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1. Uvod

Nebyvaly rozvoj technologii a znalosti pfinesl
v 80. a 90. letech minulého stoleti moZznost manipulovat
s genetickou informaci bun¢k prokaryontnich i eukaryont-
nich organisml a zacal vyvoj geneticky modifikovanych
organismi (GMO), které nesou cilené navozenou zménu
v sekvencich DNA. Do genomu téchto organismdi je zacle-
néna rekombinantni DNA, tj. DNA, kterd kombinuje ele-
menty rizného piivodu'?. Rekombinantni kazeta se sklada
z promotoru (napf. odvozeného z viru), vlastni kodujici
sekvence daného organismu a terminatoru (napf.
z bakterie). Takovy konstrukt by mél byt stabiln¢ integro-
van do genomické DNA a prenasen do dalSich generaci ve
smyslu Mendelistické genetiky”.

GMO se vyuzivaji jak v uzavienych provozech, tak
jsou uvolnény do Zzivotniho prostfedi. V uzavienych pro-
vozech se provadéji zejména vyzkumné aktivity a vyuZziva-
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ji se v nich i geneticky modifikované mikroorganismy
(GMM), které slouzi napt. k produkci fady farmaceutic-
kych latek, potravnich doplikd, ale i n€kterych primyslo-
vych surovin. Rovnéz GM zivocichové se chovaji
v uzavienych prostorach’. V Zivotnim prostiedi se setkame
s geneticky modifikovanymi rostlinami odolnymi
k herbicidim nebo hmyzim sktdcim. Ve svété maji tyto
rostliny $iroké uplatnéni v zemédélské vyrob&’. V posledni
dobé se uvoliuji pro péstovani i GM rostliny, které¢ maji
pozménéné slozeni oleji ve prospéch m-nenasycenych
mastnych kyselin, mohou odolavat rostlinnym virim nebo
se vyznatuji zménénou barvou kvétu. Zadouci je
i odolnost vi¢i stresim, zejména k suchu®. Uvoltiovéani
GMO do prostiedi a jejich nasledné vyuziti jako potravin a
krmiv je na celém svété regulovano. Zakladni principy
byly dohodnuty na pudé¢ WHO/FAO a Codex Alimenta-
rius’. Jejich aplikace se viak mize v odlidnych regionech
lisit. V EU se vychazi z principu predbézné opatrnosti a do
obéhu mohou byt uvolnény pouze GMO a od nich odvoze-
né potraviny a krmiva, které byly pro tento ucel schvaleny.
Schvalovani zahrnuje vyhodnoceni bezpecnosti a zdravotni
nezévadnosti konkrétniho GMO a souhlas na rovni vSech
Clenskych statll. Postup upravuje piislusna legislativa.

Zakladnim legislativnim dokumentem a zakladem
pravniho rdmce pro nakladani s GMO a odvozenymi pro-
dukty v EU je nafizeni Evropské komise 1829/2003
O geneticky modifikovanych potravinach a krmivech®.
Dale je tieba vzit v ivahu natizeni, které upravuje sledova-
telnost GMO a odvozenych produkti’. Kazdé GMO a z ngj
odvozeny produkt musi byt oznaCen tak, aby mohl,
v piipadé, Ze by se objevil nezadouci vliv piisluSného
GMO na zivotni prostiedi, zvifata ¢i Clove€ka, stazen
z trhu. Zajistuje 1 informovanou volbu spotiebitele.
V tomto smyslu je tieba zajistit sledovatelnost u vSech GM
a vyrobkl z nich odvozenych, které jsou obchodovatelné.
Znamena to, ze musi byt dokumentovan postup zpracovani
od prvotni suroviny az po kone&ny vyrobek'. Proto pred
schvélenim GMO do ob&hu musi byt k dispozici detekéni
metody, které jednoznacné identifikuji dané GMO
a odvozeny produkt.

Zkusebni a kontrolni laboratofe musi byt schopné
detegovat pfitomnost GMO a event. jejich Casti
v potravinach a krmivech. Metody pro detekci GMO musi
byt specifické, robustni, vysoce reproducibilni a piesné.
V EU odpovida za kvalitu analytickych metod pro detekci
a kvantifikaci GMO Referencni laboratof Evropského
spolecenstvi (EU RL) pfi Spole¢ném vyzkumném centru
Evropského spolecenstvi (JRC EC) v Ispte, které asistuje
Evropska sit GMO laboratofi (ENGL). Jedna se o konsor-
cium narodnich referenc¢nich laboratofi a vyzkumnych
laboratoii EU. Clenové ENGL, jednotlivé GMO laborato-
fe, musi mit pro danou oblast zkouSek akreditaci podle
normy CSN EN ISO/IEC 17025:2005 a spliiovat jeji krité-
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ria. Podileji se na validaci detekénich metod a predkladaji
navrhy na nové postupy a nova feSeni problematiky.

2. Zakladni koncepce detekce GMO

Stanoveni GMO se stalo komplexni zéleZitosti, ktera
zahrnuje kombinaci faktickych, legislativnich i komerc-
nich aspektt. Stanoveni GMO vyzaduje vhodné laborator-
ni protokoly, dostupné referencni materialy a vzorkovaci
plany'".

Zakladem koncepce detekce GMO je znalost jeho
podstaty. Do kazdého GMO je vnesen specificky usek
DNA, ktery se projevuje na urovni genomu (inzerce
DNA), transkriptomu (specifickd mRNA, kterd odpovida
vnesenému genu nebo iRNA), proteomu (specificky pep-
tid, protein) a lze oCekavat i zmény metabolickych profila
(metabolity). VSechny tyto molekuly 1ze detegovat ptislus-
nymi instrumentalnimi technikami'?.

Vzhledem k nestabilit¢ RNA molekul se RNA jako
analyticky cil nepouziva. Analyza proteind je mozna pouze
u nezpracovanych materiald (zelené rostliny, semena, osi-
va, event. mouka a Srot). VyuZziva se enzymova imunoana-
lyza (ELISA) a to zejména pro orientacni stanoveni pri-
tomnosti tzv. Bt plodin (Bt kukufice, bavlna, brambory),
coz jsou transgenni rostliny, které jsou odolné vici hmy-
zim Skidctm. Jsou do nich vpraveny geny kdodujici delta-
endotoxin a jeho varianty". U zpracovanych vyrobkil neni
mozné ELISA testy pouzit, i kdyz jsou rychlé a ptesné.
S rozvojem metabolomickych metod se zavadi i identifika-
ce a kvantifikace metaboliti jednotlivych GMO''*. Tyto
metody je nutné jeSté validovat a zjistit moznou §ifi jejich
vyuzitelnosti.
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Velmi stabilni molekulou je DNA. DNA je pfitomna
ve viech tkanich a pletivech'®'”. DNA se i ve zpracova-
nych vyrobceich zachovava alespoil ve fragmentované nebo
jednotetézcové form&'™®'?. DNA a jeji identitu l1ze zjistovat
pouzivat Southernovu hybridizaci, ktera vsak vyzaduje
vysokomolekularni DNA nebo tzv. sekvenovani nové ge-
nerace (NGS). Metodou prvni volby diky své citlivosti
a specificité jsou vSak zejména postupy zalozené na vyuzi-
ti PCR*.Diky specifickym primertim, které hybridizuji
s vybranymi misty genu, muze dojit k amplifikaci miliont
identickych molekul — amplikont, které odpovidaji sek-
venci vybraného transgenu. Pro provedeni PCR je proto
tteba znat sekvenci cilového amplikonu (vneseného genu
a jeho okoli). Pfi stanoveni GMO se vyuzivaji kratké am-
plikony, které jsou zachovéany i ve zpracovanych produk-
tech. Proto metody zalozené na PCR jsou schvaleny pro
pouziti v kontrolnich laboratotich®'.

3. Postupy stanoveni GMO

Zakladni postup stanoveni GMO vychazi ze schop-
nosti PCR specificky amplifikovat jakoukoliv sekvenci
pfitomnou v genomu vSech organismi a samotné zkouska
se sklada ze 4 krokut: (/) ové€feni pfitomnosti druhové spe-
cifické DNA, (2) skrining obecnych elementt, (3) pfesnou
identifikaci GMO a (4) jeho kvantifikaci. PCR je obecné
schopna detegovat i jedinou molekulu templatu v reakci,
prakticky limit detekce (LOD) se pak pohybuje v rozmezi
10-30 molekul®** (obr. 1).

Prvnim krokem je amplifikace druhové specifického
genu®®. Tento krok se vyuziva jednak pro potvrzeni kvality
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Obr. 1. Zakladni postup stanoveni GMO

Neni-lizjisténa pfitomnost
skriningowich element(, vzorek
neobszhuje GMO, v pozitivnim pripadé

nasleduje prikaz specifickeho GMO

Stanovuje sekonkrétni GMO. Pokud
se jednao GMO schvalenévEU,
pokraduje kvantifikace, pokud neni
nalezenoavyskyt skriningovych
elementd neni vysvétlen, nasleduje
hlaseni doRASFF a staZenivyrobku
z trhu

Vyrobky cbsahujicivice nei 0,9% GMO

uvolnénych do obéhu, musibyt znaceny.
Pokud oznaceni chybi musi byt vyrobek

oznaden. Neautorizované GMO se mohou
wyskytovat vkrmivechdohodnoty0,1%,
pokud byly schvaleny alesporimimo EU
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extrahované DNA jako cilového analytu. DNA nesmi ob-
sahovat inhibitory nebo aktivatory PCR, které by mohly
ovlivnit kvalitu ziskanych vysledkti. Vzhledem k citlivosti
PCR je prvni krok pouzivéan také pro odhaleni pfitomnost
vSech druhd organismd nebo jejich ¢asti ve smésich, ze
kterych byl produkt vyroben. Jedna se o vyznamnou informa-
ci, ktera pozdéji umoziiuje spravnou interpretaci vysledkd.

3.1. Skrining pfitomnosti GMO

Druhym krokem je provedeni tzv. skriningu. GM
rostliny a odvozené produkty, které jsou nejcastéjSim ci-
lem kontrol, mohou mit shodné regulac¢ni elementy — pro-
motory a terminatory — a selekéni geny. Soucasné GM
rostliny Casto obsahuji 35S promotor z viru mozaiky
kvétaku (p-35S) a jeho varianty. Jedna se o konstitutivni
promotor. DalSimi cetné&j$imi promotory jsou promotor
nopalisyntasy Agrobacterium tuefaciens (p-NOS) nebo
promotor viru mozaiky krticniku (p-FMV). Jako termina-
tor se nejcastéji pouziva terminator genu pro nopalinsynta-
su (t-NOS) nebo terminitor viru mozaiky kvétdku
(t-CaMV). Casto se jedna o elementy, které jsou souéasti
zivotniho prostfedi a je tfeba se vyvarovat faleSnych pozi-
tiv?. Transgenni kazety také obsahuji selekéni markery.
Mohou to byt geny odolnosti k antibiotikiim, jako je neo-
mycin fosfotransferasa (NPTII), ktera se prili§
v komerénich produktech nepouziva nebo geny odolnosti
k herbicidim — fosfinotricinacetyl transferasa (PAT) nebo
herbicidné tolerantni forma genu S-enolpyruvylshikimat-3-
fosfat syntasa®® — AroA:CP4 (CP4epsps), aminoglykosid
3’-adenyltransferasa (aadA) a p-glukuronidasy (uidA).
Pred 10 lety se vyuZivala pro skrining GMO pouze kombi-
nace elementi p-35SCaMV a t-NOS (cit.”). V té dobé se
vSak na trhu vyskytoval velmi omezeny pocet GMO
(Roundup Ready séja odolné ke glyfosatu a Bt kukufice).
Nyni je v EU schvéaleno do ob¢hu vic nez 50 odliSnych
modifikaci a ve svété je legalné mozné vyuzivat vice nez
300 GM plodin. Proto je tfeba vyuzivat celou sadu skrinin-

RostlinndB. p-355 genodolnosti
DNA K viru
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govych elementii, které zachyti pritomnost moznych
GMO. V soucasné dob¢ se kombinuje alespon 5 elementtl
a ty je$té neumozituji detegovat viechny GM na trhu***,
Pro detekci skriningovych elementt 1ze vyuzivat konven-
¢ni PCR. Ta ale vyzaduje dal$i manipulaci — elektroforetic-
kou separaci produkti obvykle na agarosovém gelu.
V soucasné dobé& se daleko Castéji vyuziva real-time PCR
(RTi-PCR) v kombinaci s TagMan sondou, ktera hybridi-
zuje se specifickym tsekem amplikonu®° a zaruduje tak
vysokou specifitu zkousky. Rovnéz se stale Castéji zvazuje
multiplexové uspotfadani reakce, které se nepokladalo dfi-
ve za prili§ spolehlivé. PCR miize byt vyuzita v multiplexu
maximalné 5 reakci, kde jiz za¢ind byt problém s optimal-
nim sestavenim reak¢ni smési a sklonu PCR reakce produ-
kovat falesné negativni vysledky. Systém pentaplexu byl
jiz predstaven®. Nartstajici poget GMO v EU a na trhu
vedl az k vyvoji zkousky, kterd s vyuzitim 384 jamkovych
desti¢ek a multiplexu 47 druhové specifickych a komplexu
skriningovych elementli dovoluje detegovat az 95 %
GMO, které se mohou vyskytovat na svétovém trhu, a to
soucasné u 7 vzorki. Autofi’’prokazali specificitu dané
zkousky. Uspokojivy byl i dal§i parametr — senzitivita
zkousky. Zkouska deteguje ocekavany pocet kopii (1-16)
hledaného genu. Smérem k vyvoji 96 jamkového plata pro
RTi PCR, které umozni identifikovat a ¢aste¢né kvantifi-
kove;;[ povolené GMO v EU se vydala i EU RL pti JRC EC
(cit.™).

Vzhledem k tomu, Ze kazdé GMO je reprezentovano
specifickou sadou elementl (napf. Roundup Ready sodja
obsahuje p-35S, t-NOS, CP4-EPSPS, GMP GTS 40-3-2),
takovou sestavu lze identifikovat pro kazdou GM udalost
(obr. 2). Lze sestavit matici, kterd vyjadfuje vztah mezi
elementy a analyzovanym materidlem. V jednoduché for-
me 1ze vyuzit tabulku, kterd definuje minimalni pocet ele-
mentl, které umozni identifikovat GMO, které se vyskytuji
na trthu v EU. Takova tabulka je k dispozici on-line a je
konstantné doplnovana podle toho, jak jsou schvalovany
nové GMO v EU. Je mozné vyuzit i databaze (napft. data-

t-NOS p-NOS NPTII t-CaMV B- Rostlinna
DNA

Obr. 2. Zakladni postup a identifikace GMO: GMO je charakterizovana pfitomnosti nékolika elementt, které mohou byt spole¢né pro
vice GMO (I), miize obsahovat i jedine¢ny gen (II), ktery v kombinaci s regula¢nimi tseky lze detegovat konstrukt specifickymi priméry
(II), které se shodné vyskytuji jen u nékolika GMO. Identitu lze urcit analyzou oblasti piekryvajici DNA hostitelského a organismu
a hrani¢ni oblasti transgenu (IV). Bl, Br — prava a leva hrani¢ni oblast transgenu, p-355, p-NOS — promotory, t-NOS, t-CaMV — termina-
tory, NPTII — selek¢ni marker
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baze vyvinuté v ramci projektt EU***.

Vyhledavani skriningovych elementi ptedstavuje
prvni Groven stanoveni GMO. Spolu s informaci o pfitom-
nosti druhtt v daném vyrobku indikuji, jaky typ GMO se
muize v analyzovaném vyrobku vyskytovat. Pfitomné skri-
ningové elementy mohou omezit pocet GM udalosti, které
je nutné nasledné presn€ identifikovat. V kazdém ptipadé
analyza pokracuje specifickym prikazem GMO udalosti.

3.2. Specificky prikaz GMO

Kazdé GMO je charakterizovano nejen sadou elemen-
t, ale 1 unikatnim inzerénim mistem v genomu. Sekvence
DNA, které obklopuji inzert, jsou znamy. Tato informace
se vyuziva pro jednoznacnou identifikaci konkrétniho
GMO. Identifikace pak umozni rozhodnout, zda potravina
nebo krmivo obsahuje GMO, které bylo uvolnéno do obé-
hu. Pokud GMO schvaleno nebylo, hlasi se vyskyt do sys-
tému rychlého varovani RASFF. V piipadé¢ povoleného
GMO se podle legislativy musi obsah kvantifikovat. Podle
evropské legislativy musi byt vSechny potraviny a krmiva,
které obsahuji vice nez 0,9 % schvalenych GMO jako na-
hodnou pfimeés, oznaceny.

3.3. Kvantitativni zkouska GMO

Kvantifikace se obvykle provadi pomoci real-time
PCR (RTi-PCR). RTi-PCR je metodou prvni volby pro
kvantitativni méfeni mnozstvi transgenni DNA ve vzorku.
Tato metoda ma v soucasné dob¢€ nejvyssi uroven pres-
nosti. Prakticky limit kvantifikace (LOQ) se udava ob-
vykle 30-50 kopii, tj. 0,05 %. V soucasné dob€ se ve
smésnych vzorcich muze vyskytovat vice GMO, proto
stanoveni mize byt obtizné a zejména u zpracovanych
matric obsahujicich vice interferujicich slozek méné ptes-
né. V nékterych piipadech je pozadovana kvantifikace
kontaminaci kolem 0,1 %. Vyuzivaji se metody validované
EU RL a ENGL (cit.*).

Obsah GMO se vztahuje k nemodifikované slozce
analytu téhoz druhu. To znamend, Ze pokud je produkt
dvouslozkovy, napt. smés séji a kukufice a obsahuje-li
GM soju, vypocita se obsah pouze ve vztahu k s¢ji. Kon-
trolni laboratofe jsou obvykle vybaveny odpovidajicim
zatizeni pro RTi-PCR.

Ocekaval se také vyznamny piinos digitalni PCR.
Digitalni PCR je metoda, kterd umoziuje absolutni kvanti-
fikaci cilového amplikonu. Je zaloZena na statistickém
vyhodnoceni signalu z velmi malych reakénich objemu
nizkého poctu kopii cilové molekuly DNA v mnoha opa-
kovénich. Vysledkem kazdého opakovéni je negativni
nebo pozitivni vysledek reakce. Kvantifikace se provede
pocitanim pozitivnich reakci. V konvencni PCR je pocet
cyklti PCR amplifikace pfimo umérny poctu kopii vycho-
ziho amplikonu. Vysledek digitalni PCR neni zavisly na
poctu amplifikacnich cykl, coz eliminuje zavislost na
exponencialnich datech pro kvantifikaci cilové nukleové
kyseliny, a proto je kvantifikace absolutni. Morisset proka-
zal’’, 7e digitalni PCR ma $iroky dynamicky rozsah — pies
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4 rady, je méné citliva k inhibitortim a je vysoce reproduci-
bilni. Rovn&z Li ukéazal® prednosti této metody. I kdyz
néklady na spotiebni chemii jsou odpovidajici, neni meto-
da zatim nijak rozsifena. Burns upozornil®, Ze soucasné
protokoly kvantifikace GMO by musely byt pro digitalni
PCR revidovany a znovu validovany. Metoda také nepte-
konava zakladni nedostatek validovanych metod zaloZe-
nych na RTi-PCR — moznost efektivniho stanoveni ruz-
nych GMO. Pokracuje zavadéni novych metod a pfistupt.

3.4. Alternativni pfistupy ke stanoveni GMO

Jiz Morisset poukézal* na nartist poétu GMO, zvysu-
jici se pocet modifikovanych druhti, ale i rostouci pocet
transgent. To vyvolava potiebu zapojeni novych pfistupt
a koncepti.

Jeden ze slibnych pfistuptl je postup zalozeny na vyu-
ziti DNA mikroc€ipt. Tento postup vyuziti kombinace am-
plifikace DNA a hybridizace templatovych molekul
s prislusnou sondou umoznuje detegovat vice GMO sou-
¢asné. Sondy, které mohou hybridizovat s templatem, jsou
ukotveny na sklenéné podlozce’*2. Prvni &ipy umoznily
identifikovat 9 odlisnych GM plodin. Jednalo se o nizko-
densitni Cipy, které nenasly tak velké rozsifeni, jak se pfed-
pokladalo. Tento systém neumoziuje diky pre-
amplifikacnimu kroku soucasnou kvantifikaci cilovych
molekul. Dals§i moznosti jsou liga¢ni sondy (Paddlock
Ligation Probe) spojené s izotermickou amplifikaci. Sys-
tém byl vyuzit pro vyhledavani GMO ve spojeni s DNA
microarrays” bodovych mutaci i detekci patogeni*. Za
dali stupefi lze oznagit systém* predstaveny Dobnikem,
ktery byl odvozen od systému amplifikace RNA. Zahrnuje
multiplexovou syntézu templatu s vyuzitim specifickych
primerd, jejichz soucasti jsou také univerzalni oblasti, kte-
ré umozni dalsi amplifikacni krok. Vizualizace se provadi
po hybridizaci na DNA ¢ipy. Kapacitu systému lze rozsifit.
Vyhodou je i proporcionalni syntéza templatu v prvnim
kroku, takze je mozn4 kvantifikace produktu.

Dalsi pfistup, ktery umoznuje soucasné hodnoceni
fady elementt, je zaloZzeny na vyuziti pfistroje Luminex
xMAP*. Vyuzivaji se fluoreskujici kulitky, které jsou
komercné dostupné ve 100 odlisnych barevnych sadach.
Na kazdou odlisné zbarvenou sadu je navdzana sonda,
specificka pro uréitou DNA sekvenci. Ackoliv je tento
postup velmi slibny, nevyhodou je nutnost vybavit kontrol-
ni laboratofe zafizenim firmy Luminex a validovat postup
v mezilaboratornich testech.

Rovnéz bylo popséno vyuziti izotermické amplifikace
v systému LAMP (Loop-mediated izothermal amplificati-
on). Metoda je schopna automatického cyklovani za izoter-
mickych podminek mezi 60 a 65 °C. Tato metoda vyuziva
sadu specialné konstruovanych primert, obsahujici prime-
ry v obou orientacich (sence, antisence), které soucasné
rozpoznavaji vice odlisnych sekvenci v cilové oblasti. Me-
toda neni ndkladnd a je vysoce specifickd. Metoda je
schopna detegovat 2—4 kopie cilového amplikonu. Lze ji
vyuzit jak pro detekci vybranych GMO™ tak i pro skri-
ning*%.
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4. GMO neschvalené do obéhu v EU

Stale vét§im problémem se stava detekce neautorizo-
vanych GMO na evropském trhu. Tento stav je dan jednak
asynchronni autorizaci mezi EU a zejména USA, Kanadou
a Argentinou, na strané¢ druhé inikem GMO z experimen-
talnich zkousek kdekoliv ve svété. Za posledni 1éta stoupa
pocet takovych ptipadd, jmenovat lze transgenni len
Triffid z Kanady, transgenni ryze z USA a zejména z Ciny,
papaya z jihoasijskym zemi. Pro ochranu spotiebitele je
nutné disponovat metodami, které pomohou odhalit i tyto,
nepovolené GMO.

Pro detekci takovych produktd se vyuzivaji zejména
skriningové metody. Pocet GMO ve svété roste, vetné
mnozstvi konstruktd do nich vpravovanych. Napi. odlis-
nych linii transgenni ryze je k dispozici ve svété pies 500.
V EU nebyla schvalena zatim zadna. Hledaji se proto moz-
nosti jejich efektivniho zachytu.

Pro tyto ukoly také musi byt kontrolni laboratote
v celé EU obdobné vybaveny. Metodou prvni volby je
stale konven¢ni a RTi PCR. Lze vyuzit vyse uvedené skri-
ningové metody, protoze fada produktlii mé4 shodné ele-
menty (promotory, terminatory, selekéni geny) %, ale
zvazuje se vyuZziti i sekvenovani nové generace — NGS
(New Generation Sequencing) a pro identifikaci nepovole-
nych GMO metoda prochdzeni po chromosomu
(Chromosome Walking).

Sekvenovéani nové generace (NGS) DNA je vykonny
alternativni nastroj pro rychlé generovani primarnich dat
genomu’, ktery Ize pouzit i u dosud necharakterizovaného
vzorku. Koncept byl ovéfen™ u ryze LL601. Data ziskana
sekvenovanim nové generace byla porovnana s daty do-
stupnymi pro konvenéni ryzi a byla potvrzena inzerce
pfedpokladané kazety do popsaného inzer¢niho mista.
Data poskytnutd majitelem transgenniho materialu
a ziskané vysledky byly identické. Koncept tak Ize apliko-
vat na dals$i pfipady nepovolenych GMO, jejichZ charakte-
ristika neni znama.

Vzhledem k tomu, ze transgenni ryze se stava znac-
nym problémem, byl na ryZi vyzkouSen i pfistup kombinu-
jici amplifikaci usekl transgenu a oblasti genomické DNA
priléhajici ke konstruktu®. Tento postup vyzadujici kombi-
naci specifickych primerti nesoucich i dal§i univerzalni
oblasti a nékolik krokti amplifikace kombinované se sek-
venovanim, umozniuje dobfe identifikovat hrani¢ni oblasti
a urCit, o jaky transgenni organismus se jedna.

Je ziejmé, Ze problematika detekce GMO bude do
budoucna vyzadovat nové inovativni pristupy. Metody
musi byt vysokopriichozi, cenove dostupné a jejich vykon-
nostni parametry musi odpovidat stanovenym parametrim
zkousek. Je otdzkou, zda bude mozné vyuZzivat i dalsi typy
cilovych analytd.

5. Zavér

Stanoveni GMO je vyzadovano na zaklad¢ legislativy
Evropského spolecenstvi. Postupy zalozené na vyuziti
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konvenéni a RTi PCR umoziuji zakladni stanoveni, ale
rostouci pocet GMO schvalenych do obéhu v EU vyvola-
vaji nutnost zvazovat vyuZiti multiplexovych reakci i no-
vych pfistupti. Zejména vSak nutnost detegovat nepovolené
GMO, které do EU vstupuji ze tietich zemi, je dalsi vy-
zvou pro vyvojové laboratofe. V soucasné chvili se jevi
jako nejucinnéj$i vyuZzit pro stanoveni kombinaci vhod-
nych analytickych postupti spojenych s efektivnim vyuzi-
vanim rozhodovacich procesii®®. Oéekava se, 7e bude tieba
je detailni sekvenovani nezndmych Usekli chromosomu
nebo celogenomové sekvenovani nové generace.

Tento prispévek byl vypracovan s podporou projektu
Mze CR NAZV QI101B267 a CZ0002700604. Dékujeme
Ing. V. Pouchové za pomoc pri zpracovani rukopisu.
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Genetically modified organisms and the derived food
and feed are subject to legal restrictions. A number of EU
regulations determine GMOs which may appear on the
market and their contents in food and feed. These re-
strictions require accurate and sensitive methods for identi-
fication and quantification of GM products by PCR.
Moreover, the threat of unauthorized GMO import necessi-
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