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Uvod

Geneticky modifikované plodiny se komer¢né péstuji
od roku 1994, kdy byla poprvé predstavena geneticky mo-
difikovana odriida rajského jablka'. Od té doby se objevilo
mnoho dalsich geneticky upravenych zemédélskych plodin
(napf. kukufice, brambora nebo ryze)’. Geneticky modifi-
kovany organismus (GMO) je organismus, jehoZ geneticky
material (DNA) byl umysIné¢ zménén, a to zpisobem, kte-
rého se nedosdhne pfirozenou rekombinaci, nybrz pomoci
genovych technologii. Geneticky modifikované plodiny se
vyznacuji riznymi specifickymi vlastnostmi, mezi které
patii zejména odolnost vuci skodlivym Cinitelim — skud-
cim, chorobam, chladu, suchu apod., anebo tolerance vici
postiku neselektivnim herbicidem, ktery ni¢i vSechny
ostatni, nezadouci rostliny (plevele)**.

Jednou z nejrozsifengjsich geneticky modifikovanych
zemédélskych plodin jsou sdjové boby. Tak zvana genetic-
ky modifikovana neboli transgenni s6ja se podle odhadl
podili na svétové produkei soji asi 65 %. Tento odhad neni
piesny, protoze v nékterych zemich je nebo byla geneticky
modifikovana s6ja péstovana neoficialné nebo piimo ile-
galné. Nejbéznéjsi geneticky modifikovanou (GM) odri-
dou je s6ja formy Monsanto s odolnosti proti totalnimu
herbicidu Roundup s ucinnou latkou glyfosatem, ktery je
specifickym inhibitorem enzymu EPSP (enolpyruvyl-
Sikimat-3-fosfat) syntasy, kterd je diilezitym mezi€lankem
syntézy aromatickych aminokyselin. Po aplikaci glyfosatu
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tak rostlina odumird na nedostatek téchto aminokyselin.
Do GM soji byla vlozena jind varianta genu pro EPSP
syntasu pochézejici z pidni bakterie Agrobacterium tume-
faciens. Tento enzym neni glyfosatem inhibovan, rostlina
tak ziska k nému rezistenci’ .

Prestoze GM plodiny maji fadu vyhod pro farmare,
s ohledem na jejich napf. vy$§i vynosy, jsou geneticky
modifikované plodiny stale predmétem diskusi z hlediska
jejich zdravotniho rizika pfi konzumaci jak pro clovéka,
tak i pro zvitata. Obzvlasté v EU byla provedena fada stu-
dii zabyvajicich se timto aspektem®'’. Geneticky modifi-
kované plodiny resp. potraviny znich odvozené jsou
v fadé zemi povoleny a v fad¢ zemi (pfevazné staty EU)
jsou naopak zakazany. V EU a tedy i v CR lze péstovat
pouze geneticky modifikovanou kukufici MONS810.

S ohledem na rizné postoje zemi svéta ke GM plodi-
nam je celosvétove diilezité oznacovani geneticky modifi-
kovanych plodin a potravin z nich vyrobenych''. V Evropé
plati povinnost oznacovat potraviny jako GM potraviny,
pokud obsahuji vice jak 0,9 % geneticky modifikované
ingredience dle Direktivy 2001/18/EC, Natizeni Evropské-
ho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1829/2003 a ¢. 1830/2003
(cit."*1).

Spravné ¢i chybné oznaceni potravin je proveétovano
v kontrolnich laboratofich GMO. Pro kontrolu GM potra-
vin se v soucasné dob¢ nejvice vyuzivaji analytické meto-
dy zalozené na analyze DNA, ptedev§im kvantitativni
polymerdzova fetézova reakce (PCR, Polymerase Chain
Reaction) tzv. real-time PCR (cit."*"¢).

Pro autentikaci GM nebo konven¢ni potraviny je
mozno vyuzit i tzv. metabolomického pfistupu, kdy se
k hodnoceni autenticity potravin vyuZziva charakteristické-
ho profilu (,,fingerprintu®) nizkomolekuldrnich slozek
dané komodity'"'®. V ptipadé rozliseni GM se da predpo-
kladat, ze urcitd geneticka modifikace ma vliv na zménu
metabolomu dané plodiny. Analyza metabolomu, resp.
ziskani vySe uvedeného charakteristického profilu vsak
pfedstavuje nesnadny ukol, kterého lze Gspésné dosdhnout
pouze za pomoci modernich analytickych technik. Vedle
dalsich metod lze pfedevsim vyuzit hmotnostni spektrome-
trie, at’ uz ve spojeni s chromatografickymi separa¢nimi
technikami nebo v pfimém uspofddéni. Jako jedna
z nejvhodnéjsich technik pro tyto tcely se jevi pouziti
ioniza¢ni techniky pfimé analyzy v redlném case ve spoje-
ni s vysokorozliSovaci  hmotnostni  spektrometrii
(DART-MS, Direct Analysis in Real Time-Mass Spectro-
metry)'’. Tato technika se jiz osv&d¢ila jako velmi vhodny
a ucinny nastroj pro hodnoceni autenticity a detekci falSo-
vani v n¢kolika pfedchozich studiich zabyvajicich se napf.
hodnocenim kvality olivovych oleji™, odlisenim riiznych
druht Zivo&isnych tukd?!, zjistdnim piidavku rostlinnych
olejii do mléénych vyrobki® apod.

V rdmci této prace byl studovan potencidl DART-MS
techniky pro rychlé profilovani GM a konvencni sdji
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a hodnoceni jejich autenticity s vyuZzitim metabolomickych
profilii a multivariagni statistické analyzy***.
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Experimentalni ¢ast
Vzorky

Vzorky pro tuto studii byly zajiSt€ény vyzkumnym
Gistavem rostlinné vyroby (VURV) v Praze Ruzyni. Pro
tuto studii bylo pouzito celkem 49 vzorkd sdji, z nichz
bylo 30 vzorkii geneticky modifikované sdji a 19 vzorkl
konvenéni so6ji. Potvrzeni geneticky modifikovanych
a konvenénich vzorkil provedli pracovnici VURV analy-
zou DNA metodou PCR.

Ptiprava vzorku

Vzorky so6ji byly homogenizovany v laboratornim
homogenizatoru. Poté byly navazeny 2 g vzorku do 15ml
polypropylenové centrifugacni kyvety a rucné tfepany
s 10 ml 80% methanolickym roztokem ve vodé po dobu
2 min. Smés byla nasledné odstiedéna (5 min, 20 °C,
10000 otacek za minutu). Supernatant byl odebran do 5ml
plastové stiikacky a prefiltrovan pfes 0,22um filtr. Filtrat
byl pfeveden do 2ml autosamplerové vialky a do doby
analyzy uschovan v suchu a tmé pii 5 °C.

Analyza vzorku

Pro instrumentalni metabolomickou analyzu byly
pouzity ndsledujici pfistroje: iontovy zdroj DART, model
SVP (IonSense, USA) ve spojeni s hybridnim hmotnost-
nim spektrometrem s analyzitorem typu orbitrap — Exacti-
ve (Thermo Fisher Scientific, USA) a posuvnym automa-

Tabulka I
Prehled optimalniho nastaveni DART-MS systému
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tickym davkovacem (IonSense, USA).

Podminky nastaveni parametrli pro méfeni/ziskani
charakteristickych metabolomickych profili jsou shrnuty
v tab. L.

Vzorek (extrakt) je nanesen na sklenénou tyCinku
aumistén do automatického podavace vzorkd. Vzorek je
nasledné zty¢inky desorbovan pomoci vysoké teploty
a ihned ionizovan proudem metastabilnich ¢astic plynu
(He). Vznikl¢ ionty pak vstupuji do hmotnostniho spektro-
metru, ktery zaznamena hmotnostni spektrum, tj. charakte-
risticky metabolomicky fingerprint. Vzorky byly vySetieny
jak v pozitivnim, tak i v negativnim modu ionizace. Ke
zpracovani namétenych dat byl pouzit program Xcalibur
(Thermo Fisher Scientific).

Vysledky a diskuse
DART-MS data

Na obr. 1 je vidét porovnani fingerprinti konvenéni
s0ji (A) a transgenni soji (B) ziskanych pomoci techniky
DART-MS v pozitivnim ioniza¢nim médu. Fingerprinty se
na prvni pohled pfilis nelisi, nicmén¢ je nutno vzit v ivahu
poméry relativnich intenzit jednotlivych iontl, které vyka-
zuji znamky odlisnosti, a jsou tak klicové pro odliSeni
vzorkl s6ji. Mimo tuto skute¢nost se podafilo najit charak-
teristicky ion m/z 163, ktery se vyskytuje v konvenéni soje
a v transgenni bud’ zcela chybi, nebo je zastoupen ve vy-
razn¢ nizsi koncentraci. Iontu m/z 163 odpovida elemen-
tarni slozeni C¢H;¢Os, které koresponduje s elementarnim
slozenim 1,6-anhydroglukosy, jezZ mize vznikat napft. frag-
mentaci glykogenu, glukant nebo celulosy.

Obdobné je na obr. 2 ukazano porovnani fingerprinQ
konven¢ni s6ji (A) a transgenni s6ji (B) ziskanych techni-

Parametry

Positivni mod

Negativni mod

DART-SVP
Tonizaéni plyn
Teplota ioniza¢niho plynu, °C
Tlak ioniza¢niho plynu, bar
Rychlost posunu autosampleru, mm s
OrbitrapMS
Napéti na kapilare, V
Napéti iontové optiky, V
Teplota kapilary, °C
Rozlisovaci schopnost *
Hmotnostni rozsah, m/z

Napéti na iontovém zdroji, V

helium helium

450 400

4,5 4,5

0,5 0,5

60 -60

150 -150

250 250

50000 FWHM 50000 FWHM
50-1000 50-1000

1,5 1,5

*FWHM = Full width at half maximum — $ifka piku v polovin€ maxima jeho vysky
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Obr. 1. DART(+)-MS hmotnostni spektra (m/z 130-300) ziskana analyzou 80% methanolického extraktu (A) konven¢ni séji a (B)

transgenni soji

kou DART-MS v negativnim ionizacnim moédu. Zde je
situace vyrazné jind, protoze pii porovnani obou fin-
gerprintt  jsou zjevné vyrazné rozdily, a to jak
v pfitomnosti iontl, tak i v pomérech jejich relativnich
intenzit. Byly nalezeny a céaste¢né identifikovany ionty,
které vyrazné odliSuji oba typy vzorki soji. Jsou to napf.
ionty m/z 293 (C18H3003), m/z 295 (C13H3203) kyselina
Vernolové, m/z 311 (C18H3204), m/z 313 (C18H3404), mlz
327 (C18H3205), m/z 329 (C18H3405).

Pro demonstraci odlisnosti jednotlivych vzorkd po-
moci téchto popsanych marker je na obr.3 zobrazen
chronogram pro iont m/z 311, kde jsou rozdily mezi vzor-
ky jasné vidét. DART ionizace je podobna technika APCI
(chemické ionizace za atmosférického tlaku) ionizaci, pro-
to vznikaji prevazné pseudomolekularni ionty [M+H]"
a [M-H] . Ziskana data byla dale zpracovana pomoci sta-
tistickych chemometrickych analyz, jejichz vysledky jsou
ukdzany nize (obr. 4 a 5).

Chronogram je zaznam signalu v Case, pii analyze
vzorkil dochazi v momenté desorpce, ionizace a detekce
analytd pfitomnych v extraktu vzorku k tvorbé tzv. de-
sorpéniho piku. Diky absenci separace analytl pied vlastni
DART-MS anylyzou jsou veskeré desorbovatelné
a ionizovatelné analyty zaznamenavany najednou, proto
zprvu desorpéni pik ukazuje zdznam pro vSechny detego-
vané analyty tzv. celkovy zéznam iontl (TIC, celkovy
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chromatograficky zdznam vSech iontd). Charakteristicky
metabolomicky profil ziskdme zprimérovanim vsech
hmotnostnich spekter naméfenych od zacatku do konce
desorpcniho piku (softwarova zalezitost). Software umoz-
fluje téZ vybrat si urcity charakteristicky iont, pfitomny
v metabolomickém profilu, pro dany vzorek a pfi vizuali-
zaci zdznamu tohoto vybraného iontu v chronogramu se
opét objevi desorpéni piky, tentokrat pouze jiz pro jeden
vybrany iont resp. pro jeden vybrany analyt. Takto vizuali-
zovany desorpéni pik pro urcity iont se objevi pouze
u vzorkl, které vybrany iont obsahuji. Timto zplsobem
byl ziskén zadznam na obr. 3.

Statistika

Cilem statistické analyzy je zhodnotit potencidl ziska-
nych dat pro diskriminaci konvencni a transgenni soji/
vyrobkil ze so6ji (napf. sojova mouka), dale pak identifiko-
vat signaly (markery), které je charakterizuji a odlisuji.

Ke zpracovani a interpretaci vicerozmérnych dat zis-
kanych béhem metabolomickych analyz jsou Casto vyuZi-
vany metody multivariacni statistické analyzy. Mezi nej-
Castéji pouzivanou statistickou metodou, ktera umoziuje
prozkoumat strukturu komplexnich dat, je analyza hlav-
nich komponent (PCA). Pfi tvorbé matematickych modell
pro klasifikaci neznamych vzorkl se uplatiiuje pfedevsim
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Obr. 2. DART(-)-MS hmotnostni spektra (m/z 190—420) ziskana analyzou 80% methanolického extraktu (A) konven¢ni soji a (B)

transgenni soji
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Obr. 3. DART(-)-HRMS: Chronogram pro vybrany charakteristicky iont m/z 311 pro vzorky konvenéni séji (prvni 3 desorp¢ni
piky) a v mens$im mnoZstvi pro vzorky transgenni séji (desorp¢ni piky 4-12)

linearni diskrimina¢ni analyza (LDA) nebo diskrimina¢ni
analyza nejmensSich ¢tvercli (PLS-DA) pripadné nejvhod-
né€jsi chemometrickou analyzu pro odliSeni dvou skupin
vzorkl tj. ortogonalni diskriminacni analyza nejmenSich
¢tvercit (OPLS-DA).

Prvnim krokem pfi analyze dat byva nejcastéji vyuziti
metody PCA s cilem urcit strukturu namétenych dat. PCA
zredukuje dimenzi dat, umoZni jejich vizualizaci a zachova

878

co mozna nejvice informaci pfitomnych v piivodnich da-
tech. PCA transformuje ptivodni naméfené proménné do
novych nekorelovanych proménnych tzv. hlavnich kompo-
nent (PC). Kazda hlavni komponenta je linearni kombinaci
ptvodnich méfenych veli¢in. Tato technika poskytuje sku-
pinu kolmych soufadnic, které predstavuji smér nejvétsi
variability v datech. Prvni hlavni komponenta (PC1) odpo-
vidd maximu zcelkové variability. Druhd komponenta
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Obr. 4. Vysledky chemometrické analyzy vzorki analyzovanych DART-MS v pozitivnim médu, vlevo je porovnani vzorkid kon-
vencni s6ji (Seda barva) a vzorkii transgenni séji (Cerna barva) metodou PCA a vpravo metodou OPLS-DA
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Obr. 5. Vysledky chemometrické analyzy vzorkil analyzovanych DART-MS v negativnim moédu, vlevo je porovnani vzorkua kon-
vencni s6ji (Seda barva) a vzorkii transgenni séji (Cerna barva) metodou PCA a vpravo metodou OPLS-DA

(PC2), ktera nekoleruje s PC1, podava informaci o maxi-
mu ze zbyvajici variability, a tak dale, dokud neni popsana
celkova variabilita™.

LDA udava smér, ktery dosahuje maximalni separace
mezi danymi tfidami. Principem je stanoveni linearnich
diskrimina¢nich funkeci, které maximalizuji pomér variabi-
lity mezi jednotlivymi tfidami a minimalizuji pomér varia-
bility uvnitf jednotlivych tfid.

Technika OPLS je pouzivana pro popis kvantitativni-
ho vztahu mezi matici X (spektralni nebo chromatografic-
ka data) a Y (kvantitativni hodnoty, napt. koncentrace me-
tabolitil). OPLS je mozné pouzit i pro diskrimina¢ni analy-
zu (OPSL-DA), kde matice ¥ je nahrazena udaji o tiidé
(napft. zdrava vs. nemocna populace). OPLS-DA model tak
vyjadtuje linearni vztah mezi tfidami (n x 1) a proménny-
mi (n x p). Vramci OPLS-DA dochazi k tvorbé novych
,»skrytych proménnych* (LV), pfi¢emz optimalni pocet LV
je zjistovan pomoci validace daného modelu®.

Ziskana data z jednotlivych méfeni pomoci ruznych
technik byla statisticky zpracovdna pomoci multivariac-
nich chemometrickych analyz PCA a OPLS-DA. Vysledky
téchto analyz pro jednotlivé techniky a ioniza¢ni mody
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jsou uvedeny na nasledujicich obr. 4 a 5, kde je ukazano
grafické zpracovani ziskanych dat pomoci multivaria¢nich
statistickych analyz PCA a OPLS-DA. Jak je patrné
zobr. 4 a 5, prvotni PCA analyza ukézala schopnost ziska-
nych dat tvofit skupiny a odd€lovat je dle typu soji
(konvenc¢ni a transgenni). Pfi porovnani PCA analyz dat
ziskanych v pozitivnim a negativnim ioniza¢nim modu se
ukazalo, ze u dat ziskanych pfi pozitivni ionizaci doslo
k o néco lepsimu oddé€leni nez v pripadé dat ziskanych za
negativni ionizace. Nasledna OPLS-DA analyza potvrdila
zavery zjisténé z PCA analyzy a diky jinému mechanismu
statistického zpracovani dat doSlo kjest€¢ vyraznéjSimu
oddéleni jednotlivych typti vzorkd tentokrat v obou ioni-
zaCnich modech.

Na obr. 6 je ukazan ptiklad S-plotu, ktery ukazuje
rozlozeni jednotlivych markerti, které byly pouZity pro
statistické hodnoceni. Na opacnych koncich, nejvzdalenéj-
81 ionty, jsou markery s nejvétsi vahou na oddé€leni vzorki.
Vtab. II jsou shrnuty vSechny tyto dilezité markery.
U jednotlivych iontl byla navrZena i identifikace na zakla-
dé meéfeni prfesné hmoty a vypoétu sumarniho vzorce.
Vzhledem ktomu, Ze béhem analyzy nedochdzi
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Obr. 6. PFiklad S-plotu ze statistické analyzy OPLS-DA, graf rozloZeni vahy jednotlivych iontii/latek tzv. markerd, markery

s nejvétsi vahou jsou vyznaceny ¢ernym ovalem

Tabulka II
Souhrn vyznamnych markert ziskanych technikou DART(+,-)-MS
(m/z) Sumarni vzorec Identifikace (m/z) Sumarni vzorec Identifikace
[M+H]"/ [M+H]"/
[M-H] [M-H]
DART-MS nejvyznamnéjsi markery pro odliseni vzorkii - positivni ionizace
104.0708  C4Hy0O,N 195.0863  C;H 406 methylglukosid
127.0390 CgHgO; maltol, isomaltol, pyrogallol, | 285.0760  C;sH;,05 glycitein, acacetin, biochanin
hydroxyquinol A, 5-O-methylgenistein
163.0600 C¢H;(Os 1,6-anhydroglukosy

DART-MS nejvyznamnéjsi markery pro odliSeni vzorkii - negativni ionizace

105.0184 C5H(Oq4 kyselina glycerova

128.0345 CsH;O;N kyselina pyroglutamova

181.0710  C¢H 404

253.0507 C;5H;04 daidzein, chrysin,
chrysofenova kyselina

269.0459  Cy5H;¢Os genistein

293.2126  CigH300;

295.2282  C;3H;3,04 kyselina vernolova
311.2231 C;3H3,04
313.2387 C;3H3404
327.2181 C;3H3,05
329.2338 C;3H3405

k chromatografické separaci a nebyly pouzity zadné stan-
dardy pro konfirmaci identifikace, bylo pro nékteré ionty
navrzeno vice moznosti identifikace sloucenin.

Zavér

Zavérem lze fici, ze ptistup metabolomického profilo-
vani vzorku séji s vyuzitim techniky DART-MS ve spojeni
s multivariaénimi  statistickymi ~ metodami  (PCA
a OPLS-DA) umoznuje rychlé a elegantni ovéfeni autenti-
city GM a konvencni soji.

Prace byla pripravena s podporou projektu MZe
QI101B267.
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Samples of genetically modified (GM) and conven-
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