Zeljezi¢ D. GENETICKI PREINACENI ORGANIZMI U HRANI
Arh Hig Rada Toksikol 2004;55:301-312

301

Review

GENETICKI PREINACENI ORGANIZMI d HRANI -
PROIZVODNJA, DETEKCIJA I MOGUCE OPASNOSTI

Davor ZELJEZIC

Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Zagreb

Primljeno u lipnju 2004.

Prva geneticki preinacena (engl. genetically modified - GM) biljka bio je duhan otporan na antibiotike.
Dobiven je 1983. godine. No, tek 1996. godine geneticki preinacena biljka prvi put se nasla u slobodnoj
prodaji. Rije¢ je o rajcici s produljenim trajanjem. Godine 2003. vise od 67 milijuna hektara obradivih
povrsina bilo je zasijano GM usjevima. Da bi se proizvela takva biljka, potrebno je iz organizma donora izolirati
gen za zeljeno svojstvo. Tom genu potrebno je dodati promotorsku sekvencu, terminator i gen marker te
dobiveni konstrukt ubaciti u biljnu stanicu. U specifi¢nim uvjetima uzgoja dobivene transformirane stanice
poti¢u se na diobu i izrastaju u Citavu biljku koja u sebi nosi gen za Zeljeno svojstvo. U svrhu utvrdivanja
prisutnosti GM organizama u hrani danas se najcesce rabi tehnika lanc¢ane reakcije polimerazom (engl.
polimerase chain reaction - PCR). No, da bi se ona mogla uspjesno primijeniti, potrebno je to¢no poznavati
barem dio sekvence DNA koja je transformacijom ubacena u novonastalu biljku, sto katkada moze biti
ozbiljan problem. Posljednjih dana svjedoci smo Zestokih sukobljavanja u vezi sa sigurnosti konzumacije
proizvoda koji sadrzavaju geneticki preinacene sastojke. Kao neki od razloga protiv navode se alergijske
reakcije na GM sastojke, njihova toksicnost i opasnost GM organizama za biolosku raznolikost i ravnotezu
unutar ekosustava. Nedvojbeno je da bi vodecu rije¢ u ocjeni opasnosti GM organizama trebala imati
znanost bazirana na ¢injenicama, a $to nazalost nije uvijek slucaj.

KLJUCNE RIJECI: alergija, ELISA, otpornost na antibiotike, otpornost na herbicide, otpornost na

insekticide, PCR

d Direktivi Vijeca EU 2001/18/EEC geneticki
preinaceni organizam (engl. genetically modified
organisms - GMO) definira se kao jedinka ciji
genetski materijal sadrzava promjene do kojih ne
dolazi spontano parenjem ili rekombinacijom (1).

Prva biljka koja je sadrzavala geneticke modifikacije
proizvedena je 1983. godine. Bio je to duhan otporan
na antibiotike, medutim nije se rabio u komercijalne,
ve¢ samo u eksperimentalne svrhe. Desetak godina
kasnije proizvedena je i prva geneti¢ki modificirana
bilika (engl. genetically modified plants - GMP)
namijenjena Sirokoj potrosnji — rajc¢ica s odgodom
gnjilienja. Uskoro su slijedile modifikacije genoma
komercijalnih sorti Zitarica i soje koje su ih ucinile
otpornima na kukce, viruse i herbicide (2). U svijetu,

1996. godine 1,7 milijuna ha obradivih povrsina bilo
je zasijano geneticki preinacenim (GM) biljkama.
Do 1997. ta se povrSina povecala na 11 milijuna
hektara, a do 1998. na 28 milijuna (3). Godine
2003. u 18 zemalja diljem svijeta viSe od 67 milijuna
ha nalazilo se pod GM usjevima (4). U istoj godini
najvedi proizvodadi bili su SAD, Argentina, Kanada,
Brazil, Kina te potom Juznoafricka Republika, Indija,
Spanjolska, Meksiko i drugi (4, 5). Neke od GM biljaka
koje se danas mogu naci na trzistu prikazane su na
tablici 1. zajedno sa svojstvima koja su im pridodana
genetickim inzenjerstvom. Biljke koje posjeduju
ta svojstva nazvane su biljkama prve generacije i
uglavnom se radi o njihovoj otpornosti na herbicide,
kukce i viruse.
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Tablica 1 Neke od geneticki preinacenih biljaka prve generacije i njihova

novoizrazena svojstva
Kultura Svojstvo
Kukuruz Otpornost na herbicide

Otpornost na kukce

Krumpir Otpornost na herbicide
Otpornost na kukce

Pamuk Otpornost na herbicide
Otpornost na kukce

PSenica Otpornost na herbicide

Riza Otpornost na kukce
Produljeno vrijeme skladistenja

Soja Otpornost na herbicide

Otpornost na kukce
Otpornost na herbicide

Otpornost na herbicide
Otpornost na kukce

Secerna repa
Uljana repica

Otpornost na herbicide moguce je postici
prenos$enjem gena koji kodiraju enzime odgovorne
za njihovu razgradnju ili inaktivaciju iz bakterije u
biljku. Najces¢e se radi o otpornosti na glufosinat
koja se postize unosenjem gena za fosfonitricin
acetiltransferazu (pat) iz bakterije Streptomyces
viridochromogenes (6). Nadalje, postoje GM biljke
otporne na glifosat. One u svojim stanicama sadrzavaju
gen za 5-enolpiruvilsikimat-3-fosfatsintazu (EPSP)
izoliran iz bakterije Agrobacterium tumefaciens.
Isto svojstvo moZe se izraziti i ubacivanjem gena za
glifosatoksidoreduktazu (gox), enzima iz bakterije
roda Achromobacter, odgovornog za detoksikaciju
glifosata (7). Takoder je moguce dobiti biljku
otpornu na sulfonilureju. Sulfonilurea se kao aktivna
tvar rabi za suzbijanje Sirokolisnog korova. U biljci,
ona koci acetolaktatsintazu, enzim odgovoran za
sintezu aminokiselina leucina, izoleucina i valina.
Gen je izoliran iz duhana i genetickim inZenjerstvom
promijenjen tako da daje enzim na koiji sulfonilurea
neée djelovati. UnoSenjem promijenjenog gena u
biljku dobiveni su usjevi otporni na herbicide koji
sadrzavaju sulfonilureu kao aktivnu tvar (8). Nadalje,
prenosenje gena za bromoksinilnitrilazu (bxn) iz
bakterije Klebsiella pneumoniae u biljku dovodi
do sinteze enzima odgovornog za detoksikaciju
bromoksinila, $to rezultira otporno$¢u GM biljke na
tu aktivnu tvar (9).

Otpornost usjeva na kukce moze se postici
prijenosom gena odgovornog za sintezu toksina Bt,
proteina s insekticidnim djelovanjem, iz bakterije
Bacillus turengiensis u biljku. Bakterija Bacillus

turengiensis prirodno obitava u tlu. Odavno je
poznato da pojedini sojevi te bakterije proizvode
proteine smrtonosne za kukce s luznatom sredinom
u probavilu. Toksin posjeduje sposobnost vezanja za
epitelne stanice stijenki probavnog trakta kukaca
i dovodi do njihova razaranja. Time bakterije koje
nastanjuju probavni trakt slobodno ulaze u tjelesne
supljine te kukac ugiba od opce infekcije. Bakterija
Bacillus turengiensis je selektivna tako da pojedini
sojevi bakterije ubijaju to¢no odredeni rod kukaca. Tako
protein za koji kodira gen cry 1 Ac djeluje na Stetnike
iz roda Lepidoptera (obican i kukuruzni moljac), cry
3 na rod Coleoptera (krumpirova zlatica), a cry 4 na
muhe i komarce iz roda Diptera. Bitna je Cinjenica
da toksini Bt nisu Stetni za ljude, sisavce, ptice, ribe i
korisne kukce (10-12). Drugi nacin dobivanja usjeva
otpornih na kukce s pomocu geneti¢kog inZenjerstva
je prijenos gena za inhibitor a-amilaze iz siemenki boba
u neku drugu biljku (13).

lako se o geneticki preinaenim organizmima
pocelo znacajnije govoriti tek unatrag desetak godina,
oni su ve¢ mnogo duze prisutni u svakodnevnom zivotu
Covjeka. Tako se od kraja sedamdesetih godina rabe
u proizvodniji antibiotika, vitamina, hormona (inzulin,
somatostatin). Danas su mnogi tehnoloski procesi
u proizvodnji hrane i pi¢a nezamislivi bez enzima
koje proizvode geneticki preinaceni mikroorganizmi.
Primjerice, u proizvodniji prirodnih sokova za njihovo
bistrenje rabi se pektinaza (14, 15). Amilaze GM
bakterija upotrebljavaju se u proizvodnji kruha jer
pospjesSuju dizanje tijesta (15, 16). U pekarskoj
industriji koriste se i sojevima kvasca s ugradenim
genom za maltazu ¢ime je znacajno skraceno vrijeme
potrebno da se proizvod ispece. Ujedno, ubacivanje
gena za lipoksigenaciju dovodi do izbjeljivanja brasna
u proizvodniji bijelog kruha (15). U proizvodniji sireva
rabe se enzimi iz siriSta (dijela zeluca) teladi. Danas
za dobivanje tih enzima sluze geneticki preinacene
bakterije, sto uvelike pojeftinjuje proizvodnju jer
omogucava njihovo dobivanje u neograni¢enim
koli¢cinama (15, 17, 18). Mikroorganizmi koji sudjeluju u
proizvodnji hrane svojom fermentacijskom aktivnoséu
takoder su geneticki promijenjeni u svrhu pobolj$anja
njihove ucinkovitosti i dobivanja kvalitetnijeg proizvoda.
Tako komercijalni sojevi koji se rabe u proizvodnji piva
sadrzavaju ubaceni gen za glukoamilazu. Taj enzim
dovodi do razgradnje preostalog nefermentiranog
dekstrina i time omogucava dobivanje niskokalori¢nog
piva (19). Nadalje, ubacivanje gena za a-acetolaktatde
karboksilazu u pivski kvasac smanjuje razinu spojeva
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koji nastaju kao nusprodukt vrenja, a daju neugodan
okus pivu (15, 20-22). U mljekarskoj industriji rabe se
GM sojevi bakterija koji daju posebnu aromu i okus
razli¢itim vrstama jogurta, sira, margarina i ostalih
namaza (15, 23-29).

U novije vrijeme provode se intenzivna istrazivanja
sa svrhom razvoja druge dgeneracije geneticki
preinacenih biljaka. Prema Kjellssonu i Strandbergu
(30) te bi bilike mogle pokazivati neka od sljedec¢ih
svojstava:

- povecana otpornost na stres (susa, mraz, salinitet)

- promijenjene razvojne osobine (muska sterilnost,
smanjena podloznost gnjilienju, ubrzan rast, fiksacija
dusika)

- promijenjen nutritivni sastav (viSe proteina, sastav
masnoca, vise vlakana i vitamina)

- sinteza farmaceutika (vakcine, hormoni, enzimi)

- proizvodnja industrijskih sirovina (biomasa, lignin,
plastika)

- bioremedijacija (dekontaminacija tla).

DOBIVANJE GENETICKI PREINACENIH
BILJAKA

Ako znamo koiji je gen odgovoran za ekspresiju
svojstva koje Zelimo da posjeduje nova GM biljka,
najprije je potrebno taj gen izolirati iz davatelja u
Cijem se genomu on prirodno nalazi. Stanice davatelja
liziraju se puferom koji sadrZi detergent kako bi se
iz njih izolirala ukupna genomska molekula DNA. S
pomocu visokospecifi¢nih restrikcijskih enzima koji
cijepaju DNA na mjestima tocno odredenog slijeda
nukleotida iz genoma se izolira Zeljeni gen. Da bi taj
gen mogao biti aktivan u novom domadinu i proizvesti
visoki broj kopija proteina odgovornog za izraZavanje
zeljenog svojstva, potrebno mu je dodati odgovarajucu
promotorsku i terminacijsku sekvencu. Promotorska
sekvenca nalazi se ispred samoga gena i nuzna je
za njegovo prepisivanje u glasnicku RNA. Ona na
sebe veze kompleks makromolekula zaduzenih za
transkripciju, odreduje mjesto pocetka prepisivanja
i regulira ucestalost prepisivanja. Bez promotorske
sekvence sam bi gen bio neaktivan (31).

Iza Zeljenog gena potrebno je dodati terminacijski
slijed baza. On oznacava kraj gena i daje uputu
transkripcijskom kompleksu da prestane s njegovim
prepisivanjem (31, 32).

Osim dobivenog konstrukta u novu biljku potrebno
je unijeti i gen marker koji omoguéava selekciju stanica
koje su uspjesno ugradile gen za Zeljeno svojstvo i
zapocele s njegovom transkripcijom (transformirane
stanice) od onih koje to nisu (netransformirane
stanice). Sam gen marker nije nuzdan za izrazavanje
zeljenog svojstva i ne utje¢e na njega. Najc¢esce
se u tu svrhu rabi gen odgovoran za otpornost na
neki od antibiotika. Tako gen npt Il kodira sintezu
neomicinfosfotransferaze Il koja transformiranim
stanicama omogucava inaktivaciju antibiotika
kanamicina i neomicina. Samo one stanice koje
sadrzavaju taj gen i uspjeSno ga eksprimiraju mogu
prezivjeti u uvjetima selektivnog pritiska zbog izlaganja
navedenim antibioticima. Kao gen marker mogu se
rabiti i geni za f3-glukuronidazu ili luciferazu (33).
Konstrukt sastavljen od gena markera, promotorske
sekvence, gena za Zeljeno svojstvo i terminacijske
sekvence spreman je za ubacivanje u biljnu stanicu.
Najc¢eS¢a dva nacina na koje je to moguce uciniti
jesu (34):

- tehnologijom rekombinantne DNA uz uporabu
plazmida ili virusa kao vektora

- tehnikama izravnog ubacivanja geneti¢kog
materijala pripravljenog in vitro u Zzivi organizam
mikroinjekciranjem, makroinjekciranjem ili
mikroinkapsulacijom.

Tehnologija rekombinantne DNA uz pomo¢ vektora

Danas se kao vektor rabi binarni plazmid. On
sadrzava dva ishodista replikacije. Jedno je aktivno
u bakteriji Escherichia coli, a drugo u bakteriji
Agrobacterium tumefaciens. Ujedno, binarni
plazmid sadrzava takozvanu regiju DNA T (34, 35).
Ta regija izvorno se nalazi na plazmidu Ti (engl. tumor
inducing) u bakteriji Agrobacterium tumefaciens. U
procesu infekcije biline stanice DNA T prenosi se
iz bakterijskog plazmida u biljnu stanicu. Prijenos
te regije plazmida omogucavaju geni vir koji se
takoder nalaze na plazmidu Ti. Sam plazmid Ti
prevelik je za manipulaciju u uvjetima in vitro pa
se stoga za prenosenje Zeljenoga gena u biljku rabi
sustav binarnog plazmida koji najce$ce sadrzava dvije
DNA T. Binarni plazmid se restrikcijskim enzimima
otvara unutar regija DNA T i na to jedno mjesto
ubacuje se gen za Zeljeno svojstvo, a na drugo gen
marker. U elektricnom polju, u procesu nazvanom
elektroporacija, plazmid s ugradenim genima najprije
se unosi u bakteriju Escherichia coli, u kojoj se binarni
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Slika 1 Prikaz dobivanja geneticki preinacenih biljaka unosenjem gena u biljne stanice s pomocu sustava plazmida bakterjjom Agrobacterium

tumefaciens

plazmid umnozava, a potom se izolira i na jednak nacin
unosi u bakteriju Agrobacterium tumefaciens. Bududi
da binarni plazmid ne posjeduje gene vir zaduzene
za prenosenje DNA T s ubacenim genima u biljku, u
bakteriji A. tumefaciens nalazi se jos$ jedan plazmid
koji sadrzava gene vir plazmida Ti, ali ne i DNAT. U
njegovoj prisutnosti dodi ¢e do prijenosa regija DNA
T s ugradenim genom za Zzeljeno svojstvo i genom
markerom iz binarnog plazmida u biljku. U jezgri
stanice konstrukt se ugraduje u genom biljke i pocinje
ekspresija ubacenih gena. Ponovno, zahvaljujuci genu
markeru, mogu se selektirati stanice koje su uspjesno
ugradile unesene gene. Budu¢i da biljne stanice
posjeduju svojstvo omnipotentnosti, u posebnim
uvjetima kultiviranja one ¢e regenerirati ¢itavu biljku
Cija e svaka stanica sadrzavati konstrukt s genom za
Zeljeno svojstvo (34-36). Shematski prikaz dobivanja
GM biljaka prikazan je na slici 1.

Tehnike izravnog ubacivanja geneti¢kog materijala

Najjednostavnija i naj¢eSée rabljena izravna tehnika
dobivanja GM biljaka je biolisticka metoda. Metalne
Cestice mikroskopske veli¢ine (tungsten, zlato), zbog
razlike u naboju, vezu na sebe konstrukt s genom za
Zeljeno svojstvo. Strujom helija pod visokim pritiskom
tako omotane cestice ispaljuju se u biljne stanice u
kulturi. U stanici konstrukt napusta Cesticu metala
i ugraduje se u genom. Zahvaljuju¢i genu markeru,

izdvajaju se transformirane stanice i poti¢u na
regeneraciju Citave bilike (34, 37).

DETEKCIJA GENETICKI PREINACENIH

ORGANIZAMA U HRANI

Sukladno regulativama Vije¢a Europe No 1829/
2003, No 1830/2003 i prijedlogu Preporuke o
tehnickim smjernicama za uzorkovanje i detekciju
GMO, samo referentni i nacionalni laboratoriji u
europskoj mrezi GMO laboratorija akreditiranih prema
EN ISO/IEC 17025/2000 ovlasteni su za detekciju i
kvantifikaciju GMO u hrani (38-41). Detekcija GMO i/ili
njihovih derivata provodi se utvrdivanjem prisutnosti
molekula (DNA ili proteina) koji nastaju kao rezultat
geneticke modifikacije. Testovi koji se pri tome rabe
zasnivaju se na lancanoj reakciji polimerazom (tehnika
PCR) kojom se utvrduje prisutnost DNA ubacene u
biljku ili, prilikom utvrdivanja prisutnosti proteina za
¢iju je sintezu odgovoran ubaceni gen, na imunoloskoj
reakciji (ELISA). Za sada je tehnika PCR najprihvacenija
u svrhu detekcije GMO u sklopu provodenja legislative
vezane uz tu problematiku (41).

Tehnika lancane reakcije polimerazom

Bududi da je rije¢ o vrlo osjetljivoj tehnici, za
detekciju su dovoljne male koli¢ine uzorka. PCR
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omogucava mnogostruko umnazanje specifi¢ne
sekvence ako se posjeduju pocetnice (sintetski
oligonukleotidi) komplementarne s njezinim
pocetnim i zavr$nim slijedom baza. Stoga, da bi se
mogla iskoristiti ova tehnika, potrebno je to¢no znati
Sto se trazi u fragmentima DNA izoliranim iz uzorka
hrane. Drugim rije¢ima potrebno je znati koje je
sliedove DNA sadrzavao konstrukt ubacen u biljnu
stanicu. Buduci da je broj gena kojima je moguce
transformirati biljku u komercijalne svrhe izrazito
velik, umjesto njih u uzorku DNA pokusava se utvrditi
prisutnost regulatornih sekvenci koje su nuzne za
njihovu aktivnost u novodobivenoj biljci. Najcesce se
rabe pocetnice komplementarne s 35S promotorom
mozai¢nog virusa cvjetace i/ili terminatorom nos
(nos3’) iz bakterije Agrobacterium tumefaciens (42).
Prisutnost tih regija upucuje na geneticku modifikaciju
organizama ili njihovih sastavnica upotrijebljenih
u proizvodnji testiranog uzorka hrane (43). Sam
proces umnazanja DNA tehnikom PCR sastoji se
od ciklickog ponavljanja triju razli¢itih molekularno-
bioloskih procesa. U svakom koraku ciklusa postizu se
tri razliite temperature nuzne za odvijanje pojedinih
koraka umnaZzanja:
- denaturacija DNA izolirane iz hrane (94 °C)
- vezanje klica s komplementarnim sljedovima na
sekvencu u uzorku DNA (50-65 °C)
- sinteza DNA produljivanjem vezanih pocetnica
enzimatskom aktivno$¢u polimeraze Taq (Thermus
aquaticus) (72 °C).
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Slika2 Shematski prikaz umnazanja gena lancanom reakcijom
polimerazom (PCR)
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Ciklus sa sva tri koraka ponavlja se i do 50 puta.
Shematski prikaz umnazanja gena PCR-om prikazan
je naslici 2.

Ako je u DNA izoliranoj iz uzorka hrane bila prisutna
neka od sekvenci koja upucuje na geneticku preinaku
te ako su pocetnice bile pravilno odabrane, doci ¢e
do umnazanja sekvence. Kako bi se iskljucili mogudi
lazni pozitivni rezultati, umnoZena sekvenca prenosi
se na agarozni gel i unosi u elektri¢no polje. S istim
ciliem, u elektri¢no polje unose se i negativna kontrola
(uzorak DNA koji ne sadrzava traZeni gen) i pozitivna
kontrola (umnozeni standard gena). Djelovanjem
polja molekula DNA putuje kroz gel. Duljina puta koji
¢e prijeci izravno ovisi o veli¢ini umnozene sekvence.
Stoga je na osnovi duljine prijedenog puta moguce
utvrditi da li je umnozeni fragment DNA uistinu
sekvenca koju smo pokusali detektirati u uzorku
hrane. Dodatno utvrdivanje identiteta umnoZenog
fragmenta provodi se nakon elektroforeze njezinim
prenosenjem s gela na membranu i hibridizacijom
sa standardnom sondom za trazenu sekvencu,
obiljezenom fluorescentnom bojom (42, 44).

U svrhu utvrdivanja koli¢ine ostataka geneticki
preinacenih organizama u hrani rabi se tehnika
kompetitivnog PCR-a. Zasniva se na istodobnom
umnazanju nepoznate kolicine sekvence u uzorku
DNA iz hrane i standarda poznate koncentracije u
istoj reakcijskoj smjesi uz uporabu istih pocetnica.
Standard je dobiven delecijom sekvence koja se
pokusava detektirati tako da se od nje razlikuje za do
40 baznih parova. Rabi se vise reakcijskih smjesa u
kojima je koncentracija DNA iz uzorka hrane uvijek
ista, a koncentracija standarda varira. Iz koncentracije
standarda u smjesi za koju je dobiven isti intenzitet
signala za DNA iz uzorka hrane i standard racuna se
udio GMO u uzorku hrane (45). Sama tehnika polazi
od pretpostavke da su brzina i u¢inkovitost umnazanja
DNA iz uzorka hrane i standarda iste tijekom svih
ciklusa (46).

Osim kompetitivnog PCR-a, u svrhu detekcije i
kvantifikacije GMO u hrani danas se naj¢esce rabi i
tehnika PCR-a u realnom vremenu (engl. real time
PCR) (47). Tehniku su uveli Higuchi et al. (48).
Specifi¢nost tehnike je moguénost pracenja intenziteta
umnazanja gena tijekom svih ciklusa lan¢ane reakcije
polimerazom. U tu svrhu, u reakcijsku smjesu, osim
pocetnice, dodaje se i sonda specifi¢na za gen ciju
prisutnost Zelimo utvrditi u uzorku hrane. Sonda na
sebi sadrzava vezanu fluorescentnu boju, ali i dodatan
spoj (engl. quencher) koji, ako se nalazi u blizini
fluorokroma, gasi njegovu fluorescenciju. Sonda ¢e se
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vezati za gen koji detektiramo te Ce, zahvaljujuci 5’-3’
egzonukleaznoj aktivnosti polimeraze Taq, u procesu
produzivanja pocetnica, odnosno umnazanja gena,
biti pocijepana. Na taj nacin oslobada se fluorokrom,
a nastala fluorescencija mjeri se spektrofotometrom i
izravna je mijera za koli¢inu produkta umnazanja gena
lan¢anom reakcijom polimerazom. Bududi da su za
pojavu fluorescencije nuzni i vezanje pocetnica, ali
i vezanje sonde na ciljani gen, detekcija primjenom
“real time” PCR-a vece je specificnosti od klasi¢ne
metode (46-48).

Imunoloska tehnika

Tehnike koje se rabe u detekciji proteina
uglavnom se baziraju na imunosnim reakcijama.
Bududi da zahtijevaju o¢uvanost tercijarne i kvarterne
strukture proteina, mogu se rabiti samo na svjezim i
neobradenim uzorcima hrane. Imunoloska detekcija
zasniva se na visokospecifi¢cnom vezanju antitijela na
protein kodiran od gena ubacenog u transformiranu
biljnu stanicu te stoga zahtijeva to¢no poznavanje
ucinjene geneticke modifikacije (43, 49).

Prije same detekcije iz uzorka hrane izoliraju se
ukupni proteini i vezu na ¢vrstu fazu. Proteinima se
dodaju primarna antitijela specifi¢na za protein koji se
sintetizira u GM biljci kao posljedica uno$enja novoga
gena. Nakon ispiranja nevezanih antitijela dodaju se
sekundardna antitijela na koja je vezan odredeni enzim.
Vezanje sekundarnog antitijela na primarno i dodatak
supstrata rezultirat ¢e pojavom obojenja koje upuéuje
na prisutnost traZzenog proteina u hrani (50).

MOGUCE OPASNOSTI

Rasprava vezana uz primjenu genetickog
inZenjerstva u proizvodnji hrane koje smo svjedoci
u posljednje vrijeme, karakterizirana je primjenom
razli¢itih standarda za razlicite kategorije preinacenih
organizama. Tako zagrizenim protivnicima geneticki
preinacenih usjeva u ljudskoj prehrani istodobno ne
smeta uporaba farmaceutskih proizvoda dobivenih
uzgojem geneticki preinac¢enih mikroorganizama.
Istodobno osuduju znanstvenike kada pokusavaju
oplemeniti biljke tehnologijom rekombinantne DNA,
a prihvacaju c¢injenicu da se proizvodnja inzulina
i somatostatina ostvaruje primjenom geneticki
izmijenjenih bakterija, da se GM mikroorganizmi
rabe u procis¢avanju industrijskih otpadnih voda
prije njihova ispustanja u okolis. Medutim, u vecini

debata postavljaju se i ozbiljna pitanja vezana uz
moguce opasnosti za zdravlje i okoli$, a koje bi
mogle proistedi iz proizvodnje i uporabe geneticki
preinacenih biljaka.

Alergije

Kada je rije¢ o konzumaciji hrane koja potjece od
GMO, postoji bojazan da bi ona u hipersenzitivnih
osoba mogla dovesti do razvoja alergijskih reakcija.
Uzrok tomu bili bi proteini koji su proizvod aktivnosti
gena unesenog u biljku transformacijom. Tako bi se,
primjerice, u osoba alergi¢nih na ribu mogla razviti
alergijska reakcija na hranu koja u sebi sadrZava
ostatke GM biljke u koju je prenesen neki od gena
ribe, a Ciji produkt djeluje alergeno. Medutim, broj
proteina s alergenim djelovanjem koji bi se mogli rabiti
u svrhe geneticke modifikacije izuzetno je malen tako
da je vjerojatnost pojave alergija nakon konzumacije
hrane s GMO izuzetno niska. Nadalje, svaka biljka
dobivena tehnologijom rekombinantne DNA prolazi
testiranja tako da bi, pokaze li se da postoji opasnost
od razvoja alergijskih reakcija na nju, bila zabranjena
(51). Jedan od primjera je geneticki preinaena soja
u koju je ubacen gen iz brazilskog oraha (52). Naime,
soja sadrzava izuzetno malo aminokiselina s tiolnom
skupinom, dok je plod brazilskog oraha njima bogat.
Geneticki oplemenjena soja sadrzavala je protein
(albumin 2S) iz endosperma oraha bogat tioninom.
Medutim, seroloskim ispitivanjima unesenog proteina,
kao i koznim prik testom pokazano je da on posjeduje
alergena svojstva. Na temelju tih spoznaja prekinulo se
s proizvodnjom na taj nacin preinacene soje (52).

Kada su u pitanju alergije na hranu, valja naglasiti
pozitivhu stranu genetickih modifikacija. Tako je
primjenom molekularno-bioloskih metoda (knock-
out) moguce iz genoma biljke izbaciti gen odgovoran
za sintezu alergena i time omoguciti konzumaciju te
namirnice osobama alergi¢nim na nju u njezinu
konvencionalnom obliku (51). Primjer je alergeni
protein a-amilaza, koji je geneti¢kim oplemenjivanjem
izbacen iz rize (53).

Povecana toksic¢nost

Poznato je da neke od biljaka koje svakodnevno
rabimo u prehrani sintetiziraju spojeve koji su
toksi¢ni. Medutim, u biljci su ti spojevi u dovoljno
niskoj koncentraciji da ne izazovu nikakve negativne
ucinke za zdravlje. Nedostatak tehnika koje
omogucavaju unosenje novih gena u genom biljaka
je nemogu¢nost nadziranja lokacije unutar genoma
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na koju Ce se taj gen ugraditi. Stoga postoji teoretska
mogucnost da se uneseni konstrukt koji sadrzava
jaki promotor ugradi u blizinu gena odgovornog
za sintezu toksi¢nog spoja ¢ime bi se povecala
njegova ekspresija i porasla koncentracija toksikanta
u biljci. Isti u¢inak moglo bi imati i oStec¢enje regija
odgovornih za regulaciju gena za sintezu toksikanta
prilikom insercije konstrukta. Postoji i bojazan da bi
protein koji se sintetizira pod utjecajem unesenoga
gena mogao interferirati s postoje¢im metabolickim
putovima u biljnim stanicama te na taj nacin povisiti
razinu toksikanta. Medutim, do sada nije zabiljeZzen ni
jedan slucaj povecane toksi¢nosti GM biljaka u odnosu
na njihov konvencionalni oblik. Da bi to i dalje ostalo
tako, provode se rigorozna ispitivanja biljaka dobivenih
genetickom preinakom prije njihova pustanja na
trZiste, kao Sto je to slucaj i u farmaceutskoj industriji
prije registracije novosintetiziranih lijekova (54).

Otpornost na antibiotike

Prilikom geneticke preinake biljnih stanica, uz gen
za Zeljeno svojstvo, unosi se i gen marker u svrhu
selekcije transformiranih stanica. Naj¢es$¢e se kao
marker rabi gen npt Il, odgovoran za rezistenciju
na kanamicin, neomicin i njima srodne antibiotike.
Ponekad se upotrebljava i gen aad odgovoran za
rezistentnost na streptomicin i spektinomicin te gen
hpt odgovoran za otpornost na higromicin. U javnosti
postoji bojazan da bi ti geni, nakon konzumacije hrane
proizvedene od GM biljaka mogli biti preneseni u
bakterije debelog crijeva te preko njih u potencijalno
patogene bakterije (55-57). U vezi s time provedeno
je istrazivanje kojim se pratila razgradnja DNA iz GM
soje tijekom prolaska kroz gastrointestinalni (GI) trakt
ileostomalnih pacijenata primjenom kompetitivne
lancane reakcije polimerazom (58). Segmenti DNA
unesene hranom utvrdeni su u tankom crijevu svih
ispitanika. U nastavak istrazivanja uklju¢ene su osobe
s cjelovitim GI traktom. Nakon unosenja GM soje u
fecesu ni u jednog ispitanika nije utvrden uzorak
DNA iz hrane, §to upucuje na cinjenicu da se ona
potpuno razgradila prolaskom kroz probavni trakt
(58). Medutim, Jeleni¢ u svom preglednom ¢lanku
navodi da su neka druga istrazivanja pokazala da
mogucnost transformacije bakterija koje obitavaju u
Gl traktu ipak postoji (59). Navodi se dalje da su radeni
proracuni koji su pokazali da bi konzumacija rajcice
s genom npt Il dovela do povecanja pojave bakterija
mikroflore crijeva rezistentnih na kanamicin od 2,6 x
101 % (59, 60). Medutim, bakterije transformirane

na taj na¢in ne bi dugo opstale u probavnom traktu
u kompetenciji s nerezistentnim sojevima u uvjetima
odsutnosti stalnoga selekcijskog pritiska. Na osnovi
navedenoga moze se zakljuciti da se ukupno prakti¢no
znacenje prijenosa gena za otpornost na kanamicin
iz GM biljaka na bakterije probavnog trakta moze
smatrati zanemarivim (59).

Unato¢ ¢vrstim znanstvenim dokazima i dalje
je prisutno protivljenje javnosti uporabi markera za
otpornost na antibiotike prilikom transformacije biljaka
koje ¢e se rabiti u prehrani. Stoga se radi na uvodenju
novih strategija u genetickoj preinaci. Jedna od njih
ukljucuje ubacivanje ekscizijskog vektora u konstrukt
koji se unosi u biljnu stanicu. Na taj nacin, nakon
selekcije transformiranih stanica, omogudilo bi se
izrezivanje gena markera iz genoma biljke. Druga je
moguc¢nost da se gen marker i gen za Zeljeno svojstvo
unose u stanicu posebnim tDNA vektorom. Nakon
replikacije kromosoma i stani¢ne diobe, uporabom
tog vektora, dio stanica posjedovao bi samo gen za
zeljeno svojstvo, bez gena markera i te bi se stanice
selektivno potakle na regeneraciju citave biljke (61).

Pojava kukaca otpornih na toksin Bt

Toksin Bt od 60-ih se godina rabi u suzbijanju
kukaca u organsko-bioloskoj proizvodniji hrane. Pojava
kukaca otpornih na te spojeve dovela bi do njegove
neucinkovitosti. lako bi do razvoja otpornih jedinki
moglo doci i zbog prekomjerne uporabe pripravaka
s toksinom, to se smatra manje vjerojatnim jer je
izlaganje kukaca toksinu u organsko-bioloskom
uzgoju vremenski ograniceno, dok je on prilikom
uzgoja GM usjeva trajno prisutan jer se sintetizira u
samoj biljci (62). Postoji nekoliko strategija koje imaju
za cilj usporavanje razvoja otpornosti kukaca. Jedna od
njih predvida uspostavu tzv. “izbjegliStava” za kukce.
To bi bila podru¢ja bez GM biljaka, bez selektivnog
pritiska, gdje bi bio mogu¢ opstanak nerezistentnih
jedinki. Njihovim parenjem s jedinkama koje su
stekle otpornost onemogucio bi se prijenos gena
za rezistentnost na Citavu populaciju kukaca. Pojava
rezistentnih kukaca mogla bi se sprijeciti i istodobim
uno$enjem dvaju ili triju gena za razlicite proteine iz
skupine toksina Bt u biljku. Naime, pokazano je da
kukci ne mogu razviti istodobnu otpornost na vise
spojeva (engl. multi drug resistance). U novije vrijeme
razmatra se i moguénost postizanja otpornosti na
kukce mijenjanjem nekih morfoloskih osobina GM
biljaka, primjerice pove¢anjem dlakavosti biljke ili
debljanjem kutikule (63).
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Prijenos gena, pojava “superkorova” i bioraznolikost

GM bilike mogle bi narusiti postojecu ravnotezu
u ekosustavu. Tijekom oprasivanja, pelud GM biljke
mogao bi oploditi zametak divljeg srodnika i na taj nacin
divljoj populaciji prenijeti gene unesene genetickim
inZenjerstvom. Ako je uneseni gen bio odgovoran
za otpornost na herbicid, doslo bi do pojave biljaka
rezistentnih na standardne agrokemikalije. Raznos$eno
vjetrom ili zivotinjama, sjeme tih biljaka moglo bi
dospjeti i na obradive povrSine i izniknuti u ulozi
“superkorova”. Sli¢no, sjeme kulture rezistentne na
herbicid, zaostalo na polju, moglo bi niknuti sljedece
godine, a zbug promjene kulture uslijed plodoreda,
predstavljalo bi “superkorov”. Za njihovo suzbijanje
morali bi se rabiti snazniji pesticidi koji bi istodobno
predstavljali ve¢e opterecenje za okoli§ pa i samu
ljudsku populaciju. lako postoje dokazi da je prijenos
gena s kultivirane biljke na divljeg srodnika mogu¢,
postoje odredeni uvjeti koji moraju biti zadovoljeni
da bi do njega doslo. Tako u Africi i Aziji ne postoji
opasnost od prijenosa gena s uzgojenog GM kukuruza
jer u tim krajevima ne obitavaju njegovi divlji srodnici.
Ta opasnost itekako je realna na podrucju Meksika i
Srednje Amerike (64). Ipak, u podru¢jima bez divljih
srodnika ostaje prisutna opasnost od prijenosa gena
s GM kultivirane biljke na konvencionalnu kulturu
(65, 66).

Vecina GM biljaka prve generacije, proizvedenih
nakon 1983, u svom genomu sadrzava kratku
sekvencu koja potjece od DNA biljnih virusa. Najcesce
je rije¢ o regulacijskim sekvencama. Moze li ta DNA
ili RNA kao transkripcijski produkt prilikom virusne
infekcije rekombinirati s nukleinskom kiselinom virusa
(67)? Teoretski je moguce da sinergisticka interakcija
eksprimiranih heterolognih proteina koji se sintetiziraju
nakon unosenja gena prilikom modifikacije biljke i
virusnih proteina poja¢a simptome infekcije. Potvrda za
to nadena je promatranjem multiplih infekcija do kojih
ponekad spontano dolazi u prirodi. Takoder postoji
mogu¢nost da prilikom sastavljanja novih virusnih
Cestica gen unesen u biljku transformacijom, zabunom
bude uklopljen u kapsidu i kao virion prenesen u
drugu biljku. Medutim, u novoinficiranoj biljci gen
¢e biti prisutan samo u stanicama obuhvacenim
infekcijom i nece se prenositi na potomstvo (68, 69).
lako je u kontroliranim laboratorijskim uvjetima takav
horizontalan prijenos gena s GM biljke putem virusa

mogu¢, njegovo odvijanje u prirodi i dalje je samo na
razini teoretske pretpostavke (69).

Kako bi se moguca opasnost GM usjeva za
okoli$ i zdravlje ljudi svela na najmanju mogucu
mjeru, sukladno Direktivi Ed 2001/18/EC, uzgoju
geneticki preinacenih organizama u komercijalne
svrhe mora prethoditi procjena rizika zasnovana na
principu nazvanom “case-by-case”. Drugim rije¢ima,
procjena rizika obavlja se za svaku pojedinacnu kulturu
i svaki potencijalni lokalitet njezina uzgoja (1). Princip,
takoder, obuhvaca procjenu mogucih izravnih u¢inaka
na ljude i okoli§ koji potjeCu od samog unesenoga
gena i neizravnih uc¢inaka koji mogu nastati kao
posljedica unosenja stranoga gena u genom biljke.
Prilikom procjene rizika u obzir se uzimaju i same
bioloske karakteristike kulture, lokalna poljoprivredna
praksa, agroekoloski uvjeti lokaliteta te gospodarska
politika regije (1).

Kao sastavni dio procjene rizika rabi se princip
sadrzajne jednakovrijednosti (engl. principle of
substantial equivalence). Sam princip obuhvaca
utvrdivanje razlika izmedu geneticki promijenjene i
konvencionalne kulture. Pri tom se utvrduju moguce
razlike u toksi¢nosti biljaka, njihovoj alergenosti,
nutritivnim karakteristikama, razmatra se stabilnost
unesenog gena i mogudi posredni ucinci geneticke
preinake (70). Godine 2003. FAO i WHO predlazu
da se princip sadrzajne jednakovrijednosti zamijeni
koncepcijom komparativnog utvrdivanja sigurnosti
(engl. comparative safety assessment — CSA) (70,
71). CSA bi se jednako mogao primjenjivati i na
GM biljke i GM zivotinje. Koncepcija se u prvom
redu zasniva na temeljitoj usporedbi GM organizma
s najblizZim konvencionalnim srodnikom u svrhu
uocavanja mogucih opasnosti za zdravlje Covjeka i
okolis. Usporedba obuhvaca fenotipske karakteristike,
ukljucujuéi i mjerljive parametre zdravstvenog stanja
GM organizama, ali i analizu sastava. Analizom sastava
utvrduju se moguce razlike u sadrzaju i kolic¢ini klju¢nih
tvari izmedu GM i konvencionalnog organizma i
ona se mora kontinuirano uskladivati s najnovijim
znanstvenim spoznajama vezanim uz oplemenjivanje
organizama genetickim inZenjerstvom. Drugi korak
principa CSA podrazumijeva toksikolosku i nutritivinu
procjenu utvrdenih razlika. Kao rezultat te procjene
mogu se odrediti dodatna, specifi¢na ispitivanja
proizvoda u cilju prikupljanja relevantnih podataka
nuznih za procjenu rizika (70, 71).
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(UMJESTO ZAKLJUCKA

U danasnjem svijetu eksponencijalno rastuéeg
stanovnistva, ogranicenih i nejednoliko rasporedenih
resursa za uzgoj hrane, GM biljke ¢ine nam se kao
neizbjezna budu¢nost. Nemoguce je negirati prednosti
takvih biljaka pred konvencionalnim sortama.
Medutim, jednako je tako ¢injenica da svaki napredak
tehnologije pored mnogobrojnih koristi sa sobom
donosi i odredenu opasnost. U slu¢aju GM biljaka ona
bi se mogla odraziti bilo na zdravlje ljudi bilo na okoli§
koji nas okruzuje. Kako bi sve potencijalne opasnosti
bile svedene na najmanju mogucu mjeru, nuzno je
donosenje razumljivih i dobro srocenih zakonskih
propisa vezanih uz proizvodnju, uzgoj, prijevoz i
stavljanje u promet geneticki preinacenih organizama.
Takoder je nuzno osigurati bespogovorno provodenje
tih propisa. U cilju ocuvanja zdravlja ljudi prije pustanja
novih GM organizama na trziSte potrebno je nad njima
provesti detaljna toksikoloska i alergoloska ispitivanja
te osigurati neovisnu procjenu njihova rizika za okolis i
Covjeka, utemeljenu na znanstvenim cinjenicama.
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Summary

GENETICALLY MODIFIED ORGANISMS IN FOOD - PRODUCTION, DETECTION AND
RISKS

The first genetically modified plant (GMP) was a tobacco resistant to antibiotics in 1983. In 1996, the
first genetically altered crop, a delayed-ripening tomato was commercially released. In the year 2003, the
estimated global area of GM crops for was 67.7 million hectares. To produce such a plant a gene of interest
has to be isolated from the donor. Together with a promoter, terminator sequence and marker gene it
has to be introduced into the plant cell which is then stimulated to generate a whole GMP expressing new
characteristics (herbicide/insect resistance, delayed ripening). The last few months have seen a strong
public debate over genetically modified organisms which has raised scientific, economic, political, and
ethical issues. Some questions concerning the safety of GMPs are still to be answered, and decisions about
their future should be based on scientifically validated information.
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