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|. Tapcsatorna emészthetdségi vizsgalatok
patkanymodellben (SBA, KTI, BBI)

3> Sl Gyomorszondas adagolas
S 20 mg/ml of SBALB

= ) Extrakcio a belfalrol
/ § 0,01 M PBS-0,IM N-galaktéz (pH=7,4)
1 = ee— .
Lektinek (SBA)

l Gyomor, béltartalom mosas aprotinin tartalmu jeges DV
vizzel

Tripszin inhibitorok (BBI, KTI) és mas bioaktiv fehérjéek/allergének



N6vényi lektinek tulélése a tépcsatornéban

ConA Jack bab o-D-mannoz,
a-D-glukoz

PHA Voros vesebab N-acetil- >90
galaktozamin

GNA Hovirag hagyma  o-1-3 mannoz >90

SBA Szojabab N-acetil - 40-50
D-galatozamin

WGA Buzacsira N-acetil-B-D- 50-60
glukozamin

PSA Borso o-D-mannoz 30-40

VFL Lobab o-D-mannoz 20-30

p  Proteins: Bichemistry and Biotechnology. G.Walsh (ed). Wiley, 2001, |37; Pusztai et al. In: COST
98, Bardocz et al. (eds.), EC, 1996, 1, 22-28.



Széja lektin (SBA)

» proteolizisnek ellenallo a tapcsatornaban

» specifikus kotodes gluko-konjugatumokhoz
(tapcsatorna/mikroba)

» mitogen hatas (vékonybel proliferacio)
» endocitozis (szisztemas hatas a szerveken/ immunmodulalas)

» hosszantarto etetésnel negativ N-merleg

4 Pusztai et al. In: COST 98, Bardocz et al. (eds.), EC, 1996, I, 22-28.



Szo6ja proteaz inhibitorok (KTI, BBI)

specifikus 3D szerkezet-tripszin aktiv kotohely blokkolasa
csokkent fehérje/peptid emeszthetoseg

pankreasz hiperplazia es hiperszekrecio

megnovekedett endogen feherje szekrecio

vV Vv Vv 99v Vv

negativ N-meérleg



Tapcsatornaban rezisztens immunrektiv széja
lektin és proteaz inhibitorok
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Az enzim inhibitorok aktivitasa patkany
gyomorban és bélben

|. SBALB

2. Gyomor
3-8.Vekonybél
9. BBI (TRY/CHY)
10. KTl (TRY)




SBALB/LA terheléses patkanyetetési kisérlet
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Latszolagos emészthetoség (%)
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Székletbe kivalasztott SBA szintje
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Immunreaktiv SBA, KTI, BBl szintje patkany

szérumban
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SBALB: 1-7, 16-22, 30-35, 55-61; LA 8-15, 23-29, 36-55



Specifikus IgA szintje a székletben
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SBALB: 1-7, 16-22, 30-35, 55-61; LA 8-15, 23-29, 36-55



SBA hatast igazolo testtomeg novekedési gorbe
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Kovetkeztetések

» KTI, BBI jelentosen degradalodott a tapcsatornaban

» SBA funkcionalisan aktiv formaban mérheto volt a tapcsatornaban és
jelentos mertekben javitotta a fehérjehasznosulast a LA szakaszban.

» SBA csokkentett SBALB etetésenel a pozitiv hatas elmaradt a LA
szakaszban

» a funkcionalisan aktiv SBA vekonybél proliferaciot eredmeényezett,
segitve ezzel a tapcsatorna felszivo feluletének gyorsabb megujulasat,
mely kedvezobb latszolagos emeészthetoseget és jobb takarmany
hasznosulast biztositott

» az immunaktiv SBA a tapcsatornahoz kapcsolt immunitasra is
kedvezo hatast gyakorolhat

p Pusztai et al, (1997): Novel dietary strategy for overcoming the antinutritional effects of soyabean
whey of high agglutinin content. Brit.. |. Nutr., 77 (6) 933-945.



2. Tapcsatorna emészthetoségi vizsgalatok
sertésmodellben

Large White x Landrace

‘ Cryl1Ab (Bacillus thuringiensis) fehérjét
hordozoé kukorica

» rovid ideig tarto
» hosszu ideig tarto
» keresztgeneracios Kkiserletek

Teagasc

Breed Evaluation Unit,
Moorepark Research
Centre, Ireland




Cryl Ab fehérje

» CrylAb (Bacillus thuringiensis) feherjet nem talaltak toxikusnak
haszonallatokban

» Cryl Ab nem mutatott homologiat ismert allergenekkel és
sikeresen lebomlott szimulalt gyomor és bélfolyadekokban

» Kukoricamoly ellenallo MON 810 kukoricaval etetett patkanyok
immunvalaszaban eltérést tapasztaltak a nGM kukoricaval
szemben

EFSA (2009) Scientific opinion of the panel on genetically modified organisms on applications
(EFSA-GMO-RX-MONS810) for the renewal of authorisation for the continued marketing EFSA
] 1149.

W. Xu, S. Cao, X. He,Y.Luo, X.Guo,Y.Yuan, K.Huang (2009) Safety assessment of Cry|Ab/Ac fusion
protein Food and Chemical Toxicology, 47., 14591465

Finamore et al. (2008) Intestinal and peripheral immune response to MONS810 maize
ingestion in weaning and old mice. ] Agric Food Chem 56: | 1533—11539.



Rovid ideig tarto sertés etetési kisérlet (31 nap)

Csoportok: 10 allat/csoport
|. GM kukorica (Pioneer PR34N44 event MONS8I0)

2. nGM kukorica (Pioneer PR34N43)

Tapok: 38.9% GM (Cryl Ab 103 ppb) vs nGM kukorica
31 napig

Mintak: (Cryl Ab; Cryl Ab IgG/IgA): gyomor és vekonybel
folyadek, plazma, szervek, ST izom)

Walsh et al. (201 1) Fate of Transgenic DNA from Orally Administered Bt MON8I10 Maize and
Effects on Immune Response and Growth in Pigs. PLoS ONE 6(11)7|/journal.pone.0027177



Cry | Ab fehérje sorsa tapcsatornaban

Mintak Pozitiv mintak szama Pozitiv
esetek
GM gyakorisaga

(%)
Gyomor 0 3 2.74 30
Vékonybél 0 8 2.45 80
Vagbél 0 3 2.4 30
Vastagbél 0 8 2.67 80
Plazma 0 0 <LOD 0
Maj 0 0 <LOD 0
Lép 0 0 <LOD 0
Vese 0 0 <LOD 0
ST izom 0 0 <LOD 0



GM vs nGM kukorica rovidtavu etetésének
hatasa a sertés plazma Cryl Ab IgG szintjére

2.000 ———Non-GM —{0—GM —&— Control
1.600
£
c
o 1.200 A1
w0
<
Q
O 0.800
0.400 -
0.000 - A=)
1 10 100 1000
reciprocal serum dilution

CrylAb IgG nem volt detektalhato (ELISA) egyik vizsgalt mintaban sem



GM vs nGM kukorica rovidtavu etetésének
hatasa a sertés plazma Cryl Ab IgA szintjére
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CrylAb IgG nem volt detektalhato (ELISA) egyik vizsgalt mintaban sem



Kozepesen hosszu ideig tarto sertés etetési
kisérlet (110 nap)

Csoportok: 10 allat/csoport
|. GM kukorica (Pioneer PR34N44 event MONS810)
2. nGM kukorica (Pioneer PR34N43)

Tapok: valasztastol | 10 napig (CrylAb 103 ppb)
indito 27.3% 12 napig
szoktato 38.9% 30 napig
valasztasi 65.3% 28 napig
hizlalo |  73.4% 42 napig
hizlalo 2 79.1% 47 napig

Mintak: (Cryl Ab; Cryl Ab IgG/IgA) gyomor es vekonybél
folyadek, plazma, (0, 27, 55, 97, vagasi nap) szervek, ST izom

» Wialsh et al., (2012) Effects of feeding Bt MON810 maize to pigs for |10 days on peripheral immune
response and digestive fate of the cryl Ab gene and truncated Bt toxin. PLoS ONE 7:e36141.



Cry 1 Ab fehérje tapcsatorna rezisztencia és
transzlokacio vizsgalata

Pozitiv mintak szama Pozitiv
esetek

gyakor. (%)

Gyomor 0 10 25.45 100
Vakbeél 0 8 8.69 80
Vastagbél 0 10 32.74 100
Beélfodri 0 0 <LOD 0
nyirokcsomo
Plazma 27 0 0 <LOD 0
Plazma 55 0 0 <LOD 0
Plazma 97 0 0 <LOD 0
Plazma vagasi 0 0 <LOD 0
Maj 0 0 <LOD 0
ST izom 0 0 <LOD 0



GM vs nGM kukorica kozéptavu etetésének
hatasa a sertés plazma Cry |l Ab IgG szintjére
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CrylAb IgG nem volt detektalhato (ELISA) egyik vizsgalt mintaban sem



GM vs nGM kukorica kozéptavu etetésének
hatasa a sertés plazma Cryl Ab IgA szintjére
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CrylAb IgG nem volt detektalhato (ELISA) egyik vizsgalt mintaban sem



Kereszt-generacios sertés etetési kisérlet

Csoportok: 10 allat/csoport
|. GM kukorica (Pioneer PR34N44 event MONS8I0)
2. nGM kukorica (Pioneer PR34N43)

Tapok: inszeminaciotol a laktacio vegeig (Cryl Ab 103 ppb)
143 nap GM vs nGM kukorica
kocatap a vemhesség alatt 86.55%
kocatap a laktacio alatt ~ 74.42%

Mintak: (Cryl Ab; Cryl Ab IgG/IgA): plazma (koca 0,28, | 10
nap és a laktacio vegen; valasztasi malac 28 nap), kolosztrum
(koca)

CrylAb es Cryl Ab IgA/lgG nem volt kimutathato a mintakban

> Buzoianu et al., (2012) Effects of Feeding Bt Maize to Sows during Gestation and Lactation on Maternal and
Offspring Immunity and Fate of Transgenic Material. PLoS ONE 7(10): e47851.doi:10.1371/journal.pone.004785 1



Kovetkeztetések

Kukoricamoly ellenallo MON 810 kukoricaval kulonbozo ideig
etetett sertesekben

> a Cryl Ab fehérje a tapcsatornaban ellenallt az emésztesnek,
de mar nem tapasztaltunk transzlokaciot a keringésbe, a
szervekbe és az izomba

> a sertesek Crylab specifikus ellenanyag valaszaban nem
tapasztaltunk eltéréest a nGM kukoricaval szemben

> adataink a korabbi irodalmi adatokkal nem voltak
ellentmondasban

> tovabbi vizsgalatok szuksegesek a tapcsatornaban tulelo
Cryl Ab feherje lektin aktivitasanak vizsgalatara

» Reuter, T, Aulrich, K. (2003): Investigations on genetically modified maize (Bt-maize) in pig
nutrition: fate of feed ingested foreisn DNA in pig bodies. Europ. Food. Res. Technol. 216:185-192
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