és Annus Kata doktornének a laboratoriumi segitségért.

Szeretném megkdszonni Dr. Szita Gézanak az élelmiszer-higiénia témakdrében nyujtott
segitségét valamint Forgach Petranak, a Jarvanytani és Mikrobioldgiai tanszék adjunktusanak
aki labormunkakat segitette tanacsaival. Koszonom Dr. Papp Tibornak, a Magyar Tudoma-
nyos Akadémia Allatorvos-tudomanyi Bizottsag tagjanak a gyors és készséges real-time PCR-
hez nyujtott techinkai segitséget.

Sok koszonet illeti Baratossy Gabort, a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Bora-
szati és Alkoholos Italok Igazgatosdganak igazgatd helyettesét s Brozik Esztert, a Boraszati
¢és Alkoholos Italok Igazgatosaganak munkatarsat. K6szondm nekik a dolgozat téméjat, az
¢lelmiszerlanc-biztonsaggal €s a boraszattal kapcsolatos kérdésekben nyujtott segitséget.

Kosz6nom Kerékgyartd Bencének, az Allattenyésztési osztalyon tudomanyos diakkori
munkat folytato bajtarsamnak a k6zos munkat, és sok gyakorlati segitséget. K6szondm Len-
gyel Péter és Németh Krisztian évfolyamtarsaimnak és barataimnak a korszakalkotd nyelvi
gondolatokat, Mohéacsi Péter Daniel baratomnak az informatikai hattérben nytjtott nélkiiloz-
hetetlen segitséget, Drozdik Attila tanar Urnak, boréaszattal is magas szinten foglalkozo, gim-
naziumi kémia-mesteremnek a bortechnologiai kérdéseim készséges megvalaszolasat, vala-
mint megtiszteld érdeklédését dolgozatom témadja irant. Koszondm Aquindi Tamasnak, aki
tiszta és logikus gondolkodasaval segitett a nehéz pillanatokban.

Végiil szeretném megkdszonni csalddomnak €s barataimnak a tiirelmet €s tAmogatast,

ugyanis ezek nélkiil dolgozatom nem jott volna létre.
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