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Detekce GMO v potravinach s vyuzitim qPCR (alternativné PCR)
(Michal Berecka, Jitka Pracharova)

Organismy, jejichZ genetickd informace byla upravena genetickou modifikaci,
tedy zplisobem, kterého nelze dosahnout pfirozenou rekombinaci, se nazyvaji
geneticky modifikované organismy (GMO). Na obrazku niZze (Obr. 1) je prvni
geneticky modifikovany skot — byk Herman, do jehoZ embryondlni burnky byl
mikroinjektovan lidsky gen pro lactoferrin, kdy vSechna jeho telata tento gen zdédila.
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Obr. 1: Fotografie, na niz je zachycen prvni geneticky modifikovany skot (r. 1990)
- byk Herman, do jehoZ embryonalni buriky byl mikroinjektovan lidsky gen pro lactoferrin,

vSechna jeho telata tento gen zdédila.

Genetické upravy organismit maji v praxi rizny smysl. Zejména se jedna o dosaZeni
nasledujicich cilti za pomoci metod genového inZenyrstvi:

% ZlepSeni nékterych vlastnosti cilového organismu
(napf. nizs$i potfeba vody u rostlin, zvySeni vynostd, vyssi odolnost proti
Sktidctim, delsi trvanlivost potravin nebo vyssi obsah zivin)
% Ziskani novych poznatki ve vyzkumu gent
(odhaleni funkce wurcitych gent diky transgennim organismtm, napf.
u , knock-out” mysi je vybrany gen uméle vyrazen z funkce)
% Piiprava léciv a dalSich latek bakteriemi ¢i kvasinkami
(napf. inzulin, hirudin, biopaliva)
% Péstovani mikroorganismi vhodnych pro odstranovani skodlivych latek
z vody ¢i pudy
(odstrafiovani odpadti biodegradaci)
Lécba geneticky podminénych chorob pomoci genové terapie
Vyvoj technologii genového inZenyrstvi a ovéfeni jejich funkcnosti
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Na studium GMO,

jejich  produkci

a pfipadné péstovani a vyuZiti

v potravindiském priimyslu se v posledni dobé zaméfuje znacnd pozornost. V Ceské

republice je pouziti geneticky modifikovanych organismt upraveno zakonem, kdy je
legislativné vyzadovan také spolehlivy systém detekce GMO v potravinach,
potravinaiskych surovinach a krmivech. Metody detekce jsou mimo jiné velmi casto
zalozeny na identifikaci GMO s vyuzitim polymerdzové fetézové reakce (PCR).
Podstatou PCR je amplifikace specifického produktu, kdy u kvantitativni PCR (qPCR)
je moznad detekce takového produktu (specifického tiseku DNA) v redlném case,
v pripadé klasické PCR pak napf. s vyuzitim agarosové gelové elektroforézy. Podobna
metoda detekce za pomoci qRT-PCR byla/je vyuZzivana také k identifikaci koronaviru
SARS-CoV-2 (ptivodce onemocnéni covid-19) v biologickych vzorcich (Obr. 2).
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Obr. 2: Typické kroky pii detekci SARS-CoV-2 pomoci RT-PCR v redlném case.




Mnohé GMO jsou dnes jiz bézné obsazeny v potravinach, jelikoZ nékteré
suroviny pouzité pfi vyrobé téchto potravin pochdzeji napf. z geneticky
modifikovanych rostlin. Pfiklady ,,GMO food” jsou uvedeny na Obr. 3. Transgenni
rostliny jsou organismy, u kterych doslo k modifikaci genetického materidlu
prostfednictvim technik genového inZenyrstvi s cilem zlepsit jejich uZzitné vlastnosti.
Tato modifikace je zamérnym a fizenym procesem, ktery se liSi od pfirozenych
genetickych zmén, které se vyskytuji v dtisledku evoluce nebo pfirozeného vybéru.
Hlavnim cilem téchto genetickych manipulaci je feSeni problémt v zemédélstvi,
zejména zvysovani produkce a sniZovani Skod zptlisobenych skiidci a patogeny. To je
dosazeno napriklad zvySenim odolnosti rostlin viici skiidcim nebo zlepSenim jejich
schopnosti odolavat nemocem.
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Obr. 3: Pfiklady GMO plodin.

Dal8im béZnym cilem genového inzenyrstvi je vytvofeni rostlin odolnych viici
herbicidim. To umoznuje zemédélciim pouzivat herbicidy k niceni plevelt bez
poskozeni samotnych plodin. Tato odolnost je obvykle dosazena vloZzenim genu, ktery
koéduje protein zajistujici odolnost rostliny viici konkrétnimu herbicidu. Rostlina pak
produkuje tento protein, coz ji umoznuje prezit aplikaci herbicidu, zatimco plevely
jsou zniceny. Je dtlezité poznamenat, Ze i kdyZ transgenni rostliny mohou pfinést
fadu vyhod, jejich pouziti je také predmétem kontroverzi a diskusi, zejména
v souvislosti s moznymi dopady na Zivotni prostfedi a lidské zdravi. Proto je dtleZité,
aby byly vSechny genetické modifikace provadény odpovédné a s prihlédnutim
k potencidlnim riziktim.



Relativné ¢astou primeési v potravinach je transgenni sdja firmy Monsanto. Tato
tzv. RoundUp Ready (RR) sdja (Obr. 4) je nositelem genetické transformace zajistujici
jeji toleranci vici totdlnimu herbicidu RoundUp. Zakladnim principem této tolerance
je fakt, Ze transgen umoZnuje produkci modifikovaného enzymu
5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat syntazy (EPSP) tolerantni vii¢i ui¢inné latce herbicidu,
glyfozatu. Pfed gen rezistence je v sdji vlozen 35 S promotor CaMV. Tento promotor
pak umoZnuje nepfimou detekci transgenu. Soucasti vSech transgenti musi byt
selek¢éni markery, které umozni jejich detekci.

Roundup ready soyabean

Obr. 4: RoundUp Ready (RR) sdja je pfimési mnoha potravin.

Vramci této ulohy Letni Skoly biofyziky bude detekovana exprese vysSe
zminéného transgenu ve vzorcich potravin (Margot tyc¢inka, sdjovy suk ¢i mouka,
apod.) s vyuzitim qPCR (alt. PCR + elektroforéza). Studenti si tedy budou moci osvojit
pripravu vzorku zahrnujici izolaci DNA z potravin a seznami se také s podstatou
a provedenim zminéné qPCR. Navic bude mozné potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost RR
soji v GMO free potravinach séju obsahujicich. Podle ceské legislativy musi byt
potraviny obsahujici vice nez 0,9 % geneticky modifikované slozky oznaceny.

Polymerazova fetézova reakce je zakladnim ndstrojem molekuldrni biologie
ajeji vyznam roste i v dalSich oborech, jako je botanika a kriminalistika. Hlavni
podstatou samotné PCR je amplifikace, neboli mnohonasobna replikace. Tento proces
umoziuje zvysSeni poctu kopii specifickych tisekti DNA (napf. zminéného transgenu).
Lze jej s nadsazkou pfirovnat k fetézové reakci pfi vybuchu atomové bomby, kde se
produkty hromadi geometrickou fadou.

Klicovou roli v tomto procesu hraje termostabilni DNA-polymeraza. Tato
enzymatickd molekula je schopnd syntetizovat komplementarni vlakno DNA podle
templatového vlakna DNA. DNA-polymeraza je schopna syntetizovat druhé vlakno



pouze od 3’-konce kratkého jiz existujiciho jednovlaknového tseku druhého vldkna,
ktery se nazyva primer. Pokud se dva primery vazi na dvé denaturovana
komplementarni vldkna protismérné, dojde k mnozZeni, neboli amplifikaci,
vymezeného tseku DNA (Obr. 5). Tento proces je zdkladem mnoha modernich
biotechnologickych aplikaci.
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Obr. 5: Princip PCR reakce, ktera sestava z nékolika cyklicky se opakujicich kroki.
(Pfevzato z: https://www.stratec h.co.uk/aat-bioquest/real-time-pcr-qpcr/)

Celkové jsou pro PCR tedy tfeba nasledujici komponenty:

Templatova DNA (vzorek k amplifikaci)

Primery (kratké specifické iseky DNA zarucujici specifitu amplifikace)

dATP, dTTP, dCTP, dGTP (volné stavebni jednotky DNA)

Termostabilni DNA polymerdza (napt. Taq z bakterie Thermus aquaticus ¢i Pfu
z Pyrococcus furiosus)

» Pufr a soli (KCl, MgCl)
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Za pomoci vySe uvedenych komponent a dochazi k amplifikaci (zmnozeni) DNA
nebo RNA (potom RT-PCR, reverzni transkripce), v nasem pripadé cilového
transgenu. Samotna PCR pak zahrnuje nékolik opakovani odliSnych reakci, které

tvofi cyklus:

1. DNA templat je denaturovan (oddéleni fetézcti — separace dsDNA).

2. Annealing, navazani primerti (hybridizace) na oddélené fetézce templatu.
Primery se voli tak, aby byla amplifikovana celd cilové sekvence.

3. Polymerace - tvofi se nové komplementarni fetézce, plisobeni polymerazy.

Vse probihd pomoci zmén teploty v pfistroji zvaném termocycler.


https://www.stratec/

Produkty PCR se analyzuji elekroforézou (dle velikosti), jinou moZnosti je
hybridizace se znacenymi oligonukleotidy, detekce znacenou protilatkou nebo
kvantifikace produktu béhem reakce. Pfi modifikaci zvané kvantitativni PCR (qPCR;
Obr. 6) je amplifikovana DNA detekovana v exponencialni fazi citlivymi on-line
metodami pfimo v real-time termocycleru. Pro detekci se béZné vyuZivaji barviva jako
SYBR Green (vmezefuje = interkaluje do dvojvlakonové dsDNA) ¢i razné
modifikované oligonukleotidové DNA sondy, které hybridizuji s komplementarni
DNA a nasledné fluoreskuji.
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Obr. 6: Princip qPCR s vyuzitim barviva SYBR Green
(Pfevzato z: https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/real-time-pcr-qpcry/)

PCR je tedy metodou molekuldrni biologie, kterd je dnes jiz béZzné vyuZzivana
v mnoha dal$ich odvétvich (Obr. 7), naptiklad pro: sekvenovani DNA, vytvareni
fylogenetickych stromt podle DNA, analyzu genti, kvantifikaci mnozZstvi cilové
sekvence DNA/RNA ve vzorku (qPCR), analyzu genové exprese (RT-PCR),
identifikaci dédi¢nych chorob, jednoznacnou identifikaci osob metodou genetické
daktyloskopie, diagnostiku infekénich nemoci, zjiStovani pfitomnosti tiseku genetické
informace DNA nebo RNA (napf. pro uréeni virové nebo bakteridlni ndkazy). Vy si
budete moci tuto metodu osobné vyzkouset pfi detekci RR sdji v potravinach.
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Obr. 7: Priklady vyuziti PCR.
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Uloha : Proved'te detekci GMO (RR séja) v potravinach pomoci PCR

(alt. gPCR, pokud bude k dispozici pfislusné vybaveni a chemikalie))

Pomiticky: erlenmayerovy banky, pfedvazky, 1Zicky, elektroforetickd aparatura,

odmérny vdlec, tfeci miska, centrifuga, vortex, automatické pipety, Spicky,
mikrozkumavky, chlazeny stojanek nebo led, vykuova odparka,
termoblok, termocycler, mikrovlnnd trouba, UV transluminator,
fotoaparat

Material a chemikalie:

1) Vzorky potravin (séjova tycinka, sdjova mouka, ty¢inka Margot apod.)

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

S1 pufr (10mM MgCly; 10mM Tri/HCl, pH 7,5; 0,5% Triton X-100; sterilizace
autoklavovanim, uchovani v -20°C)

S2 pufr (1% SDS; sterilizace autoklavovanim, uchovani v -20°C)

S3 pufr (3M Octan draselny, sterilizace autoklavovanim, uchovani v -20°C)

TE pufr (10mM Tris-HCL, pH 8,0; 1mM EDTA)

Agardza pro elektroforézu

Ethidium bromid

JumpStart Taqg DNA Polymeraza (Enzym je doddvin s odpovidajicim reakénim
pufrem s MgCl).

Smés dNTPs (dTTP, dGTP, dATP, dCTP)

10) Syntetizované oligonukleotidy , primery”:

35SF 5'GCT CCT ACA AAT GCC ATC A3’
355R 5'GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA3’

11) Vzorkovaci roztok bromfenolové modti 6x

12) Standard molekulové vahy: 100 bp DNA ladder
13) TAE pufr

14) Izopropanol, ledovy 70% etanol

Postup:

Izolace DNA z potravin:

1.

Ze vzorku potraviny navazte 0,1 g.

2. Vzorek homogenizuijte v tfeci misce (ty¢inku Margot homogenizuijte v tekutém

dusiku).

K homogenizovanému vzorku pfidejte 1 ml pufru S1, rozettete podle potieby
a preneste vzorek do mikrozkumavky.

Trepejte na vortexu po dobu 10 min.
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5. Centrifugujte 5 min pfi 13000g.

6. Supernatant preneste do cisté 2 ml mikrozkumavky, pridejte 0,3 ml pufru S2.
7. Promichejte nékolikerym obrdcenim zkumavky a inkubujte na ledu po dobu 5

min.
8. Centrifugujte 10 min.

9. Supernatant prelijte do ¢istych 2 ml mikrozkumavek, ptipipetujte 0,03 ml pufru
S3, promichejte nékolikerym otocenim mikrozkumavky a nechte inkubovat na

ledu 5 min.

10. Ptidejte 0,5 ml izopropanolu (laboratorni teploty) a centrifugujte 20 min.

11. Slijte supernatatnt.

12. Precipitat promyijte 0,5 ml ledového 70% etanolu a centrifugujte 5 min.

13. Supernatant odstrante, pfipadné zbytky nechte vytéct z obracené zkumavky,
usti osuste pomoci tamponu ¢i bunicité vaty.

14. Vyizolovanou DNA vysuste ve vakuu pfi teploté 55°C (po dobu cca 30 min).

15. Izolovanou DNA rozpustte v 0,03 ml TE pufru.

Pfiprava reakéni smési a provedeni PCR (pfipadné upravit pro qPCR):

1. ZaloZte novy program na termocycleru:

Proces Teplota Cas Pocet cykla
Aktivace polymerazy 94°C 1 min 1x
94°C 30s
PCR amplifikace 55°C 30s 30x
72°C 1 min
Melting 70-95°C 72 °C 1 min

2. Pfipravte pozadované slozky , premixu”, zamrazené zasobni roztoky rozehfejte

(v ruce).

3. Podle poctu vzorku a zvoleného objemu reakce pfipravte , premix”. Jednotlivé

slozky premixu pridavejte pfesné dle potadi v nasledujici tabulce:

Chemikalie

1 reakce

dH:0 — celkovy objem 50 ul

35,6 ul

10x Thermo-start Buffer (1x)

5 ul

10 mM dNTP (0,2 mM)

1ul

20 uM Primer 35SF (0,5 uM)

1,25 ul

20 uM Primer 355R (0,5 uM)

1,25 ul

2,5 U/ul JumpStart Taq Polymerase (0,05
U/ul)

1ul

Templat (DNA) 10 ng

5 ul




Po dtikladném promichani (vortex) a odstfedéni (minicentrifuga) rozpipetujte

,premix” do pripravenych PCR mikrozkumavek. Pfidejte vzorek.

5. Opét promichejte, odstfedte a vloZte do cycleru.

6. Po probéhnuti reakce provedte analyzu vzorkl pomoci nativni agarosové

gelové elektroforézy.

POZOR! Béhem pfipravy PCR reakcni smeési je dulezité dodrzovat nasledujici

pravidla:

Reakéni smés pripravujeme a pracujeme s ni vzdy v chlazenych zkumavkach
(chladici stojanek, ledova tfist).

S Taq polymerdzou manipulujeme jen po nezbytnou dobu, vzdy ji chladime a
ihned po pouziti ukldddme zpét do mraziciho boxu.

Pipetovaci Spicky, které pouzivame k pfipraveé zdsobnich roztokd a premixu,
nikdy nepouzijeme k pipetovani vzork(i nebo produkti reakce. Podobné
nemuzeme stejnou pipetu pouzivat k pipetovani vzorkt a produktti. (Podobné
jednotlivé slozky reakéni smési pipetujeme novymi Spic¢kami.) V téchto
pfipadech hrozi nebezpedi kontaminace, kdy jsou vysledkem falesné pozitivni
reakce.

Nativni agarosova gelova elektroforéza:

(v ptipadé vyuziti qPCR se nemusi provadét, bude zalezet na ¢asové dotaci cviceni)

1.

Spocitejte, jak budete fedit zadsobni roztok TAE 50x, abyste dostali pracovni
roztok o potfebné koncentraci 1x a pfipravte si 300 ml pracovniho roztoku.
Pripravte si vanicku na gel a vyvaZzte ji do roviny. Zasad'te do otvort hiebinek
vhodné velikosti, ktery v gelu vytvori jamky pro naneseni vzorkd.

Odvazte si 0,4 g agarosy do erlenmayerovy banky a zalijte jej 40 ml TAE 1x
(1% gel).

Suspenzi dejte rozvatit na 5 min do mikrovinné trouby, hlidejte, at se
neodpafii veskera tekutina, v pfipadé potieby ji doplnte. Gel nechejte tfikrat
zaviit.

Pockejte na schladnuti gelu na cca 40-50 °C pfidejte 4 ul ethidim bromidu

a poté jej vlejte do pripravené vanicky na gel, nechejte ztuhnout.

Ze ztuhlého gelu opatrné odstrante hfebinek. Umistéte gel do elektroforetické
vany a opatrné jej zalijte pufrem TAE 1x (s 5 pl EtBr na 100 ml pufru) po rysku
na vaneé.

Odeberte 5 pl PCR produktu a smichejte s 2 ul BFM, naneste na gel.

Nakonec naneste na gel i standard molekulové hmotnosti (DNA ladder).



10.
11.
12.
13.

14.

Na elektroforetickém zdroji nastavte konstantni napéti 80 V a pfipojte
elektroforetickou komtirku ke zdroji.

Spustte separaci a vzorky nechejte d€lit, aby zéna BFM doputovala priblizné
do posledni ¢tvrtiny gelu (cca 1 hodinu).

Vypnéte zdroj a vanicku odpojte od zdroje napéti.

Vytahnéte opatrné gel a oplachnéte jej destilovanou vodou.

Vysledek separace si prohlédnéte a zaznamenejte pomoci transluminatoru

a fotoaparatu.

Podle standardu urcete pfibliznou velikost DNA produktu/produkti a
zhodnotte vysledek detekce.
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