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UVOD DO PROBLEMATIKY

Vzrlstajici pocet potravinovych alergii je stdle vdZnejSim zdravotnickym problémem.
Vyzkumné studie poukazuji na rostouci pocet alergii u svétové populace, proto je potiebné
vénovat této problematice odpovidajici pozornost.

Pti pfedchédzeni alergickym reakcim maji pacienti jen jednu moZnost a to tpln€ vyloucit
konzumaci potravin obsahujicich dany alergen. Spotiebitel musi byt tedy informovan o vSech
slozkach potravin, které jsou dostupné v obchodni siti. Pro vyrobce potravin vyplyva
povinnost oznacovat vSechny slozky nachdzejici se v potravindiském vyrobku. To vede
k potieb¢ tyto tdaje na obalech ovéfovat testovanim potravin, jsou tedy nutné citlivé a
spolehlivé metody na detekovani jednotlivych alergent v potravindch a potravinaiskych
vyrobcich. Prvni takové metody se zamétfovaly na analyzu proteinil, nyni je v centru zdjmu
vhodnéjsi marker — DNA. Ta je pfitomna v kazdém zivoc€i$né i rostlinné tkdani, specifické
uréeni piitomnosti alergenu je tak mozné i tehdy, kdyz se v technologickém procesu
zpracovani suroviny poSkodi alergenicka slozka. K analyze DNA slouzi piedev§im PCR a jeji
rizné varianty.

Polymerdzova ftetézovd reakce je metoda na rozmnozeni definovaného tuseku DNA
v podminkach in vitro. Proces amplifikace je analogicky replikaci DNA probihajici v Zivych
organizmech. Pomoci PCR je moZné vytvofit desitky milioni kopii dseku DNA v prtibéhu
nékolika desitek minut.

V poslednich letech se ve vyzkumu a analytické praxi ¢im dal vice pouZziva real-time PCR,
coz je PCR s prubéZnym monitorovanim fluorescence. Zdrojem fluorescence je komplex
DNA s interkalacnim barvivem, nebo razné oznaCené sondy nebo primery. K hlavnim
vyhoddm real-time PCR patfi minimalizace rizika kontaminace laboratorniho prostfedi
amplifikovanymi fragmenty DNA diky uzavienosti systému a moznosti kvantifikace
specifického fragmentu DNA na zdklad¢ pribéhu amplifikacnich kiivek. Mezi dalsi vyhody
patii zkrdceni celkového Casu potiebného na analyzu avylouceni manipulace

s elektroforetickymi gely.

CILE

Cilem prace bylo navrhnout, vyvinout a otestovat metody na detekci potravinovych alergent
rostlinného ptavodu. Tyto alergeny lze analyzovat dvéma metodami, pfimo a nepfimo. Pfima
metoda je orientovdna na konkrétni proteiny zpusobujici alergii. V disledku rGznych procesi
pfi vyrobé potravinaiskych produktli jako napiiklad zmény teploty, pH, iontové sily

a podobn¢, se méni rozpustnost proteinii a jejich detekce je obtiznd. Nepiima metoda je
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Vv s

orientovana na jiny, stabilnéjsi a odoInéjsi marker — DNA. K analyze DNA se pouzivd PCR a
jeji rizné varianty. V na$i préci jsme proto zvolili jako marker pro detekci alergenti DNA,
konkrétné specifické useky vybranych gent ptislusnych alergent.

Zamg¢rili jsme se na tfi potravinové alergeny — soju, mandle a pistacie. Pro soju bylo cilem

vyvinout kvantitativni metodu, pro mandle a pistacie kvalitativni metodu.

MATERIAL A METODY

Séja

Testované potraviny byly zakoupeny v b&Zzné maloobchodni siti v CR a SR. Semena séje byla
zakoupena ve specializovaném obchodé se semeny v SR. Rostliny s6je byly vypéstovany
z téchto semen v béznych pokojovych podminkach.

Sojovy koncentrat Arcon S a sojovy izoldt Pro Fam byly ziskany od firmy Amitco (Brno,
Cesk4 republika), sojovd okara byla od firmy Sojaprodukt (Drietoma, Slovensko). Modelové
vzorky masové pastiky s definovanym obsahem sojového koncentrétu, izoldtu nebo okary
(sloZeni viz tab. 1) byly pfipraveny v koncentracich 10; 5; 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1; 0,05; 0,02 a
0,01 % w/w.

Tabulka I: slozeni sojového izolatu Pro Fam, sojového koncentratu Arcon S a séjové okary.

Pro Fam 974 Arcon S okara
proteiny 85 % - 90 % 66 % - 72 % 25 %
tuky 4 % 2 % 8—15%
sacharidy 1 % 20 % 50 %
vlhkost 6 % 6 % 5%
popel S % S % 5%

Pro dalsi analyzy jsme provedli extrakci DNA vSech pouZivanych vzorki pomoci komer¢ni
soupravy GeneSpin (GeneScan), DNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen), Wizard (Promega) a
validovaného postupu CTAB (ISPRA-JRC) s upravami. Provedli jsme optimalizaci
extrakénich metod.

Kvantifikace DNA je dileZitym krokem pro znacnou ¢ést praktické molekuldrni biologie.
Koncentrace nukleovych kyselin lze stanovit nékolika rliznymi metodami. Mezi
nejpouzivanéjsi patii UV spektrofotometrické stanoveni (spektrofotometr Gene Quant od
firmy Biochrom, Cambridge, Anglie) a fluorimetrické stanoveni koncentrace (barvivo

PicoGreen® s pouZitim soupravy DNA Quant-iT™ od firmy Invitrogen, Carlsbad, California,
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USA a méfeni fluorescence probihalo na fluorimetru Safire2 od firmy Tecan, Grodig bei
Salzburg, Rakousko).

Detek¢ni systém

Na detekci s6je v potravindch byly pouzity primery a sonda orientované na gen lec kédujici
lektin specificky pro séju. Na tuto cilovou sekvenci byl orientovany PCR systém s primery
Le2F a Le2R a sonda Le2P. NavrZend sonda byla typu TagMan (tab. 2). Systém byl navrzen
tak, aby nebyl homologicky s Zadnou sekvenci u piibuznych druht rostlin v databazi
Genbank.

Tabulka 2: detekeni systém sdje v masovych vyrobcich.

oznaceni sekvence (5° - 37)
Le2F CCA GCTTCG CCG CTT CCT TC
B Le2R GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC
Le2P FAM-CTT CAC CTT CTA TGC CCC TGA CAC-TAMRA

Amplifikace DNA, real-time PCR

Na kvalitativni i1 kvantitativni analyzu extrahované DNA byla pouZita amplifikace vybranych
specifickych tsekd genu pro sojovy lektin s pomoci real-time PCR. Reakéni smés pro real-
time PCR specifickou pro s6ju obsahovala 1x reakéni tlumivy roztok pro PCR, 2,5 mmol.l"
MgCl,, 0,2 mmol.l" smé&si dNTP (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), 300
pmol.l" kazdého primeru Le2F aLe2R, 200 nmoll' sondy Le2P (syntetizované MWG
Operon, Ebersberg, Némecko), a1l U Cheetah hot start Tag DNA polymerdzy (Biotium,
Hayward, California, USA). Celkovy objem reakéni smési i s pfidanou DNA ¢inil 25 pl
Reakce probihala v termocyklerech GeneAmpR PCR Systém 7900 (Applied Biosystems),
nebo 1Q5 Multicolor Real-Time PCR (Bio-Rad, Hercules, USA).

Kontrola amplifikovatelnosti DNA
Kvalita izolované DNA (ve smyslu amplifikovatelnosti) byla ovétena v kazdé vzorce DNA
pomoci real-time PCR s univerzdlnimi eukaryotickymi primery TR03, TR04 a sondou TRPb

orientovanymi na gen 18S rRNA [10] (tab. 3).
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Tabulka 3: sekvence primert a sondy na ovéfeni amplifikovatelnosti DNA.

oznaceni sekvence (5-3)
TRO3 TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA
TRO4 AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTT
TRPb FAM-CCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACC-TAMRA
Pistacie

Testované potraviny byly zakoupeny v b&zné maloobchodni siti v CR a SR. Modelové vzorky
(medvedi tlapky) s definovanym obsahem pistacii byly pfipraveny v koncentracich 0; 0,0004;
0,002; 0,01; 0,05; 0,4; 2 a 10% (w/w). Nejprve byla pfipravena smésnd pasta vlasskych
ofecht a pistacii, kde byl pistaciovy podil 0; 0,004; 0,02; 0,1; 0,5; 4; 20 a 100 % (w/w). Poté
kazd4a smesnd pasta byla smichédna s téstem v poméru 1:9 na vyslednou koncentraci pistacii

uvedenou vyse.

Izolace a purifikace DNA

DNA byla extrahovdna stejnymi postupy popsanymi v kapitole o sdji — na izolaci DNA ze
zelenych Casti rostlin byla pouZzita metoda DNeasy Plant Mini Kit, pro izolaci DNA
z potravinovych vzorek vcetné¢ modelovych vzorek s definovanym obsahem pisticii byla
pouzita metoda NucleoSpin Food (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko) — stejny postup jako u
GeneSpin (jen dodany od jiné firmy). Princip obou metod je stejny — chaotropicka extrakce na
tuhé fazi. Postup izolace je také obdobny — navaZeni vzorku, nédslednd lyze bunék, dale
navazani DNA na silikagelovou kolonku, promyvani kolonky a nakonec eluce DNA, vSe za

pouziti vhodnych pufrt.

Stanoveni koncentrace

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla zméiena na zdklad¢é absorbance pii vinové délce
260 nm na spektrofotometru (Gene Quant, Biochrom, Cambridge, Anglie) a fluorimetricky s
pouzitim interkalacniho barviva PicoGreen s pouZzitim soupravy DNA Quantlt (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) na fluorimetru Safire2 (Tecan, Grodig bei Salzburg, Rakousko).

Podrobnéjsi popis opét viz kapitola o sdji.

Detek¢ni systém
Na detekci pistdcii v potravindch byly pouZity primery a sonda orientované na gen COR
kédujici dehydrin, coZ je skupina stresovych proteini produkovanych jako reakce na chlad a

sucho, patficich do rodiny ochrannych strukturnich proteini Lea D11 (late embryogenesis
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abundant). Na tuto cilovou sekvenci byl orientovany PCR systém s primery PmanuF3B
a PSTCR7 a se sondou PST. Sonda byla typu TagMan (tab. 4). Systém byl navrZen tak, aby
nebyl homologicky s Zadnou sekvenci u piibuznych druhii rostlin v databdzi Genbank.
Reverse primer byl navrzen s ohledem ke skutecnosti, Ze byl nové objeven intron v sekvenci
genu. Nové byla také navrZzena sonda, pomoci niZ se podafilo odstranit malé problémy s

kifZovymi reakcemi, které se projevily pfi pouZiti univerzalniho barviva SYBR® Green.

Tabulka 4: detekCni systémy séje v potravinich.

oznaceni sekvence (5-3)

PmanuF3B CGTAGAGAAGAAGCACCAGGAT
PSTCR7 GCTTTTCTTTATACCTATATTGGGATG
PSTCPb FAM-TCACGGCTGCTGATGTGGCC-BHQ

Amplifikace DNA, real-time PCR

Na kvalitativni analyzu extrahované DNA byla pouZzita amplifikace vybraného specifického
useku genu COR pro dehydrin s pomoci real-time PCR. Reak¢ni smés pro real-time PCR
specifickou pro pistécii obsahovala 1x reakéni tlumivy roztok pro PCR, 2,5 mmol.l" MgCl,,
0,2 mmol.I"" smé&si dNTP (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), 300 pmol.I"!
kazdého primeru PmanuF3B a PSTCR7, 200 nmol.I" sondy PST (syntetizované MWG
Operon, Ebersberg, Némecko), a1l U Cheetah hot start Taqg DNA polymerdzy (Biotium,
Hayward, California, USA). Celkovy objem reakcni smési i s pfidanou DNA ¢inil 25 pl.
Reakce probihala v termocykleru GeneAmpR PCR Systém 7900 (Applied Biosystems).

Kontrola amplifikovatelnosti DNA
Kvalita izolované DNA (ve smyslu amplifikovatelnosti) byla ovéfena v kazdé vzorce DNA
pomoci real-time PCR s univerzdlnimi eukaryotickymi primery TR03, TR04 a sondou TRPb

orientovanymi na gen 18S rRNA [10] (tab.3).

Mandle

Izolace a purifikace DNA
DNA byla extrahovédna stejnymi postupy popsanymi v kapitole o séji — na izolaci DNA ze
zelenych ¢4sti rostlin byla pouZita metoda DNeasy Plant Mini Kit, pro izolaci DNA ze semen

mandli byla pouZita metoda NucleoSpin Food (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko) — stejny
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postup jako u GeneSpin (jen dodany od jiné firmy). Princip obou metod je stejny —
chaotropickd extrakce na tuhé fazi. Postup izolace je také obdobny — navaZeni vzorku,
naslednd lyze bunék, ddle navdzani DNA na silikagelovou kolonku, promyvani kolonky a

nakonec eluce DNA, vSe za pouziti vhodnych pufrt.

Stanoveni koncentrace

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla zméfena na zaklad€ absorbance pii vinové délce
260 nm na spektrofotometru (Gene Quant, Biochrom, Cambridge, Anglie) a fluorimetricky s
pouzitim interkalacniho barviva PicoGreen s pouzitim soupravy DNA Quantlt (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) na fluorimetru Safire2 (Tecan, Grodig bei Salzburg, Rakousko).

Podrobnéjsi popis opét viz kapitola o séji.

Detek¢ni systém

Na detekci mandli v potravindch byly pouzity primery a sondy orientované na rizné geny
(tab. 5):

— systém A na gen prul kédujici protein zasobni protein prunin [29]

— systém B na gen AL60SRP kdédujici ribosomalni podjednotku 60S P2 [12]

— systém C na gen nsLTP kédujici transportni protein LTP (lipid transfer protein) [42]
—systém D na gen Pru du 2 kédujici stresové proteiny TLP (thaumatin-like protein)

— systém E na gen ACOI kodujici 1-aminocyklopropan 1-karboxyl oxiddzu (komercni kit
SURE® Food ALLERGEN Almond od firmy Congen, Berlin, Germany)

Tabulka 5: detek¢ni systémy mandli v potravinach.

oznaceni sekvence (5°-3)
Prul-1F CCAAATCATCCAGGTAAGGG
A Prul-1R CTTGTTGTTGCCTCTCCTG
Prul-1P FAM-TCCTGTTGTCGCTCCTCGTGCT-BHQI
B Prd5-1F GGTTGTTGCAGCATACTTGTTGGC
Prd5-1R GGACATCCTTGGCTCTGTTGGAGC
C Pd nsLTP S GAGTCAACCCTAACAATGCCGC
Pd nsLTP AS M CAGTTGGTGGAGGGGCTATTCTG
Pd target AS probe | g \f TTA ACTCCACACTTGCCGGGAAGCG-BHQI
D ThauF ACTGAGCACAACGGAATAT
ThauR TAGGATGCCGTGCGTAGC
E cox F CGCTTAAAGTAATTATGGGTGTGAAG
cox R GAAAACTAACAAATTCCCAGGTCCG
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Amplifikace DNA, real-time PCR

Na kvalitativni analyzu extrahované DNA mandli byly pouZity razné systémy primerd,
nékteré se sondou, jiné s univerzalnim interkalaénim barvivem SYBR® Green, vZdy jako real-
time PCR. Reak¢ni smési se liSily podle pfitomnosti nebo neptitomnosti oligonukleotidové
fluorescencné znacené sondy. Celkovy objem reakcéni smési i s pfidanou DNA ¢inil 25 pl.

Reakce probihala v termocykleru GeneAmpR PCR System 7900 (Applied Biosystems).

Kontrola amplifikovatelnosti DNA
Kvalita izolované DNA (ve smyslu amplifikovatelnosti) byla ovéfena v kazdé vzorce DNA
pomoci real-time PCR s univerzalnimi eukaryotickymi primery TR0O3, TR04 a sondou TRPb

orientovanymi na gen 18S rRNA [10] (tab. 3).
Piiprava DNA na sekvencovani

Piiprava PCR produktu
Klasickou PCR (end-point PCR) bylo pfipraveno dostatecné mnoZstvi PCR produktu
ur¢eného k sekvenovani. PCR produkt byl ovéfen gelovou elektroforézou a poté purifikovan

pomoci kitu Quiaquick PCR purification kit.

Purifikace PCR produktu

K celkovému objemu PCR produktu bylo ptfiddno 5 objemt PB pufru. Tato smés byla
nanesena na spin kolonku a centrifugovana 1 min pii 13 000 g. Supernatant byl odstranén a
kolonka naplnéna promyvacim pufrem PE (750 ul). Opét byla centrifigovdana 1 min pfi
13000 g. Supernatant byl odstranén a prazdnd kolonka umisténd v mikrozkumavce
cetrifugovdana 1 min pii 13 000 g. Kolonka byla umisténa do nové 1,5 ml mikrozkumavky a
bylo do ni napipetovano 50 ul elu¢niho EB pufru. Po centrifugaci 1 min pii 13 000 g byl takto
ziskan purifikovany PCR produkt.

VloZeni PCR produktu do plazmidu pDrive

PCR produkt byl vloZen do plazmidu pomoci QUIAGEN PCR cloning kit. Nejprve bylo
piipraveno dostate¢né mnozstvi ledu. Poté byly rozpustény komponenty kitu (2x Ligation
Master Mix, pDrive Cloning Vector DNA, destilovand voda) aumistény do vanicky
s nadrcenym ledem. Byla pfipravena liga¢ni sm¢s, kterd byla zlehka promichdna pomoci
mikropipety. Tato smés byla inkubovdna 2 hod v lednicce a poté umisténa v mrazdku pii
teploté -20°C.
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3.3.6.4 Piiprava kompetentnich bunék
Nejprve byly pfipraveny Zivné pudy potiebné pro buniky E. coli pouZité k transformaci.

1. den byl byly naoCkovany bunky E. coli DHS5a (ze zasobni mikrozkumavky
s glycerolem uloZené v mrazdku) na Petriho misku s LB agarem a inkubovéany pfes noc pfi
teploté 37 °C.

2. den byla jedna narostld kolonie E. coli naockovana do 3 ml LB média a inkubovéna na
ttepacce pii teploté 37 °C.

3. den probihala vlastni pfiprava bunck na transformaci a nisledné i transformace. Narostlé
buiiky E. coli zpfedeslého dne byly pieockoviany do 10 ml nového LB média
v Erlenmeyerové bance, umistény na tfepacku a inkubovany cca 3 hod pii teploté¢ 37 °C na
vyslednou optickou hustotu 0,3 az 0,5. Narostla kultura bunék byla zchlazena ve smési voda-
led po dobu 10 min. Poté byl ptfidan roztok 1 M CaCl, a buiiky byly inkubovany 1 hod ve
vani¢ce se smesi voda-led. Kultura bunc¢k byla rozdélena na alikvoty po 1,5 ml do
mikrozkumavek a centrifugovany ve vychlazené centrifuze 3 min pri 13 000 g. K sedimentu
bylo po odstranéni supernatantu ptfiddno 100 pl roztoku B (0,1 M CaCl,; 10 mmol/l TrisHCI
pH = 7,6). Po rozsuspendovani byly buiikky v mikrozkumavkach vloZzeny do vanicky

s nadrcenym ledem a ddle pouZity na transformaci.

Transformace bunék
Ke 100 pl kompetentnich bun¢k bylo pfiddno 4 pl ligacni smési a byly inkubovéany 1 hod ve
vanic¢ce s nadrcenym ledem. Nésledné¢ byly bunky opracovany tepelnym Sokem inkubaci 2
min pii 42 °C, potom byly ochlazeny inkubaci 10 min ve vanicce s ledem.

K natransformovanym bunikdm bylo pfidano 0,8 ml tekutého LB média a byly inkubovany
1 hod pti 37 °C. Potom byla kultura bun¢k vyseta na tuhy LB agar s kanamycinem, X-gal a
IPTG a inkubovany pies noc pii 37 °C.

4. den bylo preockovano 30 bilych kloni rozetienim na novy tuhy LB agar
s kanamycinem.

5. den byl proveden skrining klonti pomoci PCR (primery M13 F/R homologické
k pouzitému plazmidu pDrive). Jako vzorek DNA bylo pouZita jedna odpichnutd kolonie
narostlych bunék E. coli s natranformovanym PCR produktem. Celkovy objem MasterMixu
Cinil 25 pl.

Na zdklad¢ skriningu klont byly identifikované spravné klony, tj. ty, které obsahuji
plazmid s vélenénym PCR produktem. Byla provedena dal§i PCR s primery MI13F/R,
tentokrat v dvojnasobném objemu 50 ul. Poté byl PCR produkt skontrolovéan elektroforézou v

2,5 % agarozovém gelu. PCR produkt byl piecistén pomoci Quiaquick PCR purification kit.

10
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Dalsi elektroforéza byla provedena jako kontrola i jako odhad koncentrace DNA. Poté byl
PCR produkt nafedén na cca 10 ng/ul a byl odevzdan spolu s natedénymi primery M13F/R na

sekvenovani do laboratote Ptirodovédecké fakulty University Komenského v Bratislavé.

4 VYSLEDKY

Cilem této priace bylo vyvinuti metod na detekci riznych alergenli v potravinich. Byla
zvolena nepiimd metoda zaloZend na detekovani molekul DNA pfislusnych potravinovych
alergenti. Vyhodou této nepiimé metody je vysoka citlivosta selektivita, nevyhodou je riziko
faleSné pozitivnich vysledki, kdy v konkrétni potraviné nebo potravinaiském vyrobku je sice
piitomna DNA alergenti, ale proteiny piimo zodpovédné za vyvoldni alergické reakce u
senzitivnich jedincti pfitomny nejsou. Nastésti takovych pifipadli potravin je minimum, jako
ptiklad 1ze uvést olej ziskany ze semen daného alergenu.

Kazda metoda je popsédna péti zakladnimi kroky:
- teoreticky detekcni limit — DNA izolovand ze zelené Casti dané rostliny (z listll) je nafedéna
desitkovym fedénim 10x — 10°k a uréi se mez amplifikovatelnosti, tj. pfi kterém nejniZ§im
fedéni jesté dojde u vétSiny paralelnich vzorkl k amplifikaci.
- inkluzivita — s navrZenymi primery dojde (nebo nedojde) k amplifikaci u vSech odrid
daného alergenu
- exkluzivita — testuji se hlavn¢ piibuzné druhy, u Zadneho by nemélo dojit k amplifikaci
- prakticky detekéni limit — z pfipravenych modelovych vzorek s definovanym obsahem
daného alergenu se pomoci PCR ur¢i mez amplifikovatelnosti, tj. minimalni procentni
zastoupeni alergenu, které je jesté detekovatelné v potravindch a potravinaiskych vyrobcich.
- redlné vzorky — aplikace navrzené metody na konkrétni bézné¢ dostupné potraviny a

potravinéiské vyrobky.

Séja
Na detekci soje v masovych vyrobcich jiz bylo publikovdno nékolik metod zaloZenych na
PCR, zatim vSak byly vSechny pouze kvalitativni. Nasim cilem bylo vyvinuti kvantitativni

metody se zachovanim vSech kvalitativnich parametrti a dostate¢nou citlivosti.

Teoreticky detek¢ni limit

Ze semen soje byly vypéstovany rostliny, z jejichz listi pak byla izolovdna DNA pouzita pro
stanoveni detek¢niho limitu metody pro identifikaci soje v masovych vyrobcich. Tato DNA
byla nafedéna 10x, 100x, 1 000x, 10 000x a 100 000x postupnym nafed’ovanim. Pomoci real-

time PCR pak byla zjistovana amplifikovatelnost.

11



Jiff Smid — Identifikace DNA rostlinnych a Zivo¢iSnych druhl v potravindch pouZitim polymerazové fetézové
reakce — autoreferat disertacni prace

Armplification Chart

7000 i

G000 | /
2000 / /;4

PCR Base Lire Subfrached Curve Fit RFLU
=
= =
(] (]

427,60 Vi / g //

] 5 10 15 20 25 20 35 40
Cyile

Obrdzek 1: amplifikacni kiivky jednotlivych koncentraci.
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Obrdzek 2: kalibracni kiivka, jeji parametry jsou: R* =0,995; slope = -3,733; y=26,402.

Posledni fedéni, u kterého doslo u vSech paralelek k amplifikaci, je 10 000x (obr. 1 a 2), coz

odpovidé koncentraci DNA 2,75 pg/ul, po prepoctu na genomové ekvivalenty je to 2,43.
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Inkluzivita
V rdmci testovani metody na detekci soje v masovych vyrobcich byla ovéfovana inkluzivita

metody, testovdno bylo 9 odrid soje plivodem z Kanady, Francie a Japonska (tab. 6).

Tabulka 6: jednotlivé odridy soje testované na inkluzivitu a jejich vysledky.

Odrtda plvod vysledek
1 | Glycine max Belmont Kanada +
2 | Glycine max OAC Vision Kanada +
3 | Glycine max Cardiff Kanada +
4 | Glycine max Enterprise Kanada +
5 | Glycine max Korada Kanada +
6 | Glycine max Primus Kanada +
7 | Glycine max OAC Erin Kanada +
8 | Glycine max Quito Francie +
9 | Glycine max Kanakawa Wase Japonsko +
Armplification Chart
3300 | I
2000 /

PCR Base Lire Subfrached Curve Fit RFLU
S =
= =
(] (]
.
\\
NN
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|
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Obrdzek 3: amplifikacni kiivky DNA jednotlivych odrad soje.

Z grafu (obr. 3) a tabulky (tab. 6) je patrno, Ze inkluzivita navrZzené metody na detekci soje
v masovych vyrobcich byla 100 %. Naméfené hodnoty C; Casto neodpovidaly namétrené

koncentraci izolované DNA, coz bylo dano ziejmé tim, Ze DNA pouzitd k PCR nebyla
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fedéna, proto mohlo dochdzet k tzv. overload efektu, kdy dochézi k ¢astecné inhibici PCR

reakce nadbytkem DNA. Vysledek testu inkluzivity to ale nijak neovlivnilo.

Exkluzivita
Navrzend metoda na detekci soje v masovych vyrobcich byla také testovdna na exkluzivitu,

tedy Ze nebude dochéazet ke kiiZovym reakcim u DNA piibuznych druhti, piipadné dalSich

sloZek potravin, které se mohou vyskytovat spole¢né s DNA soje (tab. 7).

Tabulka 7: prehled testovanych druht a jejich vysledky.

vzorek vysledek vzorek vysledek
1 | s6ja (lagris) + 13 | pSenice -
2 | s6ja (marianna) + 14 | jeCmen -
3 | ¢ocka - 15 | Zito -
4 | cizrna - 16 | ryze -
5 | bob - 17 | para ofech -
6 | fazole zahradni - 18 | kakao -
7 | fazole saxa - 19 | keSu -
8 | fazole maxidor - 20 | pistacie -
9 | hrach G13 - 21 | kufeci maso -
10 | hrach gloriosa - 22 | skopové maso -
11 | hréch sety - 23 | hovézi maso -
12 | podzemnice olejna - 24 | vepfové maso -
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Obrdzek 4: amplifikaéni kiivky testu exkluzivity navrzené metody na detekci soje

v potravinéch.
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Obrdzek 5: ovéteni amplifikovatelnosti pouZité DNA v testu exkluzivity.

15



Jiff Smid — Identifikace DNA rostlinnych a Zivo¢iSnych druhl v potravindch pouZitim polymerazové fetézové
reakce — autoreferat disertacni prace

K amplifikaci v mezich detekéniho limitu navrzené metody na detekci soje v masovych
vyrobcich doslo jen u dvou odrid soje (pozitivni kontrola). Amplifika¢ni kiivky jinych druht
jsou az za timto limitem detekce (Cp > 38), proto lze povaZovat test exkluzivity za 100 %
uspesny (tab. 7 a obr. 4). Testem amplifikovatelnosti byla ovéfena kvalita DNA pouZzita pfi
testu exkluzivity, vzorky se Spatnymi vysledky byly vyfazeny, aby neposkytovaly faleSné

negativni hodnoty (obr. 5).

Prakticky detek¢ni limit
Byly ptipraveny modelové vzorky pastik s definovanym obsahem soje, z nich izolovdana DNA
byla pouZita pro testovani praktického detekéniho limitu navrzené metody na detekci soje

v masovych vyrobcich.
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Obrdzek 6: kiivka zavislosti C; na obsahu soje v modelovych vzorcich pastik.

Posledni jest¢ amplifikovany modelovy vzorek pastiky byl 0,02 % (w/w) pifi hodnoté
prahového cyklu C; = 35,3 (obr. 6). Pro navrzenou metodu na detekci soje tak byla stanovena
hodnota C,; < 36 povaZovand za pozitivni detekci séje a vysledky s hodnotou C; > 36 se

povazuji za negativni.

Realné vzorky

Navrzend metoda na detekci soje v masovych vyrobcich dosdhla potiebné citlivosti, GspéSné
prosla testy na inkluzivitu i exkluzivitu, proto byla aplikovana na redlné vzorky masovych
vyrobkili zakoupenych v béZné maloobchodni siti. Vysledky pak byly srovnany

s deklarovanymi udaji na obalech téchto potravin (tab. 8).
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Tabulka 8: ptehled testovanych masovych vyrobkii a srovndni naméfenych vysledka

s deklarovanymi ddaji na obalech pftisluSnych potravin (- znaci neobsahuje, + znaci obsahuje

stopy, + znaci obsahuje), primér C; pocitan ze Ctyt paralelnich reakci.

vzorek puvod deklarovano vysledek @ Ct  SD
1 Kufeci parky CR + + 27,85 0,38
2 Bernské parky CR - -
3 Videnské parky CR - -
4 Bavoracek CR - + 27,98 0,15
5 Spisské parky Slovensko + + 29,20 0,46
6 Bratwurst Rakousko - -
7 Kubisowie parecky Polsko + + 30,03 0,28
8 Sekand 1 Slovensko + -
9 Sekana mix Slovensko + -
10 Poli¢an CR - -
11 Kladenskd pecend CR + + 3430 0,39
12 Dusend $unka CR + + 35,55 0,58
13 Pastika pochoutka CR - -
14 Sekana 2 Slovensko + + 34,38 0,51
15 Sertesmajkrém Mad’arsko + + 32,95 1,35
16 Super krém Slovensko + + 37,00 0,10
17 Pomazanka s uzenym masem  Slovensko + + 31,90 0,50
18 Zamecka d’dbelskd pomazanka Slovensko + -
19 Svacinkova pomazanka CR + -
20 Zamecky bickovy krém Slovensko + + 33,90 0,00
21 Dedinska pastika Slovensko + + 29,75 0,55
22 Pasta z uzeného masa 1 Slovensko + -
23 Pasta z uzeného masa 2 Slovensko + + 30,90 0,80
24 Svacinka CR + -

Nameétené vysledky byly vétSinou ve shod€ s udaji deklarovanymi vyrobcem na obalech
pfisluSnych potravin. Nékteré vyrobky neobsahovaly soju, 1 kdyZz vyrobce deklaroval na
soju obsahuje (19, 22, 24).
amplifikovatelnosti, aby byly vylouceny faleSn¢ negativni vysledky (obr. 7).

obale, zZe Vsechny vzorky byly podrobeny testu
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Obrdzek 7: ovéteni kvality DNA pouzité pifi zjiStovani pifitomnosti soje v masovych

vyrobcich pomoci testu amplifikovatelnosti.

Kvantifikace
NavrZzend metoda detekce soje v masovych vyrobcich byla zatim jen kvalitativni, tj.
poskytovala pouze informaci, zda dand potravina ¢i potravindisky vyrobek obsahuje, nebo
neobsahuje soju. My jsme se pokusili posunout metodu na vyssi stupen tak, aby bylo mozné
pouZit tuto metodu také jako kvantifikacni, tj. urcit kolik soje se v masovém vyrobku nachdzi.
Byly pfipraveny tii fady modelovych vzorek masovych vyrobkl s definovanymi obsahy
sojovych preparatii — prvni fada se sojovym koncentritem Arcon S, druhd fada se sojovym
izoldtem Pro Fam a tfeti fada s okarou (viz. kapitola Materidl a metody). DNA izolovana z
téchto modelovych vzorek byla pouZzita pro reakci real-time PCR, z vysledkl pak byly
sestrojeny tfi kalibracni kiivky, vZdy jedna pro danou fadu modelovych vzorek se sojovymi

preparéty.
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Obrdzek 8: kalibra¢ni kiivka prvni fady modelovych vzorek se soj. koncentratem Arcon S.
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Obrdzek 9: kalibracni kiivka druhé fady modelovych vzorek se sojovym izoldtem Pro Fam.
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Obrdzek 10: kalibra¢ni kiivka tieti fady modelovych vzorek se sojovym preparatem okara.
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Kalibracni kiivky vsech tii fad modelovych potravin

® okara y =-3,15x + 30,33

®arcons y=-3,27x + 30,43

pro fam 'y =-3,29x + 30,28

MM

Obrdzek 11: kalibra¢ni kiivky vSech tif fad modelovych masovych vyrobki.

Optimalizaci parametrii real-time PCR (treshold a baseline) bylo dosaZeno takovych
vysledkd, Ze kalibracni ktivky vSech ti{ fad (obr. 8, 9, 10) jsou nejen prakticky rovnobézné (tj.
maji skoro shodny sklon), ale jsou 1 tésn¢ vedle sebe (tj. vytinaji téméft stejny Usek na ose y).
To vie pii relativng vysokém korelaénim stupni R?, ktery ukazuje na vysokou miru linearity

pfisluSnych dat jednotlivych kalibrac¢nich kiivek (obr. 11).

Tabulka 9: prehled masovych vyrobkt, které obsahovaly soju, hmotnostni podily (vyjadiené v
procentech) vypoétené dle jednotlivych kalibraénich kiivek a jejich primér. Cisla vzorkii jsou

pro lepsi orientaci pfevzata z pfedchdzejici tabulky €. 8.

@Ct Arcons okara ProFam @ podil  SD

1 Kufeci parky 27,85 6,02 6,13 5,48 5,88 0,286
4 Bavoracek 2798 5,52 5,60 5,02 5,38 0,255
5 Spisské parky 29,20 2,33 2,28 2,13 2,25 0,085
7 Kubisowie parecky 30,03 1,30 1,25 1,20 1,25 0,044
11 Kladenska pecené 3430 0,06 0,05 0,06 0,06 0,004
12 DusSena Sunka 3555 0,03 0,02 0,03 0,02 0,002
14 Sekana 2 3438 0,06 0,05 0,06 0,06 0,004
15 Sertesmajkrém 3295 0,17 0,15 0,15 0,16 0,008
16 Super krém 37,00 <LOD <LOD <LOD <LOD
17 Pomazanka s uzenym masem 31,90 0,35 0,32 0,32 0,33 0,013
20 Zamecky buckovy krém 33,90 0,09 0,07 0,08 0,08 0,005
21 Dedinska pastika 29,75 1,58 1,53 1,45 1,52 0,054
23 Pasta z uzeného masa 2 30,90 0,70 0,66 0,65 0,67 0,024
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Pomoci kalibra¢nich kiivek bylo vypoc¢teno mnoZstvi soje v masovych vyrobcich, ve kterych
byla kvalitativni metodou detekovdna piitomnost soje. NejvEétsi mnoZstvi soje byla nalezena
v parcich, v kufecich parcich piiblizné 6 %. Naproti tomu v dalSich masovych vyrobcich, jako
jsou Sunky, sekand a pastiky, byly naméteny relativné nizkd mnozstvi soje. Jedinou vyjimku

predstavuje vzorek €. 21 (Dedinska pastika), kterd obsahovala 1,5 % soje (tab. 9).

Pistacie

Metoda je alternativou k jiz diive vyvinuté metodé [11], kterd byla navrZzena na vysoce
citlivou kvalitativni analyzu. Nov4 metoda je orientovana na jednokopiovy gen COR kédujici
stresovy protein dehydrin, kdeZto ptedchédzejici metoda byla orientovdna na mezernikovou
oblast mezi geny pro 18S rRNA a 5,8S rRNA specifické pro pistacie, které jsou multikopiové,
proto idand oblast mezi témito geny je multikopiovd. Jednokopiovd varianta je vSak
vyhodnéjs$i do budoucna pro kvantitativni analyzu, protoZe u multikopiovych geni existuje
velka variabilita v poctu kopii mezi jednotlivymi odridami pisticie a dokonce i mezi

jednotlivymi pletivy jedné rostliny. Také je vhodnéjsi pro multiplexovou real-time PCR

k detekci vicero druhti potravinovych alergenti v jedné reakci.

Teoreticky detek¢ni limit
DNA pistacie Khinjuk byla nafedéna 10x, 100x, 1 000x, 10 000x, 100 000x a 1 000 000x

postupnym naied’ovanim a pomoci real-time PCR testovana amplifikovatelnost.
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Obrdzek 12: kalibracni kiivka a jeji parametry, pistacie Khinjuk.
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Obrdzek 13: amplifikacni kiivky jednotlivych koncentraci DNA pist. Khinjuk.

Z obrazkil (obr. 12 a 13) je vidét, Ze k amplifikaci vSech paralelek doslo jesté¢ u fedéni
100 000x, coz odpovida koncentraci DNA 6,09.10™ ng/ul, tedy 3,5 pg. Vzhledem k tomu, Ze
molekulovd hmotnost genomu pistdcie neni zndma, nelze detek¢ni limit vyjadfit jako pocet

genomovych ekvivalenti.

Inkluzivita
U navrZené metody detekce pistécii v potravindch byla otestovdna inkluzivita, testovdno bylo

22 raznych odriid a variant pistécie (tab. 10).

Tabulka 10: Vypis odriid pistdcii testovanych na inkluzivitu a jejich vysledky pfi testovani

inkluzivity.
odrada vysledek odrada vysledek
1 | Pistacia vera WEINMAN + 12 | Pistacia vera Bronte +
2 | Pistacia vera CT + 13 | Pistacia vera Red Alepps +
3 | Pistacia vera California + 14 | Pistacia vera Algina +
4 | Pistacia vera U + 15 | Pistacia vera Trabonella +
5 | Pistacia vera a + 16 | Pistacia vera Vera +
6 | Pistacia vera 3 + 17 | Pistacia vera Damghan +
7 | Pistacia vera E + 18 | Pistacia vera Rashti +
8 | Pistacia vera Rash + 19 | Pistacia vera Gazrim +
9 | Pistacia vera Dr. Rashid + 20 | Pistacia vera Kerman +
10 | Pistacia vera R a bio + 21 | Pistacia vera SFAX +
11 | Pistacia vera LORENZ + 22 | Pistacia vera Lassen +
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Obrdzek 14: Kalibracni kiivka a vysledné C; jednotlivych vzorki variant pistécif.
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Obrdzek 15: Amplifikacni kiivky vzorku pistacii testovanych pfi inkluzivité.

Jednotlivé body kalibracni kfivky (obr. 14) odpovidaji koncentracim DNA 10; 1,7; 0,3; 0,05 a
0,008 ng/ ul. Vétsi cast vzorki DNA jinych odrid pistacie méla niz$i C, neZ prvni bod
kalibra¢ni kiivky (odpovidajici koncentraci 10 ng/ul), z ¢ehoz plyne vyssi koncentrace DNA
ve vzorcich. Vzorek DNA (pisticie WEINMAN), ktery je na obrazku reprezentovin tremi
poslednimi body s nejvy$§Sim C,; pravdépodobné obsahoval inhibitory PCR, protoze
koncentrace této vzorky neodpovida poloze bodii C; na kalibra¢ni kiivce. Zatimco posledni
bod kalibra¢ni kfivky ma koncentraci 0,008 ng/ul, koncentrace namétend ve vzorce byla
fadové vyssi — 39,2 ng/ul. Amplifikovany byly vSechny vzorky, inkluzivita tedy byla 100 %
(obr. 15).

Exkluzivita
Navrhnutd metoda byla testovana také na exkluzivitu, tedy Ze nebude dochézet ke kiizovym

reakcim u DNA piibuznych druht, piipadné dalSich slozek potravin, které se mohou
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vyskytovat spoleén¢ s DNA pistdcii (tab. 11). DNA téchto sloZek by neméla byt

amplifikovana.

Amplification Plat

Amplification Plot
1.000 E+2
1.000 E+1
1.000
2
-
1.000 E-1
1.000 B2
1.000 B3
a 0 20 30 40 50
Cycle
Detector:!soja-lectin Hen _"_l F‘Iotl.-'_\.Rn wE. Cycle _:! Threshold:i 0.29293208

Obrdzek 16: Amplifikacni kiivky jednotlivych vzorki testovanych na exkluzivitu.
K amplifikaci doslo jen u pozitivni kontroly (pistidcie Khinjuk), v§echny ostatni vzorky nebyly

amplifikovany (obr. 16). Test tedy demonstroval exkluzivitu 100 %. Byla ovéfena kvalita

DNA pouZita pfi testu exkluzivity pro vylouceni faleSné negativnich vysledki (obr. 17).
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Tabulka 11: prehled testovanych slozek potravin a jejich vysledky pii testu exkluzivity.

vzorek vysledek vzorek vysledek
1 | s¢jalisty - 16 | Zito -
2 | mandle PEGARINKOS 2 - 17 | ryze -
3 | mandle FERRAGNES - 18 | pozitivni kontrola +
4 | araSidy listy - 19 | jeémen APEX -
5 | kesu - 20 | kukufi¢nd mouka 1 -
6 | mango pecka - 21 | kukufi¢nd mouka 2 -
7 | para ofech - 22 | pohankova mouka -
8 | makadamsky ofech Seeberger - 23 | kakao -
9 | liskovy ofech list - 24 | brambora 1 -
10 | slunecnice MiletiCova - 25 | brambora 2 -
11 | lichi 1 - 26 | kufeci maso -
12 | lichi 2 - 27 | krali¢i maso -
13 | rhus typhinia - 28 | kriti maso -
14 | rhus 1 - 29 | veprové maso -
15 | polohrubd pSeni¢nd mouka - 30 | hovézi maso -

Amplification Plot

1.000 E+2

1.000 E+1

&
41.000 E-1

1.000 B2

1.000 B3

1.000 B4

1.000

Amplification Plot
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n

Cycle

0 )
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Obrdzek 17: test amplifikovatelnosti pouzité DNA pfi testu ekluzivity.
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Prakticky detekéni limit

Z ptipravenych modelovych vzorek védnocniho cukrovi (medvédi tlapky) s definovanym
obsahem pistcii byla izolovana DNA, kterd byla pouzita na real-time PCR s pouZitim
primert a sondy na detekci pistacii v potravinach a potravinarskych vyrobcich. Testovali jsme
tak prakticky detekéni limit, tj. nejmensi obsah pistécii ve vyrobku, ktery je jeSt€¢ mozZno touto

metodou detekovat.

Standard Curve Plot

Detectar: |soja-lectin gen ™
- Standard Plot CEdent
- 2 W Standards
Unkn owuns
i ™ #
u Hide Unknawns
24
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bt
30 Slope: -2.21741
i -lnter: 28 14563
6 RZ: 0.9756075
24
1
10E2 10E2 1.0 E1 1.0 1.0 B+
Quantity

Obrdzek 18: Ktivka zavislosti C; na obsahu pistécii v potravinovych vzorcich.

Posledni jest¢ amplifikovany potravinovy vzorek s definovanym obsahem pisticii byl 0,002

% (wlw), prakticky detek¢ni limit pak tedy je 20 mg/kg (obr. 18).

Realné vzorky

NavrZzend metoda detekce pistacii v potravindch a potravinarskych vyrobcich obstila v testech
inkluzivity 1 exkluzivity a dosdhla pottebné citlivosti, proto byla pouZzita k detekci pistacii
v redlnych vzorcich potravin. Vysledky pak byly srovnany s deklarovanymi ddaji na obalech

téchto potravin (tab. 12).

Tabulka 12: ptehled testovanych vyrobku, srovnani deklarovanych ddajti na obalech potravin
0 obsahu pistdcii s namétenymi vysledky (- zna¢i neobsahuje, + znai obsahuje stopy, + znaci

obsahuje), pramér C; je pocitan ze tif paralelnich reakci.

vzorek pavod deklarovano vysledek @ C; SD
1 mandle praZené solené CR - -
2 mandlova tyCinka Creta Mel Recko - -
3 araSidova tyCinka Creta Mel Recko - -
4 pistaciova tycinka Creta Mel Recko + + 2242 0,13
5 araSidové kiupky Lorenz Francie - -
6 turecky med mandlovy Francie - -
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

vzorek
pistaciova ¢okoldda Cote d"Or

¢okoldda Lindt s vlasskymi ofechy

¢okoldda Lindt s pomerancem
bonbon s liskovym ofechem
Rafaello

mozartovy koule Reber

¢okolédda s pist. marcipdnem Zotter

bazalkovy ov¢i syr

kachni pasStika se Svestkami ENTE
pistaciova cokoldda Lindt
ofechova ¢okolada Zotter
pistaciova cokoldda Finessa
kulicky Mirabell

Ferrero Rocher

marcipanovd ¢okolada Finessa
kulicky Mirabell Mozart Taler
nugitova ¢okoldda Reber
cokoldda Mozart Reber
pasStika WILD

liskové ofechy v ¢okoladé
Ferrero Garden kokosové
jatrova teleci pastika
pistaciovy puding Jello
Ferrero Garden pistaciové
pistaciovy puding Wal-Mart
Ferrero Garden mandlova
pekanova ¢okolada

ofiSkové cokoldda

turecky med mandlovo-malinovy
Ferrero Garden liskové ofechy
mandlovy bonbon

kaStanova ¢okoldda Zotter
turecky med pistaciovy
Ferrero Garden jahody-maliny
pistaciovy bonbon 1

bananovy puding 1

vanilkovy puding 1

pistaciovy bonbon 2

bandnovy puding 2

vanilkovy puding 2

pekanové suSenky

bonbon kapucino

puvod
Belgie
Svycarsko
Svycarsko
Polsko
Polsko
Rakousko
Rakousko

Rakousko
Svycarsko
Rakousko
Rakousko
Némecko
Italie
Rakousko
Rakousko
Némecko
Némecko
Rakousko
Belgie
Némecko
Rakousko
USA
Némecko
USA
Némecko
Francie
Francie
Francie
Némecko
Polsko
Rakousko
Francie
Némecko
Polsko
USA
USA

Francie
Polsko

deklarovano vysledek @ Ct

i -

+ + 36,57
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+ + 24,55
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i -

+ + 26,75
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i -

-_I- -

+ -

i -

+ -
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+ -
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0,78

0,18

0,18
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0,24
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0,18

0,08
0,50

1,09

0,47
0,09
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0,04
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Naméiené vysledky se vétSinou shodovaly s tdaji deklarovanymi vyrobcem na obalech
piislusnych potravin. Nékteré vyrobky neobsahovaly pistécie, 1 kdyZ vyrobce deklaroval na
obale, ze pistidcie obsahuje (¢islo 31). U potravin, u nichz byla deklarovdna stopova
pritomnost pistécii, se tato u nékterych potvrdila (10, 27, 32), u jinych nepotvrdila (7, 17, 21,
33, 34, 36, 37, 38, 40, 48). Vzorky obsahujici stopovd mnozstvi (C; > 35) Casto vykazovala
velkou miru nepiesnosti (10, 27 a 32), protoZe obsah pistacie byl na hranici detekéniho limitu
navrzené metody. Testem amplifikovatelnosti byla ovéfena kvalita DNA pro vylouceni
fale$n¢ negativnich vysledka (obr. 19).

Armplification Plot
Amplification Plot
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1.000

2
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[u] bl o 15 20 25 30 35 =0 45 A0
Cycle
Detector: |Soja-|ec:tin cen _ﬂ F'Iotl.ﬂRn wE. Cycle _1] Threshold:i 0.42813325

Obrdzek 19: ovéteni kvality DNA pouZité pii zjiStovani piitomnosti pistdcii v potravindch.

Mandle

Cilem bylo vyvinout metodu, kterd by byla schopna detekovat mandle v potravinidch
a potravindiskych vyrobcich tak, aby spliiovala vSechny naroky kladené na kvalitativni
analyzu, tj. potfebnad citlivost, stoprocentni inkluzivita i exkluzivita. Zatim nebyla
publikovana 7Zadnd metoda, kterd by to vSe spliiovala. Komer¢né dostupny kit SureFood®
Almond na detekci mandli v potravinich od firmy Congen sice vykazuje dostateCnou
citlivost, splituje 1 100 % exkluzivitu, ale nemd 100 % inkluzivitu. Nejvétsim problémem pii
vyvoji detek¢éni metody pro mandle je velkd neuplnost databdzi se sekvencemi gent jak

mandli, tak pfibuznych druht (broskve, meruiiky, Svestky atd.), takZe se pak obtizné hledaji

vhodné markery skutecné selektivni pro mandle.
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Tabulka 13: ptehled testovanych metod, vysledky inkluzivity a exkluzivity.

COX thau nsLTP prui PRD

Vzorka PCR Ct | PCR Ct PCR Ct | PCR Ct | PCR Ct

dulcis + 35,2 - - + 35 - - + 37,6
dulcis Abdul Wahdi + 326 + 37,2 + 32 + 40,0 + 32,0
dulcis Eagle's Beak + 345 + 38,7 + 33 + 38,0 + 33,5
dulcis Tarrangonna + 32,2 + 34,3 + 32 + 35,0 + 31,6
dulcis Tetenyi Kemenyheju + 32,0 - - + 28,5 + 35,0 + 31,4
dulcis Tuono + 31,5 + 33,7 + 30 + 35,4 + 30,7
dulcis Turkmenskii Otlichitel |, 31,0 + 26,6 + 29,5 + 35,0 + 31,4
dulcis unknown + 32,0 + 33,8 + 32 + 38,0 + 32,4
almond bitter 1 - - + 29,5 - - - - - -

almond bitter 2 + 25,8 + 32,0 + 28 + 27,8 + 25,8
almond sweet + 26,5 + 27,0 + 25 + 28,7 + 25,5
almond sweet 2 + 28,7 + 26,0 + 26 + 29,5 + 26,8
mandla 1 + 27,3 + 245 + 24 + 29,2 + 26,8
mandla 2 + 25,8 + 20,7 + 23 + 26,9 + 24,8
mandla MN-VS-1 + 27,2 + 26,7 - - - - + 27,6
mandla Vama + 26,8 + 29,7 + 25 + 31,4 + 26,9
Casa Nova + 27,5 + 24,5 + 242 + 25,6 + 26,7
Ferraduel + 26,4 + 27,0 + 25,6 + 25,3 + 25,8
Ferragnes + 28,7 + 30,5 + 26,5 + 27,3 + 28,6
Ferrastar + 28,2 + 42,6 + 26,2 + 26,3 + 26,8
Gloriette + 32,8 + 30,2 + 29,9 + 29,5 + 30,2
Marcelina + 249 + 36,5 + 24,9 + 249 + 249
Marcona + 28,5 + 30,7 + 26,7 + 26,6 + 26,6
Orelha de Mula + 26,3 + 32,0 + 24,7 + 25,7 + 30,5
Orelha de Mula 2 + 36,5 + 228 + 29,9 + 30,2 + 27,3
Pegarinhos + 27,1 + 37,2 + 259 + 26,5 + 27,6
Pegarinhos 2 + 28,7 + 40,7 + 29,2 + 26,9 + 28,5
Refego + 26,4 + 21,9 + 26,5 + 25,8 + 26,4
broskev 2 - - - - - + 290 + 356
broskev Alberta - - - - + 38 + 230 + 237
broskev Luna - - - - + 38 + 22,0 + 23,2
broskev Red heaven - - - - + 38,5 + 22,0 + 23,9
treSen Vistuk - - - - - - + 27,5 + 28,0
treSen VUP - - - - + 40,5 + 27,0 + 27,9
merunka 1 - - - - - + 30,0 + 34,0
merunka 2 - - - - - - + 28,5 + 32,4
merunka Bulida - - + 45,0 - - + 24,0 + 26,8
merunka Karola - - - - - - + 27,0 + 27.9
merunka Madarska - - - - - - + 25,0 + 27,8
merunka Veharda - - - - - - + 25,5 + 28,7
merunka Velkopavlovicka - - - - - - + 26,5 + 29,2
merunka Vesprima - - + 41,0 - - + 26,5 + 32,3
polosvestka - - - - + 40 + 24,0 + 23,5
ringle - - + 36,0 + 43 + 24,5 + 28.0
Svestka Bystricka - - - - + 38 + 24,5 + 23,9
Svestka Laetitia - - - - + 39 + 250 + 255
Svestka Stanley - - + 40,0 + 38 + 255| 4+ 255
Svestka Vistuk - - - - + 40 + 260 + 264
viSen Vistuk - - - - + 41,5 + 27,0 + 29,5

29



Jiff Smid — Identifikace DNA rostlinnych a Zivo¢iSnych druhl v potravindch pouZitim polymerazové fetézové
reakce — autoreferat disertacni prace

Z tabulky (tab. 13) jasné vyplyvd, Ze naSe snaha o vyvinuti metody na detekci mandli
v potravindch nevedla k uspéchu. Ze vSech testovanych metod se nejlépe jevi systém
s primery COX, tedy komeréni kit SureFood®. Tento systém mél jediny nedostatek, pii testu
inkluzivity neamplifikoval mandli Almond bitter 1.

V rdmci vyvoje bylo navrzeno vicero dalSich novych primerd, napiiklad na gen nsLTP tfi
forward primery a Ctyii reverse primery, ani jedna jejich kombinace ale nebyla uspésna.

Problematické vzorky byly sekvenovdny (napf. mandle Almond bitter 1), resp. useky
prislusného genu, aby bylo mozno urcit pfi¢inu neamplifikace. Pii pfipravé na sekvencovani
se ale vyskytla fada problému, nedafilo se naamplifikovat piislusSnou DNA v potfebném
mnozstvi a kvalité, proto vysledky ze sekvenovani byly zmatené a tim nepouZitelné. Prava

pricina neamplifikace DNA mandle Almond bitter 1 tak zlstala neodhalena.

DISKUSE

Cilem prace bylo navrhnout, vyvinout a otestovat metody na detekci potravinovych alergent
rostlinného ptavodu. Tyto alergeny lze analyzovat dvéma metodami, pfimo a nepfimo. Pfima
metoda je orientovdna na konkrétni proteiny zpusobujici alergii. V disledku rdznych procesi
pfi vyrobé potravinaiskych produktli jako napiiklad zmény teploty, pH, iontové sily
a podobn¢, se méni rozpustnost proteinii a jejich detekce je obtiznd. Nepiima metoda je
orientovana na jiny, stabilnéjsi a odoInéjsi marker — DNA. K analyze DNA se pouzivd PCR a
jeji rizné varianty. V na$i préci jsme proto zvolili jako marker pro detekci alergenti DNA,
konkrétné specifické useky vybranych gent prislusnych alergent.

Zam¢fili jsme se na tfi potravinové alergeny — soju, mandle a pistacie. Pro soju bylo cilem
vyvinout kvantitativni metodu, pro mandle a pistacie kvalitativni metodu.

Pro detekci soje v masovych vyrobcich jsme navrhli primery a sondu orientované na gen
lec koédujici lektin specificky pro soju. Nejdiive byly testovany kvalitativni parametry metody
a poté byly vyvijeny postupy kvantifikace.

Prvni kvalitativni parametr — teoreticky detek¢ni limit — ukédzal miru citlivosti metody
v idedlnich podminkach. Vysledny limit detekce 2,75 pg, tedy 2,43 genomovych ekvivalenti
Glycine max, je srovnatelny s jinymi publikovanymi metodami urenymi na detekci séje
v potravinéch.

Dalsi parametr — inkluzivita — byl testovan na riznych odridéch soje ptivodem z Kanady,

Francie a Japonska. Test prokazal amplifikaci u vSech vzorek, byl tedy 100 %.
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Exkluzivita jako dalsi kvalitativni parametr byla testovdna na vzorcich DNA piibuznych
druhti a také DNA potravinovych matric, které by se mohly vyskytovat v masovych vyrobcich
spolecné se sojou. Nekteré vzorky byly sice amplifikovany, ale az pii vysokych hodnotach Ct
(nad 38), takze byly pod detekénim limitem navrzené metody, proto mohly byt povazovany za
negativni. Exkluzivita byla tedy 100 %.

Prakticky detekcni limit byl testovdn pomoci modelovych vzorkl s definovanymi obsahy
soje. Vzorek s nejmensim hmotnostnim podilem soje, ktery byl jesté¢ amplifikovéan, byl 0,02
% (wl/w), coz odpovidd hodnoté 200 mg/kg.

Metoda pak byla testovdna na redlnych vorcich potravin z bézné maloobchodni sité.
Naméiené vysledky byly konfrontovany s udaji deklarovanymi na obalech pfisluSnych
potravin.

JelikoZ navrZzend metoda splnila vSechny parametry kvalitativni analyzy, bylo pfistoupeno
k moZznosti kvantifikace metody. Byly pfipraveny tii fady modelovych vzorek s definovanymi
obsahy soje, kazd4 s jinym sojovym prepardtem. Izolovand DNA byla pouZita na real-time
PCR a byly tak vytvofeny tii kalibra¢ni kiivky zavislosti prahového cyklu na logarimtu
koncentrace. Optimalizaci vysledkil bylo dosazeno takovych parametra jednotlivych kiivek,
7e lze tyto kiivky povazovat témct za shodné. To také ukazuje, Ze obsah sojové DNA
v riiznych sojovych preparatech je témét shodny, ziejme technologicky proces piipravy téchto
preparatii ma nulovy nebo jen minimdlni vliv na obsah DNA ve vyslednych produktech.

Po aplikovani kalibracnich kiivek na vypocet obsahu soje v redlnych vzorcich potravin
poskytovaly tyto pfiblizné¢ stejné vysledky. Ukdazalo se tak, Ze nejvice soje se ptidava do
parki, obsah soje byl az 6 %.

Korelacni koeficienty téchto kalibra¢nich kiivek by se moznd daly vylepSit delsi a
peclivejsi pripravou modelovych vzorek, aby se dosdahlo co nejlepsi homogenity matrice, také
by mozna pomohlo pfipravovat jednotlivé vzorky ve velkém objemu. Daly by se tak
eliminovat chyby pfi navazovani, které se vice projevuji pfi praci s malymi objemy.

Kvantitativnich metod na detekci alergenii zaloZzenych na real-time PCR je zatim velmi
malo, jsou to zatim spiSe pokusy o kvantifikaci [24], [25]. Srovnévat tedy navrzenou metodu
na detekci soje v masovych vyrobcich zatim neni s ¢im.

Pro detekci pistacii v potravindch byly navrzeny primery a sonda orientované na gen COR
kédujici stresovy protein dehydrin. Cilem bylo vyvinout a otestovat kvalitativni metodu, ktera
by v budoucnu byla pouZzitelna na kvantifikaci nebo multiplexovou analyzu. Byly testovany

kvalitativni parametry duleZité pro etablovani metody.
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Detek¢ni limit byl stanoven na hodnoté¢ 3,5 pg. Vzhledem k tomu, Ze molekulovd hmotnost
genomu pistdcie neni zndma, nelze detekéni limit vyjadfit jako pocet genomovych
ekvivalenti.

Inkluzivita byla testovdna na 22 odrtdach pisticie, byly uspéSné amplifikovany vSechny
vzorky.

Exkluzivita byla ovéfovana na ptibuznych druzich a také na dalSich druzich potravinovych
matric, které by se mohly vyskytovat dohromady s pistdciemi. Krom¢ pozitvni kontroly byly
vSechny vzorky negativni, nedoslo tedy k jejich amplifikaci. Exkluzivita tak byla 100 %.

Pomoci modelovych vzorek s definovanym obsahem pistacii byl urcen prakticky detekcni
limit navrzené metody. Vzorek s nejmensim hmotnostnim podilem pisticii, ktery byl jeste
amplifikovan, byl 0,002 % (w/w), coZ odpovidd hodnoté 20 mg/kg.

Metoda pak byla testovdna na redlnych vorcich potravin z bézné maloobchodni sité.
Naméiené vysledky byly konfrontovany s udaji deklarovanymi na obalech pfisluSnych
potravin.

U mandli bylo cilem vyvinout kvalitativni metodu, kterd by splilovala vSechny parametry.
Ve svété je problém spolehlivé detekce mandli stdle nevytesen, i kdyZ je dostupnd souprava
na detekci mandli, nd§ vyzkum prokazal, Ze ani tento kit neni stoprocentni. Bylo testovano
vicero publikovanych metod orientované na rtizné geny, sami jsme také nékolik primert a

sond navrhli, bohuzel ani jedna varianta neposkytuje uspokojivé vysledky.

ZAVER

Vzristajici pocet potravinovych alergii je stidle vdZnejSim zdravotnickym problémem.
Vyzkumné studie poukazuji na rostouci pocet alergii u svétové populace, proto je potiebné
vénovat této problematice odpovidajici pozornost.

Pti predchdzeni alergickym reakcim maji pacienti jen jednu mozZnost a to iplné vyloucit
konzumaci potravin obsahujicich dany alergen. Spotiebitel musi byt tedy informovan o vSech
slozkach potravin, které jsou dostupné v obchodni siti. Pro vyrobce potravin vyplyva
povinnost oznacovat vSechny slozky nachézejici se v potravindiském vyrobku. To vede
k potieb¢ tyto tdaje na obalech ovéfovat testovanim potravin, jsou tedy nutné citlivé a
spolehlivé metody na detekovani jednotlivych alergenli v potravindch a potravinafskych
vyrobcich. Prvni takové metody se zaméfovaly na analyzu proteinti, nyni je v centru zajmu
vhodnéjsi marker — DNA. Ta je pfitomna v kazdém zivoc€isné i rostlinné tkdani, specifické

uréeni piitomnosti alergenu je tak mozné i tehdy, kdyZz se v technologickém procesu
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zpracovani suroviny poskodi alergenicka slozka. K analyze DNA slouzi pfedevsim PCR a jeji
ruzné varianty.

Polymerdzova fetézovd reakce je metoda na rozmnozeni definovaného tuseku DNA
v podminkdch in vitro. Proces amplifikace je analogicky replikaci DNA probihajici v Zivych
organizmech. Pomoci PCR je moZné vytvoftit desitky milionti kopii tiseku DNA v pribéhu
nékolika desitek minut.

V poslednich letech se ve vyzkumu a analytické praxi ¢im dal vice pouZziva real-time PCR,
coz je PCR s pribéZnym monitorovanim fluorescence. Zdrojem fluorescence je komplex
DNA s interkalacnim barvivem, nebo razné oznaCené sondy nebo primery. K hlavnim
vyhoddm real-time PCR patifi minimalizace rizika kontaminace laboratorniho prostredi
amplifikovanymi fragmenty DNA diky uzavienosti systému a moZnosti kvantifikace
specifického fragmentu DNA na zdklad¢ pribéhu amplifikacnich kiivek. Mezi dalsi vyhody
patii zkraceni celkového cCasu potiebného na analyzu avylouceni manipulace
s elektroforetickymi gely.

V mé préci jsem se zam¢fil na tii potravinové alergeny rostlinného ptivodu — soju, pistacie
a mandle. Byly navrzeny primery a sondy orientované na specifické geny jednotlivych
alergenii. Testovaly se zdkladni kvalitativni parametry, jako je detek¢ni limit, inkluzivita,
exkluzivita a prakticky detek¢ni limit. Metody pak byly aplikovény na redlné vzorky potrain
z bézné aloobchodn{ sité.

Podatilo se vyvinout kvantitavni metodu detekce soje v masovych vyrobcich pii zachovéani
vysoké citlivosti a dalSich kvalitativnich parametri. Metoda vykazovala dobry detek¢ni limit,
100% inkluzivitu i exkluzivitu. Také prakticky detekéni limit ovéfeny na modelovych
vzorcich byl dobry. Kvantifikace byla zaloZena na tfech kalibra¢nich kiivkach ze tii fad
modelovych vzorek s riznymi sojovymi preparaty.

Také se podafilo vyvinout kvalitativni metodu na detekci pistdcii v potravinach, jeji
detekeni limit byl dobry, inkluzivita i1 exkluzivita byly 100%, také prakticky detekéni limit
ur¢eny za pomoci modelovych vzorek potravin s definovanym obsahem pistacii byl velmi
dobry. Metodu tak jist¢ bude v budoucnosti mozné pouzit na kvantifikaci nebo multiplexovou
analyzu, jelikoZ je metoda orientovédna na jednokopiovy gen.

Vyvinout kvalitativni metodu na detekci mandli se nepodafilo. I ve svété ziistava tento

problém nevyfesen.
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