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1. ⁄vod

Jako geneticky modifikovan˝ organismus (GMO) je ozna-
Ëov·n organismus, kromÏ ËlovÏka, jehoû dÏdiËn˝ materi·l byl
zmÏnÏn genetickou modifikacÌ (definice ze z·kona Ë. 153/
2000 Sb.1). GenetickÈ modifikace (GM) jsou p¯ÌmÈ a cÌlenÈ
z·sahy do dÏdiËnÈho materi·lu organismu Ëi zmÏna genetic-
kÈho materi·lu z·mÏrn˝m vnesenÌm cizorodÈ informace do
hostitelskÈho org·nu. TermÌn transformace je pouûÌv·n pro
oznaËenÌ procesu vnesenÌ cizorodÈ DNA (cit.2).

Z·kladem genov˝ch technologiÌ je fakt, ûe chemickÈ slo-
ûenÌamolekul·rnÌstrukturadeoxyribonukleovÈkyseliny(DNA),
kter· je nositelkou dÏdiËnosti, a zp˘sob, jÌmû se uspo¯·d·nÌ

bazÌ DNA promÌt· do uspo¯·d·nÌ aminokyselin v bÌlkovin·ch
(genetick˝ kÛd), jsou pro vöechny ûivÈ organismy totoûnÈ. Je
tedy moûnÈ p¯en·öet hmyzÌ nebo rostlinnÈ geny do bunÏk
savc˘ nebo lidskÈ geny do bakteriÌ.

Mezi geneticky modifikovanÈ organismy jsou ¯azeny or-
ganismy, do kter˝ch byl pomocÌ metod genetickÈho inûen˝r-
stvÌ vnesen gen o zn·mÈm sloûenÌ a funkci, nesoucÌ pouze
poûadovanou vlastnost. OstatnÌ geny z˘stanou prakticky ne-
dotËeny.

UplatnÏnÌ modernÌch biotechnologick˝ch postup˘ v ze-
mÏdÏlstvÌ a v potravin·¯skÈm pr˘myslu p¯in·öÌ znaËnÈ ˙spory
n·klad˘ a m˘ûe pomoci vy¯eöit problÈm nedostatku potravin
zp˘soben˝ neust·le se zvyöujÌcÌ populacÌ obzvl·ötÏ v zemÌch
t¯etÌho svÏta. Na druhÈ stranÏ je p¯i vyuûÌv·nÌ GMO nezbytn·
opatrnost vzhledem k tomu, ûe moûnÈ neû·doucÌ projevy by
mohly negativnÏ ovlivÚovat ostatnÌ organismy vËetnÏ Ëlo-
vÏka. Rychl˝, intenzivnÌ v˝zkum a v˝voj tÈto technologie
a kontrola jejÌho pouûitÌ jsou vöak p¯edpokladem, ûe zkuöe-
nosti budou p¯ib˝vat, a tÌm omezenÌ klesat3.

Moûnost neû·doucÌch projev˘ musÌ b˝t nezbytnÏ respek-
tov·na. V souËasnÈ dobÏ v ¯adÏ zemÌ celÈho svÏta platÌ urËit·
omezenÌ pro distribuci, prodej a vyuûitÌ GMO. V »eskÈ repub-
lice podlÈh· proces nakl·d·nÌ s GMO z·konu Ë. 153/2000 Sb.
Tento z·kon byl schv·len v kvÏtnu 2000, p¯ÌsluönÈ vyhl·öky
v ¯Ìjnu tÈhoû roku. Z·kon zahrnuje problematiku Ñuzav¯e-
nÈhoì, tj. v podstatÏ laboratornÌho nakl·d·nÌ s GMO, uv·dÏnÌ
GMO do prost¯edÌ a do obÏhu (na trh). D·le byla v »eskÈ
republice v r. 2000 schv·lena novela z·kona Ë. 110/1997 Sb.
o potravin·ch a tab·kov˝ch v˝robcÌch ve znÏnÌ z·kona Ë. 306/
2000. Novelizovan· vyhl·öka Ë. 324/1997 ve znÏnÌ 24/2001
Ël. 7 Sb. byla schv·lena 17.1.2001 s platnostÌ od 1.6.2001
s v˝jimkou paragrafu t˝kajÌcÌho se povinnosti znaËit gene-
ticky modifikovanÈ potraviny s obsahem transgennÌ DNA 1 %
a v˝öe (bude uvedena v platnost 1.1.2002).

V souËasnÈ dobÏ je v˝zkum zamÏ¯en na p¯enos p¯Ìsluö-
n˝ch genov˝ch sekvencÌ do potravin·¯sky v˝znamn˝ch rostlin
jako r˝ûe, pöenice, jeËmen, ûito, rajËata, fazole a hr·ch2. Mimo
to se pracuje na zlepöenÌ vlastnostÌ dalöÌch druh˘ ovoce a ze-
leniny (brokolice, maliny, meloun apod.). Vedle zemÏdÏl-
sk˝ch plodin lze oËek·vat dalöÌ rozvoj p¯Ìpravy geneticky
modifikovan˝ch mikroorganism˘ pouûÌvan˝ch p¯i v˝robÏ po-
travin (startovacÌ kultury v mlÈk·renskÈm pr˘myslu2), pivo-
varskÈ kvasinky, peka¯skÈ droûdÌ), v oblasti pr˘myslov˝ch
rostlin pro p¯Ìpravu farmak a plast˘, ûivoËich˘ pro p¯Ìpravu
farmak, moûnosti vyuûitÌ zvÌ¯ecÌch org·n˘ pro transplantace.

Kontrola potravin·¯sk˝ch surovin i samotn˝ch potravin
a urËov·nÌ p¯Ìtomnosti transgen˘ je dnes öiroce se rozvÌjejÌcÌ
vÏdnÌ oblastÌ, kter· spojuje znalosti genetickÈho inûen˝rstvÌ,
biochemie, mikrobiologie a dalöÌch vÏdnÌch disciplÌn. P¯i de-
tekci GMO jsou kladeny vysokÈ poûadavky na specifiËnost
a citlivost pouûÌvan˝ch postup˘. Z·kladnÌ schÈma detekce
GMO zahrnuje odbÏr reprezentativnÌho vzorku matrice, ex-
trakci nukleov˝ch kyselin nebo protein˘, testovacÌ metody
potvrzujÌcÌ p¯Ìtomnost transgenu, identifikaci transgenu a jeho
kvantifikaci. BÏûnÏ pouûÌvanÈ postupy jsou shrnuty v tabul-
ce I.
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Tabulka I
Techniky bÏûnÏ pouûÌvanÈ pro detekci geneticky modifikovan˝ch organism˘

Detekce nukleov˝ch kyselin detekce DNA PCR a jejÌ aplikace (multiplex PCR, nested PCR)
kvantitativnÌ kompetitivnÌ PCR (QC PCR)
Real-Time PCR
Southern˘v p¯enos
mikroËipy

detekce RNA reverznÌ transkripce ñ PCR (RT-PCR)
northern hybridizace
RPA (Ribonuclease Protein Assay)

Detekce proteinu imunometody ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
western p¯enos (Imunoblot)

urËenÌ aktivity produktu transgenu
OstatnÌ techniky chromatografie

infraËerven· spektroskopie

2. Metody zaloûenÈ na detekci
nukleov˝ch kyselin

Pro detekci GMO b˝vajÌ Ëasto pouûÌv·ny metody zaloûenÈ
na detekci nukleov˝ch kyselin (NK). Mezi vhodnÈ metody
pat¯Ì polymerasov· ¯etÏzov· reakce (PCR) a jejÌ variace ñ
multiplex PCR, nested PCR, kvantitativnÌ kompetitivnÌ PCR
(QC PCR), Real-Time PCR, reverznÌ transkripce ñ PCR (RT-
-PCR), Southern hybridizace, northern hybridizace a ribonu-
clease protein assay (RPA), zaloûen· na specifickÈ vazbÏ
bÌlkoviny na nukleovou kyselinu. JednÌm z prvnÌch krok˘
test˘ zaloûen˝ch na detekci NK je jejich extrakce z testovanÈ-
ho vzorku potravin a potravin·¯sk˝ch surovin. Extrakce nu-
kleov˝ch kyselin zahrnuje lyzi bunÏËn˝ch membr·n, inakti-
vaci bunÏËn˝ch nukleas a separaci nukleov˝ch kyselin od
zbytk˘ bunÏk. Efektivita metod zaloûen˝ch na detekci nukleo-
v˝ch kyselin z·leûÌ na kvalitÏ a ËistotÏ extrahovan˝ch nukleo-
v˝ch kyselin. Kvalita DNA je ud·v·na dÈlkou fragment˘
a stupnÏm poökozenÌ, kterÈ m˘ûe b˝t zp˘sobeno vyööÌmi te-
plotami, nÌzk˝m pH prost¯edÌ nebo p˘sobenÌm nukleas. NÏ-
kterÈ typy potravin (nap¯. pyrÈ) jsou n·roËnÏjöÌ na v˝bÏr vhod-
nÈ extrakËnÌ metody a purifikaËnÌho procesu (kapitola 2.1.3.).

MnoûstvÌ extrahovanÈ DNA lze stanovit elektroforeticky,
fluorometricky nebo spektrofotometricky pomocÌ UV svÏtla
o vlnovÈ dÈlce 260 nm. »istota extrahovanÈ DNA b˝v· urËena
z pomÏru absorbancÌ p¯i 260 a 280 nm.

2 . 1 . P o l y m e r a s o v · ¯ e t Ï z o v · r e a k c e

Polymerasov· ¯etÏzov· reakce (polymerase chain reac-
tion, PCR) je in vitro reakce umoûÚujÌcÌ namnoûenÌ definova-
n˝ch ˙sek˘ DNA. Reakce je katalyzov·na termostabilnÌ DNA
polymerasou, nap¯. Taq DNA polymerasou izolovanou z ter-
mofilnÌ bakterie Thermus aquaticus. K namnoûenÌ cÌlovÈ DNA
se pouûÌv· dvou oligonukleotidov˝ch primer˘, kterÈ hybridi-
zujÌ s komplement·rnÌmi ¯etÏzci DNA.

VlastnÌ PCR se skl·d· z cyklickÈho opakov·nÌ 3 z·klad-
nÌch krok˘:
1) oddÏlenÌ vl·ken dvojöroubovice DNA teplotnÌ denaturacÌ,
2) p¯ipojenÌ primer˘ k jejich komplement·rnÌm ˙sek˘m v DNA

(annealing),

3) elongace primer˘ Taq polymerasou.
PoËet tÏchto cykl˘ (zpravidla 35 nebo 40) z·visÌ na kon-

centraËnÌch pomÏrech v reakËnÌ smÏsi, poûadovanÈm v˝tÏûku
a ûivotnosti enzymu.

PCR umoûÚuje specifickÈ a citlivÈ namnoûenÌ nÌzkÈho
mnoûstvÌ cÌlov˝ch sekvencÌ DNA. V takovÈm p¯ÌpadÏ se jako
post-PCR detekce vÏtöinou pouûÌv· horizont·lnÌ elektroforÈza
v agarosovÈm gelu. P¯i tomto zp˘sobu detekce amplifiko-
van˝ch produkt˘ existuje riziko, ûe dojde k z·mÏnÏ nespecific-
ky namnoûenÈho ˙seku a specifickÈho PCR produktu, zvl·ötÏ
pokud se jedn· o produkty podobnÈ velikosti. Pro snÌûenÌ
rizika zÌsk·nÌ faleönÏ pozitivnÌch v˝sledk˘ m˘ûe b˝t produkt
namnoûenÌ podroben n·slednÈmu ötÏpenÌ restrikËnÌmi endo-
nukleasami4,5.

Pro charakterizaci a konfirmaci PCR produktu je d·le
moûnÈ pouûÌt sekvenci DNA Ëi Southern˘v p¯enos s digoxi-
geninem znaËenou oligonukleotidovou probou6. Po elektro-
foretickÈm dÏlenÌ lze pomocÌ Southernova p¯enosu produkt˘
potvrdit, ûe sekvence mezi primery je hledanou sekvencÌ6.
Tento krok je velmi ËasovÏ n·roËn˝, v praxi je z¯Ìdka vyuûÌ-
v·n. P¯Ìstup je v souladu s postupem doporuËen˝m pro anal˝zu
geneticky modifikovan˝ch brambor ve shodÏ s ß 35 German
Food Act7.

2.1.1. Detekce GMO v potravin·ch a potravin·¯sk˝ch
surovin·ch pomocÌ PCR reakce

Detekce GMO v potravin·ch pomocÌ PCR je komplexnÌm
vÌceparametrov˝m problÈmem. Proces urËov·nÌ p¯Ìtomnosti
GMO je sloûen z izolace templ·tovÈ DNA (pre-PCR), vlastnÌ
PCR reakce, detekce namnoûen˝ch produkt˘ a vyhodnocenÌ
zÌskan˝ch ˙daj˘ (post-PCR).

KritickÈ faktory pro pre-PCR jsou n·sledujÌcÌ:
ñ homogenita analyzovanÈho vzorku,
ñ izolace templ·tovÈ DNA,
ñ standardnÌ proces pro odhad koncentrace genomovÈ DNA

a vöech reakËnÌch Ëinidel pouûÌvan˝ch v reakci.
Pro PCR reakci jsou kritickÈ tyto body:

ñ nastavenÌ reakËnÌch parametr˘,
ñ d·vkov·nÌ reaktant˘,
ñ teplotnÌ a Ëasov˝ program.
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Pro post-PCR proces je kritick˝m bodem citlivost detekce
amplifikovan˝ch produkt˘.

V souËasnÈ dobÏ jsou v evropsk˝ch kontrolnÌch potravi-
n·¯sk˝ch laborato¯Ìch specificky detegov·ny transgennÌ DNA
sekvence p¯ev·ûnÏ prost¯ednictvÌm PCR reakce. Vedle speci-
fick˝ch metod jsou rozvÌjeny (a jiû k dispozici) screeningovÈ
metody umoûÚujÌcÌ detekci tÈmÏ¯ jakÈhokoliv schv·lenÈho
transgenu2. PCR je pouûÌv·no pro rychlÈ anal˝zy vysok˝ch
poËt˘ vzork˘. Je-li reakËnÌ produkt kratöÌ neû cca 1000 bp,
m˘ûe pouûitÌ relativnÏ dlouh˝ch primer˘ (25ñ30 nukleotid˘)
s vysokou teplotou p¯ipojenÌ (Tm ~ 65ñ68 ∞C) pomoci zabez-
peËit p¯esnost reakce. Pro reprodukovatelnou detekci je rozho-
dujÌcÌ zajiötÏnÌ dostateËnÈ citlivosti primer˘, umÌstÏnÌ primer˘
ovlivÚuje informaËnÌ hodnotu produktu PCR. Ve schÈmatu 1
je zn·zornÏn pouûÌvan˝ PCR systÈm detekce geneticky modi-
fikovan˝ch organism˘. SchÈma ukazuje p¯edem p¯ipravenou
rostlinnou transkripËnÌ jednotku obsahujÌcÌ promotor (P), kÛ-
dujÌcÌ sekvence (A, B) a termin·tor (T). D·le jsou zn·zornÏny
rozdÌlnÈ pozice komplement·rnÌch primer˘ a informace, kterÈ
je moûno zÌskat z v˝sledk˘ polymerasovÈ ¯etÏzovÈ reakce.
Pokud jsou v danÈ reakci pouûity primery komplement·rnÌ ke
genomovÈ DNA, ze zÌskan˝ch v˝sledk˘ m˘ûeme urËit, je-li
extrahovan· deoxyribonukleov· kyselina schopna namnoûenÌ
PCR procesem (viz schÈma ñ ˙roveÚ I, DruhovÏ specifickÈ
PCR). Nap¯. u potravin Ë·steËnÏ vyroben˝ch z transformovanÈ
sÛji je prov·dÏna detekce sÛjovÈho lecitinovÈho genu8. V p¯Ì-
padÏ pouûitÌ primer˘ komplement·rnÌch k regulaËnÌm sek-
vencÌm mohou zÌskanÈ v˝sledky potvrdit p¯Ìtomnost trans-
gennÌ DNA v testovanÈm vzorku potraviny nebo potravi-
n·¯skÈ suroviny (˙roveÚ II, ÑScreeningì PCR). P¯Ìkladem je
kvalitativnÌ PCR systÈm specifick˝ pro origin·lnÌ sekvence
35S promotoru viru kvÏt·kovÈ mozaiky (P-35S promotor) Ëi
nos termin·toru z p˘dnÌ bakterie Agrobacterium tumefaciens,
jeû pat¯Ì mezi nejËastÏji pouûÌvanÈ regulaËnÌ sekvence p¯i
cÌlenÈm p¯enosu gen˘ do rostlinn˝ch bunÏk pomocÌ A. tume-
faciens9. Prost¯ednictvÌm primer˘ nasedajÌcÌch uvnit¯ trans-

gennÌ DNA b˝v· urËen vloûen˝ gen (˙roveÚ III, Amplifikace
transgenu). Primery  komplement·rnÌ  k regulaËnÌ  sekvenci
a genu urËujÌ vloûenou transkripËnÌ jednotku (˙roveÚ IV, Kon-
strukt specifickÈ PCR) a primery amplifikujÌcÌ ˙sek mezi
regulaËnÌ sekvencÌ a genomovou DNA urËujÌ druh transgen-
nÌho organismu (˙roveÚ V, Odr˘dovÏ specifickÈ PCR).

Detekce genetick˝ch marker˘ indukujÌcÌch genetickÈ mo-
difikace b˝vajÌ takÈ prov·dÏny pouûitÌm specifickÈho a cit-
livÈho namnoûenÌ DNA pomocÌ PCR procesu. PoËet selek-
ËnÌch gen˘ pouûÌvan˝ch p¯i genov˝ch modifikacÌch rostlin je
velmi öirok˝, nejËastÏji jsou pouûÌv·ny geny kÛdujÌcÌ enzymy
β-glukuronidasu (GUS) a luciferasu. V poslednÌ dobÏ byl
pops·n autofluorescenËnÌ protein z med˙zy tzv. green fluores-
cence protein (GFP), poËet jeho pouûitÌ jako markerovÈho
enzymu vkl·danÈho do rostlin st·le vzr˘st·. Markery jsou
velmi v˝hodnÈ pro studium exprese transgenu, charakterizaci
promotoru a rychl˝ screening velkÈho mnoûstvÌ transforman-
t˘10.

PomocÌ PCR metody m˘ûe b˝t prok·z·na pouze p¯Ìtom-
nost sekvencÌ komplement·rnÌch ke zvolen˝m primer˘m. ZÌs-
kanÈ v˝sledky nenaznaËujÌ, zda je templ·t DNA integrovan˝
do genomu rostliny ani jeho koncentraci. V˝voj kvantitativnÌ
PCR metody otevÌr· moûnost pouûitÌ tÈto technologie pro
zjiöùov·nÌ v˝sledk˘ d¯Ìve zÌskan˝ch pomocÌ Southern hybridi-
zace, nap¯. odhad poËtu kopiÌ transgenu10.

ObmÏnou tradiËnÌ polymerasovÈ ¯etÏzovÈ reakce m˘ûe
b˝t p¯id·nÌ n·sobnÈho mnoûstvÌ p·r˘ primer˘ do reakËnÌ smÏsi
ñ multiplex PCR. Tato modifikace umoûÚuje analyzovat vÌce
parametr˘ v pr˘bÏhu jednoho reakËnÌho procesu, coû je zvl·ötÏ
v˝hodnÈ pr·vÏ p¯i detekci geneticky modifikovan˝ch organis-
m˘. P¯Ìtomnost vÌce p·r˘ primer˘ v reakËnÌ smÏsi vöak m˘ûe
zp˘sobovat mnoho problÈm˘, nap¯. zvyöovat tvorbu nespr·v-
n˝ch PCR produkt˘ Ëi diskriminaci delöÌch DNA fragment˘11.
Pro multiplex PCR proces jsou vybÌr·ny primery s podobnou
teplotou p¯ipojenÌ (Tm). DÈlka namnoûen˝ch produkt˘ by mÏla
b˝t blÌzk·, p¯i vÏtöÌch rozdÌlech b˝v· up¯ednostÚov·na ampli-

SchÈma 1. PouûÌvan˝ PCR systÈm detekce geneticky modifikovan˝ch potravin a potravin·¯sk˝ch surovin
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fikace kratöÌho ˙seku, coû m· za n·sledek odliönÈ mnoûstvÌ
namnoûen˝ch produkt˘. Ke snÌûenÌ tÏchto rozdÌl˘ se v reakËnÌ
smÏsi pro multiplex PCR pouûÌv· pufr obsahujÌcÌ p¯Ìdavek
Taq polymerasy, kter˝ sniûuje konkurenci mezi amplikony,
a tÌm diskriminaci delöÌch fragment˘.

Ke zv˝öenÌ citlivosti a p¯esnosti m˘ûe b˝t pouûito tzv.
nested PCR, kter· je sloûena ze dvou po sobÏ n·sledujÌcÌch
amplifikaËnÌch reakcÌ s 15ñ30 reakËnÌmi cykly. Templ·tem
prvnÌ reakce je DNA zÌskan· extrakcÌ vzorku, templ·tem
druhÈ je produkt zÌskan˝ reakcÌ prvnÌ. Jako primery jsou
pouûity dva druhy oligonukleotidovÈ sekvence (vnit¯nÌ a vnÏj-
öÌ). Vnit¯nÌ primery jsou komplement·rnÌ k oblasti produktu
zÌskanÈho prvnÌ reakcÌ12. ProtipÛlem zv˝öenÈ citlivosti je vöak
vzr˘stajÌcÌ riziko kontaminace. P¯esnost je zv˝öena dÌky faktu,
ûe tato technika skoro vûdy eliminuje namnoûenÌ nespecific-
k˝ch amplifikaËnÌch produkt˘. S vysokou pravdÏpodobnostÌ
nenÌ û·dn˝ nespecifick˝ produkt vznikajÌcÌ v pr˘bÏhu prvnÌ
amplifikace dostateËnÏ komplement·rnÌ k vnit¯nÌm primer˘m.
Z tohoto d˘vodu nem˘ûe slouûit jako templ·t pro druhou PCR
amplifikaci.

Z·vaûnou chybou p¯i anal˝ze vzork˘ pomocÌ PCR je vznik
faleönÏ pozitivnÌch a negativnÌch v˝sledk˘. K detekci faleönÏ
pozitivnÌch v˝sledk˘ m˘ûe dojÌt tak, ûe materi·l p¯ipraven˝
k vyöet¯enÌ je v laborato¯i kontaminov·n amplikony, kterÈ se
dostaly do vzduchu bÏhem pipetov·nÌ jinÈho, jiû amplifiko-
vanÈho vzorku nebo p¯ÌmÏsÌ GM organismu p¯i zpracov·nÌ
testovanÈho vzorku. K faleönÏ pozitivnÌmu v˝sledku staËÌ
zcela nepatrn· p¯ÌmÏs smÏsi spadl· do dosud nezpracovanÈho
vzorku. Riziko lze snÌûit d˘sledn˝m prostorov˝m oddÏlenÌm
jednotliv˝ch operacÌ, pouûÌv·nÌm lamin·rnÌch box˘, öpiËek
s filtry zabraÚujÌcÌmi kontaminaci mechaniky pipet. Pro elimi-
naci nespr·vn˝ch v˝sledk˘ je vhodnÈ do kaûdÈ sÈrie testo-
van˝ch vzork˘ za¯adit pozitivnÌ a negativnÌ kontrolu. Jako
negativnÌ kontrola m˘ûe b˝t pouûita nemodifikovan· DNA
nebo sterilnÌ voda, jako pozitivnÌ kontrola pak ovÏ¯en· cÌlov·
sekvence. V˝sledky zÌskan˝mi amplifikacÌ negativnÌ kontroly
je ovÏ¯ena nep¯Ìtomnost kontaminace reagenciÌ, pouûÌvan˝ch
p¯Ìstroj˘, pom˘cek i pracovnÌho prost¯edÌ. PozitivnÌ kontrolou
b˝v· ovÏ¯ena funkËnost vöech krok˘ procesu, a tÌm zabr·nÏnÌ
zisku faleönÏ negativnÌch v˝sledk˘.

2.1.2. Kvantifikace GMO v potravin·ch pomocÌ PCR

HlavnÌm nedostatkem tradiËnÌ PCR je nep¯esn· kvantifi-
kace, kter· je z·visl· na ˙Ëinnosti amplifikaËnÌho procesu.
Jestliûe je reakËnÌ efektivita (E) konstantnÌ pro kaûd˝ reakËnÌ
cyklus, koncentrace PCR produktu je ˙mÏrn· mnoûstvÌ po-
Ë·teËnÌ cÌlovÈ DNA. Efektivita vöak nenÌ parametrem kon-
stantnÌm, ale promÏnn˝m, aù jiû v r·mci r˘zn˝ch reakcÌ Ëi
v pr˘bÏhu jednÈ reakce. ZejmÈna v poslednÌch cyklech poly-
merasovÈ ¯etÏzovÈ reakce, kdy jsou produkty tvo¯enÈ v ne-
exponenci·lnÌ f·zi nezn·mou reakËnÌ rychlostÌ. Za ˙Ëelem
dosaûenÌ maxim·lnÌ citlivosti PCR procesu je mnoûstvÌ vytvo-
¯enÈho produktu mÏ¯eno v z·vÏreËnÈ f·zi, kdy amplikon do-
s·hne maxim·lnÌho v˝tÏûku (Ñplato f·zeì). V tÈto f·zi procesu
je korelace mezi koncentracÌ produktu a poË·teËnÌm mnoû-
stvÌm cÌlovÈ DNA jen velmi nÌzk·13ñ15. Pro kvantifikaci DNA
jsou pouûÌv·ny techniky zaloûenÈ na principu PCR, takovÈ
jako kvantitativnÌ kompetitivnÌ polymerasov· ¯etÏzov· reakce
(QC PCR) a Real-Time PCR, kterÈ vy¯eöily problÈm urËenÌ
vztahu mezi koncentracÌ cÌlovÈ DNA sekvence a mnoûstvÌm

PCR produktu vytv·¯enÈho bÏhem amplifikace. Nalezen· ¯e-
öenÌ jsou n·sledujÌcÌ:
1. SpoleËn· amplifikace cÌlovÈ sekvence a vnit¯nÌho stan-

dardu v p¯ÌpadÏ kvantifikace cÌlovÈ sekvence pomocÌ QC
PCR.

2. MÏ¯enÌ PCR produktu v poË·teËnÌch f·zÌch reakce, kdy je
E st·le jeötÏ konstantnÌ, a proto jsou koncentrace produktu
v korelaci s poË·teËnÌ koncentracÌ cÌlovÈ DNA sekvence.
Tohoto principu vyuûÌvajÌ metody Real-Time PCR a PCR-
-ELISA.
KritickÈ body pro kvantitativnÌ anal˝zu jsou selektivita

reakce, reprodukovatelnost, p¯esnost a detekËnÌ limit10.

2.1.2.1. KvantitativnÌ kompetitivnÌ polymerasov· ¯etÏzov·
reakce (QC PCR)

Principem kvantitativnÌ kompetitivnÌ PCR metody (QC
PCR) je amplifikace vnit¯nÌho DNA standardu spoleËnÏ s cÌlo-
vou DNA. Kvantifikace p¯ÌtomnÈho GMO ve vzorku je dosa-
ûeno elektroforeticky, porovn·nÌm intenzity prouûku PCR
produktu zÌskanÈho namnoûenÌm cÌlovÈ sekvence s vnit¯nÌm
standardem16,17. RozdÌl  ve velikosti produkt˘ se pohybuje
maxim·lnÏ v desÌtk·ch p·r˘ bazÌ18. QC PCR metoda byla
˙spÏönÏ testov·na v mezin·rodnÌm kruhovÈm testu pro kvan-
titativnÌ stanovenÌ transgenu sÛji Roundup ReadyÆ a kuku¯ice
MaximizerÆ (cit.16).

2.1.2.2. Real-Time PCR

P¯i Real-Time PCR doch·zÌ k monitorov·nÌ vznikajÌcÌho
produktu v pr˘bÏhu celÈho amplifikaËnÌho procesu a kvanti-
fikace je provedena v exponenci·lnÌ f·zi syntÈzy DNA19. PrvnÌ
aplikacÌ byl systÈm zaloûen˝ na fluorimetrickÈm mÏ¯enÌ vnit¯-
nÌ  sondy. Tato  vnit¯nÌ  proba je sloûena  z kr·tkÈho  DNA
fragmentu, kter˝ obsahuje fluorofor i zh·öeË fluorescence.
DÌky jejich vz·jemnÈ blÌzkosti potlaËuje zh·öeË vöechnu fluo-
rescenci oz·¯enÈho fluoroforu. DNA sekvence sondy je navr-
ûena uvnit¯ cÌlovÈ sekvence. V pr˘bÏhu kaûdÈho cyklu je
stejnÏ jako p¯i klasickÈ polymerasovÈ reakci dvojvl·kno DNA
nejd¯Ìve separov·no na jednotliv· vl·kna, d·le doch·zÌ k na-
sednutÌ primer˘ a vnit¯nÌ sondy, poslednÌm krokem je polyme-
race DNA polymerasou. DNA polymerasy pouûÌvanÈ v Real-
-Time PCR reakci vykazujÌ silnou 5íñ3í exonukleasovou ak-
tivitu, v pr˘bÏhu reakce tedy ötÏpÌ vnit¯nÌ sondu na jednot-
livÈ nukleotidy. V tomto stadiu se zh·öeË a fluorofor jiû ne-
nach·zejÌ v dostateËnÈ blÌzkosti, a proto doch·zÌ k n·r˘stu
fluorescenËnÌho sign·lu. DalöÌ postup je zaloûen na pouûi-
tÌ dvou vnit¯nÌch sond s fluoroforem (na 3í konci hybridi-
zaËnÌ proby 1) a zh·öeËem fluorescence (na 5í konci hybridi-
zaËnÌ proby 2). Proby jsou navrûenÈ k nasednutÌ blÌzko sebe
uvnit¯ cÌlovÈ sekvence. PrvnÌ fluorofor po excitaci vnÏjöÌm
zdrojem emituje svÏtlo, kterÈ je zachyceno druhou probou,
ovöem jen za p¯edpokladu, ûe se obÏ proby nach·zÌ v tÏsnÈ
blÌzkosti. V pr˘bÏhu elongace doch·zÌ k uvolnÏnÌ vnit¯nÌch
prob, a tÌm k jejÌch odd·lenÌ. Druh· proba tedy nezachyt·v·
energii vysÌlanou prvnÌ, tÌm doch·zÌ k n·r˘stu fluorescence,
kter· je mÏ¯ena po nasednutÌ primer˘ v kaûdÈm reakËnÌm
cyklu20.

TakÈ je moûno pouûÌt SYBRR Green I, barvivo, kterÈ se
v·ûe na dsDNA. Pokud je barvivo SYBRR Green I nenav·-
zanÈ, je intenzita jeho fluorescenËnÌho sign·lu velmi nÌzk·. Po
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teplotnÌ denaturaci je DNA rozpletena na jednotliv· vl·kna,
nasednutÌm primer˘ dojde k vytvo¯enÌ kr·tkÈho ˙seku dsDNA,
na kterou m˘ûe b˝t nav·z·n SYBRR Green I. V pr˘bÏhu
elongace doch·zÌ k zapolymerov·nÌ vzr˘stajÌcÌho mnoûstvÌ
barviva. K mÏ¯enÌ fluorescence doch·zÌ v kaûdÈm cyklu, a to
na konci elongaËnÌ f·ze. ZaË·tek vzr˘stu z·visÌ na poË·teËnÌ
koncentraci cÌlovÈ sekvence DNA20.

AËkoliv je vysok· cena n·stroj˘ a specifick˝ch reagenciÌ
p¯ek·ûkou pro mnoho laborato¯Ì, Real-Time PCR m˘ûe b˝t
povaûov·n za v souËasnÈ dobÏ nejp¯esnÏjöÌ a nejv˝hodnÏjöÌ
z dostupn˝ch kvantitativnÌch metod.

2.1.3. OmezenÌ PCR detekce GM potravin

Pro svou rychlost, citlivost a specifiËnost je PCR potenci-
·lnÏ velmi ˙Ëinnou metodou detekce GM potravin. V˝znamn˝
vliv na v˝sledky zÌskanÈ PCR metodou m˘ûe mÌt proces
zpracov·nÌ potravin.

2.1.3.1. Degradace DNA

R˘znÈ faktory p¯ispÌvajÌcÌ degradaci DNA p¯i zpracov·nÌ
potravin m˘ûeme rozdÏlit na chemickÈ, fyzik·lnÌ a enzymovÈ.
Mezi tyto faktory jsou ¯azeny nap¯Ìklad:
ñ dlouhotrvajÌcÌ tepeln· ˙prava, jako nap¯. autokl·vov·nÌ

pouûÌvanÈ p¯i konzerv·rensk˝ch procesech, m˘ûe mÌt za
n·sledek hydrol˝zu DNA na menöÌ fragmenty nebo takovÈ
chemickÈ modifikace DNA, kterÈ znemoûÚujÌ PCR pro-
ces. Z tohoto d˘vodu m˘ûe anal˝za konzervovan˝ch po-
travin poskytovat faleönÏ negativnÌ v˝sledky,

ñ anal˝zu takÈ  znesnadÚuje vzr˘st chemickÈ modifikace
a hydrol˝zy DNA p¯i nÌzkÈm pH, nap¯. v˝robky konzer-
vovanÈ v octu nebo rajËatovÈ pyrÈ a produkty z rajsk˝ch
jablÌËek, jako t¯eba keËup. U tÏchto druh˘ potravin je
anal˝za velmi obtÌûn· a zÌskanÈ  v˝sledky nemusÌ b˝t
spr·vnÈ,

ñ p¯i prodlouûenÈm skladov·nÌ Ëerstv˝ch potravin  m˘ûe
doch·zet k enzymatickÈ degradaci DNA pomocÌ nukleas.

2.1.3.2. Inhibice PCR

ProblÈmem p¯i  pouûitÌ metody PCR pro  anal˝zu GM
potravin je p¯Ìtomnost inhibitor˘ reakce v testovanÈm ma-
teri·lu, kterÈ redukujÌ ˙Ëinnost amplifikaËnÌho procesu. Do
tÈto skupiny pat¯Ì mnoho bÏûn˝ch sloûek potravin:
ñ kationy: nap¯. Ca2+, Fe3+,
ñ tÏûkÈ kovy,
ñ uhlovodÌky,
ñ tanin (kyselina t¯Ìslov·), fenoly,
ñ soli: nap¯. NaCl, dusitany.

Studie popisovanÈ v literatu¯e indikujÌ, ûe stupeÚ inhibice
PCR je velmi z·visl˝ na typu potraviny, nap¯. va¯en· öunka
vykazuje malou nebo û·dnou inhibici, zatÌmco r˘znÈ druhy
mÏkk˝ch s˝r˘ kompletnÏ inhibujÌ PCR proces. Toto m˘ûe vÈst
k potenci·lnÌm analytick˝m problÈm˘m, nap¯. jestliûe byl
analyzov·n obsah GM sÛji v r˘znÏ plnÏn˝ch peËivech, a to
öunkou, mÏkk˝m s˝rem, öunkou i mÏkk˝m s˝rem z·roveÚ21.

PCR inhibice m˘ûe snadno vÈst k faleönÏ negativnÌm
v˝sledk˘m, p¯edevöÌm jestliûe je GM potravina analyzov·na
v laborato¯i, kde nemajÌ dostateËnÈ zkuöenosti s anal˝zou
potravin pomocÌ PCR metody. Znalost pravdÏpodobn˝ch in-

hibitor˘ v testovan˝ch vzorcÌch m˘ûe p¯ispÏt k v˝bÏru vhodnÈ
anal˝zy, modifikaci rutinnÌ extrakce a PCR procesu. V nÏ-
kter˝ch p¯Ìpadech je moûnÈ snÌûit inhibiËnÌ efekt z¯edÏnÌm
extraktu, ËÌmû doch·zÌ ke z¯edÏnÌ DNA i p¯Ìtomn˝ch inhibi-
tor˘. Toto vöak nelze pouûÌt, pokud je koncentrace DNA ve
vzorku nÌzk·. V takovÈm p¯ÌpadÏ mohou b˝t extrahovanÈ
nukleovÈ kyseliny d·le p¯eËiötÏny a zakoncentrov·ny. TakÈ
p¯Ìdavek PCR Ñenhancerì do reakce sniûuje stupeÚ inhibice.
TakovÈ analytickÈ modifikace mohou zabr·nit zÌsk·nÌ faleö-
nÏ negativnÌch v˝sledk˘ a umoûÚujÌ zv˝öit d˘vÏryhodnost
zÌskan˝ch v˝sledk˘. Na druhÈ stranÏ zvyöujÌ Ëas a cenu ana-
l˝zy21.

2.1.4. MikroËipy

Rychl˝ rozvoj molekul·rnÏ genetick˝ch metod umoûÚuje
p¯Ìpravu GMO, kterÈ obsahujÌ novÈ znaky, vyööÌ mnoûstvÌ
a rozmanitost vkl·dan˝ch gen˘ i regulaËnÌch prvk˘. Nap¯.
Hemmer9 jiû publikoval nÏkterÈ schv·lenÈ GM plodiny neob-
sahujÌcÌ promotor P-35S ani nos termin·tor. Z toho vypl˝v·
i pot¯eba anal˝zy vyööÌho mnoûstvÌ genetick˝ch modifikacÌ.
To pak vyûaduje v˝voj nov˝ch automatizovan˝ch systÈm˘,
kterÈ mohou snÌûit nejen Ëas, ale i n·klady anal˝z jako nap¯.
systÈmy zaloûenÈ na mikroËipech22ñ24. Principem je spojenÌ
teplotnÌ ¯etÏzovÈ reakce a mikroËipovÈ gelovÈ elektroforÈzy.
PojetÌ je zaloûeno na miniaturizaci n·st¯iku, zpracov·nÌ i ana-
l˝ze vzorku v jednoduchÈm za¯ÌzenÌ. Toto uspo¯·d·nÌ dovo-
luje rychlou (cca 1 minuta/cyklus) a ˙Ëinnou amplifikaci DNA
na Ëipech n·sledovanou elektroforetick˝m rozdÏlenÌm a de-
tekcÌ  amplifikovan˝ch  produkt˘. Ke snÌûenÌ  Ëasu anal˝zy
doch·zÌ redukcÌ poËtu pot¯ebn˝ch term·lnÌch cykl˘. Metoda
umoûÚuje detekci PCR produkt˘ po probÏhnutÌ pouh˝ch 10
term·lnÌch cykl˘, s celkov˝m Ëasem anal˝zy okolo 20 minut.
PoË·teËnÌ koncentrace cÌlovÈ sekvence DNA b˝v· niûöÌ neû
15 kopiÌ v nast¯ikovanÈm objemu25.

AËkoliv jiû bylo publikovalo nÏkolik Ël·nk˘ o PCR-mi-
krosystÈmech rozdÌlnÈ sloûitosti25ñ27, jen nÏkterÈ aplikace byly
d·le rozvÌjeny pro detekci DNA. Jednou z nich je surface
plasmon resonance (SPR), kter· m˘ûe b˝t aplikov·na jak p¯i
detekci DNA, tak protein˘28. Minunni a spolupracovnÌci29

navrhli pouûitÌ biosenzor˘, vËetnÏ SPR pro GMO anal˝zu.
Obdrûeli p¯edbÏûnÈ dobrÈ v˝sledky s elektrochemick˝m bio-
senzorem s imobilizovan˝mi oligonukleotidov˝mi probami
komplement·rnÌmi k P-35S promotoru a nos termin·toru.
Testovan˝ systÈm byl vÌce citliv˝ pro detekci P-35S promo-
toru neû nos termin·toru29.

2 . 2 . S o u t h e r n ˘ v p ¯ e n o s

Southernov˝m p¯enosem (Southern blotting) je oznaËov·n
p¯enos DNA na hybridizaËnÌ membr·nu z gelu po p¯edchozÌ
elektroforÈze. Pro p¯enos DNA se uûÌv· n·zev Southern˘v
p¯enos podle E. M. Southerna, kter˝ tuto techniku v roce 1975
zavedl. Pro p¯enosy dalöÌch typ˘ makromolekul se pozdÏji
zaËaly uûÌvat n·zvy northern blotting (p¯enos) pro RNA a wes-
tern blotting (imunoblotting) pro bÌlkoviny. Northern i Sou-
thern˘v p¯enos vyûadujÌ izolaci nukleov˝ch kyselin ze vzorku.
NejËastÏjöÌmi postupy jsou kapil·rnÌ a elektroforetick˝ p¯enos
Ëi aplikace vakua. Prost· difuze se nepouûÌv·30.

Southern˘v p¯enos pat¯Ì mezi vlivnÈ postupy dostupnÈ pro
molekul·rnÌ charakterizaci transformovan˝ch rostlin, pomocÌ
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kterÈ mohou b˝t zÌsk·ny informace o sloûitosti vloûenÌ trans-
genu, poËtu p¯Ìtomn˝ch kopiÌ, integraËnÌm stavu poËtu mÌst
na chromosomu, kde by mohl b˝t transgen vloûen. Metoda
m˘ûe b˝t takÈ pouûita pro evidenci integrace transgenu, vËetnÏ
vloûenÌ do mnohon·sobn˝ch mÌst. NejlepöÌch v˝sledk˘ ana-
l˝zy b˝v· dosaûeno, pokud je analyzovan˝ materi·l produko-
v·n pouûitÌm Agrobacteria. V tomto p¯ÌpadÏ je T-DNA hra-
nicÌ, poskytujÌcÌ typickÈ spojenÌ mezi vektorem a rostlinnou
DNA, jÌû b˝v· vyuûito10.

2 . 3 . A n a l ˝ z a R N A

V mnoha p¯Ìpadech jsou anal˝zy exprese transgen˘ zamÏ-
¯eny na proteiny nebo jinÈ fin·lnÌ produkty, protoûe fenoty-
pov˝m projevem exprese m· b˝t pr·vÏ akumulace specific-
k˝ch protein˘. Jestliûe nenÌ moûnÈ provÈst anal˝zu protein˘,
Ëasto lze poûadovan˝ch v˝sledk˘ dos·hnout anal˝zou RNA
transkript˘. Dokonce v p¯Ìpadech, kdy jsou zn·my v˝sledky
anal˝zy protein˘, poskytla anal˝za RNA uûiteËnÈ informace
o akumulaci transkriptu a jeho stabilitÏ, d·le pomohla p¯i
objasÚov·nÌ nep¯edpokl·dan˝ch fenotypov˝ch projev˘. Ta-
kovÈ techniky jako reverznÌ transkripce ñ PCR (RT-PCR),
northern p¯enos a ribonuclease protein assay (RPA) mohou
b˝t pouûity pro mÏ¯enÌ mnoûstvÌ RNA10.

Metoda RT-PCR vyuûÌv· schopnosti reverznÌ transkrip-
tasy p¯epsat templ·tovou mRNA do cDNA, ta je potÈ podro-
bena PCR procesu. Nejd¯Ìve je provedena izolace tot·lnÌ RNA
nebo ËistÈ mRNA z testovanÈho vzorku a pomocÌ DNasy jsou
odstranÏny zbytky DNA, d·le je RNA podrobena reverznÌ
transkripci a polymerasovÈ ¯etÏzovÈ reakci. Popisovan· me-
toda m˘ûe b˝t pouûita jako rychl· a relativnÏ vysoce ˙Ëinn·
screeningov· metoda urËenÌ p¯Ìtomnosti specifickÈho trans-
kriptu. V˝hodami RT-PCR v porovn·nÌ s northern p¯enosem
a RPA jsou  mal· mnoûstvÌ pot¯ebnÈho materi·lu, vysok·
citlivost a snadnost p¯Ìpravy vzorku10.

Jestliûe pouûijeme RT-PCR, je nutnÈ umÏt rozliöit mezi
produkty vznikl˝mi z amplifikace genomovÈ DNA vzorku
a produkty syntÈzy cDNA z RNA vzorku in vitro. Proto je
poûadov·no zpracov·nÌ vzorku pomocÌ DNas a d·le by mÏly
b˝t pouûity takovÈ primery, aby amplifikace vzorku DNA byla
buÔ nemoûn·, nebo aby amplifikovanÈ produkty mÏly jinou
velikost neû amplikony vzniklÈ z cDNA10.

3. Metody zaloûenÈ na detekci proteinu

Metody zaloûenÈ na detekci proteinu (imunologickÈ a en-
zymovÈ) ñ detegujÌ produkt transgenu nebo metabolity, jejichû
produkce je ovlivnÏna vloûen˝m genem. Tyto metody majÌ
dva v˝znamnÈ limity, kterÈ br·nÌ jejich pouûitÌ jako rutinnÌch
detekËnÌch metod. PrvnÌ nev˝hodou je dispozice jen m·la
protil·tek specifick˝ch proti protein˘m produkovan˝m ex-
presÌ vloûenÈho genu. Druhou nev˝hodou pro aplikaci tÏchto
anal˝z je degradace protein˘ v pr˘bÏhu zpracov·nÌ potravin.
V p¯ÌpadÏ, ûe jsou vhodnÈ protil·tky k dispozici, jsou vyvinutÈ
metody vhodnÈ pouze pro ËerstvÈ potravinovÈ suroviny10.

3 . 1 . I m u n o m e t o d y

ImunochemickÈ detekËnÌ metody jsou zaloûeny na speci-
fickÈ reakci mezi antigenem (Ag) a protil·tkou (Ab). Jsou

bÏûnÏ pouûÌv·ny pro studium akumulace protein˘ v transgen-
nÌch rostlin·ch. Pro detekci GMO jsou nejËastÏji pouûÌv·ny
dva typy imunochemick˝ch metod:
ñ western p¯enos (imunoblot),
ñ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

ObÏ tyto metody majÌ do znaËnÈ mÌry doplÚujÌcÌ se p¯ed-
nosti a slabÈ str·nky.

SendviËov· ELISA je zaloûena na pouûitÌ dvou protil·tek.
PrvnÌ protil·tka, imobilizovan· na povrch nosiËe, interaguje
s antigenem. Druh·, enzymem znaËen· protil·tka, reaguje
s jin˝mi determinantnÌmi skupinami na odliönÈ Ë·sti molekuly
antigenu. Po p¯id·nÌ chromogennÌho substr·tu nebo substr·tu
a chromogenu je v˝sledn· enzymov· reakce vyhodnocena
fotometricky31.

V˝hodou western hybridizace oproti ELISA jsou schop-
nost stanovit molekul·rnÌ hmotnost proteinu; reprodukova-
telnÈ v˝sledky mohou b˝t dosaûeny i p¯i pouûitÌ ne zcela
p¯eËiötÏn˝ch protil·tek. Western p¯enosy jsou vöak ËasovÏ
n·roËnÏjöÌ a kvantitativnÌ v˝sledky jsou urËov·ny s menöÌ
p¯esnostÌ. Naproti tomu ELISA metody jsou mÈnÏ provoznÏ
n·roËnÈ, vysoce specifickÈ, citlivÈ a relativnÏ snadno prove-
ditelnÈ10.

Typick˝m problÈmem, se kter˝m se setk·v·me p¯i pouûitÌ
imunometod, je nevhodnÈ pozadÌ, kterÈ m˘ûe b˝t zp˘sobeno
specifickou interakcÌ protil·tek (prim·rnÌ i sekund·rnÌ, jestliûe
je pouûito vÌce druh˘) s proteinem v extraktu. Odezva pozadÌ
m˘ûe b˝t Ëasto snÌûena nebo odstranÏna ˙pravou koncentrace
protil·tek Ëi pouûitÌm vhodnÈho blokaËnÌho Ëinidla. PodmÌn-
ky blokov·nÌ vhodn˝mi proteiny b˝vajÌ pro kaûd˝ protein
urËeny empiricky10.

P¯i ELISA-PCR metodÏ je amplifikaËnÌ produkt znaËen
dioxigeninem bÏhem amplifikaËnÌ reakce probÌhajÌcÌ v p¯Ì-
tomnosti dioxigenin-11-dUTP (DIG-dUTP). PotÈ je PCR pro-
dukt hybridizov·n s probou znaËenou biotinem, kter· spe-
cificky rozpozn·v· sekvenci uvnit¯ cÌlovÈ DNA. N·sleduje
imobilizace biotinem oznaËenÈho hybridu na streptavidinem
pokrytou mikrotitraËnÌ destiËku. Po promytÌ je kvantifikov·no
mnoûstvÌ nav·zan˝ch hybrid˘ pomocÌ znaËenÈ protil·tky. Me-
toda PCR-ELISA vyuûÌv· druhÈ strategie kvantifikace (kapi-
tola 2.1.2.), polymerasov· ¯etÏzov· reakce je zastavena p¯ed
poklesem amplifikaËnÌ efektivity. ELISA byla pouûita pro
kvantifikaci relativnÏ nÌzkÈho mnoûstvÌ PCR produktu32,33.
P¯estoûe metoda byla aplikov·na v r˘zn˝ch oblastech34 a GMO
detekËnÌ kit vyuûÌvajÌcÌ tohoto principu je na trhu dostupn˝
(D-Genos, Angers, France), nenaöla öirokÈ uplatnÏnÌ p¯i kvan-
tifikaci obsahu GMO v potravin·ch a potravin·¯sk˝ch v˝rob-
cÌch.

3 . 2 . U r Ë e n Ì a k t i v i t y p r o d u k t u t r a n s g e n u

CÌlen˝m fenotypov˝m projevem vloûenÈho genu b˝v·
nejËastÏji protein se specifickou aktivitou. Tato aktivita m˘ûe
i nemusÌ b˝t enzymatick· a m˘ûe b˝t mÏ¯ena pomocÌ bio-
chemick˝ch metod nebo biometod ñ nap¯. rezistence rostliny
v˘Ëi hmyzu nebo patogen˘m. V kaûdÈm p¯ÌpadÏ je d˘leûitÈ
pamatovat, ûe tato aktivita je v mnoha p¯Ìpadech nejvÌce ¯Ìzen·
fenotypem rostliny. Tento fakt m˘ûe b˝t rozhodujÌcÌ pro po-
chopenÌ fenotypovÈho projevu. Je d˘leûitÈ uvÏdomit si, ûe p¯i
pouûÌv·nÌ metody mÏ¯enÌ aktivity je mÏ¯ena enzymov· akti-
vita a p¯i imunometod·ch je mÏ¯ena hladina akumulovan˝ch
protein˘10.
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4. OstatnÌ techniky pouûÌvanÈ pro detekci GMO

4 . 1 . C h r o m a t o g r a f i e

Pokud se liöÌ vlastnosti GMO od nemodifikovanÈho or-
ganismu, nap¯. sloûenÌ mastn˝ch kyselin nebo triglycerid˘,
mohou b˝t tyto rozdÌly detegov·ny prost¯ednictvÌm tradiËnÌch
chemick˝ch metod zaloûen˝ch na chromatografickÈm prin-
cipu. Toho je moûnÈ vyuûÌt nap¯Ìklad p¯i detekci oleje zÌska-
nÈho z GM kanoly pomocÌ vysokotlakÈ kapalinovÈ chromato-
grafie spojenÈ s hmotnostnÌ ionizaËnÌ spektrometriÌ (HPLC-
-MS). P¯i vyöet¯ov·nÌ sloûenÌ triglycerid˘35 byl v triacylgly-
cerolovÈm podÌlu zaznamen·n vyööÌ obsah triacylglycerid˘
v oleji z GM kanoly, kter˝ vykazuje vyööÌ oxidaËnÌ stabilitu
dÌky vysokÈmu obsahu  kyseliny stearovÈ a laurovÈ. Tyto
v˝sledky jsou shodnÈ s ostatnÌmi v˝sledky obdrûen˝mi p¯i
studii oxidaËnÌ stability v sÛji a v kanolovÈm oleji z nov˝ch
odr˘d pomocÌ HPLC-FID36.

NicmÈnÏ, tato metoda je pr˘kazn· pouze tehdy, pokud
je sloûenÌ GM rostlin nebo zÌskan˝ch produkt˘ v˝znamnÏ
odliönÈ od sloûenÌ nemodifikovan˝ch organism˘. Mimo to
jsou tyto metody vhodnÈ spÌöe pro kvalitativnÌ anal˝zu neû
pro kvantifikaci geneticky modifikovan˝ch organism˘. Nap¯.
nÌzkÈ p¯Ìdavky GM kanolovÈho oleje se zmÏnÏnou sklad-
bou triacylglycerid˘ k tradiËnÌmu kanolovÈmu oleji nebude
s vysokou pravdÏpodobnostÌ detegov·no vzhledem k p¯iro-
zenÏ se vyskytujÌcÌm zmÏn·m ve sloûk·ch nemodifikovanÈho
oleje.

4 . 2 . I n f r a Ë e r v e n · s p e k t r o s k o p i e

UrËitÈ z·sahy do genomu organismu mohou zmÏnit i struk-
turu vl·ken v rostlin·ch, p¯estoûe nejsou detegovatelnÈ û·d-
nÈ v˝znamnÈ rozdÌly ve sloûenÌ protein˘ nebo olej˘ (nap¯.
Roundup Ready sÛja). ZmÏny ve struktu¯e mohou b˝t zazna-
men·ny pomocÌ infraËervenÈ spektroskopie37. NicmÈnÏ roz-
liöit malÈ mnoûstvÌ GMO v nemodifikovan˝ch produktech je
v tomto p¯ÌpadÏ rovnÏû znaËnÏ obtÌûnÈ, stejnÏ jako v p¯ÌpadÏ
pouûitÌ chromatografick˝ch metod.

5. Z·vÏr

Z v˝öe uvedenÈho p¯ehledu je z¯ejmÈ, ûe v souËasnÈ dobÏ
existuje ¯ada principi·lnÏ rozdÌln˝ch metod, jeû mohou b˝t
pouûity pro kvantifikaci a charakterizaci transgennÌ DNA,
p¯ÌpadnÏ v˝slednÈho produktu jejÌ exprese v potravin·ch a po-
travin·¯sk˝ch v˝robcÌch. P¯i v˝bÏru vhodn˝ch detekËnÌch me-
tod pro konkrÈtnÌ materi·l je vûdy p¯edem nutnÈ zv·ûit v˝po-
vÏdnÌ hodnotu, citlivost, specifiËnost a dalöÌ moûnosti kaûdÈho
metodickÈho postupu. V souvislosti s tÌm je d˘leûitÈ p¯ihlÈd-
nout tÈû k charakteru, sloûenÌ a p˘vodu testovanÈho materi·lu,
jeû mohou ovlivnit extrakci DNA nebo bÌlkovin ze suroviny,
a zvolit dostateËnÈ mnoûstvÌ kontrol, kterÈ by snÌûily moûnost
vzniku faleönÏ pozitivnÌch i faleönÏ negativnÌch v˝sledk˘.
Vzhledem k tomu, ûe se vûdy jedn· o anal˝zy citlivÈ na
p¯esnost provedenÌ, je laboratornÌ zruËnost a zkuöenost v danÈ
problematice nezbytnou podmÌnkou pro ˙spÏönÈ testov·nÌ
GMO.
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K. ZdeÚkov·, J. Pazlarov·, M. Mackov·, and K. Dem-
nerov· (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.
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