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1. Uvod

Jako geneticky modifikovany organismus (GMO) je ozna-
¢ovdn organismus, kromé ¢lovéka, jehoz dédicny materidl byl
zménén genetickou modifikaci (definice ze zdakona ¢. 153/
2000 Sb."). Genetické modifikace (GM) jsou pfimé a cilené
zdsahy do dédi¢ného materidlu organismu ¢i zména genetic-
kého materidlu zamérnym vnesenim cizorodé informace do
hostitelského orgdnu. Termin transformace je pouZivan pro
oznaceni procesu vneseni cizorodé DNA (cit.?).

Zikladem genovych technologif je fakt, Ze chemické slo-
Zeni a molekuldrni struktura deoxyribonukleové kyseliny (DNA),
kterd je nositelkou dédi¢nosti, a zptlisob, jimz se usporadani
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bazi DNA promitd do uspoidddni aminokyselin v bilkovindch
(geneticky kod), jsou pro vsechny Zivé organismy totozné. Je
tedy mozné prendset hmyzi nebo rostlinné geny do bunék
savcl nebo lidské geny do bakterii.

Mezi geneticky modifikované organismy jsou fazeny or-
ganismy, do kterych byl pomoci metod genetického inzenyr-
stvi vnesen gen o zndmém slozZeni a funkci, nesouci pouze
pozadovanou vlastnost. Ostatni geny zlstanou prakticky ne-
dotceny.

Uplatnéni modernich biotechnologickych postupt v ze-
meédelstvi a v potravindiském pramyslu prindsi znacné dspory
ndkladti a mdze pomoci vyfesit problém nedostatku potravin
zpusobeny neustdle se zvysujici populaci obzvldsté v zemich
tretiho svéta. Na druhé strané je pti vyuzivani GMO nezbytnd
opatrnost vzhledem k tomu, Ze mozné nezddouci projevy by
mohly negativné ovlivilovat ostatni organismy vcetné Clo-
véka. Rychly, intenzivni vyzkum a vyvoj této technologie
a kontrola jejtho pouziti jsou vSak predpokladem, Ze zkuSe-
nosti budou pfibyvat, a tim omezeni klesat’.

Moznost nezadoucich projevli musi byt nezbytné respek-
tovdna. V soucasné dob¢ v fadé zemi celého svéta plati urcitd
omezeni pro distribuci, prodej a vyuziti GMO. V Ceské repub-
lice podléhd proces nakldddni s GMO zdkonu ¢. 153/2000 Sb.
Tento zdkon byl schvdlen v kvétnu 2000, prislusné vyhlasky
v fijnu téhoZ roku. Zakon zahrnuje problematiku ,uzavie-
ného®, tj. v podstaté laboratorniho nakladani s GMO, uvadéni{
GMO do prostiedi a do ob&hu (na trh). Déle byla v Ceské
republice v r. 2000 schvdlena novela zdkona ¢. 110/1997 Sb.
o potravindch a tabdkovych vyrobcich ve znéni zdkona ¢. 306/
2000. Novelizovana vyhldska ¢. 324/1997 ve znéni 24/2001
¢l. 7 Sb. byla schvdlena 17.1.2001 s platnosti od 1.6.2001
s vyjimkou paragrafu tykajictho se povinnosti znacit gene-
ticky modifikované potraviny s obsahem transgenni DNA 1 %
a vySe (bude uvedena v platnost 1.1.2002).

V soucasné dobé¢ je vyzkum zaméfen na pienos piislus-
nych genovych sekvenci do potravindisky vyznamnych rostlin
jakoryze, pSenice, jeCmen, Zito, rajCata, fazole a hréach®. Mimo
to se pracuje na zlepSeni vlastnosti dalSich druhd ovoce a ze-
leniny (brokolice, maliny, meloun apod.). Vedle zemédél-
skych plodin 1ze ocekdvat dal$i rozvoj pfipravy geneticky
modifikovanych mikroorganismti pouzivanych pii vyrobé po-
travin (startovaci kultury v mlékdrenském primyslu®), pivo-
varské kvasinky, pekafské drozdi), v oblasti primyslovych
rostlin pro pfipravu farmak a plastd, zivocicht pro pfipravu
farmak, moznosti vyuziti zvifecich organt pro transplantace.

Kontrola potravindiskych surovin i samotnych potravin
a urCovani pritomnosti transgeni je dnes Siroce se rozvijejici
védni oblasti, kterd spojuje znalosti genetického inzenyrstvi,
biochemie, mikrobiologie a dal$ich védnich disciplin. Pfi de-
tekci GMO jsou kladeny vysoké pozadavky na specifi¢nost
a citlivost pouzivanych postupi. Zdkladni schéma detekce
GMO zahrnuje odbér reprezentativntho vzorku matrice, ex-
trakci nukleovych kyselin nebo proteind, testovaci metody
potvrzujici pfitomnost transgenu, identifikaci transgenu a jeho
kvantifikaci. Bézné pouzivané postupy jsou shrnuty v tabul-
ce L.
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Tabulka I

Referaty

Techniky bézné pouzivané pro detekci geneticky modifikovanych organisma

Detekce nukleovych kyselin  detekce DNA
detekce RNA
Detekce proteinu imunometody

PCR a jeji aplikace (multiplex PCR, nested PCR)
kvantitativni kompetitivni PCR (QC PCR)
Real-Time PCR

Southerntv prenos

mikrocipy

reverzni transkripce — PCR (RT-PCR)

northern hybridizace

RPA (Ribonuclease Protein Assay)

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
western prenos (Imunoblot)

uréeni aktivity produktu transgenu

Ostatni techniky chromatografie

infracervend spektroskopie

2. Metody zaloZené na detekci
nukleovych kyselin

Pro detekci GMO byvaji ¢asto pouzivany metody zalozené
na detekci nukleovych kyselin (NK). Mezi vhodné metody
patii polymerasovd fetézovd reakce (PCR) a jeji variace —
multiplex PCR, nested PCR, kvantitativni kompetitivni PCR
(QC PCR), Real-Time PCR, reverzni transkripce — PCR (RT-
-PCR), Southern hybridizace, northern hybridizace a ribonu-
clease protein assay (RPA), zaloZend na specifické vazbé
bilkoviny na nukleovou kyselinu. Jednim z prvnich krokd
testti zalozenych na detekci NK je jejich extrakce z testované-
ho vzorku potravin a potravinaiskych surovin. Extrakce nu-
kleovych kyselin zahrnuje lyzi bunéénych membran, inakti-
vaci bunécnych nukleas a separaci nukleovych kyselin od
zbytkl bunék. Efektivita metod zalozenych na detekci nukleo-
vych kyselin zdlezi na kvalité a Cistoté extrahovanych nukleo-
vych kyselin. Kvalita DNA je uddvdna délkou fragmentd
a stupném poskozeni, které muze byt zpisobeno vyssimi te-
plotami, nizkym pH prostfedi nebo plisobenim nukleas. Né-
né extrak¢éni metody a purifika¢niho procesu (kapitola 2.1.3.).

Mnozstvi extrahované DNA lze stanovit elektroforeticky,
fluorometricky nebo spektrofotometricky pomoci UV svétla
o vlnové délce 260 nm. Cistota extrahované DNA byvd uréena
z poméru absorbanci pii 260 a 280 nm.

2.1. Polymerasovd fetézovd reakce

Polymerasovd fetézovd reakce (polymerase chain reac-
tion, PCR) je in vitro reakce umoziujici namnozeni definova-
nych usekli DNA. Reakce je katalyzovana termostabilni DNA
polymerasou, napf. Tag DNA polymerasou izolovanou z ter-
mofilni bakterie Thermus aquaticus. K namnozeni cilové DNA
se pouziva dvou oligonukleotidovych primert, které hybridi-
zuji s komplementdarnimi fetézci DNA.

Vlastni PCR se sklddd z cyklického opakovani 3 zdklad-
nich krok:

1) oddéleni vldken dvojSroubovice DNA teplotni denaturaci,
2) piipojeni primert k jejich komplementdrnim tsektim v DNA
(annealing),
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3) elongace primerti Tag polymerasou.

Pocet téchto cykli (zpravidla 35 nebo 40) zavisi na kon-
centra¢nich pomérech v reakéni smési, poZadovaném vytézku
a Zivotnosti enzymu.

PCR umoziiuje specifické a citlivé namnoZeni nizkého
mnozstvi cilovych sekvenci DNA. V takovém pripadé se jako
post-PCR detekce vétsinou pouzivd horizontdlni elektroforéza
v agarosovém gelu. Pfi tomto zplsobu detekce amplifiko-
vanych produkti existuje riziko, Ze dojde k ziméné nespecific-
ky namnoZzeného useku a specifického PCR produktu, zvlasté
pokud se jednd o produkty podobné velikosti. Pro sniZen{
rizika ziskdni falesné pozitivnich vysledkt mize byt produkt
namnoZzeni Podroben ndslednému Stépeni restrikénimi endo-
nukleasami®’,

Pro charakterizaci a konfirmaci PCR produktu je dale
mozné pouZzit sekvenci DNA ¢i Southerntiv pfenos s digoxi-
geninem znacenou oligonukleotidovou probou6. Po elektro-
foretickém déleni 1ze pomoci Southernova prenosu produktd
potvrdit, Ze sekvence mezi primery je hledanou sekvenci®.
Tento krok je velmi ¢asové ndrocny, v praxi je ziidka vyuZzi-
van. Pfistup je v souladu s postupem doporuc¢enym pro analyzu
geneticky modifikovanych brambor ve shodé s § 35 German
Food Act’.

2.1.1. Detekce GMO v potravindch a potravindiskych
surovindch pomoci PCR reakce

Detekce GMO v potravindch pomoci PCR je komplexnim
viceparametrovym problémem. Proces ur¢ovéni pritomnosti
GMO je slozen z izolace templatové DNA (pre-PCR), vlastn{
PCR reakce, detekce namnoZenych produktii a vyhodnoceni
ziskanych udaji (post-PCR).

Kritické faktory pro pre-PCR jsou ndsledujici:

— homogenita analyzovaného vzorku,
— izolace templatové DNA,
— standardni proces pro odhad koncentrace genomové DNA

a vSech reak¢nich cinidel pouzivanych v reakci.

Pro PCR reakci jsou kritické tyto body:

— nastaveni reak¢nich parametrd,
— ddvkovani reaktantq,
— teplotni a Casovy program.
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genomovda DNA P gen A T

I Druhové
specifické PCR

II ,,Screening*

PCR

IIT Amplifikace
transgenu

IV Konstrukt
specifické PCR

V Odriadoveé
specifické PCR

P — promotor
T — termindtor
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Referaty

gen B T genomova DNA

Je extrahovand
DNA schopna
amplifikace PCR?

Je pritomna
transgenni DNA?

Ktery gen byl
vlozen?

Kterd transkripcni
jednotka byla vlozena?

Lokalizace
transgenu.

Schéma 1. PouZivany PCR systém detekce geneticky modifikovanych potravin a potravinarskych surovin

Pro post-PCR proces je kritickym bodem citlivost detekce
amplifikovanych produkta.

V soucasné dobé jsou v evropskych kontrolnich potravi-
narskych laboratofich specificky detegovdny transgenni DNA
sekvence prevdzné prostfednictvim PCR reakce. Vedle speci-
fickych metod jsou rozvijeny (a jiz k dispozici) screeningové
metody umoziujici detekci témér jakéhokoliv schvaleného
transgenu’. PCR je pouzivano pro rychlé analyzy vysokych
poct vzorkd. Je-li reakéni produkt krat$i nez cca 1000 bp,
miiZe pouziti relativné dlouhych primerd (25-30 nukleotidi)
s vysokou teplotou piipojeni (T, ~ 65-68 °C) pomoci zabez-
pecit presnost reakce. Pro reprodukovatelnou detekci je rozho-
dujici zajisténi dostatecné citlivosti primert, umisténi primerd
ovliviiuje informaéni hodnotu produktu PCR. Ve schématu 1
je zndzornén pouzivany PCR systém detekce geneticky modi-
fikovanych organismil. Schéma ukazuje pfedem pfipravenou
rostlinnou transkripéni jednotku obsahujici promotor (P), k6-
dujici sekvence (A, B) a termindtor (T). Ddle jsou zndzornény
rozdilné pozice komplementdrnich primerti a informace, které
je mozno ziskat z vysledkd polymerasové fetézové reakce.
Pokud jsou v dané reakci pouzity primery komplementarni ke
genomové DNA, ze ziskanych vysledkti mizeme urcit, je-li
extrahovand deoxyribonukleovd kyselina schopna namnoZenf{
PCR procesem (viz schéma — troven I, Druhové specifické
PCR). Napf. u potravin ¢aste¢né vyrobenych z transformované
s6ji je provddéna detekce séjového lecitinového genu®. V pri-
padé pouziti primeri komplementdrnich k regulaénim sek-
vencim mohou ziskané vysledky potvrdit pfitomnost trans-
genni DNA v testovaném vzorku potraviny nebo potravi-
naiské suroviny (tdroven II, ,,Screening® PCR). Pfikladem je
kvalitativni PCR systém specificky pro origindlni sekvence
35S promotoru viru kvétdkové mozaiky (P-35S promotor) ¢i
nos terminatoru z padni bakterie Agrobacterium tumefaciens,
jez patfi mezi nejcastéji pouzivané regulacni sekvence pii
cileném pfenosu geni do rostlinnych bunék pomoci A. tume-
faciens®. Prostiednictvim primert nasedajicich uvniti trans-
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genni DNA byvd urcen vloZeny gen (drover III, Amplifikace
transgenu). Primery komplementdrni k regulacni sekvenci
a genu urcuji vloZenou transkripéni jednotku (droven IV, Kon-
strukt specifické PCR) a primery amplifikujici dsek mezi
regulacni sekvenci a genomovou DNA urcuji druh transgen-
niho organismu (droven V, Odridové specifické PCR).

Detekce genetickych markert indukujicich genetické mo-
difikace byvaji také provadény pouzitim specifického a cit-
livého namnozeni DNA pomoci PCR procesu. Pocet selek-
¢nich gend pouzivanych pfi genovych modifikacich rostlin je
velmi §iroky, nejcastéji jsou pouzivany geny kodujici enzymy
B-glukuronidasu (GUS) a luciferasu. V posledni dobé byl
popsan autofluorescencni protein z meduzy tzv. green fluores-
cence protein (GFP), pocet jeho pouziti jako markerového
enzymu vklddaného do rostlin stdle vzrdstd. Markery jsou
velmi vyhodné pro studium exprese transgenu, charakterizaci
pr%motoru arychly screening velkého mnozstvi transforman-
th.

Pomoci PCR metody miZe byt prokdzdna pouze piitom-
nost sekvenci komplementdrnich ke zvolenym primerdim. Zis-
kané vysledky nenaznacuji, zda je templdat DNA integrovany
do genomu rostliny ani jeho koncentraci. Vyvoj kvantitativn{
PCR metody otevird moZnost pouZiti této technologie pro
zjistovani vysledkd difve ziskanych pomoci Southern hybridi-
zace, napi. odhad poctu kopii transgenulo.

Obménou tradi¢ni polymerasové fetézové reakce muze
byt piddani ndsobného mnozstvi part primerti do reak¢éni smési
— multiplex PCR. Tato modifikace umoziiuje analyzovat vice
parametrd v pribéhu jednoho reakéniho procesu, coz je zvIasté
vyhodné pravé pii detekci geneticky modifikovanych organis-
mu. Pfitomnost vice pard primerti v reakéni smési v§ak mutize
zpusobovat mnoho problému, napf. zvySovat tvorbu nesprav-
nych PCR produkti ¢i diskriminaci deliich DNA fragmenti''.
Pro multiplex PCR proces jsou vybirany primery s podobnou
teplotou pfipojeni (7., ). Délka namnoZenych produkt by méla
byt blizkd, pri vétsich rozdilech byva upfednostiovana ampli-
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fikace kratSiho useku, coZz méd za ndsledek odliSné mnozstvi
namnozenych produkti. Ke snizeni téchto rozdild se v reakén{
smési pro multiplex PCR pouZzivd pufr obsahujici ptidavek
Taq polymerasy, ktery snizuje konkurenci mezi amplikony,
a tim diskriminaci del$ich fragmenta.

Ke zvySeni citlivosti a pfesnosti miize byt pouZzito tzv.
nested PCR, kterd je sloZena ze dvou po sobé ndsledujicich
amplifikacnich reakci s 15-30 reakénimi cykly. Templdtem
prvni reakce je DNA ziskand extrakci vzorku, templdtem
druhé je produkt ziskany reakci prvni. Jako primery jsou
pouzity dva druhy oligonukleotidové sekvence (vnitini a vnéj-
§1). Vnitini primery jsou komplementdrni k oblasti produktu
ziskaného prvni reakci'? Protipélem zvysené citlivosti je viak
vzrastajici riziko kontaminace. Pfesnost je zvySena diky faktu,
Ze tato technika skoro vzdy eliminuje namnoZzeni nespecific-
kych amplifika¢nich produktd. S vysokou pravdépodobnosti
neni zZddny nespecificky produkt vznikajici v pribéhu prvni
amplifikace dostatecné komplementdrni k vnitinim primertim.
Z tohoto diivodu nemiize slouzit jako templdt pro druhou PCR
amplifikaci.

Zdvaznou chybou pii analyze vzorkd pomoci PCR je vznik
fale$né pozitivnich a negativnich vysledku. K detekci falesné
pozitivnich vysledkd mtize dojit tak, Ze materidl pfipraveny
k vySetieni je v laboratofi kontaminovdn amplikony, které se
dostaly do vzduchu béhem pipetovini jiného, jiz amplifiko-
vaného vzorku nebo piimési GM organismu pii zpracovani
testovaného vzorku. K fale$né pozitivaimu vysledku staci
zcela nepatrnd pfimés smési spadld do dosud nezpracovaného
vzorku. Riziko lze snizit dislednym prostorovym oddélenim
jednotlivych operaci, pouzivanim lamindrnich boxt, $picek
s filtry zabranujicimi kontaminaci mechaniky pipet. Pro elimi-
naci nespravnych vysledki je vhodné do kazdé série testo-
vanych vzorkd zafadit pozitivni a negativni kontrolu. Jako
negativni kontrola mize byt pouzita nemodifikovand DNA
nebo sterilni voda, jako pozitivni kontrola pak ovérend cilova
sekvence. Vysledky ziskanymi amplifikaci negativni kontroly
je ovéfena nepritomnost kontaminace reagencii, pouZivanych
pfistroji, pomtcek i pracovniho prostiedi. Pozitivni kontrolou
byva ovéiena funkénost vsech krokt procesu, a tim zabranén{
zisku fale$né negativnich vysledka.

2.1.2. Kvantifikace GMO v potravindch pomoci PCR

Hlavnim nedostatkem tradi¢ni PCR je nepiesnd kvantifi-
kace, kterd je zdvisld na tucinnosti amplifika¢niho procesu.
JestliZe je reakeni efektivita (E) konstantni pro kazdy reakéni
cyklus, koncentrace PCR produktu je imérnd mnoZstvi po-
catecni cilové DNA. Efektivita vSak neni parametrem kon-
stantnim, ale proménnym, at jiZz v rdmci riznych reakci ¢i
v priibéhu jedné reakce. Zejména v poslednich cyklech poly-
merasové fetézové reakce, kdy jsou produkty tvorené v ne-
exponencidlni fdzi nezndmou reakeni rychlosti. Za tcelem
dosazeni maximalni citlivosti PCR procesu je mnozstvi vytvo-
feného produktu méfeno v zavérecné fazi, kdy amplikon do-
sdhne maximalniho vytézku (,,plato faze*). V této fazi procesu
je korelace mezi koncentraci produktu a pocatecnim mnoz-
stvim cilové DNA jen velmi nizka'*~'3 Pro kvantifikaci DNA
jsou pouzivdny techniky zaloZené na principu PCR, takové
jako kvantitativni kompetitivni polymerasovd fetézovd reakce
(QC PCR) a Real-Time PCR, které vytesily problém urceni
vztahu mezi koncentraci cilové DNA sekvence a mnozstvim
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Referaty

PCR produktu vytvdfeného béhem amplifikace. Nalezend fe-

Seni jsou ndsledujici:

1. Spolecnd amplifikace cilové sekvence a vnitiniho stan-
dardu v ptipadé kvantifikace cilové sekvence pomoci QC
PCR.

2. Meéfteni PCR produktu v poc¢atecnich fazich reakce, kdy je
E stdle jesté konstantni, a proto jsou koncentrace produktu
v korelaci s pocate¢ni koncentraci cilové DNA sekvence.
Tohoto principu vyuZzivaji metody Real-Time PCR a PCR-
-ELISA.

Kritické body pro kvantitativni analyzu jsou selektivita
reakce, reprodukovatelnost, presnost a detekéni limit'.
2.1.2.1. Kvantitativni kompetitivni polymerasova fetézova
reakce (QC PCR)

Principem kvantitativni kompetitivni PCR metody (QC
PCR) je amplifikace vnitintho DNA standardu spolecné s cilo-
vou DNA. Kvantifikace ptitomného GMO ve vzorku je dosa-
zeno elektroforeticky, porovndnim intenzity prouzku PCR
produktu ziskaného namnoZenim cilové sekvence s vnitinim
standardem'®'”. Rozdil ve velikosti produkti se pohybuje
maximdlng v desitkdch pdrd bazi'®, QC PCR metoda byla
uspésné testovdna v mezindrodnim kruhovém testu pro kvan-
titativni stanoveni transgenu s6ji Roundup Ready® a kukufice
Maximizer® (cit.'é).

2.1.2.2. Real-Time PCR

Pti Real-Time PCR dochdzi k monitorovani vznikajictho
produktu v priibéhu celého amplifika¢niho procesu a kvanti-
fikace je provedena v exponencidlni fizi syntézy DNA'®. Prvni
aplikaci byl systém zaloZeny na fluorimetrickém méteni vniti-
ni sondy. Tato vnitini proba je sloZzena z kritkého DNA
fragmentu, ktery obsahuje fluorofor i zhdsec¢ fluorescence.
Diky jejich vzdjemné blizkosti potlacuje zhdse¢ v§echnu fluo-
rescenci ozafeného fluoroforu. DNA sekvence sondy je navr-
Zena uvnitf cilové sekvence. V pribéhu kazdého cyklu je
stejné jako pfi klasické polymerasové reakci dvojvldkno DNA
nejdiive separovano na jednotliva vlakna, ddle dochazi k na-
sednuti primert a vnitini sondy, poslednim krokem je polyme-
race DNA polymerasou. DNA polymerasy pouzivané v Real-
-Time PCR reakci vykazuji silnou 5’3 exonukleasovou ak-
tivitu, v pribéhu reakce tedy §tépi vnitini sondu na jednot-
livé nukleotidy. V tomto stadiu se zhasec¢ a fluorofor jiz ne-
nachdzeji v dostatecné blizkosti, a proto dochdzi k nartistu
fluorescen¢niho signdlu. Dalsi postup je zaloZen na pouzi-
ti dvou vnitinich sond s fluoroforem (na 3’ konci hybridi-
zacni proby 1) a zhdsecem fluorescence (na 5’ konci hybridi-
zacni proby 2). Proby jsou navrzené k nasednuti blizko sebe
uvnitf cilové sekvence. Prvni fluorofor po excitaci vnéjsim
zdrojem emituje svétlo, které je zachyceno druhou probou,
ovsem jen za predpokladu, Ze se obé proby nachdzi v tésné
blizkosti. V pribéhu elongace dochdzi k uvolnéni vnitinich
prob, a tim k jejich odddleni. Druhd proba tedy nezachytava
energii vysilanou prvni, tfm dochdzi k ndrtistu fluorescence,
kterd 2je méfena po nasednuti primerti v kazdém reakénim
cyklu 0.

Také je mozno pouzit SYBRR Green I, barvivo, které se
vaze na dsDNA. Pokud je barvivo SYBRR Green I nenava-
zané, je intenzita jeho fluorescen¢niho signdlu velmi nizkd. Po
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teplotni denaturaci je DNA rozpletena na jednotlivd vldkna,
nasednutim primert dojde k vytvoreni kratkého tdseku dsDNA,
na kterou miZe byt navdzan SYBRR Green 1. V priibé¢hu
elongace dochdzi k zapolymerovéni vzristajictho mnozstvi
barviva. K méfenf fluorescence dochazi v kazdém cyklu, a to
na konci elongacni faze. Zacdtek vzristu zdvisi na pocétecni
koncentraci cilové sekvence DNA,

Ackoliv je vysokd cena ndstroji a specifickych reagencii
prekdzkou pro mnoho laboratofi, Real-Time PCR mize byt
povazovan za v soucasné dobé nejpresnéjsi a nejvyhodnéjsi
z dostupnych kvantitativnich metod.

2.1.3. Omezeni PCR detekce GM potravin

Pro svou rychlost, citlivost a specifi¢nost je PCR potenci-
dlné velmi ic¢innou metodou detekce GM potravin. Vyznamny
vliv na vysledky ziskané PCR metodou miiZze mit proces
zpracovani potravin.
2.1.3.1. Degradace DNA

Rizné faktory prispivajici degradaci DNA pfi zpracovani
potravin mizeme rozdélit na chemické, fyzikdlni a enzymové.
Mezi tyto faktory jsou fazeny napiiklad:
dlouhotrvajici tepelnd uprava, jako napf. autokldvovani
pouzivané pii konzervarenskych procesech, mize mit za
ndsledek hydrolyzu DNA na mensi fragmenty nebo takové
chemické modifikace DNA, které znemoznuji PCR pro-
ces. Z tohoto diivodu mtize analyza konzervovanych po-
travin poskytovat fale$né negativni vysledky,
analyzu také znesnadiiuje vzrist chemické modifikace
a hydrolyzy DNA pfi nizkém pH, napt. vyrobky konzer-
vované v octu nebo rajcatové pyré a produkty z rajskych
jablicek, jako tfeba kecup. U téchto druhii potravin je
analyza velmi obtiznd a ziskané vysledky nemusi byt
spravné,
pri prodlouzeném skladovdni Cerstvych potravin muze
dochdzet k enzymatické degradaci DNA pomoci nukleas.

2.1.3.2. Inhibice PCR
Problémem pii pouZiti metody PCR pro analyzu GM
potravin je pritomnost inhibitorti reakce v testovaném ma-
této skupiny patii mnoho béznych slozek potravin:
kationy: napi. Ca®*, Fe*,
tézké kovy,
uhlovodiky,
tanin (kyselina tfislovd), fenoly,
soli: napt. NaCl, dusitany.
Studie popisované v literatufe indikuji, Ze stupen inhibice
PCR je velmi zavisly na typu potraviny, napt. vafend Sunka
vykazuje malou nebo Zadnou inhibici, zatimco rizné druhy
mékkych syrii kompletné inhibuji PCR proces. Toto miize vést
k potencidlnim analytickym problémam, napft. jestlize byl
analyzovdn obsah GM séji v riizné plnénych pecivech, a to
Sunkou, mékkym syrem, unkou i mékkym syrem zaroven*'.
PCR inhibice miiZze snadno vést k faleSné negativnim
vysledkiim, pfedevsim jestlize je GM potravina analyzovdna
v laboratori, kde nemaji dostate¢né zkuSenosti s analyzou
potravin pomoci PCR metody. Znalost pravdépodobnych in-
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hibitorti v testovanych vzorcich mize pfispét k vybéru vhodné
analyzy, modifikaci rutinni extrakce a PCR procesu. V né-
kterych pripadech je mozné snizit inhibic¢ni efekt zfedénim
extraktu, ¢imz dochdzi ke zfedéni DNA i pfitomnych inhibi-
tort. Toto vSak nelze pouzit, pokud je koncentrace DNA ve
vzorku nizkd. V takovém piipadé mohou byt extrahované
nukleové kyseliny ddle preciStény a zakoncentrovany. Také
ptidavek PCR ,.enhancer” do reakce snizuje stupen inhibice.
Takové analytické modifikace mohou zabranit ziskdni fales-
né negativnich vysledkd a umoziuji zvysit divéryhodnost
ZfSkEzllllych vysledkd. Na druhé strané zvySuji ¢as a cenu ana-
lyzy~.

2.1.4. Mikrocipy

Rychly rozvoj molekuldrné genetickych metod umoziuje
pripravu GMO, které obsahuji nové znaky, vyS$i mnozstvi
a rozmanitost vklddanych genii i regulac¢nich prvkt. Napft.
Hemmer’ jiz publikoval nékteré schvdlené GM plodiny neob-
sahujici promotor P-35S ani nos termindtor. Z toho vyplyva
i potieba analyzy vysstho mnozstvi genetickych modifikaci.
To pak vyzaduje vyvoj novych automatizovanych systémd,
které mohou snizit nejen Cas, ale i ndklady analyz jako napt.
systémy zalozené na mikroc¢ipech® % Principem je spojeni
teplotni fetézové reakce a mikrocipové gelové elektroforézy.
Pojeti je zaloZeno na miniaturizaci ndsttiku, zpracovani i ana-
lyze vzorku v jednoduchém zafizeni. Toto uspofdddni dovo-
luje rychlou (cca 1 minuta/cyklus) a ti¢cinnou amplifikaci DNA
na Cipech ndsledovanou elektroforetickym rozdélenim a de-
tekci amplifikovanych produkt. Ke sniZzeni Casu analyzy
dochdzi redukcei poctu potiebnych termdlnich cykld. Metoda
umoziuje detekci PCR produkti po probéhnuti pouhych 10
termdlnich cykld, s celkovym ¢asem analyzy okolo 20 minut.
Pocatecni koncentrace cilové sekvence DNA byvd niz$i nez
15 kopii v nastfikovaném objemu®.

Ackoliv jiz bylo publikovalo n€kolik ¢lankt o PCR-mi-
krosystémech rozdilné slozitosti> 2/, jen nékteré aplikace byly
dale rozvijeny pro detekci DNA. Jednou z nich je surface
plasmon resonance (SPR), kterd miiZe byt aplikovdna jak pfi
detekci DNA, tak proteint®. Minunni a spolupracovnici®’
navrhli pouziti biosenzort, véetné SPR pro GMO analyzu.
Obdrzeli predbézné dobré vysledky s elektrochemickym bio-
senzorem s imobilizovanymi oligonukleotidovymi probami
komplementdrnimi k P-35S promotoru a nos termindtoru.
Testovany systém byl vice citlivy pro detekci P-35S promo-
toru neZ nos termindtoru®.

2.2. Southerndv pfenos

Southernovym pfenosem (Southern blotting) je oznacovan
prenos DNA na hybridizacni membranu z gelu po piedchozi
elektroforéze. Pro pfenos DNA se uzivd ndzev Southerntiv
prenos podle E. M. Southerna, ktery tuto techniku v roce 1975
zavedl. Pro prenosy dalSich typti makromolekul se pozdéji
zacaly uzivat nazvy northern blotting (pfenos) pro RNA a wes-
tern blotting (imunoblotting) pro bilkoviny. Northern i Sou-
therniv pienos vyzaduji izolaci nukleovych kyselin ze vzorku.
Nejcastéjsimi postupy jsou kapildrni a elektroforeticky prenos
&i aplikace vakua. Prosta difuze se nepouziva™.

Southerntv prenos patii mezi vlivné postupy dostupné pro
molekuldrni charakterizaci transformovanych rostlin, pomoci
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které mohou byt ziskdny informace o slozitosti vloZenf trans-
genu, poctu piitomnych kopif, integracnim stavu poctu mist
na chromosomu, kde by mohl byt transgen vloZen. Metoda
miZe byt také pouzita pro evidenci integrace transgenu, véetné
vlozeni do mnohondsobnych mist. Nejlepsich vysledki ana-
lyzy byva dosazeno, pokud je analyzovany materidl produko-
van pouZitim Agrobacteria. V tomto pifipadé je T-DNA hra-
nici, poskytujici typické spojeni mezi vektorem a rostlinnou
DNA, jiz byvd vyuzito'’.

2.3. Analyza RNA

V mnoha pripadech jsou analyzy exprese transgenti zame-
feny na proteiny nebo jiné findlni produkty, protoZe fenoty-
povym projevem exprese ma byt pravé akumulace specific-
kych proteind. Jestlize neni mozné provést analyzu proteind,
Casto 1ze pozadovanych vysledkti dosdhnout analyzou RNA
transkripti. Dokonce v pfipadech, kdy jsou zndmy vysledky
analyzy proteint, poskytla analyza RNA uzitecné informace
o akumulaci transkriptu a jeho stabilité, ddle pomohla pri
objastiovani nepiedpoklddanych fenotypovych projevi. Ta-
kové techniky jako reverzni transkripce — PCR (RT-PCR),
northern prenos a ribonuclease protein assay (RPA) mohou
byt pouzity pro méfeni mnozstvi RNA'.

Metoda RT-PCR vyuzivd schopnosti reverzni transkrip-
tasy prepsat templdtovou mRNA do cDNA, ta je poté podro-
bena PCR procesu. Nejdiive je provedena izolace totdlni RNA
nebo ¢isté mRNA z testovaného vzorku a pomoci DNasy jsou
odstranény zbytky DNA, déle je RNA podrobena reverzni
transkripci a polymerasové fetézové reakci. Popisovand me-
toda miZe byt pouzita jako rychld a relativné vysoce dcinnd
screeningovd metoda urceni pritomnosti specifického trans-
kriptu. Vyhodami RT-PCR v porovndni s northern pfenosem
a RPA jsou mald mnozstvi potiebného materidlu, vysokd
citlivost a snadnost piipravy vzorku'”.

Jestlize pouzijeme RT-PCR, je nutné umét rozlisit mezi
produkty vzniklymi z amplifikace genomové DNA vzorku
a produkty syntézy cDNA z RNA vzorku in vitro. Proto je
pozadovdno zpracovdni vzorku pomoci DNas a ddle by mély
byt pouzity takové primery, aby amplifikace vzorku DNA byla
bud nemoznd, nebo aby amplifikované produkty mély jinou
velikost nez amplikony vzniklé z cDNA'.

3. Metody zaloZené na detekci proteinu

Metody zaloZené na detekci proteinu (imunologické a en-
zymové) —deteguji produkt transgenu nebo metabolity, jejichz
produkce je ovlivnéna vlozenym genem. Tyto metody maji
dva vyznamné limity, které branf jejich pouZiti jako rutinnich
detek¢nich metod. Prvni nevyhodou je dispozice jen madla
protildtek specifickych proti proteinim produkovanym ex-
presi vlozeného genu. Druhou nevyhodou pro aplikaci téchto
analyz je degradace proteint v pribéhu zpracovani potravin.
V piipadé, Ze jsou vhodné protilatky k dispozici, jsou vyvinuté
metody vhodné pouze pro &erstvé potravinové suroviny'’.

3.1. Imunometody

Imunochemické detekéni metody jsou zaloZeny na speci-
fické reakci mezi antigenem (Ag) a protilatkou (Ab). Jsou
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bézné pouzivdny pro studium akumulace proteinl v transgen-
nich rostlindch. Pro detekci GMO jsou nejcastéji pouzivany
dva typy imunochemickych metod:

western prenos (imunoblot),

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

Obé tyto metody maji do zna¢né miry dopliujici se pred-
nosti a slabé stranky.

Sendvic¢ovd ELISA je zaloZena na pouZiti dvou protildtek.
Prvni protildtka, imobilizovand na povrch nosice, interaguje
s antigenem. Druhd, enzymem znacend protildtka, reaguje
s jinymi determinantnimi skupinami na odli$né ¢asti molekuly
antigenu. Po pfiddni chromogenniho substratu nebo substrdtu
a chromogenu je vyslednd enzymovd reakce vyhodnocena
fotometricky®".

Vyhodou western hybridizace oproti ELISA jsou schop-
nost stanovit molekuldrni hmotnost proteinu; reprodukova-
telné vysledky mohou byt dosazeny i pfi pouziti ne zcela
preciSténych protildtek. Western pfenosy jsou vSak cCasové

presnosti. Naproti tomu ELISA metody jsou méné provozné
ndrocné, vysoce specifické, citlivé a relativné snadno prove-
ditelné'”.

Typickym problémem, se kterym se setkdvdme pfi pouZiti
imunometod, je nevhodné pozadi, které miize byt zptisobeno
specifickou interakci protilatek (primdrni i sekunddrni, jestlize
je pouZzito vice druhtl) s proteinem v extraktu. Odezva pozadi
miiZe byt Casto sniZena nebo odstranéna tipravou koncentrace
protildtek ¢i pouzitim vhodného blokacniho ¢inidla. Podmin-
ky blokovani vhodnymi proteiny byvaji pro kazdy protein
uréeny empiricky'’.

Pii ELISA-PCR metodé¢ je amplifika¢ni produkt znacen
dioxigeninem béhem amplifikacni reakce probihajici v pfi-
tomnosti dioxigenin-11-dUTP (DIG-dUTP). Poté je PCR pro-
dukt hybridizovdn s probou znacenou biotinem, kterd spe-
cificky rozpozndva sekvenci uvniti cilové DNA. Ndsleduje
imobilizace biotinem oznaceného hybridu na streptavidinem
pokrytou mikrotitra¢ni desticku. Po promyti je kvantifikovdno
mnozstvi navdzanych hybridi pomoci znacené protildtky. Me-
toda PCR-ELISA vyuzivd druhé strategie kvantifikace (kapi-
tola 2.1.2.), polymerasovd fetézovd reakce je zastavena pred
poklesem amplifika¢ni efektivity. ELISA byla pouzita pro
kvantifikaci relativné nizkého mnozstvi PCR produktu3 33,
PfestoZe metoda byla aplikovana v riznych oblastech® a GMO
detek¢ni kit vyuZivajici tohoto principu je na trhu dostupny
(D-Genos, Angers, France), nenasla Siroké uplatnéni pfi kvan-
tifikaci obsahu GMO v potravindch a potravinarskych vyrob-
cich.

3.2. Urc¢eni aktivity produktu transgenu

Cilenym fenotypovym projevem vloZeného genu byva
nejcastéji protein se specifickou aktivitou. Tato aktivita mtze
i nemusi byt enzymatickd a mdZe byt méfena pomoci bio-
chemickych metod nebo biometod — napf. rezistence rostliny
vic¢i hmyzu nebo patogenim. V kazdém piipadé je dilezité
pamatovat, ze tato aktivita je v mnoha piipadech nejvice fizend
fenotypem rostliny. Tento fakt mtize byt rozhodujici pro po-
chopeni fenotypového projevu. Je diilezité uvédomit si, Ze pii
pouZzivani metody méfeni aktivity je méfena enzymova akti-
vita a pfi imunometoddch je méfena hladina akumulovanych
proteini'.



Chem. Listy 96, 25 — 32 (2002)

4. Ostatni techniky pouzivané pro detekci GMO

4.1. Chromatografie

Pokud se lisi vlastnosti GMO od nemodifikovaného or-
ganismu, napf. sloZeni mastnych kyselin nebo triglyceridd,
mohou byt tyto rozdily detegovany prostfednictvim tradi¢nich
chemickych metod zaloZenych na chromatografickém prin-
cipu. Toho je mozné vyuzit napiiklad pti detekci oleje ziska-
ného z GM kanoly pomoci vysokotlaké kapalinové chromato-
grafie spojené s hmotnostn{ ioniza¢ni spektrometrii (HPLC-
-MS). Pii vysetiovani sloZeni triglyceridi®® byl v triacylgly-
cerolovém podilu zaznamendn vyS$i obsah triacylglyceridd
v oleji z GM kanoly, ktery vykazuje vyssi oxidacnf stabilitu
diky vysokému obsahu kyseliny stearové a laurové. Tyto
vysledky jsou shodné s ostatnimi vysledky obdrzenymi pii
studii oxidacni stability v séji a v kanolovém oleji z novych
odriid pomoci HPLC-FID*®,

Nicméné, tato metoda je prikazna pouze tehdy, pokud
je sloZzeni GM rostlin nebo ziskanych produktd vyznamné
odlisné od slozeni nemodifikovanych organismi. Mimo to
jsou tyto metody vhodné spiSe pro kvalitativni analyzu nez
pro kvantifikaci geneticky modifikovanych organismti. Napf.
nizké pfidavky GM kanolového oleje se zménénou sklad-
bou triacylglyceridi k tradi¢nimu kanolovému oleji nebude
s vysokou pravdépodobnosti detegovano vzhledem k pfiro-
zené se vyskytujicim zméndm ve slozkdch nemodifikovaného
oleje.

4.2. Infracervend spektroskopie

Urcité zdsahy do genomu organismu mohou zménit i struk-
turu vlaken v rostlindch, pfestoZe nejsou detegovatelné zad-
né vyznamné rozdily ve slozeni proteinti nebo oleji (napf.
Roundup Ready séja). Zmény ve struktufe mohou byt zazna-
mendny pomoci infracervené spektroskopie37. Nicméné roz-
lisit malé mnozstvi GMO v nemodifikovanych produktech je
v tomto piipadé rovnéz znacné obtizné, stejné jako v piipade
pouziti chromatografickych metod.

S. Zavér

Z vyse uvedeného prehledu je zfejmé, Ze v soucasné dobé
existuje fada principidlné rozdilnych metod, jeZ mohou byt
pouzity pro kvantifikaci a charakterizaci transgenni DNA,
piipadné vysledného produktu jeji exprese v potravindch a po-
travindfskych vyrobcich. Pfi vybéru vhodnych detekénich me-
tod pro konkrétni materidl je vzdy pfedem nutné zvazit vypo-
védni hodnotu, citlivost, specifi¢nost a dal$si moznosti kazdého
metodického postupu. V souvislosti s tim je dilezité prihléd-
nout téz k charakteru, slozeni a ptivodu testovaného materidlu,
jez mohou ovlivnit extrakci DNA nebo bilkovin ze suroviny,
a zvolit dostate¢né mnozstvi kontrol, které by sniZily moZnost
vzniku fale$né pozitivnich i fale$né negativnich vysledka.
Vzhledem k tomu, Ze se vZdy jednd o analyzy citlivé na
presnost provedent, je laboratorni zru¢nost a zkusenost v dané
problematice nezbytnou podminkou pro dspésné testovani
GMO.
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K. Zdenkova, J. Pazlarova, M. Mackova, and K. Dem-
nerova (Department of Biochemistry and Microbiology, In-
stitute of Chemical Technology, Prague): Review of Detec-
tion Methods of GMO in the Raw and Processed-Food
Matrices

Genetically modified (GM) organisms are used for pro-
duction of GM food raw materials and food itself. This brings
benefit to food production but also a certain health risk. The
novel Czech food legislation requires labelling food contai-
ning more than 1 % of GM products. The methods of detection
of GM products in raw and processed food are based on the
determination of nucleic acids (PCR, analysis of RNA trans-
cripts) or protein determination (transgene product activity,
immunoassays). Certain types of GM products can be detected
by chromatography or IR spectroscopy. All the methods have
certain limitations (sensitivity, presence of inhibitors, etc.).
This review summarizes application and suitability of the
described methods for analysis of GM products.



