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Eljaras magvak lizintartalmanak a meghatarozasara
KIVONAT

A talalmany névényi magvak lizintartalmanak a meghata-
rozasara vonatkozik immunmeghataroz6 eljarassal. A talalmany
szerinti eljaras abban all, hogy egy EF komplexet felismerd
antitesttel hozzak érintkezésbe a magkivonatot, majd meghaté-
rozzak, hogy a magkivonat és az antitest k6zott fellép-e kotés.
Magkivonatként elsésorban novényi endospermiumbol szarma-
z0 proteint alkalmaznak. E célra elsésorban kukorica, kéles, ci-
rok, rozs, bza, arpa, sz6jabab, napraforgdé magvanak vagy
rizsmagnak a kivonatat alkalmazzak. Az alkalmazott antitest
proteinként els6sorban EF-la, EF-1By és EF-2 proteint ismert
fel.

A modszer elvi el6nye, hogy a mag EF koncentracioja a
mag lizintartalmaval magas szint{ korrelacidban all. A talal-
many tovabba egy készletre is vonatkozik, amely magvak
lizintartalmanak meghatarozasara alkalmazhat6, és a kovetke-
zOket tartalmazza: egy feliiletet, ame.ly a magkivonatot megkoti;
egy els6 tartoedényt, amely az EF komplexet megkotd antitestet
tartalmazza; egy masodik tartéedényt, amely egy mésodik anti-
test és jelz6anyag konjugatumat tartalmazza, ahol a masodik
antitest az elsG antitestet megkoti; és egy szert a meg nem ko-

tott protein eltavolitasara.
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Eljaras magvak lizintartalmanak a meghatarozasara

A talalmany teljes altaldnossagban novények genetikai
szelekci6janak eszkozeire, konkrétan magvak lizintartalmanak a
meghatarozasara vonatkozik.

A lizin emberek és szamos, gazdasagi szempontbol fontos
allat étrendjében esszencidlis aminosav.

Az olyan magvak azonban, mint a kukorica, koles és cirok,
a lizint csak csekély koncentracidban tartalmazzak. Ennek ko-
vetkeztében az ilyen magvakbol élléiétrendet kiilon, altalaban
koltségesebb lizinforrasokkal kell kiegésziteni.

A mez6gazdasagi kutatasnak 1ényeges céljava valt e mag-
vak taplalkozasi mindségének a javitasa, kiilonosen a kukorica
(lasd osszegzésben: Mertz €s munkatérsai: Science 145, 279
(1964); valamint Nelson: Adv. Cer. Sci. Tech. 3, 41 (1980)). A
A kukoricaprotein 1,5% lizint tartalmaz az emberi étrend vi-
szont optimalisan megkodveteli, hogy a protein 5%-a lizin le-
gyen. Ezért a kutatas jelentds része a lizin kukoricamagvakban
1évé koncentracidjanak novelésével foglalkozik. A kukorica
javitott valtozatainak a kutatésa altalaban alkalmazhat6 mas
magvakra, igy a cirokra és kdlesre is, amelyeknek hasonlo

endosperm (sperman beliili) tulajdonsagai és endosperm prote-
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injei vannak (lasd: Shull és munkatarsai: Protoplasma 171, 64
(1992)).

Mertz és munkatarsai (l4sd a fentebb idézett kézleményt)
felfedezése, a nagy lizintartalmG “opaque2” kukoricatorzs -
amely fehérjetartalméaban 3% lizint tartalmaz - szamos vizsga-
latra Osztonzott, amelyek sordn a magvakat lizintartalmuk
alapjan szelektaltak. Kimutattak, hogy az opaque2 torzs
lizinkoncentraci6ja magasabb, mint az Gstorzsé, mivel az
opaque2 magvak a mag endospermajabol szarmazo,
lizinhidnyos zein proteinfrakciot kisebb koncentracidban, és a
lizint tartalmazo6 nem-zein proteinfrakciot magasabb koncent-
raciéban tartalmazzak. Mivel az opaque2 endospermiuma szo-
katlanul lagy és keményit6szert, ezt az Ggynevezett “nagy
lizintartalm” kukoricat mindeddig szeléskdriien nem hasznosi-
tottak. Folyamatosan fejlesztenek aj torzseket az “opaque2”
modositd génjeinek alkalmazésdval a magvak szelekcidja Gtjan,
amelyeket lizintartalmuk mérésére alapoznak. Kozelebbrél lasd
a kovetkez6 helyen: “Nagy lizintartalm(, magas
triptofantartalm gabonamagvak felfedezése” Quality Protein
Maize, szerk. Mertz, 1-8. old. (Am. Assoc., Cereal Chemists,
1992).

A magvak lizintartalma mérésének fontos lépése - amelyet
a valtozatok, igy az opaque2 torzs valtozatainak kifejlesztésé-
ben alkalmaznak - azonban lassi, koltséges és a magmintakra
karos hatasiu. Ennek oka az, hogy a mérési eljaras egy hossza-
dalmas hidrolizis 1épést kivan, amelyet kovet az amino-
sav-elemzés vagy kozvetett mérés egy festékanyag kot6désének

a moédszerével (Mertz és munkatarsai: Science 145, 279 (1964);




valamint Cereal Chem. 51, 304 (1974)). A lizinmérési modszer
altalaban szintén tobb magvat kivan, hogy elegendé mennyisé-
gl szovet alljon az elemzés rendelkezésére. Ez géatolja a geneti-
kai keresztezd kisérleteket, amelyek a tobbrendbeli utédokat
csupan a lizin meghatarozasi eljarasara igénylik.

Ezek a nehézségek a tokéletesitett, magasabb lizintartalma
magvak fejlesztésének koltségeit novelik, és a fejlesztést lassit-
jak.

A proteinfrakciobdl szdrmazé lizin mérésén kiviil, az egyes
magproteineket és azok lizintartalméat néha kiillonboz6 fajtdkon
mérik. Damerval (Heredity 10, 38 (1993)) kimutatta, hogy az
opaque2 kukoricafaj nagyobb lizintartalma legalabb hat, nem
azonositott nem-zein, a kukorica endospermiuméban 1évé poli-
peptid megnovekedett mennyiségébdl szarmazik. Hasonlokép-
pen Habben és munkatarsai (Plant Molec. 23, 825 (1993)) olyan
cDNS-t klonoztak, amely lizint tartalmazoé proteineket kédol, és
az Ostipush fajtaval 6sszehasonlitva az opaque2 kukoricafajta-
ban nagyobb mennyiségi hosszabbito faktor 1a-t (“EF-1a‘),
tripszin-gatlot, katalaz 2-t, NSP 113-at és RSP 40 mRNS-eket
talaltak, és viszonylag valtozatlan mennyiségben olyan
mRNS-eket, amelyek mas, lizint tartalmazé proteint, igy sza-
charéz-szintazt kodolnak. Azt talaltdk, hogy ebben a csoportban
az EF-1la protein 11% lizint tartalmaz. (Aquilat és munkatarsai:
Plant Molec. Biol. 17, 351 (1991)). Méas mag-endospermiumbol
szarmazo proteinek SDS-PAGE elemzése magasabb mennyisé-
gl ADPG pirofoszforilaz fehérjét mutatott ki a nagy
lizintartalma opaque?2 fajtaban az Gstipushoz képest (Habben és

munkatarsai idézett kozleménye 831. és 833. old.). Jellegzetes



magproteineket néha immunol6giai médszerekkel
kvantifikalnak (lasd példaul: Paiva és munkatarsai: Cereal
Chemistry 68, 276 (1991)).

Mindeddig azonban nem valdszinisitették, és bizonyitékot
sem hoztak fel arra vonatkozb6an, hogy egyedi magproteinek
vagy ezekkel kapcsolatos mRNS-ek a fentebb dsszegzett
miszaki eljarasokkal mérhet6k a magvak viszonylagos
lizinkoncentracidjanak meghatarozasara. igy tovabbra is fennall
az igény egyszerd és gyors modszer (eljaras) irdnt magvak
lizintartalmanak a meghatarozaséra.

Talalméanyunkat az aldbbiakban 0sszegezziik.

A fentiek alapjan a taldlmény targya javitott modszer
(eljaras) kidolgozasa magvak lizintartalmanak a mérésére.

A talalmany egy tovabbi célja eljaras kifejlesztése kilon-
b6z6 magvaltozatok gyors és egyértelmi dsszehasonlitasara.

A taldlmanynak ez a célja és egyéb céljai megvaldsitasa
lehetévé vélik egy egyszerli immunolégiai modszerrel magvak
lizintartalmanak a meghatarozéasara, amely egy anti-EF komplex
antitestnek a magproteinnek végbemendé kotédésén alapul. Ez
az eljaras felhasznélhato ﬁj‘kukorica-, cirok-, koles-, buza-, ar-
pa-, rozs-, sz6jabab-, napraforgé-, “canola’- és rizsvaltozatok
genetikai szelekcidjara; és az el6z6 modszerektdl eltéréen mé-
résenként csak egy magot igényel. Az eljaras nincsen korlatoz-
va ép antitest alkalmazasara, amely az EF komplexet megkoti
az immunmeghatarozas kotési (kapcsolasi) 1épésében, hanem az
eljarasban az antitest fragmentumait tartalmazoé reagensek is

felhasznalhatok. A talalmany tovabba diagnosztikai tesztkészle-
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teket nyuajt kiilonb6z6 formatumokban (kiviteli formakban) a
mag lizintartalmanak a kimutatasara.

Az aldbbiakban roviden leirjuk az 4brak magyarazatat.

Az 1. dbra regresszids viszonyt abrazol kiilonb6z6 kukori-
ca-genotipusokbdl eredd lizin EF-1a ELISA mérésére €s lizin
mérésére.

A 2. abra regresszids viszonyt szemléltet kiilonb6z6é kuko-
rica-genotipusokbdl eredd szachardz-szintdz mérésére és lizin
mérésekre.

A 3. abra regresszi6s viszonyt mutat be kiilonb6z6é kukori-
ca-genotipusok ADPGaz mérése és lizin mérése kozott.

A kovetkez6kben részletesen bemutatjuk a talalmany eld-
nyos kiviteli formait.

Szignifikdns korrelaciot ismertiink fel a mag EF-1a és a
mag lizintartalmdnak immunolégiai mérése k6zott. Ennek meg-
felel6en a talalmany lehetové teszi magvak lizintartalmanak
kimutatasat példaul tenyésztési program keretében a
lizintartalom javitasa cé€ljabol, a magbdl szarmazo EF komplex
egyszerd mérése utjan. Ebben a vonatkozasban az “EF komp-
lex” olyan komponenst jelent a sejt proteinszintetikus mecha-
nizmusaban, amely a polipeptid hosszabbitasdban vesz részt.
Az EF komplex EF-1a, EF-1By és EF-2 proteint tartalmaz
(Lauer és munkatarsai: J. Biol. Chem. 268, 1644 (1984); ame-
lyet teljes egészében hivatkozasként épitiink be).

Magas szinti korrelaci6 megfigyelése EF-1a és lizin ko-
zO6tt magvakban meglepd, mert két masik lizint tartalmazd,

magvakban 1év6 protein - a szachar6z szintaz és ADPG



pirofoszforilaz - mérési eredményei nincsenek korrelacioban a
mag lizintartalmaval.

E megfigyelésiink eredményeként elsé izben hasonlithat6
6ssze immunmeghataroz6 eljarassal kiillonb6z6 magvaltozatok
lizintartalma. Ezek a modszerek természetesen gyorsabbak és
konnyebbek, mint az eddigi, mag-lizintartalom mérésére alkal-
mazott eljarasok. Pontosabban, a jelen taldlméany lehetévé teszi
az EF komplex mérését nem tobb, mint egy magbdl nyert vizes
magkivonatban.

A talilmany szerinti EF komplex immunmeghatarozast agy
végezziik, hogy kapcsolatba hozzuk az antitestet, vagy az anti-
testnek EF komplexet felismerd, kapcsolé fragmentumat, vagy
az antitest egy komponensét a magproteinnel
immunmeghatirozas koriillményei kozott, s igy szignalt gerjesz-
tiink az antitestnek a proteinhez valé kotésének valaszaként. Ez
a szignalvalasz jelzi a mag-lizin jelenlétét.

A lizin kimutatasara alkalmas magkivonat eléallitasara
olyan mag-el6készitési eljardsok alkalmazhatok, amelyek a
nem-zein proteint szolubilizaljak. Az elényés modszer abban
all, hogy fagyasztott vagy szaritott magvakat mozsarban mo-
zsartordvel finom porra apritunk vagy orliink, majd a proteine-
ket alkalikus pufferban oldjuk, amely natrium-dodecil-szulfatot
és 2-merkapto-etanolt tartalmaz (lasd Wallace és munkatarsai
fentebb idézett kozleményét). A szolubilizalt fehérjét
immunmeghatarozasban alkalmas pufferoldattal higitva kézvet-
leniil felhasznaljuk, vagy tarolas utin szolubilizalt, fagyasztott

vagy kicsapott formaban végzett tarolas utan alkalmazzuk.



A magkivonatot az antitesttel és jelz6anyaggal egyesitjiik a
jelen talalméany szerinti immunmeghatarozoé eljarasban

Ebben a vonatkozasban az “antitest” mind monoklén, mind
poliklon antitestekre vonatkozik. Ez az antitest az antitestek
barmelyik csoportjdhoz (példaul IgG, IgM, IgA) tartozhat.
Monokloén antitest (Mab) termelésének céljara altaldban ugy ja-
runk el, hogy limfocitdkat izolalunk, €s azokat
miel()masejtekkel fuzionalva hibridéinékat alakitunk ki. Ezt ko-
vetden a klonozott hibridobmakat olyan antitestek tefmelésére
vonatkozoéan szkrineljiik, amelyek EF-1a-hoz kot6dnek. Az
“antitesten” annak fragmentumait, gy mint az anti-EF-1a anti-
testek Fv, Fab, Fab’, F(ab), és F(ab’), fragmentumait, valamint
ilyen fragmentumok konjugatumait és az igynevezett “antigént
ko6ts proteineket” (egylancu antitesteket) is értjiik, amelyek
anti-EF-1a antitesteken alapulnak, példéul a 4 704 692 szamu
Egyesiilt Allamok-beli szabadalom szerint, amelynek tartalmat
hivatkozasként foglaljuk e leirésunkﬁa. Mas moédon a Mab-okat
vagy azok valamilyen fragmentumat a jelen talalmany szerint a
szokasos eljarasok alkalmazasaval allithatjuk el6 izolalt DNS
expresszidja utjan, amely egy ilyen Mab kiilonb6z6 szakaszait
koédolja olyan gazdasejtekben mint az E. coli (Ward és mun-
katarsai: Nature 341, 544 (1989)), vagy transzfektalt ragcsalo-
-mielomasejtekben (Gilliew és munkatarsai: Biotechnol. 7, 799
(1989); valamint Nakatani és munkatérsai: Biotechnol. 7, 805
(1989)).

Az EF-1a bdségesen eléfordul(’)‘protein, amelyet szdmos
novényfajban vizsgaltak (Carvalho és munkatarsai: Arch.

biochem. Biophys. 234, 591 (1984); valamint Aguilar és mun-
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katarsai: Plant Molec. Biol. 17, 351 (1991)). E leirasunkban a
talalmany szerinti antitest altal megkotott fehérjét “EF-1a‘“-nak
jeloljiik, és ezen barmely fehérjét értiink, amelynek amino-
savszekvenciaja eléggé hasonlé az EF-1a-hoz, hogy az EF-la
elleni antitesttel reagaljon. Igy az EF-1a kategéridba tartozik
példaul egy “virenektin-szeri protein”, amelyet Zhu és mun-
katarsai irtak le (Plant Cell 6, 393 (1994)), amelynek amino-
savszekvencidja tobb mint 93%-ig azonos az EF-1a amino-
savszekvenciajaval, s amely az anti-EF-1a antitesthez kotddik.

E leirdsunkban a “jelzéanyag” (Marker”—anyag) barmilyen
molekulat jelent, amely valamilyen antitesthez konjugéalédik
(kapcsolodik), és egy immunmeghataroz6 eljaras soran kimu-
tathato szignalt ad. A jelz6anyag lehet valamilyen katalizator,
és lehet nem-katalitikus molekula. Katalizator-jelz6anyagként
elényos valamilyen enzim, példaul B-galaktozidaz, alkalikus
foszfataz vagy torma-peroxidaz, jollehet nem-katalitikus jel-
z6anyag, igy példaul valamilyen fluoreszcenciara vagy kemi-
lumineszcenciara hajlamos egység is alkalmas.

A szakteriileten jartas egyén szdmara az immunmegha-
tarozo eljarasok jol ismertek. Az immunmeghatdrozas alapjat
képez6 megkozelités a taldlmany szerinti alkalmazasra is adap-
talhat6. Az immunmeghatarozas alapja - a jelen taldlmany sze-
rinti alkalmazasban - az anti-EF-1a antitest kotddése a magki-
vonathoz. Barmilyen mérési kivitelezés, amely ezt a kot6dést
alkalmazza, alkalmas a talalmény megvalositasara.

Kiilonosen alkalmasak a heterogén jellegi
immunmeghatdroz6 modszerek. Egy elonyos forma szerint az

endospermiumbdl extrahalt proteineket valamilyen feliileten



immobilizaljuk (rogzitjiik). Ezt koveti a feliilet érintkeztetése
egy anti-EF-1a antitesttel - amely jelz6anyaggal van konjugalva
- ami lehetévé teszi a konjugatum proteinhez kapcsolodasat a
feliileten. A meg nem ko6tott fehérje eltavolitdsa utan, elénydsen
a feliiletnek egy pufferolt nedvesitdszer-oldattal valé6 mosasa
utan a jelz6anyag szignalt ad le a feliilethez kotott antitest
mennyiségének az ardnyaban. Eljarhatunk gy is, hogy a jel-
z6anyagot egy masodik antitesttel konjugalva adjuk, egy ma-
sodik kotési reakcid céljabol.

Alkalmasak tovabba homogén jellegi immunmeghataro-
zasok is, amelyek soran az osszes reakciok oldatban mennek
végbe. Szdmos homogén immunmeghatarozas - igy az enzim-
mel modulalt immunmeghatarozas (EMIT), a fluoreszcen-
cia-polarizaciés immunmeghatarozas, valamint a szubsztratum-
hoz kapcsolt immunfluoreszcencids immunmeghatarozas - a
szakteriileten jartas személy szamara jol ismertek.

Egy immunmeghatarozas szignaljanak az erfssége
(mértéke) barmely célszerl forméaban kifejezhetd, példaul a vi-
szonyitott szignalvéalaszban, az egységnyi proteinre vonatkozta-
tott szignalvalaszban, egységnyi tomegre vonatkoztatott szig-
nalvalaszban, az 1 magra vonatkoztatott szignalvalaszban, stb.
Ha kulonboz6 torzsekhez vagy fajtdkhoz tartoz6 magvakat ha-
sonlitunk 6ssze, akkor elényds az immunmeghatarozas szig-
nalvalaszanak a kifejezése a mag tomegének egységében.

A fentiekben altaldnossagban leirtuk taldlmanyunkat,
azonban kénnyebben értheté az alabbi példa alapjan, amelyet
illusztralas céljabol kozlink, s amellyel nem szandékunk talal-

manyunk korlatozasa. A példa szemlélteti a magas szintii korre-
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laciot egyrészrél egy fehérje mérése - amely anti-EF-1a anti-
testhez van kotve - masrészrél a lizintartalom mérése kozott,
amelyet a szokdsos aminosavanalizissel hajtunk végre kiillonbo-
z6 kategoriakba tartoz6 kukoricafajtdk magvain. Ezzel ellentét-
ben mas, lizint tartalmazé magproteinek mérései nincsenek kor-
relacioban a mag lizintartalmanak méréseivel.

Mintakat vettiink az Eszak-Amerikab6l szirmaz6 normalis
és opaque2 beltenyészetlii W64A, B73 és Mol7 magvak
endospermium-lisztjébdl, valamint a szabadban megtermékenyi-
tett Tuxpeno, Tuxpeno opaque?2 és Tuxpeno modositott opaque?2
populacidkbodl (amelyek Kozépamerikabol szdrmaztak). Walla-
ce és munkatarsai (lasd az idézett kozleményt) eljarasaval eld-
allitottuk a protein, zein és nem-zein frakcidkat, és ezeket mik-
ro-Kjeldahl analizissel mértilk (AACC: Approved Methods of
the AACC. Method 46-13. Amer. Assoc. Cereal Chemists, St.
Paul, MN (1976)). A lisztmintakat 1 6rdn 4t razokésziiléken
szobahdmeérsékleten extrahaltuk 0,0125 molaris natrium-borat
(pH 10)m 1% SDS és 2% merkapto-etanol elegyével (az ol-
doszernek a liszt mennyiségéhez viszonyitott aranya 10:1). A
szuszpenzidkat 20 percig 5000 x g sebességgel centrifugéltuk,
és a feluluszokat megtartottuk. Ezt az extrakciot kétszer ismé-
teltiik, és a feliiliszokat 6sszegyjtottik.

Az Osszes proteintartalom analizise céljabol a magkivona-
tokat szaritottuk, és kézvetleniil felhasznaltuk. A zein/nem-zein
meghatarozas céljara a teljes proteinextraktumhoz 70% végkon-
centraci6 eléréséig etanolt adtunk. Az elegyeket 2 6ran at al-
kalmi razassal allni hagytuk, majd céntrifugéltuk. A feliluszok

tartalmaztak a zein-frakciokat, a pelletek a nem-zein-frakcidkat.



Az 6sszes proteint, zeint, nem-zeint és a maradék proteineket
nitrogénre elemeztiik a mikro-Kjeldahl modszerrel. A proteinek
mennyiségét ugy szamitottuk ki, hogy a nitrogén-értékeket
6,25-tel szoroztuk. El6zetes vizsgalat arra utalt, hogy a natri-
um-dodecil-szulfat (SDS) jelenléte a nitrogénmeghatirozast
nem zavarta.

Az aminosavak analizisét ugy végeztiik, hogy a mintat hid-
rolizisnek, perhangyasavas oxidacionak vetettik alad, majd ezt
kovetGen savas hidrolizist végeztiink a cisztein esetében és al-
kalikus hidrolizist a triptofan esetében (AQAC: Official
Methods of Analysis, 15" ed. Method 15:982.30 E(a,b,c). The
Association: Washington, D.C. (1990)). Az aminosavakat egy
nagy teljesitményi kationcseréld oszloppal ellatott Beckman
6300 Amino Acid Analyzer alkalmazasaval elkilonitettiik, és
elemeztiik. Az aminosavakat az oszlopozas utan ninhidrin-
-reakcidval mutattuk ki. Bels6 standardként norleucint hasznél-
tunk.

Az aminmeghatarozéasi mérések soran a proteinek
extrakciojat és a zein és nem-zein proteinek frakcionalasat iro-
dalom szerint végeztiikk (Wallace és munkatarsai fentebb idézett
kozleménye). A nem-zein pelleteket 1 ml 0,1 n NaOH és 1%
SDS elegyben reszuszpendéltuk (ismét szuszpendaltuk), majd
1000-szeres térfogata karbonat fedépufferral higitottuk (Clark
és munkatérsai a kovetkez6 helyen: Methods in Enzymology,
szerk. Weissbach és munkatarsai, 742-766. old ., Academic
Press (1993)). Ezutan a mintdkat sorozathigitassal kezeltiik egy
ELISA lemez iliregeiben (Immulon2, Immulon4, Dynatech), és

¢éjszakan &t 4°C homérsékleten inkubaltuk. Az antigén felesle-



e sepe g (XL L]
» T . ¢

SRR RN

gét eltavolitottuk, az iregeket TTBS oldattal (25 mmol
Tris-HCI, pH 7,5, 0,9% NaCl és 0,05% Tween 20) mostuk, €s
egy EF-1a-ra specifikus antitestet (Zhu és munkatarsai: Plant
Cell 6, 393 (1994)) szacharoz szintazt vagy ADPGazt 1:1000
aranyban TTBS-sel higitottuk, és az iregekbe adtuk. A mintat
tartalmaz6 ELISA lemezeket 2 6ran at szobahc’imérbsékleten
inkubaltuk. Az antitest-oldatokat eltavolitottuk, az
ELISA-lemez liregeit kétszer mostuk TTBS-sel, majd a jelz6a-
nyaggal konjugalt masodik antitestet (nyul csirke elleni, alkali-
kus foszfatazzal konjugalt antiteste; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA) 1:4000 aranyban TTBS-sel higi-
tottuk, és az uregekbe adtuk. Ezt a masodik kotési reakciot 2
oran at folytattuk. Az antitest-jelz6anyag oldatokat eltavolitot-
tuk, és az ELISA-lemez turegeit TTBS-sel kétszer mostuk. Min-
den egyes tiregbe 200 mikroliter alkalikus foszfataz szubsztra-
tum reagenst adtunk (Sigma, St. Louis), amelyet
dietanol-aminos szubsztratum-pufferral higitva készitettiink,
(lasd Clark és munkatarsai fentebb idézett kozleményét). Az
enzimes reakciobol szarmazo szint 1 oran at fejlesztettuk ki,
majd 410 nm-re beéllitott Dynatech MR700 ELISA lemezleol-
vason mértiikk az ELISA lemezek tiregeiben megfigyelhet6 ab-
szorbanciat. Az ELISA mérések céljara a proteinkoncentraciok-
nak olyan tartomanyait valasztottuk, ahol az abszorbancianak a
relativ antigén-koncentraciotol valo fiiggése minden egyes mé-
rés esetére megkozelitdleg linearis volt a regresszids elemzés
alapjan.

Az 1. abra mutatja, hogy az ELISA moédszerrel, az

anti-EF-1a antitesttel nyert mérési eredmények magas szinti



korrelaciot (r=0,95) mutatnak a mag{/ak lizintartalmaval. A 2.
abra mutatja, hogy a magvak szachar6z-szintaz tartalmanak
ELISA modszerrel végzett mérései nincsenek magas szinti kor-
relacioban (r=0,75) a magvak lizintartalméaval. A 3. abra szem-
1élteti, hogy a magvak ADPG4z tartalménak ELISA modszerrel
kapott mérései nincsenek magas szinti korrelacioban (1=0,46) a
magvak lizintartalmaval.

Jollehet a fentebb elmondottak egy kiilonleges, elényos
megvaldsitasra vonatkoznak, nyilvanvalo, hogy a talalmany
nincsen erre korlatozva. Nyilvénvaléﬂ a szakteriileten jartas
személyek szamara, hogy a k6z61t megvalodsitasi formakon kii-
16nb6z6 modositasok végezhetdk, és ezek a modositasok elva-
rasunk szerint a talalmany oltalmi korén - amelyeket az alabbi

igénypontok hatiroznak meg - beliil esnek.



Szabadalmi igénypontok

1. Immunolédgiai eljaras mag lizintartalménak a kiértékelé-
sére, azzal jellemezve, hogy (a) a magkivonatot az EF komp-
lexet felismerd antitesttel érintkezésbe hozzuk, majd (b) megha-
tarozzuk végbemegy-e kotédés az antitest és a magkivonat ko-
zOtt.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
a magkivonat endospermium-proteint tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy
a magkivonat kukoricamagkivonat, cirokmagkivonat, ko-
lesmagkivonat, bazamagkivonat, arpamagkivonat, rozsmagki-
vonat, sz6jabab-magkivonat, “canola” magkivonat, naprafor-
g6-magkivonat vagy rizsmagkivonat.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az antitest proteinként EF-1a, EF-1Py és EF-2 proteint ismer
fel.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az antitest monoklon antitest, vagy annak k6t6d6 fragmentuma.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a kot6d6 fragmentum Fv, egylancu antitest, Fab, Fab’, F(ab),
vagy F(ab’),.

7. Készlet mag lizintartalmanak meghatarozasaban torténd
alkalmazasra, amely tartalmaz:

(a) egy feliiletet, amely a magkivonatot megkoti;

(b) egy elsé tartoedényt, amely az EF komplexet megko-

t6 antitestet tartalmazza;



(c) egy masodik tartdedényt, amely egy masodik antitest
és egy jelz6anyag konjugatumat tartalmazza, ahol a
masodik antitest megkoti az elsd antitestet; €s

(d) egy szert, a nem kotott protein eltavolitdsara.

8. A 7. igénypont szerinti készlet, ahol az EF komplexet
megkoté antitest proteinként EF-1a, EF-1By és EF-2 proteint
ismer fel. 7 .

9. A 7. igénypont szerinti készlet, ahol a feliilet az EF
komplexet megkotd antitesttel van bevonva.

10. A 9. igénypont szerinti készlet, ahol az antitest prote-
inként EF-1a, EF-1By és EF-2 proteint kot meg.

11. Készlet mag lizintartalmanak a meghatarozasara, amely
tartalmaz:

(a) egy feliiletet, amely a magkivonatot megkoti;

(b) egy tartéedényt, amely antitest-jelz6anyag
konjugatumot tartalmaz, ahol az antitest specifikusan
kotddik az EF komplexhez; és

(c) egy szert, a nem kotott protein eltavolitasara.

12. A 11. igénypont szerinti készlet, ahol az antitest prote-
inként EF-1a, EF-1By és EF-2 proteint ismer fel.

13. A 11. igénypont szerinti készlet, ahol a feliilet az EF
komplexet megkotd antitesttel van bevonva.

14. A 13. igénypont szerinti készlet, ahol az antitest prote-

inként EF-1a, EF-1PBy és EF-2 proteint kot meg.
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