Detekce GMO v potravinach s vyuZitim gPCR (alternativné PCR)

Organismy, jejichZ geneticka informace byla upravena genetickou modifikaci, tedy zplisobem, kterého
nelze dosdahnout prirozenou rekombinaci, se nazyvaji geneticky modifikované organismy (GMO). Na
obrazku nize (Obr. 1) je prvni geneticky modifikovany skot — byk Herman, do jehoz embryonalni buriky
byl mikroinjektovan lidsky gen pro lactoferrin, kdy vSechna jeho telata tento gen zdédila.

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 organism0 maji v praxi rdzny smysl. Zejména se jedna o dosazeni nasledujicich cild
za pomoci metod genového inzenyrstvi:

1.

ZlepSeni nékterych vlastnosti cilového organismu

(napf. nizsi potfeba vody u rostlin, zvySeni vynosl, vyssi odolnost proti Skdcim, delsi
trvanlivost potravin nebo vyssi obsah Zivin)

Ziskani novych poznatki ve vyzkumu genti

(odhaleni  funkce urcitych genl diky  transgennim organismim, napfr.
u , knock-out” mysi je vybrany gen uméle vyrazen z funkce)

Pf¥iprava lécCiv a dalSich latek bakteriemi ¢i kvasinkami

(napf. inzulin, hirudin, biopaliva)

Péstovani mikroorganismi vhodnych pro odstraniovani Skodlivych latek z vody ¢i pudy
(odstranovani odpad biodegradaci)

Lécba geneticky podminénych chorob pomoci genové terapie

Vyvoj technologii genového inZenyrstvi a ovéreni jejich funkcnosti



Na studium GMO, jejich produkci a pfipadné péstovani a vyuZiti v potravinarském primyslu se
v posledni dobé& zamétuje znaéna pozornost. V Ceské republice je poufiti geneticky modifikovanych
organismU upraveno zakonem, kdy je legislativné vyZadovan také spolehlivy systém detekce GMO
v potravindch, potravinarskych surovinach a krmivech. Metody detekce jsou mimo jiné velmi ¢asto
zalozeny na identifikaci GMO s vyuZitim polymerazové retézové reakce (PCR). Podstatou PCR je
amplifikace specifického produktu, kdy u kvantitativni PCR (qPCR) je moZna detekce takového
produktu (specifického Useku DNA) v readlném case, v pripadé klasické PCR pak napt. s vyuZitim
agarosové gelové elektroforézy. Podobna metoda detekce za pomoci qRT-PCR byla/je vyuZivana také
k identifikaci koronaviru SARS-CoV-2 (plvodce onemocnéni covid-19) v biologickych vzorcich (Obr. 2).
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Obr. 2: Typické kroky pfi detekci SARS-CoV-2 pomoci RT-PCR v realném case.



Mnohé GMO jsou dnes jiz béZné obsazeny v potravinach, jelikoz nékteré suroviny pouZzité pfi vyrobé
téchto potravin pochdzeji napf. z geneticky modifikovanych rostlin. Priklady ,,GMO food“ jsou uvedeny
na Obr. 3. Transgenni rostliny jsou organismy, u kterych doslo k modifikaci genetického materialu
prostiednictvim technik genového inzenyrstvi s cilem zlepsit jejich uzitné vlastnosti. Tato modifikace
je zdmérnym a fizenym procesem, ktery se lisi od pfirozenych genetickych zmén, které se vyskytuji v
disledku evoluce nebo pfirozeného vybéru. Hlavnim cilem téchto genetickych manipulaci je rfeseni
probléma v zemédélstvi, zejména zvySovani produkce a sniZzovani Skod zplsobenych skadci

a patogeny. To je dosaZzeno napftiklad zvysenim odolnosti rostlin vici skidcdm nebo zlepsenim jejich
schopnosti odolavat nemocem.
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Obr. 3: Priklady GMO plodin.

Dalsim béznym cilem genového inzenyrstvi je vytvoreni rostlin odolnych viéi herbicidlim. To umoznuje
zemédélcim pouZivat herbicidy k niceni plevell bez posSkozeni samotnych plodin. Tato odolnost je
obvykle dosaZzena vloZzenim genu, ktery kdduje protein zajistujici odolnost rostliny vici konkrétnimu
herbicidu. Rostlina pak produkuje tento protein, coZ ji umozZnuje prezit aplikaci herbicidu, zatimco
plevely jsou zniceny. Je dlleZité poznamenat, Ze i kdyZ transgenni rostliny mohou ptinést fadu vyhod,
jejich poutiti je také predmétem kontroverzi a diskusi, zejména v souvislosti s moZznymi dopady na
Zivotni prostredi a lidské zdravi. Proto je dlleZité, aby byly viechny genetické modifikace provadény
odpovédné a s prihlédnutim k potencialnim rizikim.

Relativné Castou pfimési v potravinach je transgenni sdja firmy Monsanto. Tato tzv. RoundUp Ready
(RR) soja (Obr. 4) je nositelem genetické transformace zajistujici jeji toleranci vici totalnimu herbicidu
RoundUp. Zakladnim principem této tolerance je fakt, Ze transgen umoznuje produkci modifikovaného
enzymu 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntazy (EPSP) tolerantni v(ci ucinné latce herbicidu, glyfozatu.
Pfed gen rezistence je v soji vlozen 35 S promotor CaMV. Tento promotor pak umoziuje nepfimou
detekci transgenu. Soucasti viech transgent musi byt selekéni markery, které umozni jejich detekci.



Roundup ready soyabean

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

Vramci této uUlohy Letni Skoly biofyziky bude detekovdna exprese vySe zminéného transgenu ve
vzorcich potravin (Margot tycinka, sdjovy suk ¢i mouka, apod.) svyuzitim gPCR (alt. PCR +
elektroforéza). Studenti si tedy budou moci osvojit pfipravu vzorku zahrnujici izolaci DNA z potravin
a seznami se také s podstatou a provedenim zminéné gPCR. Navic bude mozZné potvrdit ¢i vyvratit
pfitomnost RR sdji v GMO free potravinach séju obsahujicich. Podle ¢eské legislativy musi byt potraviny
obsahujici vice nez 0,9 % geneticky modifikované slozky oznaceny.

Polymerdzova retézova reakce je zdkladnim ndstrojem molekuldrni biologie a jeji vyznam roste i v
dalSich oborech, jako je botanika a kriminalistika. Hlavni podstatou samotné PCR je amplifikace, neboli
mnohondsobna replikace. Tento proces umoziiuje zvyseni poctu kopii specifickych usekl DNA (napf.
zminéného transgenu). Lze jej s nadsazkou ptirovnat k fetézové reakci pti vybuchu atomové bomby,
kde se produkty hromadi geometrickou fadou.

Klicovou roli v tomto procesu hraje termostabilni DNA-polymeraza. Tato enzymaticka molekula je
schopna syntetizovat komplementarni vilakno DNA podle templatového vidkna DNA. DNA-polymeraza
je schopna syntetizovat druhé vldkno pouze od 3’-konce kratkého jiz existujiciho jednovlaknového
Useku druhého vlakna, ktery se nazyva primer. Pokud se dva primery vazi na dvé denaturovana
komplementdarni vldkna protismérné, dojde k mnozeni, neboli amplifikaci, vymezeného Useku DNA
(Obr. 5). Tento proces je zakladem mnoha modernich biotechnologickych aplikaci.
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Obr. 5: Princip PCR reakce, ktera sestava z nékolika cyklicky se opakujicich krokd.
(Pfevzato z: https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/real-time-pcr-gpcr/)
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Obr. 6: Princip qPCR s vyuZzitim barviva SyberGreen.
(Pfevzato z: https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/real-time-pcr-gpcr/)



https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/real-time-pcr-qpcr/
https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/real-time-pcr-qpcr/

Uloha

: Provedte detekci GMO v potravinach pomoci PCR

(alt. gPCR, pokud bude k dispozici SYBR Green qPCR Master Mix a qPCR cycler)

Pomticky:

erlenmayerovy banky, predvazky, lzicky, elektroforetickd aparatura, odmérny vdlec, tfeci miska,
centrifuga, vortex, automatické pipety, $picky, mikrozkumavky, chlazeny stojanek nebo led, vykuova
odparka, termoblok, termocycler, mikrovinna trouba, UV transluminator, fotoaparat

Material a chemikalie:

N
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11.
12.
13.
14.

Postup:

Vzorky potravin (séjova tycinka, séjova mouka, tycinka Margot apod.)

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

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

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

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

Agardza pro elektroforézu

Ethidium bromid

JumpStart Tag DNA Polymeraza (Enzym je doddvdn s odpovidajicim reakénim pufrem s MgCl,).
Smés dNTPs (dTTP, dGTP, dATP, dCTP)

. Syntetizované oligonukleotidy ,primery“:

35SF 5°GCT CCT ACA AAT GCC ATC A3’

35SR 5'GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA3’
Vzorkovaci roztok bromfenolové modfi 6x
Standard molekulové vahy: 100 bp DNA ladder
TAE pufr

Izopropanol, ledovy 70% etanol

Izolace DNA z potravin:

won e

© 0 N wv ok

10.
11.
12.

Ze vzorku potraviny navaite 0,1 g.

Vzorek homogenizujte v tfeci misce (tyCinku Margot homogenizujte v tekutém dusiku).

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

Trepejte na vortexu po dobu 10 min.

Centrifugujte 5 min pfi 13000g.

Supernatant preneste do Cisté 2 ml mikrozkumavky, pridejte 0,3 ml pufru S2.

Promichejte nékolikerym obracenim zkumavky a inkubujte na ledu po dobu 5 min.
Centrifugujte 10 min.

Supernatant prelijte do cistych 2 ml mikrozkumavek, pfipipetujte 0,03 ml pufru S3,
promichejte nékolikerym otocenim mikrozkumavky a nechte inkubovat na ledu 5 min.
Pridejte 0,5 ml izopropanolu (laboratorni teploty) a centrifugujte 20 min.

Slijte supernatant.

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



13. Supernatant odstranite, 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.

Priprava reakéni smési a provedeni PCR (pripadné upravit pro qPCR):

1. ZaloZte novy program na termocycleru:

2.
3.

Proces Teplota Cas Pocet cyklt
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

Pripravte poZzadované slozky , premixu”, zamraZené zasobni roztoky rozehtejte (v ruce).
Podle poctu vzorki a zvoleného objemu reakce pripravte ,,premix”. Jednotlivé slozky premixu
pridavejte presné dle poradi v nasledujici tabulce:

Chemikalie 1 reakce
dH,0 = celkovy objem 50 pl 35,6 ul
10x Thermo-start Buffer (1x) 5ul

10 mM dNTP (0,2 mM) 1l

20 uM Primer 35SF (0,5 uM) 1,25 pl
20 pM Primer 35SR (0,5 uM) 1,25 pl
2,5 U/ul JumpStart Tag Polymerase (0,05 U/pl) 1l
Templat (DNA) 10 ng 5

Po dlikladném promichani (vortex) a odstfedéni (minicentrifuga) rozpipetujte , premix“ do
pfipravenych PCR mikrozkumavek. Pfidejte vzorek.

Opét promichejte, odstredte a vloZte do cycleru.

Po probéhnuti reakce provedte analyzu vzork( pomoci nativni agarosové gelové elektroforézy.

POZOR! Béhem pftipravy PCR reakcni smési je dilezité dodrzovat nasledujici pravidla:

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

S Taq polymerazou manipulujeme jen po nezbytnou dobu, vZdy ji chladime a ihned po pouziti
ukldadame zpét do mraziciho boxu.

Pipetovaci spicky, které pouzivame k pfipravé zasobnich roztokl a premixu, nikdy
nepouzijeme k pipetovani vzork( nebo produktt reakce. Podobné nemiZeme stejnou pipetu
pouzivat k pipetovani vzork( a produktll. (Podobné jednotlivé slozky reakéni smési
pipetujeme novymi Spickami.) V téchto pripadech hrozi nebezpeci kontaminace, kdy jsou
vysledkem fale$né pozitivni reakce.



Nativni agarosova gelova elektroforéza:

(v pfipadé vyuziti gPCR se nemusi provadét, bude zaleZet na ¢asové dotaci cviceni)

1.

10.

11.
12.
13.
14.

Spocitejte, jak budete fedit zasobni roztok TAE 50x, abyste dostali pracovni roztok o potifebné
koncentraci 1x a ptipravte si 300 ml pracovniho roztoku.

Pripravte si vani¢ku na gel a vyvaZzte ji do roviny. Zasadte do otvorl hiebinek vhodné velikosti,
ktery v gelu vytvofi jamky pro naneseni vzorkd.

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

Suspenzi dejte rozvafit na 5 min do mikrovinné trouby, hlidejte, at se neodpafi veskera
tekutina, v pripadé potreby ji doplite. Gel nechejte tfikrat zavfit.

Pockejte na zchladnuti gelu na cca 40-50 °C pridejte 4 pl ethidium bromidu a poté jej vlijte do
pfipravené vanic¢ky na gel, nechejte ztuhnout.

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

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

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

Na elektroforetickém zdroji nastavte konstantni napéti 80 V a pripojte elektroforetickou
komurku ke zdroji.

Spustte separaci a vzorky nechejte délit, aby zéna BFM doputovala pfiblizné do posledni
Ctvrtiny gelu (cca 1 hodinu).

Vypnéte zdroj a vani¢ku 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 ptibliznou velikost DNA produktu/produktl a zhodnotte vysledek
detekce.



