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Zpusoby detekce a kvantifikace vyskytu GMO v potravinach

Souhrn

Cilem této bakalarské prace je shrnout zakladni zplsoby detekce a kvantifikace
geneticky modifikovanych organisma v potravinach. Ddle jsou v préci zohlednény rozdilné
postupy a ukazatele jednotlivych metod, jako naptiklad polymerdzova retézova reakce a dalsi
metody od ni odvozené.

V uvodni kapitole jsou popisovany pojmy geneticky modifikovanych organismi
a nasledné uveden proces jejich vyroby v genetickém inZenyrstvi. V ramci této kapitoly jsou

také popsany cile vytvareni GM linii rostlin a regulace nakladani GMO po celém svété.

Ndasledujici kapitoly jsou vénovdny metodam Upravy a izolace rostlinného
materidlu pro naslednou identifikaci GMO. V préaci je také zohlednéna metoda PCR
(polymerdzova retézova reakce), ktera je velmi dllezitd pro pochopeni principl detekce
geneticky modifikovanych organismu. Dale je kapitola vénovana dalSim metodam, které jsou

od PCR odvozené.

Klicova slova: GMO, Monsanto, Roundup, Basta, PCR (polymerazovd retézova

reakce), real-time PCR (PCR v redIném case)



Methods of detection and quantification of GMOs in food

Summary

The main goal of this thesis is to summarize basic methods of detection and
quantification of genetically modified organisms in food. Furthermore, different process and
indicators of individual methods are taken into account in this thesis, such as the PCR

(polymarase chain reaction) and other methods derived from it.

The introduction applies to the concept of genetically modified organisms and the
process of their production in genetic engineering. The targets of creation GM lines and the

regulation of GMO disposal worldwide, are also described in this chapter.

Further chapters are dedicated to methods of treatment and isolation of plant
material for subsequent identification of GMOs. Principles of PCR ( Polymerase Chain
Reaction), which is very important for understanding the principles of detection genetically
modified organisms. Then the chapter is dedicated to other methods that are derived from

PCR, for example, reverse transcription, real-time PCR, and others.

Keywords: GMO, Monsanto, Roundup, Basta, PCR (polymerase chain reaction), real-

time PCR
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1 Uvod

Pojem geneticky modifikovaného organismu (GMO) je obecné pojmem znacné
Sirokym a zahriiuje geneticky modifikované organismy od téch nejjednodussich, kam spadaji
mikroorganismy, az po ty nejslozitéjsi, jako jsou rostliny a ZivoCichové. V ramci bakalarské
prace pak bude stfedem zdjmu problematika souvisejici s geneticky modifikovanymi
zemédélskymi plodinami a odvozenymi produkty (potraviny a krmiva). Za Ucelem analyzy
obsahu GMO v potravinach jsou vétsinou vyuzivany metody polymerdzové fetézové reakce a

real-time PCR (PCR v redlném case), kdy zdkladem je v tomto ohledu analyza DNA.

Preji si, aby se ma prdace stala alespori malym pfinosem pro toho, kdo se o danou

problematiku zajima.



2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace zpracovani prehledu metod pro identifikaci GMO v
potravinach, které dnes maji velké praktické vyuZiti nejen v potravinarstvi, ale i v jinych
oblastech genetiky ¢i mediciny. V bakaldfské praci se autor zabyva predstavenim o geneticky
modifikovanych organismd, jejich tvofeni a vyuZiti ve védnich oborech. Cést prace je
vénovana jednotlivym metoddm detekce. Nasledné je popsan princip jejich fungovani a

praktického vyuZiti na jednotlivych prikladech.



3 Literarni prehled

3.1 Pojem GMO

MuUzZeme uvést, Ze snahou vyrobcl potravin a rovnéz i zemédélskych surovin, je
nepochybné dosazeni Zadouci kvality za pfimérené naklady. Nar(stajici zajem na ekologii,
k némuz dochazime v modernim svété, vSsak na druhou stranu omezuje moznosti z hlediska
péstebni, chovatelské a zpracovatelské technologie. Jednim ze zpuUsobl umoznujicich
dosaZzeni pozadovaného vysledku je pravé geneticka modifikace, které si klade za cil zlepseni
vlastnosti, dosaZeni vy$siho vynosu, pripadné pak dosaZeni lepsi zpracovatelnosti. Tim se
zabyva védecky obor genetického inZenyrstvi. Organismy, u kterych je upravené poradi genl
nebo nukleovych bazi v DNA se nazyvaji geneticky modifikované. (Ondrej & Drobnik 2002).

Podle Ondreje a Drobnika (2002), geneticky modifikovanymi organismy (GMO)
mohou byt mikroorganismy, Zivocichové a rostliny které jsou schopné reprodukce a prenosu
genetického materialu, ziskaného metodami genetického inZenyrstvi. Ziskany dédicny
material rGznych organism@ byl zménén modifikaci fragmentd DNA nebo kombinaci gen(i a
vloZen do plvodniho organismu. Vyuziti GMO probiha v rliznych oborech a je Siroce pouzivano
v biologickém vyzkumu, zemédélstvi, potravinarstvi, zdravotnictvi. Napriklad laboratorni mysi
jsou navrzeny pro biomedicinské studie, bakterie jsou vyuZité tak, aby produkovaly léky
(napf. inzulin) a rbzné plodiny pro zemédélstvi. VSechny tyto produkty genetického

inZenyrstvi byly vytvofeny pomoci stejnych zakladnich krokd vyroby GMO.

3.1.1 Proces genetického inzenyrstvi

Vyroba geneticky modifikovanych organismu probiha postfednictvim 4 zdkladnich
krokli, které jsou uvedeny na Obrazku 1. Tento postup je podrobné vysvétlen nize na
prikladech spole¢nosti Monsanto, protoZe podrobnosti o jejich technologiich jsou verejné
dostupné. Dalsi velké spole¢nosti jako Syngenta, BASF, Dow, Bayer a Du Pont pouZivaji

podobné metody, které jsou struéné uvedeny na jejich prislusnych webovych strankach.



Krok 1: Identifikace vlastnosti organismu. Aby védci identifikovali Zddouci novou
vlastnost, hledaji znaky, které by umoznili plodiné prezit ve specifickém prostfedi. Pokud
vyzkumnici usiluji o zlepSeni nutricniho obsahu plodiny, prozkoumali by seznam rostlin, o
kterych se domnivaji, Ze produkuji Zivinu, kterd je predmétem zajmu. Prikladem takového rysu

v soucastni dobé je tolerance k herbicidu Roundup (Paine et al., 2005).

Krok 2: lIzolace pozadovaného genu. Pro tvorbu GMO je obycejné izolovan zadany
gen (fetézec DNA), opatieny vhodnym promotorem tj. sekvenci DNA, kterd umoznuje jeho
prepis do RNA. Prepis je ukonéen diky pfitomnosti temindtoru, coz je specificky Usek na retézci
(Paine et al., 2005). Prostifednictvim propojeni téchto elementl dochazi ke vzniku takzvaného
konstruktu na fetézci DNA. Jednd se o tzv. rekombinantni DNA nebo rekombinantni kazetu,
ta je prendsena jako celek do genomu akceptora. V nékterych pripadech mohou byt
zaclenény rovnéz nékteré dalsi elementy a tedy Useky DNA se specifickou funkci, které zesiluji
expresi genu, pfipadné ji moduluji (Beranek, 2016).

Krok 3: VloZeni poZadovaného genetického znaku do genomu. Zména genomu
napfiklad u rostlinnych semen je obtiznd kvali jejich tuhé struktufe. Mnoho
biotechnologickych spoleénosti pouzivd ,genové zbrané”, které vystreluji kovové castice
potazené DNA do rostlinné tkané (Boyle, 2011). Dle BBC (2019), spolec¢nost Monsanto jiz
nepouziva genové zbrané, ale misto toho vyuziva bakterii, zvané Agrobacterium tumefaciens,
které ptirozené napadaji semena a méni rostliny vloZzenim fragment( své vlastni DNA do jejich
genomu. V biotechnologickém vyzkumu obvykle upravuje bakterie, aby produkovaly
pozadovany protein. To se provadi pomoci enzym( k $tépeni a vkladani pozadovaného vldkna
DNA do plazmidu, coZ je mald kruhovd molekula DNA. Bakterie jsou poté Sokovany teplem
nebo elektfinou, aby buriky pfijaly upraveny plazmid.

Cely proces prenosu se nazyva transgenose a organismy, které jsou modifikovany
timto zplsobem se oznacuji jako transgenni organismy. Obycejné jsou prendseny 2 geny,
jeden z nich kdéduje Zadany protein, druhy umoziuje selekci geneticky modifikovanych bunék.
Tim padem tyto rekombinantni DNA jsou stabilné integrovany do genomu. Sekvence
obklopujici spojeni DNA akceptora a rekombinantni DNA urcuje dané GMO, které se vyrabi

(Ratledge & Kristiansen 2006).
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Krok 4: Péstovani GMO. Poté, co byla geneticka vlastnost Uspésné vloZzena do genomu

organismu, musi byt modifikovany organismus schopen rist a replikovat se se svym nové

vytvorenym genomem. Nejprve je tfeba zkontrolovat genotyp organism(, aby vyzkumnici

mnoZili pouze ty organismy, u kterych byl genom sprdvné upraven.

7 vz

Biotechnologické spole¢nostiinvestuji velké ¢astky do udrzovani téchto rostlin nazivu

a reprodukce, jakmile byly uspésné vytvoreny. Spolecnosti pouZivaji specidlni klimaticky

7

fizené ristové komory a biologové casto kontroluji rostliny ru¢né, aby se ujistili, Ze rostou

podle ocekavani (Boyle, 2011).

Obrazek 1: 1. Identifikace vlastnosti organismu. 2. Izolace poZadovaného znaku

genetického znaku do genomu. 4. Péstovani GMO.

| STEP 1: Identify a trait of interest | Search appropriate

/ _ environment
> -

\ P 2k Screen list of
i % ‘lﬁ 3 chosen plants

STEP 2: Isolate the genetic trait of interest I

Agricultural Need

Comparative analysis of
genomes to identify trait

l STEP 3: Inset the desired trait into the new genome

9 Genetic trait is
Y cut and pasted
into a plasmid

using enzymes

Gene Gun shoots DNA coated
metal particles into seed

Plasmid inserted into
bacteria that then infects cells

STEP 4: Growing the GMO ‘

Carefully controlled growth chambers are
monitored to ensure that the new GMO
grows and replicates. Ultimate growth
conditions are determined at this stage.

Zdroj: https://www.bayer.com/en/agriculture
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https://www.bayer.com/en/agriculture

Nejvyznamnéjsi geny pouzité pro tvorbu GM rostlin jsou rezistentni vac¢i herbicidim
na bazi glufosindtu-amonného (napf. epsps, pat/bar) a geny rezistentni vic¢i hmyzu.
Glufosindt-amonny je svétle Zlutd nebo modrd kapalina kterd se pouziva k regulaci
jednoletych a trvalych plevel(i. Také se aplikuje v ovocnych sadech, vinicich, u okrasnych

strom(, na plantazich olejovych palem (Beranek 2016).

Hlavnim cilem vétsSiny genetického inzenyrstvi provadéného na potravinach je zvysit

vynos plodin a/nebo zlepsit nutri¢ni hodnotu.

Podle Kocarka (2004), se od roku 1996 kdy poprvé se objevili prvni geneticky
modifikované rostliny ( napf. soja, bavina). V této dobé rostlinné kultury byly vysdzeny na
celkové plose jenom 1,7 milionu hektard. Do roku 2014 celkova plocha GM rostlin dosdhla
maximalné 181,5 milionu hektard a v roce 2015 klesla na 179,7 milionu hektard ve 28 zemich,
tj o 1%. Rocni vykyvy v hektarech GM plodin (jak narast tak i pokles) zavisi na nékolika
faktorech. Napriklad v roce 2015 hlavnim faktorem vedoucim ke sniZeni plochy byl pokles
celkové zemédélské plochy kultur. V tuto chvili bylo kukufice o 4% méné a baviny o 5%, coz
zapricénily nizké ceny. Proto néktefi zemédélci pfechdzeji na méné naroc¢nou plodinu jako je
GM soja, stejné jako dalsi napt. slunecnice a cirok. V roce 2015 se odolnost vici hmyzu a
herbiciddm zacala projevovat ve ¢tyr hlavnich plodindch: kukufice, séjové boby, bavina a
fepka. K dnesnimu dni je zndmo kolem 406 linii GM rostlin (linie séji, kukufice, fepky, baviny,
brambor, cukrové fepy, rajcat, ryZe a taky tam patfi slunecnice, papdja, len, vojtéska, hrebicek,

Svestka, rlize, tabdk a dalsi) (Beranek 2016).
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3.1.2 Zakladni cile tvorby geneticky modifikovanych rostlin

V soucasné dobé existuje nékolik hlavnich smérQ tvorby a vyuziti GM plodin. Kazdy
z nich ma své vyhody i rizika souvisejici s jejich pouzivanim.

Vytvareni GM rostlin mUZe zvysit produktivitu zemédélstvi a zlepSit nutri¢ni hodnoty
potravin. Také poskytuje neptfimé pozitivni efekty jako je snizeni objemu pouzivani pesticidu,
zvySeni stability a bezpecnosti plodin potravinarskych vyrobkl, coz je velmi dllezité pro

rozvojové zemé (Brown 2007).

O Ve

3.1.2.1 Zvyseni odolnosti rostlin vic¢i hmyzu

V soucastné dobé je velky problém napadeni rostlin hmyzem, tim se sniZuje
produkce a vynosy rostlinnych kultur. Napriklad bakteridlni Bt-toxin se pouziva
v zemédélstvi jako u¢inny insekticid. Siroké pouZiti maji grampozitivni pidni bakterie zvané
Bacillus thuringiensis (zkratka Bt), které produkuji spory osahujici toxiny (Castéji jsou
ozanacovany zkratkou Cry). Ziskané Bt-toxiny se pouZivaji pro vyrobu pesticid(. Bateridlni
geny (pochazejici z Bt-toxinu), které vloZene do rostlinného genomu predavaji rezistenci vici
fadé hmyzich Skidcl a také maiji isekticidni vliv na hmyz z velké rady Lipidoptera (motyli).
Nejcastéji lze gen Bt-toxinu nalézt u kukufice. Rezistence vic¢i hmyzu nastavd v dlsledku
uloZeni nasledujicich genli do genomu kukuftice- Cry2Ab2, Cry1A.105 a Ecry3.1Ab. Tyto geny
jsou zodpovédné za syntézu endotoxinu, které maji schopnost se spojit s receptory bunék
stfevniho epitelu hmyzu. Ndsledné to vede k narusSeni osmotické rovnovahy a benééné

lyze. Pfikladem této GM kukufice je 5307, MON89034, MON810 (Kocarek, 2004).

3.1.2.2 Zvyseni odolnosti rostlin vici pisobeni herbicidi

Princip pUsobeni herbicid( je takovy, Ze obvykle maji toxicky Ucinek na jeden dulezity
enzym pro rostlinu. Také narusuji proces benécného déleni, syntézy lipid(i, organizace
mikrotibul atd. NejpUsobivéjSich vysledku v této oblasti bylo dosazeno metodami
v genetickém inZenyrstvi, kdy byly vytvofeny rostlinné linie nesouci geny bakteridlni
rezistence Vv0cCi fosfinotricinu Basta (4-hydroxy-methyl phosphinoyl-D,L-homoalanin),

glyfozatu Roundup (A-fosfinometylglycin) a dalSich.

13



Glyfozat (obchodni nazev- Roundup) inhibuje syntézu enzymu EPSPS (enzym 5-
enolpyruvat Sikimat-3-fosfosyntaza) v radé rostlin (napfr. séja, cukova repa, kukufice). EPSPS
hraje klicovou roli vsyntéze aromatickych aminokyselin a proteint. Glyfozat inhibuje
produkci enzymu a tim padem se netvofi urcité proteiny. Princip odolnosti rostlin v{ci
herbiciddm zahrnuje uZziti genu z bakterii rodd Agrobacterium, které jsou rezistentni vici
glyfozatu. Vétsinou se transgeny pouZivaji v sdje, bavlniku, fepce a kukuftici. Kukufi¢ny
mutantni gen EPSPS izolovany z rostlinnych explantat(i produkuje protein, ktery je funkéni a
enzym neni degradovan herbicidem diky mutaci. GM bavlna tvofi vice nez 80 % celkové
produkce (rezistence k glyfozatu). GM bavina je vice hospodarna k Zivotnimu prostredi a
také snizuje potfebu orby a kypfreni.

Dalsi herbicid zvany fosfinotricin (obchodni ndzev- Basta) ma inhibi¢ni ucinek na
enzym glutaminsyntazu. Glutaminsyntdza ni¢i amoniak, ktery vznikd pfi pouziti dusi¢nand.
Pokud je enzym inhibovan, ionty amoniaku se hromadi do toxickych koncentraci a rostlina
umird. Inaktivace glutaminsyntazy také vede k inhibici fotosyntézy. Oba tyto ucinky se
kombinuji s plsobenim herbicidu. Pro ziskdni necitlivosti na tento herbicid byly pouZzity dva
transgeny. Oba jsou z béiné puUdni aktinomycety Streptomyces sp. Jsou to geny zvané
BAR a PAT. Gen BAR (bialaphos resistance) byl ziskdn ze Streptomyces hygroscopicus a
obdobny gen PAT (phosphinothricin acetyltransferase) byl klonovdn ze Steptomyces
viridochromogenes. Enzymy kodované témito geny preménuji herbicidy na slouceniny, které
jsou netoxické pro rostliny a Zivocichy a rychle se rozkladaji. Tyto enzymy pridavaji acetylovou
skupinu k alaninové aminoskupiné fosfinotricinu, ¢imZ ji inaktivuji. Takovy zplsob rezistence

vUci herbiciddm byl rozvinut u fepky olejné a kukufice.

Moderni zemédélska technika vyZzaduje pouzivani herbicidd, proto se neustale

pracuje na zvySeni odolnosti zemédélskych plodin v{ci nim (Trnkovd 2015).

3.1.2.3 Odolnost vtci klimatickym podminkam

Antioxidanty a geny, které koduji enzymatické a neenzymatické latky maji schopnost
odstranovat volné kyslikové radikdly a taky se pouzivaji k odstranéni oxidacniho stresu. Jedna
z takovych latek je superoxiddizmutdza. Prikladem je vneseni genu tabdku (kodujiciho

antioxidant superoxiddizmutazu) do genomu vojtésky.
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Dalsim prikladem je sdja MON87460. Séja obasahuje gen cspB, ktery syntetizuje
bilkovinu (cold shock protein) produkovanou grampozitivni bakterii bacil senny (Bacillus
subtilis). Gen cspB pomdaha udrzovat normalni funkci bunék v podminkach sucha (Higgins a

Dworkin, 2012).

Problém odolnosti vici dehydrataci je moZiné vyresSit zménou slozeni lipida
plazmatické membrany. Pomoci enzymu delta-desturaza, ktery koduje gen izolovany ze
sinice, méni se profil mastnych kyselin v rostliné. Vlozenim tohoto genu do genomu rostliny

dochazi k jejim mensim ztratam vody (Trnkova, 2015).

3.1.2.4 Zména slozeni tuku a mastnych kyselin

Prikladem jsou geneticky modifikované linie fepky 23-18-17 a 23-198, které byly
ziskany pro zlepsSeni slozeni mastnych kyselin semen. Do genomu fepky byl vlozen gen
pro lauroyl-ACP thiosterazu ziskany z kalifornského vavfinu a to umozZnilo zménit slozeni
mastnych kyselin a privedlo k akumulaci az 45% lauratu (kyselina laurovd) misto kyselin
stearové a olejové v iepkovém oleji (Health Canada, 1999). Pouzité linie fepky 23-18-17 a
23-198 pfi vyrobé jako nahradu za jiné oleje s vysokym obsahem lauratu ( napt. palmovy).
Oleje s vysokym obsahem lauratd slouzi jako hodnotny potravinarsky produkt a také se
pouzivaji v pramyslu pro vyrobu detergentll, ndhrady mléka a cukrarskych tukd. Odrudy
s vysokym podilem kyseliny stearové obsahuji kopii genu pro enzym stearat desaturdzu. Tato
genova struktura tlumi projev genu pro steardt desaturdzu, coz pak vede k nahromadéni
oleju s nadbytkem kyseliny stearové. Oleje s vysokym obsahem kyseliny stearové jsou vhodné

pro vyrobu margarinu. (Drobnik, 2008).

3.1.2.5 Zména rastovych vilastnosti a vynosu

Prikladem je sdja MON87712 se zvySenym rlstem a reprodukéni schopnosti
(obsahuje gen bbx32 kodujici protein, ktery reguluje kazdodenni fyziologické procesy rostliny)
a eukalyptus H421, ktery obsahuje gen cell, ktery kéduje protein pro podporu ristu (Passarge
2015). Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) je zdrojem predtstavenych gen(i bbx32 a cell. Je
to prvni rostlina, kterd byla v roce 2000 poprvé sekvenovana. Huseni¢ek je nendrocnou a

jednoletou rostlinou s kratkou generacni dobou (Hoskovec, 2007).
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3.1.2.6 Zména kvality produktu

Jednim z priklad( je trvanlinost plodU rajéat. Rajée zvané FLAVR SAVRTM obsahuje
gen flavr savr, ktery je zodpovédny za tvorbu antimediatorové-RNA. Tato RNA tlumi tvoreni
enzymu polygalakturonidazy, zodpovédného za rozklad molekul pektinu v bunécné sténg,
coz vede ke zpoidéni méknuti plodd. Pozdéji se zjistilo, Ze aktivita enzymu
polygalakturoniddzy nezabrani zméknuti ovoce, ale do znaéné miry zabrani kaZeni a
propujci ovoci lepsi chutové vlastnosti. Komeréni trvanlivost se prodlouZila z 1 tydne na 2
az 3tydny.

Dalsi gen Etrl-1, ktery muize byt zaveden genomu rajéat pro zlepSeni jejich
vlastnosti, je umélé vytvoreny. Tento gen brani expresi jednoho z gen( pro tvorbu etylénu.
Etylén je plynny hormon, ktery signalizuje a spousti fadu procesu pro zrani plodt. Pokud se
etylén nevytvofi ve spravnou dobu vyvoje, rajce nezéervenaji ani nedozraji. Lze je pak
sklizet, prepravovat bez poskozenia potom déle skladovat. Pokud maji jesté dozrat, umisti
se do nadoby, do které spusti etylén. Pak se dostaneme dozrdlé a nepokaZené ovoce

vhodné pro dalsi vyuZiti a konzumaci.

Dalsim prikladem je rlie WKS82 / 130-4-9, kterd obsahuje gen bp40 izolovany
z Violky zahradni (Viola wittrockiana), ktery katalyzuje syntézu modrého pigmentu

antokyanového delfinidinu a jeho derivat( (Ratledge 2006).

3.1.2.7 Zvyseni rezistence vuci virtim

V roce 1986 P. Abel poprvé ziskal formu tabaku odolnou vici viru tabakové mozaiky.
Odolnost rostlin pomoci preneseni virového genu do rostlinného genomu, ktery kéduje tzv.
obalovy protein (CP-coat protein). Tento pristup byl tedy Uspésné prizpGsoben k rliznym

rostlindm (Gonsalves, 2004).

Rostlina produkuje virovou bilkovinu dfive, neZ do néj vir vstoupi, coz stimuluje
aktivaci obrannych mechanismu, které blokuji mnoZeni hostiteld. Poprvé to bylo pouZito pfi
zachrané primyslu papdji. Siteni papajového ringspot viru (PRSV) je limitujicim faktorem
produkce papaji po celém svété. V roce 1992 byl PRSV nalezen na ostrové Havaj, kde se

péstovalo asi 95 % havajské papdji. Béhem dvou let se PRSV rychle rozsifil a pfrived|
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pramysl k totdlni destrukci. Do roku 1995 byly vyvinuty prvni GM odrldy papdji Rainbow a
SunUp, které nejsou ndachylné k infekci timto virem a které se stale péstuji (Ratledge

2006).

3.1.3 Regulace nakladani a oznacovani GMO v Evropské unii a jinych
zemich

Na evropsky trh je v soucasnosti povoleno uvadét pouze zhruba pét desitek GM
rostlin (napf. kukufice, séja, bavinik, fepka a cukrovka). Veskeré povolené GMO potraviny a
produkty z nich vyrobené, které obsahuiji vice nez 0,9 % GMO, musi byt oznaceny v souladu
s evropskym narizenim ¢. 1829/2003. Nicméné je nutno dodat, Ze v ramci evropského trhu
rovnéz dochdzi k zachytu nepovolenych GMO (napfiklad ryze). Proto je dllezité GMO
sledovat, plati pro né nulova tolerance. Geneticky modifikovani ZivoCichové (napriklad losos)

nejsou prozatim povoleni k uvadéni na evropsky trh (Ministerstvo Zivotniho prostredi, 2004).

3.1.3.1 Normy nakladani v Ceské republice

Je vhodné se kratce pozastavit u pravnich predpis(, které upravuji nakladani s GMO
v na$i zemi. MiZeme uvést, e v tomto ohledu vychazi CR z platnych pravnich predpist
EU, jelikoZz problematika nakladani s GMO a jejich produkty predstavuje soucdst spolecné
politiky EU.

Mezi zékladni pravni akty v CR patfi zakon &. 78/2004 Sb., o nakladdani s geneticky
modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni pozdéjsich predpisti a dale
také zakon €. 252/1997 Sb., o zemédélstvi, ve znéni pozdéjsich predpist.

Dale mlZeme uvést, Zze vydavani rozhodnuti ohledné naklddani s GMO je v
kompetenci Ministerstva pro zivotni prostrfedi, které takto Cini v kooperaci s dalSimi
ministerstvy. Vzhledem ke znaéné &ifi problematiky byla stanovena Ceska komise pro
nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy a produkty. Na evropské drovni pro tyto
Ucely funguje Evropskd komise o bezpecnosti potravin obsahujicich GMO a ddle pak rovnéz

nékteré dalsi organizace.

V tuzemském prostredi je problematika nakladani s GMO upravena prostrednictvim
zakona Ministerstva Zivotniho prostfedi ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky

modifikovanymi organismy a produkty provadéci vyhlaskou ¢. 209/2004 Sb., o blizsich
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podminkach nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty.
Prostfednictvim zdkona ¢. 346/2005 Sb., kterym se méni zakon ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s
geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty ndsledné doslo v roce 2005
k prevedeni evropské smérnice 2001/18/EC a 98/81/EC do tuzemské legislativy. Uvedeny
pravni predpis tedy upravuje nakladani s GMO, jejichz schopnost reprodukce byla
zachovdna a nakladani s produkty, které takové Zivotaschopné organismy zahrnuji
(nevztahuje se tedy na potraviny vyrobené ze séjové mouky nebo fepkového oleje, krmiva
obsahujici kukufri¢ny Srot a dalsi produkty, které Zivotaschopné organismy neobsahuiji).
MuUzZeme uvést, Ze primarnim smyslem je vymezit povinnosti pro fyzické a pravnické
osoby takovym zplisobem, aby mohla byt zajiSténa ochrana zdravi ¢lovéka a zvifat, Zivotniho
prostfedi a biologické rozmanitosti. Kromé toho je rovnéZz stanoven postup udélovani
opravnéni k nakladani s GMO a produkty a systém kontroly tykajici se dodrZovani zakona.
S ohledem na fakt, Ze oblast genetickych modifikaci se rozviji pomérné dynamicky a v
soucasnosti nadale nejsou znamy veskeré potenciadlni dlouhodobé dopady, jsou zakony
postaveny na principu predbéiné opatrnosti a zahrnuji ustanoveni, které pripousti v
pfipadé potfeby moinost prosfednictvim rozhodnuti spravniho Ufadu pozastavit nebo

ptipadné ukondit nakladani s GMO (Ministestvo Zivotniho prostredi, 2011).

3.1.3.2 Oznacovani GM potravin mimo EU

Zatimco v prostredi EU je tedy oznacovani GM potravin a krmiv povinné na zadkladé
daného nafizeni Evropského parlamentu, v nékterych dalSich zemich, mezi které lze zaradit
napriklad USA, Kanadu, Brazilii a africké staty, pak toto oznacovani naopak (prozatim)
povinné neni (Dostalova a Kadlec, 2014). UFad pro kontrolu potravin a lé&iv v USA (FDA) v
tomto ohledu zastaval ndzor, Ze znaceni produktd by nemélo vychazet ze zplsobu, kterym
byl dany produkt ziskdn. Paklize byl tento postup jiz jednou v minulosti schvdlen pro
zemédélské postupy nebo primyslovou vyrobu, je tedy udajné oznaceni na potravinach
nadbytecné. Nicméné pozdéji zacal byt v USA pripravovan zdkon, ktery bude povolovat,
nikoli vSak poZadovat oznadovani potravin, vyrobenych z GMO. Od doby, kdy v USA vznikl
tento novy federdlni zakon o povinném oznacovani produktl, které obsahuji GMO, jsou
dopady tohoto zakona nadale velice diskutovanym tématem. Dodejme, Ze tento federdlni

zakon o oznacovani GM potravin vstoupi v platnost na pocatku ledna roku 2022.
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V rdmci EU lze tedy mluvit o silné podpore jednotného oznacovani GM potravin.
Znaceni potravin je uréeno zejména k tomu, aby byla samotnému spotrebiteli poskytnuta
moznost zvolit si mezi GM a klasickym vyrobkem a neni tedy spojeno se zdravotni
(ne)bezpecnosti produktu. Paklize by totiz existovala urcitd subjektivni pochybnost ohledné
bezpecénosti urcitého produktu, znaenim nedojde k vyreSeni tohoto problému. Vhodnym
prikladem v tomto ohledu mohou byt tabakové produkty, které jsou oznacovany jako zdravi
Skodlivé, nicméné naddle je spotrebitelé kupuji. K problému z hlediska oznacovani dochazi
v pripadé dovazenych zpracovanych potravin, jejichz soucasti jsou prisady z kukurice a sdji,
tedy plodin péstovanych casto pravé jako GMO. Jak jiz bylo nastinéno, EU jako celek je z
velké miry zavisla na dovozu krmiv pro hospodarska zvirata, ktera jsou dovazena také ze zemi,
kde k oznacovani GM krmiv neni stanovena zadnda povinnost. Pro dovozce na zakladé toho
dochazi ke vzniku povinnosti na fddné oznaceni takovych produktl pfi dovozu do EU (Drobnik,

2008).

3.2 Zakladni metody detekce a kvantifikace GMO

V ramci nasledujici kapitoly se zaméfim zejména na pracovni postupy rozpoznavani
geneticky modifikovanych organism(. Nejprve musim uvést postupy z hlediska Upravy a
zpracovani detekéniho GM materialu a nasledné budou podrobnéji predstaveny ustredni
metody pro detekci GMO, které jsou uZivanyv ramci nejen tuzemského prostredi, ale i

po celém svéte.

3.2.1 Uprava a zpracovani rostlinného materialu pro detekci

GMO

PouZiti metod pro vysoce kvalitni a kvantitativni analyzu nukleovych kyselin
klade vysoké pozadavky na kvalitu jejich uvolfovani. Akumulace produktl zalezi nejen
na poctu cilovych molekul DNA, ale také na stupni ¢isténi vzorku od inhibitort (latky
zpomalujici reakci). Metody extrakce GM vzork( by méli poskytnout minimalizaci ztrat
nukleovych kyselin. Béhem izolace se pro zajisténi presnéjsi kvantitativni analyzy vzorku

nesmi ztratit citlivost. Rostlinnd tkdn a produkty jejich zpracovani jsou obtiZiné pro izolaci
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DNA, protoZe obsahuji velké mnoZstvi polysacharidu, fenold a pigmentl. Kvili nim se sniZuje

ucinnost reakce (Demeke et al 2009).

Prvni dllezity krok izolace je Setrna destrukce bunék atkdni obsahujicich nukleové
kyseliny. Rozpad bunék a nasledné uvolnéni jejich obsahu se provadi pomoci lyzacniho
pufru obsahujiciho detergenty, které mohou zpUsobit destrukci vdlsledku zvySené
permeability bunécné membrany (Shendure & Ji 2008). Nejcastéji se proto pouZiva
deodecylsulfat sodny (SDS). Jeho pUsobenim se dochazi k disociaci nukleoproteint a

Stépeni uvolnénych proteinli enzymem proteinaza K (nejbéznéji) (Demeke et al 2009).

3.2.1.1 Metody izolace DNA

1. CTAB je klasicki metoda homogenni izolace z rostlinnych objektd pomoci
detergentu cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB). Princip reakce spocivda v tom,
Zze DNA vytvari komplex s cetyltrimethylamonium bromidem a s ¢astici silikagelu
(nebo kfemeliny) v pritomnosti cinidla guanidinthiokyanat (Murray a Thompson
1980). V zavislosti na rozdilné rozpustnosti CTAB- je lze izolovat a ziskat
pozadovanou DNA. Metoda je Ucinna pro izolaci malych mnoZstvi DNA a RNA.
CTAB se vyznacuje tim, Ze extrahovana DNA ziskdna s maximalnim ziskem a
minimalnim  mnoZstvim inhibitor(i. Je Siroce pouzivdnd pro izolaci DNA
z rostlinnych surovin, rostlinnych slozek potravin a krmiv pro zvifata. Hlavni
nevyhodou CTAB je znacnd doba jedné extrakce, kterd trvd déle nez 4 hodiny.
Pti praci je potreba velké mnoiZstvi manudlnich postupl, coz komplikuje praci
pomoci metody CTAB (Porebski et al. 1997).

2. Metoda izolace DNA sorpci na (para) magnetickych ¢dsticich (MPs), jejichz jadro
ma specialné upraveny povrch pro vazbu nukleovych kyselin a je obvykle sloZzeno
z maghemitu (gamma-Fe20) nebo magnetitu (Fe30). MPs reaguji na vnéjsi
magnetické pole a jsou schopny navdzat rlzné molekuly. Pti izolaci MPs jsou
pfiddné do vzorku, kde se navaiou na cilové molekuly. Modifikované MPs jsou
pak magnetem pfritahuji se ke sténé zkumavky, pfi tom nenavdzané (astice
opoustéji roztok. Pak zbyvajici roztok je zlikvidovdn. DalSim krokem je promytia
nakonec uvolnéni MPs s navdzanymi molekulami do pfidaného roztoku. Navazané
molekuly se od MPs oddéluji raznymi fyzikdlné-chemickymi kroky (napf.

denaturaci). S takto ziskanymi molekuly mlzZeme ddle pracovat (Safarik et al
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2012). Na Obrazku 2 je vidét princip popsané reakce. Vyhodou metody je, Ze proces
sorpce je rychly a netrva déle nez 1,5 hodiny. Nevyhodou je, ztraty DNA jsou vyssi nez

ptiizolaci pomoci metody CTAB (Safarik et al 2012).

Obrdzek 2:Princip izolace DNA pomoci magnetickych castic (Creative diagnostics)

Vzorek — Ethanol Ehuni puft _
Lyssial gk Magnetické éastice Odebrini Cista DNA
U @ B supernatantu @ ‘f
=1 ) [ ] =} =]
B .‘EE) ‘
-> - C - i = CY

Zdroj: upraveno dle Berensmeier, 2006

3. Fenol-chloroformova metoda. Dochazi k izolaci vodni faze obsahujici DNA od
polysacharid(, volnych nukleotidl, slozek membran, degradovanych proteind a lipidd.
Oddéleni téchto slozek je zplUsobeno smichanim pufrového fenolu a lyzacni smési. Po
oddéleni slozek bude vodni faze prevedena do smési chloroformu a isoamylalkoholu.
Takto izolovand DNA je zbavend jakychkoliv znecisténi. Nasledujicim okyselenim (octan
amonny nebo sodny) a pfidanim 96% ethanolu (nebo acetonu) se DNA vysrdzi z vodné
faze. Dale nastava ocisténi sedimentu DNA 70% ethanolem a ndsledné vyciSténé granule

se rozpusti v deminerlizované vodé nebo v TRIS/EDTA elu¢nim pufru (Beranek, 2016).

4. lzolace pomocichelexu. Je to pryskyfice, ktera sloZzena ze styren divinylbenzenu s obsahem
iminodiacetatového iontu. Tyto ionty jsou schopné vazat ionty kova. Izolace DNA probiha pfi
vyloudeni Mg?* iontl z roztoku. V praxi se nej¢astéji pouziva Chelex 100 pro extrakci DNA a je
vhodnd zejména ve forenzni genetice. Podle Simkové (2012) je to obor genetiky, ve kterém je
dllezitd izolace DNA z malych vzorkd jako napftiklad stopy slin, krve nebo vlasy. Takto
zpracovany material neni dost Cisty, proto se hodi pouze pro PCR analyzu. Vyhodou metody
je, Ze cely proces probihd vjedné zkumavce a tim je mensi riziko kontaminace vzorku

(Budowle a Baechtel, 1990).
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3.2.2 Identifikace GMO

Metody identifikace GMO rostlinného plvodu lze rozdélit na 3 zdkladni skupiny:

1. Fyzikalné-chemické metody (napf. chromatografie, spektrofluometrie,
spektrofotometrie a dalsi)- analyzuji zmény chemického sloZeni produktu.
2. Immunologické metody (ELISA)- detekce bilkovinného produktu.

3. Metody zaloZené na polymerdzové retézové reakci.

3.2.2.1 Fyzikalné-chemické metody

Umoznuji analyzovat zmény v chemickém sloZeni produkt(i. Vyhodou je schopnost
analyzovat produkty které neobsahuji DNA a proteiny (napf. maslo, rafinovany sojovy olej).
Prikladem jsou rizné linie GM sdji. Jejich srovnani ve sloZeni mastnych kyselin ukdzala zvyseni
obsahu olejové kyseliny az na 83,8 % ve srovnani s analogem ktery osahuje 23,1 %. (Ovesnad a

Pouchova, 2008).

3.2.2.2 Immunologické metody

Neznamné;jsim prikladem je metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmuoSorbent Assey). Je
velmi popularnim a efektivnim nastrojem pro rychlou detekci konkrétniho proteinu.
Prikladem jsou testovaci prouzky Quick Stix (Envirologix, USA), Reveal (Neogen Corporation,

USA) atd.

ELISA je zaloZena na vysoce specifické interakci antigenu a protilatek, pricemz na
jednoho z téchto partneru je kovalentné navazan enzym (nejcastéji peroxidaza nebo alkalickd
fosfatdza), jehoz produkt se obarvi, coz umoznuje vizudlné pozorovat prabéh reakce. Na
zakladé intenzity barvy na kalibra¢ni kfivce miZeme pozorovat pritomnost ¢i nepfitomnost
sledovaného proteinu. DalSim pfikladem je GMO Soja RUR Test Kit pro kvantitativni stanoveni
glyfosatu [CP4EPSPS] sojovych bobl 40-3-2. Mezi vyhody patfi jednoduchost a nizké néaklady
na analyzu (v pfipadé hledani znamého analytu). Nevyhodou je nemoZnost analyzovat
produkty, které prosli technologickym zpracovanim (vysoka teplota, kyselé prostredi,
enzymatické oSetreni atd.) a potraviny ve kterych uroven exprese bilkovin je nizky (Ovesna a

Pouchova, 2008 )
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3.2.3 Metody vychazejici z polymerazové retézové reakce (PCR)

PCR mulZeme oznacit jako metodu, pfi které dochazi k opakované syntéze
definovaného uUseku dvouvldaknové DNA do takového mnoiZstvi, které je detekovatelné a
postacujici pro dalsi analyzy. Vysledkem je namnoZeni (amplifikace) zvoleného useku
genetické informace do velkého mnozstvi kopii. Amplifikace, kterd je dosazena cyklickym
opakovanim celého procesu syntézy ma exponencialni charakter. Tato metoda je povazovdna
za nejcitlivéjSi, kterd byla pro uUcely detekce biologicky vyznamnych molekul objevena

(Smarda, 2005).

3.2.3.1 Polymerazova retézova reakce

Metoda PCR je nejznamnéjsi metodou detekce GMO, kterd zaloZzena na amplifiakci
(namnoZeni) molekul DNA za cyklického opakovani tfi krokl, které se lisi svymi teplotnimi
podminkami. V kazdém cyklu se mnoiZstvi DNA zdvojnasobi, diky ¢emuz dojde ke
zdvojndsobeni mnoZstvi templatu pro nasledujici cyklus. To znamen3d, Ze z kazdé molekuly
puvodniho templatu bude vytvoreno 2" kopii, kde n je oznacenim pro pocet cykld. Reakce
probihd v pfistroji zvaném termocykler (Obrazek 3), ktery je zkonstruovan tak, aby bylo mozné
automaticky a velmi rychle ménit teplotu potfebnou pro provedeni jednotlivych kroka (Aarts

et al, 2002).

Polymerdzova retézova reakce je nejpouzivanéjsi metodou v laboratofich po celém
svété. Objevil ji americky chemik Kary Mullis, ktery dostal za ni Nobelovou cenu v roce 1993

(Garibian a Avashia, 2013).
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Obrazek 3:Thermocycler PTC-200

MJ RESEARCH

Zdroj: https://americanlaboratorytrading.com

3.2.3.2 Pruibéh PCR

Na zacatku do termocykleru se vkladaji zkumavky se smési skladajici ze sledované
DNA, primer(, dNTP(deoxynukleosidtrifosfat), Tag-polymerdzy a pufr s ionty Mg2+. Primery
jsou to syntetické poradi nukleotidl. Smés dNTP pouZiva se jako zdroj energie v pribéha
amplifikace. Tag-polymerdza je enzym ktery katalyzuje cely proces reakce PCR. Pufr s ionty

Mg2+ v této smési je kofaktorem Tag-plymerazy.

Dale nasleduji 3 zakladni kroky amplifikace, které se opakuji v nékolika cyklech, coz je

uvedeno na Obrazku 4.

1. Denaturace. Nastava kratkym zahratim vzorku na 95-100 °C, kdy dojde k rozdéleni
DNA na dva jednovlaknové komplementarni retézce. Teplota potfebna k uplné
denaturaci templatu je zavisla od jeho délky.

2. Annealing. Dochazi ke snizeni teplot na 55°C. V tuto chvili nastdva pfipojeni

primerl na specifickd mista DNA. Primer navdzany na jednom vldkné vymezuje

24


https://americanlaboratorytrading.com

zaCatek amplifikovaného useku, primer na druhém komplementarnim vlakné urcuje
konec amplifikovaného fragmentu. Vazbou obou primerd je tedy vymezena délka
amplifikovaného useku DNA. Diky prebytku primer( obsazenych v reakcni smési je
hybridizace vétSinou okamZitd a proto neni dlouha inkubace pfi annealacni teploté
doporucovdna.

Elongace. Pfi ni dochdzi ke zvySeni na 72 °C. Pfi této teploté ma Taqg-polymeraza
maximalni aktivitu. V prlibéhu elongaci dochazi k vlastni polymeracni reakci, k ¢emuz
dochdzi na zakladé pfifazovani stavebnich kamenl nukleovych kyselin
(deoxyribonukleotidovych trifosfatl) pomoci DNA polymerdazy a dochazi tim k syntéze
nového komplementarniho retézce ve sméru 5’-3‘. Na konci prvniho cyklu vznikaji
nové dvouvlaknové fragmenty molekuly DNA identické s origindlem. Produkty
jednoho cyklu (amplikony) se stavaji spolu s pUvodnimi vidkny DNA templatem
(vzorem) pro dalsi cyklus. Doba elongace zavisi na velikosti fragmentu, ktery ma byt
amplifikovan. 1 minuta je odpovidajici na 1000 bp (part bazi) syntetizované DNA (Zima

2013).
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Obrazek 4:Princip polymerazové retézové reakce. 1) Denaturace nativni dsDNA na individualni
fetézce. 2) Hybridizace s primerem pfi teploté 50-55 C. 3) Syntéza retézce DNA .

nativni ds DNA
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Zdroj: Zima, 2013

Zakladni problém se kterym setkavali se tvlrci PCR, byla vysoka teplota, pfiniZ reakce
probiha. Aby totiz byla denaturace DNA Uspésna, je trfeba roztok zahrat témér na 100 °C.
Pfi této teploté vSak dochazi k degradaci naprosté vétsiny proteind véetné DNA-
polymerdzy. K vyfeSeni problému nakonec napomohla bakterie Thermophilus aquaticus, Zijici
ve vyvérech horskych mineralnich pramen(. Z téchto baterii byla izolovana termostabilni
DNA-polymerdza, kterd je aktivni i pfi velmi vysokych teplotach. Tato je oznacovdna jako Taq

DNA-polymerdaza (Smarda 2005).

Uvedené kroky predstavuji pouze prvni cyklus PCR, ktery by vSak sdm o sobé k
amplifikaci zkoumaného useku DNA nestacil. Teprve ve tretim cyklu se vytvareji
dvouretézcové fragmenty DNA o délce odpovidajici amlifikovanému Useku. Aby se jich
vytvofilo dostate¢né mnozstvi, provadime zpravidla 30 az 50 vzajemné navazujicich cykld.

Timto zpGsobem je mozné od jednoho Useku molekuly DNA ziskat aZ 10° kopii (Brown 2007).
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Dodejme, Ze diky komplexu interakci mezi jednotlivymi slozkami v PCR smési a Siroké
rdznorodosti vyuZiti této techniky je nemozné specifikovat jednu sadu reakénich podminek,
které by byly vhodné ve vsech situacich, ale je nutné optimalizovat kazidou PCR reakci

oddélené (Aarts et al., 2002)

Existuje fada zpUsobl detekce GMO odvozenych od polymerdzové retézové reakce,

které jsou dale podrobnéji popsany.

3.2.4 DalSi metody detekce GMO na zakladé polymerazové retézové
reakce

Existuje mnoho variant, které Ize dale rozsitit pro amplifikaci sekvenci DNA nebo

RNA a dalsich sloZek. Dale je uvedeno nékolik variant z rozsahlé skupiny metod.

3.2.4.1 Reverzni transkripce PCR (RT-PCR)

Zakladem metody je prepis RNA do komplementdrni DNA, pomoci enzymu reverzni
transkriptazy (Myers a Gelfand, 1991, Smarda et al., 2005). Nejznamné&jsim p¥ikladem RT-PCR
poslednich let je infekéni onemocnéni Covid-19, které je zplisobeno virem SARS-CoV-2 (jesté
se tomu fika koronavirus). Abychom mohli diagnostikovat tuto chorobu, musime detekovat
virus v nosohltanovém vytéru. Upfesnim, Ze SARS-CoV-2 je RNA virus a proto ho muUZeme
detekovat pouze reverzni transkripci (Stfeda, 2020). RNA nelze pouzit jako templat pro
PCR, proto je potreba ji pfevést nejdfive na cDNA a pak amplifikovat uz znamym postupem
polymerdzové retézové reakce. Reverzni transkripce a PCR mohou byt oddélené raznymi
reakce (two-step RT-PCR) nebo probihat v jedné zkumavce (one-step RT-PCR). One-step RT-
PCR je vyhodnéjsi z hlediska rychlosti a jednoduchosti, protoZe nizké mnozstvi krok( snizuje
pocet komtaminaci a chyb pfi pipetovani. Nevyhoda je vtom, Ze cDNA je uZ degradovana a
to neni mozné ponechat pro dalsi experimenty. Two-step RT-PCR je citlivéjsi, ale potfebuje
vice ¢asu. Teoreticky two-step RT-PCR je efektivnéjsi, protoze mizeme pouzit 3 typy primera-
oligo d(T)18 , genové specifické a random primery. Pfi vybéru tohoto postupu je moziné

zachranit cDNA pro dalsi reakce (Smarda et al., 2005).
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3.2.4.2 Multiplexova PCR

Tento typ umoznuje soucasnou amplifikaci dvou nebo vice fragmentl DNA pridanim
do reakce vice neZ jednoho parl primerd. Metoda poskytuje kvantitativni detekci transgenni

DNA (Butler, 2010).

3.2.4.3 Nested PCR

Metoda zvysSuje specifitu reakce, do které se dodava vnitfni a vnéjsi primer. V prvni
faze je DNA izolovana ze vzorku a amplifikovdna pomoci externich primerQ. V dalsi fazi se
amplikony z prvni faze pouZivaji jako templaty DNA. Zavérecna kontrola se provadi pomoci

gelové elektroforézy porovnanim délky fragment( PCR se standartem (Feray et al., 1992).

3.2.4.4 Inverzni PCR

To je specifickd technika, zaloZzena na amplifikaci fragmentu DNA, ktery je ohraniéen
useky zndmych sekvenci na obou koncich. Metoda se pouZiva zejména v pripadé detekce

genomového insertu (Ochman et al., 1995). Princip metody znazornén na Obrazku 5.

Obrdazek 5 Inverzni PCR. A) Dochazi k rozdélovani mist nezndmych sekveci pomoci restrikéni
endonukledzy, naslednou cirkulaci a nasednuti primer(. B) Restrikéni Stépeni znamé sekveci,
pak fragmenty se amplikuji zndmym zplUsobem pomoci PCR

||
i —— " Restrikéni §tépeni mista A

l Cirkulace a nasedani primerd

val\i\SI PCR
—fs m -

Restrik¢ni $tépeni mista B

Zdroj: Ochman at al., 1995
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Musim doplnit, Ze existuje hodné dalSich variant PCR, napt., degenerate PCR (detekce
homolognich gen( u rozdilnych druh(), PRINS PCR (lokalizace urcitych sekvenci v jedné bunce
pomoci in situ hybridizace), PCR-RFLP urcuje sekvencni polymorfismus genu pomoci

restrikénich endonukledz a velkd fada dalSich metod (Bermingham, Luettich, 2003).

3.2.5 Real-time PCR

Pred desitkami let prokdzaly experimenty moznost PCR v redlném c¢ase. Po pridani do
reakéni smési molekul fluorescentniho barviva, jsou molekuly schopny generovat
fluorescenéni signdl pri vazbé na DNA a zvysit pocet kopii amplikonu béhem PCR, ktery bude
umérny fluorescen¢nimu signdlu. Pfikladem takové slouceniny je ethidium bromid (EtBr),
ktery je méné senzitivni a mlze vyvolat genetickou mutaci. Dnes se proto nejcastéji pouziva

SYBR Green |, ktery je mnohem citlivéjsi (Zipper et al., 2004).

Existuji vSak i jiné moZnosti realizace real-time PCR. Pomoci oligonukleotidu, na néj
je pripojena molekula fluoroforu a molekula zhaSede fluorescence. Diky pritomnosti 5°-
3’exonukleazy v Tag-DNA polymerdze oligonukleotid se odsStépi a molekula fluoroforu se
oddéli od molekuly zhasece (Obrazek 5 ). Tento princip se nazyva fluorescencné-rezonancni
prenos energie, neboli Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET), pomoci kterého

provadi vétsina sond pouzivanych pro rtPCR (Kaltenboeck a Wang, 2005).
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Obrazek 6 Prabéh reakce rtPCR.

C = 5
-

5

Zdroj: Didenko, 2001
Popis:
A) Oligonukleotid (Q) je pripojen na jednom z rfetézcli DNA. Fluorescence fluoroforu (F) zhasne.

B) Tag-DNA polymerdza stépi oligonukleotid (Q). Odstépeny fluorofor (F) vyfazuje svétlo

s charakteristickou vinovou délkou.
C) Ndsledné zdvojeni amplikonu pisobi zdreni jedné molekuly fluoroforu (F)

Tato metoda je zndmd pfi detekci DNA a RNA, ktera zaloZena na skutecnosti, Ze
sekvence GMO je zndmd predem, ale pokud vysledek reakce je negativni, Ize fict Ze
zkoumany vzorek neobsahuje znamé GMO. V pripadé detekci sekvece, kterd nepatfi

k Zadnému znamému modikovdmému organismu, jeho pfitomnost je moiné pouze
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predpokladat. Proto real-time PCR poskytuje nepfimy dikaz pfitomnosti GMO v testovaném

vzorku (Gryson, 2010).

Hlavni vyhody real-time PCR v diagnostice GMO jsou vysoka specifita a senzitivita,
rychlost ziskani vysledku, identifikace linii GMO, kvantitativni analyza, jednoduchost a

flexibilita. Taky je moZné vytvaret multiplexni analyzu vzork( v jedné reakéni zkumavce.

| kdyZ DNA je stabilnéjsi neZ protein, muUZe také degradovat vlivem vysokych teplot,
ultrafialového svétla, pfidanim kyselin a enzymuU pfi vyrobé potravin. Zjisténo, Ze DNA je
neurcitelnd v technicky zpracovanych potravinach (hydrolyzované rostlinné bilkoviny,
rafinované oleje, Skroby, omacky, cukry a ethanol). Naopak u nezpracovanych potravin pokud
je urceno dostateéné mnozstvi DNA pro analyzu, amplifikace probéhne. Vhodna délka pro

detekci DNA aby ve vzorku bylo pfiblizné 100 para bazi.

Uvedené nevyhody jsou zanedbatelné ve srovnanis vyhodami této metody. Proto je
ve skutecnosti PCR v redlném case zakladni metodou pro detekci DNA u transgennich

organismu (Zipper et al., 2004; Quersi et al.. 2009).

V zavislosti na typl ukolU, ktery je moZné provadét, existuje nékolik variant metody

real-time PCR.

1. Screeningova analyza- detekce nejbéznéSich promotorli a termindtord.
UmozZnuje odhalit GMO ve vzorku bez jeho identifikace. Jsou pouZivany primery
odpovidajici sekvencim reguldéniho promotoru (nejc¢astéji pouzivané prvky pfi
konstrukci GMO napf. 35S CaMV, P-FMV) (Holst-Jensen, 2006).

2. Genové specifickd analyza- detekce nejcastéjsSich genl. UmozZnuje detekovat
GMO ve vzorku bez jeho identifikace a odhalit urcité skupiny GMO (napftiklad

odolnost vuci uréitym herbicidlim) (Holst-Jensen, 2006).

3. Design specificka analyza- detekce genetickych konstruktdi a GMO v sledovaném
vzorku. K tomu se pouzivaji primery pro rtzné useky GM DNA (napriklad
promotorovy Usek nebo strukturni gen). Pomoci této analyzy vytvoreny rzné
linie GMO (napf. kukurice). Musime ale vzit v Uvahu, Ze stejny design lze pouzit k
pfeméné raznych rostlin. Napfiklad genetické konstrukty pVZMBKO7 a
pVZMGT10, které jsou pritomny v genomech linii kukurice MON809, MON810,
MON832 (Holst-Jensen, 2006).
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4. Detekce konkretnich linii GMO. Pouziva se primer odpovidajici sekvenci GM DNA
a primer shodny srostlinnou genomovou DNA. Tato kombinace umoinuje

kvantitativni analyzu rekombinantni DNA (Holst-Jensen , 2006).

3.2.6 Metody zaloZené na analyze DNA

V souCasné dobé existuje nékolik alternativ kvantitativni PCR navrzenych k
identifikaci vice cilG soucasné. Vzhledem k tomu, Ze GMO v analyzovaném materialu jsou ve
stopovém mnoizstvi, v prvni fazi je vzorek amplifikovdn klasickou PCR. Ve druhé fazi se
pouZivaji metody mezi které patfi:

1. Agarosova gelova elektroforéza. To je velmi U¢inna metoda hodnoceni DNA, ktera
se Casto vyuZiva v laboratofich. Vhodna pro rozdéléni rdznych fragment( DNA ve velikostech
od 100 bp po 25 kbp. Aby reakce probéhla, musime pouzit gel, ktery je sloZen
z polysacharid(l- agarosa. Agarosa ma linearni prehled, cozZ je uvedeno na Obrdzku 6. Ve své
struktufe mad L- a D-galaktosu, které se spojuji glykosidovou vazbou. V priibéhu tvrdnuti gelu
se agarosa kovalentné spojuje a tvofi péry. Velikost péru souvisi s hustotou gelu. Cim mensi

jsou pory, tim hustsi je gel (Lee et al., 2012 a VFU, 2014).

Obrazek 7Struktura agarosy (L- a D-galaktosa)

CH,OH 0
OH o) O CH,OH 0
i CH, oRY oM o]
CH,  OH
OH OH
L-galaktosa D-galaktosa

Zdroj: Merck KgaA, 2018

Princip reakce spociva v tom, Ze nabité molekuly se v elektrickém poli pohybuji
rdznou rychlosti. Tim, Ze DNA ma fosfatové skupiny, je zaporné nabitou molekulou a je
schopna pohybu smérem ke kladné nabité anodé (Lee et al., 2012).

Gel se necha ztuhnout v elektroforetické vanic¢ce. Po ztuhnuti do jamek pipetu;ji

vzorky DNA a po té promichaji s aplikaénim pufrem. Aplikacni pufr ma vétsi hustotu, nez
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molekuly DNA, proto se pouZivd kjejich zadrZeni vjamkach. Agarosovy gel je obarven
specidlnimi barvivy, které se vazou mezi sousednimi pary bazi a pod vlivem UV zafeni
fluorescuji. Dle intenzity fluorescence lze odhadnout kolik sledované DNA je ve vzorku, co je
uvedeno na Obrdzku 7. Nejcastéjsi barvy, které pro tento Ucel se pouZivaji jsou ethidiun

bromid a SYBR Green (kyaninova barviva) (Smarda, 2005).

Obrazek 8:Prubéh elekroforézy na elektroforetické misce

smés fragmentu ED
o~ DNA rizné velikosti 28 x
= c 5
- ©
© | 2F °
—
— — = __ | dioune
— — fragmenty
E ' —
i — | kratké
fragmenty

zdroj

elektroforeticky gel

Zdroj: https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz

2. Technologie Microarray se pouZivaji pro zkoumani stavu exprese gent nebo celého

genomu organismu v pribéhu jedné reakce (Anklam et al., 2002).

3. Technologie xMAP je zaloZena na jiz znamych laboratornich metodach ( jako jsou
ELISA, PCR a dalsi). Diky této technologii Ize detekovat rzné molekuly (napf. DNA, RNA a
bilkoviny) v jednom vzorci. V technologii XMAP se pouZzivd polystyrenové mikrokuli¢ky
s fluorescencnim barvivem. Mikrokulicky na svém povrchu maji ligandy, ke kterym se vazie
specialni analyt ze sledovaného vzorku. Zafizeni (obvykle je to Luminex) analyzuje kazdy
mikrokuli¢ek jednotlivé béhem pritokové cytometrie. xMAP dokaZe identifikovat 500 rliznych

cil soucasné (Anklam et al., 2002).

4. DigitaIni PCR. Zakladni rozdil od klasické PCR je v tom, Ze reakéni smés je po

pridani DNA rozprdsena na mnoho malych kapicek, které dopadaji na jamky Cipu, kde
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produkty mezi sebou reaguji. Cipy mohou obsahovat ai desitky tisic bunék. Vysledkem
digitalni PCR je spiSe absolutni nez relativni pocet mnozZstvi nukleovych kyselin. Tato metoda
se pouziva k detekci GM kukufice, séji a ryze. Vyhodou metody je, Ze pro méreni DNA neni
potieba zadny referenéni meterial. Ale propustnost metody je nizka, protoze v jedné jdmce
Ize detekovat pouze dva cile. V tomto pfipadé je metoda vhodnéjsi pro fazi identifikace a
stanoveni GMO ve vzorku, nikoli vSak pro screening (Brod et al. 2014). Reakce a amplifikace
vzorku se provadi v separované mikroskopické jamce (Vogelstein a Kanzler, 1999). Princip

metody znazornén na Obrazku 8.

Obrazek 9:Prfehled digitalni PCR. 1. Pfiprava vzorku. 2. Rozdéléni vzorku na tisice kapek. 3.
Amplifikace. 4. Digitalni analyza

Zdroj: lzzo et al., 2019

5. lzotermickda amplifikace DNA. K provedeni této reakce byly vybrany Ctyfi
specifické skupiny primer(, které umoznuji iniciovat reakci a zvysuji rychlost amplifikace.
Reakce je isometrické pfi konstantni teploté 60-65 °C. Vyhodou metody je jednoduchost,
protoZze neni potrfeba termocykler, misto toho lze pouzit vodni lazen, termoblok nebo
mikrovinnou troubu. Dalsi vyhody jsou rychlost ziskavani vysledkd, vysoka citlivost a stejné i
odolnost vuci inhebitorim PCR (napf polysacharidy). Nevyhodou je narocnost vybéru Ctyr
primerd pro jeden cil. Taky tam patfi nemoznost soubézné identifikace vice GM cild pomoci

multiplexniho pristupu a kvantifikaci DNA (Demeke a Jenkins , 2010).
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Viechny vy3e uvedené metody nejsou vhodné pro schopnost zpracovdvat vétsi
mnoistvi materidlu neZ metoda real-time PCR, proto se stdle pouzivaji ve zvlastnich

pfipadech.
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Zavér

Prace vénovala svou pozornost obsahu GMO v potravindch a jejim zakladnim cilem
bylo blize predstavit zplUsoby detekce a kvantifikace vyskytu GMO v potravinach, a to
s dlirazem na konkrétni metody, kterou jsou za timto Ucelem v souc¢asnosti vyuzivany. Nejprve
byly vramci prace definovany ustfedni pojmy celého zkoumaného tématu, a to zejména
termin geneticky modifikovanych organismu. Ndsledné jsem se ve své préci jiz specificky

zaméfila pravé na konkrétnich metodach detekce a kvantifikaci.

Jak bylo v praci jmenovano, GMO jsou definovany jako vesSkeré organismy vyjma
Clovéka, kdy doslo k modifikaci genetického materidlu odliSnym zplsobem, nez se za
normalnich okolnosti déje v pfirodé diky rekombinaci rodicovskych genomid. GMO jsou
dlsledné monitorovany a pred uvolnénim do obéhu dochazi k hodnoceni jejich bezpecnosti.
Takové hodnoceni pfitom vychazi z ur¢enych pokusd a vyuZiti daného konkrétniho GMO. V
pfipadé GMO uvolnénych do Zivotniho prostfedi predchazi zpravidla hodnoceni v polnich

pokusech.

Pritom je tfeba uvést, Ze postupy pro stanoveni GMO jsou v soucasnosti jednoznaéné
dané. V soucasnosti jsou pouzivany metody na bazi PCR (polymerazova fetézova reakce), které
jsou v dostatecné mifre robustni a presné. Metody detekce a kvantifikace GMO v potravinach

pritom byly v textu prace kompletné predstaveny.
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