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METODY IDENTYFIKACJI GENETYCZNIE ZMODYFIKOWANYCH
ORGANIZMOW W ZYWNOSCI

Streszczenie

W pracy przedstawiono najwazniejsze metody analityczne stosowane w detekcji genetycznie zmody-
fikowanej zywnosci. Zdecydowana wigkszos¢ technik polega na identyfikacji zmian w strukturze dwoch
biologicznie czynnych makroczasteczek: DNA oraz biatek. W przypadku kwaséw nukleinowych podsta-
wowe narzgdzie diagnostyczne stanowi reakcja tancuchowa polimerazy (PCR), pozwalajaca na selektyw-
na amplifikacje wybranych regionéw DNA wraz z jakos$ciowa i ilo§ciowa ocena wprowadzonych modyfi-
kacji. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym jest obecnie uznawana za wiodaca metodg analizy zawartosci
genetycznie zmodyfikowanych organizmoéw w roslinach uprawnych i produktach zywno$ciowych. Na
okreslenie modyfikacji genetycznych manifestujacych si¢ na poziomie struktury biatek pozwalaja testy
immunoenzymatyczne polegajace na selektywnym rozpoznaniu rekombinantowego biatka przez specjal-
nie zaprojektowane przeciwciato. Jednak zardwno uproszczony wariant identyfikacji kompleksu antygen —
przeciwciato na nitrocelulozowym pasku, jak i klasyczna wersja testu immunochemicznego na mikroptyt-
ce traktowane sa przede wszystkim jako metody oceny jakosciowe;j.

Wraz z rozwojem technologii manipulacji genowych, rosnaca liczba transformacji roélin i prawdopo-
dobnie w niedalekiej przysztosci zwierzat, obserwowana jest tendencja do opracowania wiarygodnych
testow, pozwalajacych na detekcjg oraz analizg ilosciowa kilku genetycznych modyfikacji w trakcie poje-
dynczego oznaczenia.

Stowa kluczowe: genetycznie zmodyfikowane organizmy, reakcja tancuchowa polimerazy, testy
immunoenzymatyczne

Wprowadzenie

Od potowy lat 90. XX w., czyli od momentu wprowadzenia na rynek przez firmeg
Calgene pierwszego produktu zywnosciowego begdacego rezultatem genetycznej mody-
fikacji — pomidora Flavr Savi™ — obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie technologia
DNA zywnosci. Inzynieria genetyczna jest implementowana do rolnictwa, przemystu
spozywczego 1 paszowego celem poprawienia uzytkowych cech roslin uprawnych
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(tolerancja na herbicydy, odporno$¢ na choroby i szkodniki), poprawienia technolo-
gicznych wlasciwosci w trakcie przechowywania i obrobki (twardo§¢ owocow) czy tez
ulepszenia sensorycznych i funkcjonalnych cech produktow zywnosciowych (jakos$¢
skrobi, zawarto$¢ witamin i aminokwasow) (tab. 1) [1, 2, 3, 7].

Tabela 1

Przyktady modyfikacji stosowanych w uprawach roslin oraz produkcji GM zywnosci.
Examples of modifications applied to transgenic crops and production of GM food.

Opis modyfikacji
Modification description

Korzysci dla rolnika lub
konsumenta
Benefits for farmer or
consumer

Przyktady roslin uprawnych
i produktow zywnosciowych
Examples of transgenic
crops and food

Wprowadzenie genu podwyzszajacego
prog tolerancji na $rodki chwastoboj-
cze np. glifosat
Introduction of a gene increasing toler-
ance level for herbicides i.e. glyphosate

zwigkszona odpornos¢ na
herbicydy
increased herbicide
tolerance

soja Roundup® Ready,
Roundup® Ready soy

Wprowadzenie genu cry pochodzacego
z Bacillus thuringiensis kodujacego
bakteryjna endotoksyng perforujaca

uktad trawienny owada
Introduction of the cry gene from
Bacillus thuringiensis encoding bac-
terial endotoxin degrading insect diges-
tive system

ochrona przed szkodnikami
protection against insects
pests

ziemniaki NewLeaf™,
kukurydza Bt176, Bt11
NewLeaf™ potato,
Bt176, Btl1 corn

Wprowadzenie genow kodujacych
enzymy odpowiedzialne za wczesne
etapy biosyntezy f-karotenu, pocho-
dzacych z zonkila i bakterii Erwinia

uredovora

Introduction of genes encoding en-
zymes for early stages of f-carotene

biosynthesis derived from daffodil and
bacteria Erwinia uredovora

wzrost zawartosci
prowitaminy A
increased provitamin A
content

Loty ryz”
Golden Rice

Ograniczenie biosyntezy enzymu
poligalaktouronazy odpowiedzialnego
za migknigcie owocow
Decreased polygalactouronase biosyn-
thesis, the enzyme responsible for fruit
ripening

wydtuzenie okresu prze-
chowywania i przydatnosci
do spozycia
elongated shelf-life and
consumption period

pomidory Flavr Savr™
Flavr Savr™ tomato

Zrodto: opracowanie wlasne na podstawie [1, 3, 7, 24] / Source: according to the published data [1, 3, 7,
24].

Niezaleznie od obaw, jakie wzbudzaja rozwiazania polegajace na rekombinacji
DNA, wydaje sig, ze zarowno z perspektywy zwolennikow, jak i przeciwnikow gene-
tycznie zmodyfikowanych organizméw (GMO) istotnym problemem jest ustalenie
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wiarygodnych i powszechnie akceptowanych metod identyfikacji GMO. Prawo kon-
sumenta do wyboru pomigdzy naturalnym produktem a efektem manipulacji genetycz-
nej jest realizowane przez odpowiedni system znakowania zywno$ci, za§ zgodnie
z rozporzadzeniem UE nr 1829/2003 maksymalna zawarto§¢ GMO w nieoznakowa-
nych produktach nie moze przekracza¢ 0,9% [27, 29].

W 1999 r. Unia Europejska w ramach Wspolnego Centrum Badawczego (JRC,
ang. Joint Research Centre) zainicjowata tworzenie sieci wyspecjalizowanych labora-
toriow analizujacych GMO (ENGL, ang. European Network of GMO Laboratories).
Do projektu przystapity réwniez polskie jednostki badawcze m.in. Instytut Hodowli
i Aklimatyzacji Ro$lin w Radzionkowie, Panstwowy Instytut Weterynaryjny w Pula-
wach czy inspekcje podlegle Gtéwnemu Inspektoratowi Sanitarnemu (Biatystok, Tar-
nobrzeg i in.). Celem tych placowek jest wspotpraca i wymiana pogladow, opracowa-
nie i walidacja skutecznych metod jakosciowej i ilosciowej oceny zywnosci genetycz-
nie zmodyfikowanej [14].

Metody detekcji GMO w zywnoSci

Bialka i kwasy nukleinowe to dwa typy makromolekut specyficznych dla gene-
tycznych modyfikacji, ktoérych analiza moze potwierdzi¢ obecnos¢ GMO w zywnoSci.
Modyfikacja jest inicjowana na poziomie DNA i polega na wprowadzeniu do istnieja-
cego zestawu genow nowej sekwencji zapewniajacej np. odpornos¢ rosliny na herbicy-
dy. Ta zmiana w sensie fenotypowym objawia si¢ poprzez biosyntez¢ nowego biatka
zakodowanego we wprowadzonej sekwencji DNA.

W przypadku biatek zasadnicza technika stosowana do identyfikacji jest test im-
munoenzymatyczny ELISA (ang. enzyme linked immunosorbent assay). Zmiany na
poziomie sekwencji DNA monitorowane sa poprzez reakcje tancuchowa polimerazy
PCR (ang. polymerase chain reaction), powszechnie stosowana technike biologii mo-
lekularnej, pozwalajaca na detekcje okreslonych fragmentow DNA wprowadzonych do
genomu badanej ro$liny. Spotykane sa réwniez polaczenia obu metod tzw. PCR-
ELISA i nalezy je traktowa¢ bardziej jako komplementarne niz wykluczajace si¢ anali-
zy [20].

Testy immunoenzymatyczne

Zestawy analityczne bazuja na wykorzystaniu przeciwcial selektywnych wobec
okreslonego — w tym przypadku genetycznie zmodyfikowanego (GM) biatka — i naste-
pujacej po rozpoznaniu antygenu reakcji barwnej. Tego rodzaju oznaczenia sa po-
wszechnie stosowane i akceptowane w wielu aplikacjach dotyczacych kontroli obecno-
$ci witamin, antybiotykow, patogendow czy tez substancji specyficznych w produktach
zywnosciowych [4, 17]. W celu opracowania testu ELISA na GMO nalezy wyizolowa¢
rekombinantowe biatko z Zywnosci czy tez rosliny uprawnej, a nast¢pnie wyproduko-
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wac przeciwciata specyficzne wobec tej proteiny. Przeciwciata sa najczesciej unieru-
chamiane na mikroplytce i oznakowane substancja, ktéra w trakcie analizy utworzy
barwny produkt. Istnieja dwa typy testow immunochemicznych polegajacych na reak-
cji antygen—przeciwcialo wykorzystywanych w detekcji GMO.

Testy paskowe

Przeciwciala skierowane wobec GM biatka zostaja immobilizowane na pasku ni-
trocelulozowym. Po zanurzeniu testera w probowce zawierajacej ekstrakt roslinnej
tkanki z transgenicznym biatkiem nastgpuje utworzenie kompleksu z czgscia przeciw-
cial znakowanych barwnym reagentem. Kompleks biatkowy dzigki porowatej mem-
branie wedruje do jednego z przeciwlegtych koncow paska, ktory ma dwie strefy. Jed-
na z nich jest specyficzna dla kompleksu przeciwciato—rekombinantowe biatko, a dru-
ga dla niezwiazanych przeciwcial znakowanych tylko barwnikiem. O pozytywnym
wyniku proby decyduje obecnos¢ dwoch barwnych linii: kontrolnej — $wiadczacej
o prawidlowym wykonaniu oznaczenia oraz testowej — potwierdzajacej obecnos¢
GMO. Powszechnie stosowane sg testy na obecno$¢ bakteryjnej endotoksyny z Bacil-
lus thuringensis oraz biatka sojowego CP4 EPSPS [2].

Testy mikroptytkowe

Oznaczenie odbywa sig¢ na mikroptytce titracyjnej z usuwalnymi 8-12 studzien-
kowymi paskami, na ktorej unieruchomione sg przeciwciata skierowane wobec GM
biatka. W zasadniczej wersji kompleks przeciwciatlo — antygen moze by¢ wizualizowa-
ny przez uzycie drugiego przeciwciala skoniugowanego z enzymem przeprowadzaja-
cym reakcje chromogenna. Procedura obejmuje czesto kilka etapow ,,oplaszczania”
oraz przemywania substancji immobilizowanych na dnie studzienek. Ostatecznym
potwierdzeniem obecno$ci GMO jest reakcja barwna, ktorej intensywnos¢ — w przy-
padku dysponowania standardami o znanej zawarto§ci GMO — jest podstawa do ilo-
Sciowego oznaczenia bialka. Przyktadowy limit detekcji bialka sojowego CP4 EPSPS
wynosi 0,25% w przypadku nasion i 1,45% - produktow migsnych [18].

Metody immunoenzymatyczne maja jednak pewne wady, ktore nakazuja trakto-
wac je raczej jako techniki jakosciowe. W przypadku produktéw zywnosciowych pod-
legajacych skomplikowanej obrobce technologicznej mozna oczekiwaé przynajmniej
czesciowej denaturacji biatka, co moze skutkowaé utrata powinowactwa przeciwciata
wobec oznaczanej proteiny. Konsekwencja selektywnosci reakcji ELISA jest ograni-
czenie stosowania okreslonego zestawu tylko 1 wylacznie do jednego typu zmodyfiko-
wanego biatka, ponadto watpliwo$ci budzi trudny do oszacowania wptyw odmiany
rosliny, fazy wzrostu, rodzaju tkanki i warunkow polowych na wynik oznaczenia [1].
Jednak w przypadku analizy DNA rowniez nie mozna wykluczy¢ fragmentacji doce-
lowego materiatu wskutek termicznej obrobki produktéw, ponadto wydajnosé izolacji
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kwasoéw nukleinowych z takich wysoko przetworzonych probek, jak np. olej rafinowa-
ny, nie zawsze pozwala na uzyskanie wystarczajacej ilosci matrycy [5].

Techniki PCR

Rozwinigta, w drugiej potowie lat 80. XX w., reakcja tancuchowej syntezy frag-
mentow DNA umozliwia selektywna amplifikacje¢ wybranych regiondow DNA i stata
si¢ w przypadku detekcji GMO zasadnicza technika diagnostyczna [9, 16, 18, 19, 22].
Materialem docelowym jest w tym przypadku kwas deoksyrybonukleinowy, ktory
nalezy wyizolowac przy uzyciu okreslonej procedury uzaleznionej od charakteru prob-
ki. Zalecane sa protokoty z zastosowaniem detergentu jonowego bromku heksadecylo-
trimetyloamoniowego (CTAB) lub tez gotowych komercyjnych zestawow do izolacji
polegajacych czgsto na selektywnym zwiazaniu, a nastgpnie elucji kwasu nukleinowe-
go na minikolumnie wypekionej zelem krzemionkowym [23]. Wydajno$¢ izolacji
uzalezniona jest od stopnia przetworzenia zywnosci, zdecydowanie wigksza efektyw-
no$¢ uzyskuje si¢ w przypadku oczyszczania DNA z wyjsciowych roslin uprawnych
[5]. Po uzyskaniu czystej frakcji DNA, gotowej do amplifikacji, pozostaje wybor po-
migdzy dwoma zasadniczymi systemami PCR.

Konwencjonalny PCR

Ten wariant techniki PCR stosowany jest do analizy jako$ciowej oraz potiloscio-
wej, wskazujac gtéwnie na obecno$¢ badz nieobecno$¢ poszukiwanych sekwencji w
prébee. Finalny etap identyfikacji produktow stanowi rozdziat elektroforetyczny na zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Réwnoczesnie z produktami PCR rozdziela-
ne sa markery mas molekularnych w celu precyzyjnego okreslenia wielkosci amplikonu.

Podstawowy element testu skriningowego oprocz standardowych sktadnikow:
oligonukleotydow, polimerazy Tag i matrycy DNA stanowia startery komplementarne
do sekwencji DNA najczegsciej wykorzystywanych w modyfikacjach genetycznych
roslin (tab. 2). Powszechnie uzywanym promotorem do regulacji ekspresji transgenu
jest promotor 35S pochodzacy z wirusa mozaiki kalafiora (CaMV) 1 terminator genu
nopalinowej syntazy (nos) wystepujacy naturalnie w bakteriach glebowych Agrobacte-
rium tumefaciens [21].

Zidentyfikowanie takiej sekwencji w finalnym produkcie PCR $wiadczy o zanie-
czyszczeniu GMO, ale nie jest to dowdd ostateczny, bowiem nie daje odpowiedzi na
temat charakteru wprowadzonej zmiany. Potwierdzenie moze nastapi¢ poprzez (1)
zastosowanie specyficznego trawienia enzymami restrykcyjnymi, (2) hybrydyzacje
z sonda DNA komplementarng wobec docelowej sekwencji lub (3) bezposrednie
zsekwencjonowanie finalnego produktu co jest zabiegiem dosy¢ kosztownym.
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Startery najczesciej stosowane w skriningu zywnosci GM.
Primers most frequently used in screening of GM food.

Tabela 2

Nazwa Przyktadowa Rozmiar .,
wprowadzanego . . Organizm zro-
sekwencja startera | amplikonu ,
fragmentu (5-3) (02) dlowy Przyktady zastosowan
Name of p . Organism of Typical applications
. Exemplary starter | Amplicon .
introduced sequence (5°- 3°) size (bp) origin
fragment d P
kukurydza Bt11, kukury-
dza MON&10, kukurydza
T25, pomidory Flavr
wirus mozaiki Savr™, soja Roundup
Kalafiora Ready™, ziemniaki B33-
Promotor P-35S | AAAGATGGACC 143 cauliflower inv,
35S promoter CCCACCCAC mosaic Virus Btl1 corn,
CaMV ’ MONS810 corn,
T25 corn,
Flavr Savr™ tomato,
Roundup Ready™ soy,
B33-inv potato
. kukurydza Bt11, kukury-
Terminator gemu bakterie glebowe | dza MON810, pomidory
syntazy nopali- . .
nowe: nos3 Agrobacterium Flavr Savr™, pomidory
N o | CTGTTGCCGGT 189 tumefaciens NEMA 28F
t}I:ase en}e]: CTTGCGATGAT soil bacteria Bt11 corn,
B Agrobacterium MONS10 corn,
terminator .
083 tumefaciens Flavr Savr™ tomato,
NEMA 28F tomato

Zrodho: opracowanie whasne na podstawie [1, 7] / Source: according to the published data [1, 7]

Przyktadem systemu polegajacego na wykorzystaniu tzw. sekwencji granicznych
specyficznego dla kukurydzy MONS810 jest kombinacja promotora 35S CaMV i regio-
nu hsp70 eksonl/intronl, ktére sa odpowiednio konstytutywna sekwencja regulatoro-
wa i sekwencja biatka szoku cieplnego stosowana w celu uzyskania zwigkszonego
poziomu transkrypcji [21].

llosciowy kompetytywny PCR

W tej metodzie o parg identycznych primeréw wspdtzawodnicza: czasteczka
DNA o znanym stgzeniu oraz docelowa sekwencja DNA. Fragmenty DNA konkuruja
ze soba w serii reakcji, w ktorych ilo$¢ jednego ze sktadnikow utrzymywana jest na
stalym poziomie, podczas gdy zawartos¢ drugiego jest sukcesywnie zwigkszana. Zaleta
tego wariantu reakcji tancuchowej polimerazy (QC-PCR, ang. quantitative competitive
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PCR) jest przeprowadzenie reakcji przy jednoczesnej obecnosci standardu oraz matry-
cy DNA w jednej probowce.

W przypadku wystgpowania inhibitoréw PCR w tym samym stopniu wptywaja
one na obnizenie wydajnosci reakcji standardu, jak i badanego fragmentu DNA [16].
Procedura sktada si¢ z nastepujacych etapow:

1. Koamplifikacja wewngtrznego standardu oraz badanej sekwencji DNA.

2. Rozdzielenie produktow przy zastosowaniu elektroforezy na zelu agarozowym
w obecnosci bromku etydyny.

3. Analiza densytometryczna zelu.

4. Okreslenie zawartosci docelowej sekwencji DNA oraz standardu poprzez analizg
regresji.

Podstawg analizy ilo$ciowej stanowi wyznaczenie punktu rownowaznosci (ang.
equivalence point), w ktorym koncowe stgzenia produktéw amplifikacji obu konkuru-
jacych fragmentéw DNA sa rowne. Nastgpuje to poprzez skonstruowanie wykresu
przedstawiajacego zaleznos¢ log (X, / C,) od log C, (gdzie X,, stanowi st¢zenie molowe
produktu amplifikacji docelowego DNA, C, st¢zenie konkurenta, uzyskane po n cy-
klach amplifikacji i Cy— réznicg poczatkowego stezenia konkurujacego DNA wprowa-
dzonego do mieszaniny reakcyjnej w stosunku do koncowego produktu). Jesli wydaj-
no$ci amplifikacji docelowego oraz wspotzawodniczacego DNA (E, oraz E.) sa iden-
tyczne, to rozwiazanie rownania (1) stanowi linia prosta.

log (X,/ C,) =1log Xo—log Co+n -log [ (1 +E,)/ (1 +E.)] )

W takim przypadku mozliwe jest obliczenie ilosci docelowej sekwencji DNA na
podstawie znanego st¢zenia konkurenta (Cy) w punkcie réwnowaznosci.

PCR w czasie rzeczywistym

Ta alternatywna wersja PCR (ang. Real-Time PCR) pozwala na iloSciowa analize
dzigki aparaturze monitorujacej przyrost powielanej sekwencji w trakcie kolejnych cykli
reakcji. Detekcja produktow amplifikacji moze by¢ realizowana przez zastosowanie:

1) barwnikow fluorescencyjnych interkalujacych si¢ w sekwencji DNA np. Sybr Gre-
en [11,13],

2) sond hybrydyzacyjnych komplementarnych do powielanej matrycy DNA wywo-
dzacych si¢ z technologii rezonansowego przeniesienia energii FRET (ang. fluore-
scence resonance energy transfer) [7],

3) sond podlegajacych hydrolitycznej degradacji np. TagMan™ lub specyficznie od-
dzialywujacych z amplikonem np. startery Scorpion czy systemu Molecular Be-
acons  [6, 28].
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Rys. 1. PCR w czasie rzeczywistym. (A) Schemat dziatania sond TagMan™. (B) Kinetyka reakcji RT-

PCR, strzatkami oznaczono wartosci Ct przyktadowych produktow amplifikacji.

Fig. 1. Real time PCR. (A) Outline of action of TagMan™ probes. (B) Kinetics of RT-PCR, C parame-

ters for hypothetical amplification products are marked by arrows.
Zrédto: opracowanie i badania wiasne / Source: based on own study
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NajczeSciej stosowany jest ostatni wariant i oprocz standardowych sktadnikow
reakcji PCR zawiera on primer potaczony z barwnikiem fluorescencyjnym oraz wyga-
szaczem (rys. 1A). Zlokalizowany w bliskim sasiedztwie fluorofora (0,1 -1 nm) wyga-
szacz tlumi jego emisje $wiatta do momentu az w trakcie wydluzania nici, wskutek
egzonukleazowej aktywnosci polimerazy DNA, fluorofor nie zostanie odtaczony od
sondy. Systematyczny wzrost fluorescencji w trakcie kolejnych cykli PCR bedzie
wprost proporcjonalny do komplementarnos$ci powielanych sekwencji DNA wobec
startera — sondy.

Analiza ilosciowa mozliwa jest dzigki wyznaczeniu parametru Cr, punktu na
krzywej amplifikacji oznaczajacego numer cyklu, kiedy sygnat emitowany przez sondy
molekularne jest juz wykrywany przez system detektorow (rys. 1B). Jego wartos¢ jest
odwrotnie proporcjonalna do wyjsciowej liczby kopii powielanej sekwencji. System
umozliwia zréznicowanie pomigdzy specyficznymi i niespecyficznymi produktami
reakcji PCR dzigki hybrydyzacji z sondami lub analizie krzywej topnienia produktow
[13]. Niespecyficzne, krotsze sekwencje maja tendencje do topnienia w znacznie niz-
szej temperaturze w stosunku do specyficznych produktow reakcji PCR [26].

RT-PCR przy wykorzystaniu certyfikowanych standardow GMO zyskal po-
wszechna akceptacje w skali $wiatowej 1 jest w chwili obecnej uznawany za najdo-
ktadniejsza metodg analizy GM zywnosci. Dodatkowe zalety techniki to minimalne
ryzyko krzyzowej kontaminacji dzigki przeprowadzeniu etapu amplifikacji oraz detek-
cji w pojedynczej proboéwce oraz krotki czas analizy [5]. Pewnym ograniczeniem
w stosunku do QC-PCR jest jednak koszt aparatury oraz sond molekularnych.

Inne warianty PCR i alternatywne techniki identyfikacji GMO

Sukcesywne poszerzanie zestawu manipulacji genowych stanowi impuls do po-
szukiwania wszechstronnych technik detekcji. Odpowiedzia na takie zapotrzebowanie
jest zwielokrotniony PCR (ang. multiplex PCR), pozwalajacy na jednoczesna amplifi-
kacje kilku docelowych sekwencji w pojedynczej reakcji PCR [13, 30]. Ta pozornie
prosta koncepcja sprawia trudnosci techniczne zwiazane z kompromisowymi warun-
kami amplifikacji, gwarantujacymi wydajno$¢ tak szerokiego spektrum primerow.
Niewatpliwy sukces odniesli hiszpanscy badacze, ktérzy opracowali test przy uzyciu
systemu Sybr Green I polegajacy na analizie krzywych topnienia amplifikowanych
sekwencji. Pozwolito to na jednoczesne wykrycie produktow specyficznych dla kuku-
rydzy Maximizer 176, Bt11, MON810 oraz GA 21, a takze soi GTS 40-3-2 na pozio-
mie czutosci 0,1%, co stanowi realng alternatywe dla RT-PCR [13]. Inny wariant reak-
cji PCR to polaczenie tej metody z testem immunoenzymatycznym. W tej technice
biotynylowane produkty PCR sa in situ hybrydyzowane z sonda znakowana digoksy-
gening, po czym nastgpuje ich zwiazanie na dnie pokrytych streptawidyna studzienek.
Immobilizowane fragmenty DNA sa oznaczane ilosciowo testem ELISA. Dane wska-
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zuja, ze metoda jest wiarygodna oraz wysoce powtarzalna, pozostawiajac znaczne
mozliwosci automatyzacji [20].

W przypadku klasycznego PCR wada jest konieczno$¢ przeprowadzenia mini-
mum dwoch etapéw: PCR oraz elektroforezy zelowej niezbednych do identyfikacji
transgenu, co przy rutynowych analizach jest absorbujace czasowo. Pojawily si¢ zatem
propozycje analizy technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej przy roéwno-
czesnej detekcji UV rozdzielonych w kolumnie produktow PCR [10]. Koncepcja
znacznego obnizenia kosztow wplyngla na zastosowanie kapilarnej elektroforezy ze-
lowej w kombinacji z RT-PCR [8]. Na etapie rozwoju sa testy wykorzystujace mikro-
macierze DNA, piezoelektryczne biosensory czy tez spektrometri¢ masowa [12, 18,
25].

Podsumowanie

Na przestrzeni ostatnich kilku lat klasyczne procedury PCR zyskaly status pod-
stawowego narzedzia diagnostycznego w analizie genetycznie zmodyfikowanej zyw-
nosci. Jakkolwiek wzrastajaca liczba roslinnych transformacji, nowych GM szczepow
mikroorganizméw potencjalnie obecnych w rolnictwie i przemysle Zywno$ciowym
stanowi impuls do opracowania wszechstronnych, ukierunkowanych na ilosciowa ana-
lizg technik. Istotne znaczenie ma nie tylko metoda oznaczania, ale réwniez sposob
wyboru reprezentatywnej proby i stosowanie wysokiej jakosci materialow referencyj-
nych [15]. Aktualnie jest wiele technik wykorzystujacych kombinacje amplifikacji,
detekcji oraz kwantyfikacji dostgpnych w analizie GMO, ale tylko nieliczne z nich
spetniaja surowe kryteria procesu walidacji i sa akceptowane przez migdzynarodowe
instytucje zajmujace si¢ kontrola jakosci produktéw zywnosciowych. Niezaleznie od
kierunku rozwoju rynku produktéw zawierajacych GMO istnieje potrzeba opracowania
metod analizy, ktore pozwolityby w sposob wiarygodny na identyfikacje oraz iloscio-
wa detekcje kilku ré6znych GM w trakcie pojedynczego oznaczenia i w tym kierunku
powinny zmierza¢ badania w najblizszej przysztosci.
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METHODS OF IDENTIFICATION OF GENETICALLY MODIFIED ORGANISMS IN FOODS
Summary

In this paper, the most important analytical methods applied in detection of genetically modified food
are presented. Most of the techniques are based on identification of changes in structure of two biological
active macromolecules: DNA and proteins. In case of nucleic acid, basic diagnostic tool is polymerase
chain reaction (PCR), used in selective amplification of specific DNA fragments with qualitative and
quantitative analysis of introduced modifications. Real-time PCR is actually established as a primary
method in analysis of the contents genetically modified organisms in transgenic crops and foods. To esti-
mate the genetic modification manifested on protein structure level there are introduced immunoenzymatic
assays based on selective recognition of recombinant protein by specially designed antibody. Although
simplified form with recognition of antigen-antibody complex on nitrocellulose strip and classic version of
immunoenzymatic assay on microplate are mainly treated as qualitative methods.

Together with the development of genetic manipulation, numbers of plant transformations are growing
and probably, in the near future also animal transformations, there is a need to establish reliable tests for
detection and quantification of several genetic modifications in a single analysis.

Key words: genetically modified organisms, polymerase chain reaction, immunoenzymatic assays
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