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1. Общая характеристика ГМО
Стремительному развитию генетической инженерии и широкому внедрению в практику ее достижений в последней четверти ХХ-столетия способствовала Зеленая революция (1940-е–1970-е гг.), которая привела к повышению продуктивности злаковых, бобовых растений, позволила расширить ареал их возделывания и эффективную утилизацию минеральных веществ. Перечисленные результаты были получены, с использованием традиционных методов гибридизации, поэтому их можно рассматривать как прообраз трансгенеза.
Первая генетически модифицированная (ГМ) конструкция появилась в 1972 году благодаря исследователю П. Бергу, который создал рекомбинантную ДНК, включавшую участки геномов онкогенного вируса SV40 и бактериофага λ, несущего галактозный оперон кишечной палочки E. coli за что был удостоен Нобелевской премии. В 1973 Г. Бойер и С.Н. Коэн, показали, что генно-инженерные ДНК-конструкции могут быть клонированы в чужеродных клетках. Кроме того, они продемонстрировали ,что гены жабы (Xenopus laevis), встроенные в геном бактерии (E. coli), были активны и способны экспресироваться, со скоростью большей чем собственные гены и нарабатывать большее количество конечного продукта, чем если бы они это делали в клетках самой жабы. Используя данную технологию в 1978 г. биохимик Г. Бойер открыл компанию, которая создала впервые, трансгенный инсулин человека. Спустя 14 лет, в 1992 году, в Китае приступили к выращиванию табака, устойчивого к насекомым. Через 2 года, в 1994 г., фирма «Monsanto» (США), создала первый трансгенный помидор (FlavrSavr), который в дальнейшем был запущен в массовое производство. В настоящее время из ГМ-культур, в основном, выращивают сою (51%), кукурузу (31%), хлопчатник (13%) и рапс (5%). Наряду с этими культурами в сельском хозяйстве используются такие ГМ-растения, как помидоры, картофель, кабачок, люцерна и папайя.
Генетически модифицированный организм (ГМО) - это организм, в геном которого с помощью методов генной инженерии стабильно встроены чужеродные, ранее никогда там не содержащиеся, гены, фрагменты генов или другие участки ДНК. 

При этом очень важна устойчивость введённой ДНК. Это означает, что чужеродная ДНК должна неизменно присутствовать во всех клетках созданного организма, по крайней мере, в течение нескольких поколений. В противном случае организм не может называться ГМО. 

Во-вторых, ГМО создаются при помощи методов генной инженерии. Чужеродную ДНК можно интегрировать в геномы путём межвидового скрещивания. Но в соответствии с законодательством, такие организмы (например, все полученные традиционными путями культурные растения и домашний скот) не являются генетически модифицированными. Следует отметить, что различие геномов ГМО и их предшественников очень незначительно (около 0,00002%). Несмотря на то, что геном организма в основном будет такой же, как у родительской линии, у нового организма могут появиться некоторые функциональные отличия. В связи с этим разработка методов молекулярно-генетической идентификации стала на первые роли. 
Интересно отметить, что если при производстве пищевой продукции изготовитель не использовал генно-модифицированные организмы, то их содержание в ней, не превышающее 0,9 %, считается случайной или технически неустранимой примесью. Такие товары не относятся к содержащим ГМО, и при их маркировке не требуется наносить соответствующие сведения.
Содержание генетически модифицированных организмов свыше 0,9 % каждого из компонентов допускается в кормах с содержанием сои и кукурузы линий, указанных ниже, при условии обязательного декларирования производителем наличия их в сертификате качества или удостоверении качества и безопасности.
Линии сои и кукурузы, содержащиеся в кормах, в которых допускается содержание генетически модифицированных организмов свыше 0,9 %.
1. Соя:
1.1. 40–3–2 (ROUNDUP READY соя, устойчивая к глифосату);

1.2. А2704–12 (соя, устойчивая к глюфосинату аммония);

1.3. А5547–127 (соя, устойчивая к глюфосинату аммония);

1.4. MON 89788 (соя, устойчивая к глифосату);

1.5. BPS-CV127–9 (соя, устойчивая к гербицидам класса имидазолинов);

1.6. MON 87701 (соя, устойчивая к чешуекрылым насекомым-вредителям);

1.7. SYHT0H2 (соя, устойчивая к гербицидам, ингибирующим фермент гидроксифенилпируватдиоксигеназу (ГФПД), таким как мезотрион, и к гербициду глюфосинат аммония);

1.8. FG72 (соя, устойчивая к гербицидам, содержащим изоксафлютол (IFT), а также к гербицидам, содержащим глифосат);

1.9. MON87701хMON 89788.

2. Кукуруза:
2.1. MON810 (кукуруза, устойчивая к стеблевому мотыльку);

2.2. NK603 (кукуруза, устойчивая к глифосату);

2.3. GA21 (кукуруза, устойчивая к глифосату);

2.4. Т25 (кукуруза, устойчивая к действию гербицида глюфосинат аммония);

2.5. Bt11 (кукуруза, устойчивая к глюфосинату аммония и стеблевому мотыльку);

2.6. MON88017 (кукуруза, устойчивая к диабротике и глифосату);

2.7. MIR604 (кукуруза, устойчивая к диабротике);

2.8. 3272 (кукуруза, синтезирующая термостабильный фермент альфа-амилазу);

2.9. MIR162 (устойчивая к чешуекрылым насекомым-вредителям);

2.10. MON89034 (кукуруза, устойчивая к чешуекрылым насекомым-вредителям);

2.11. 5307 (устойчивая к жесткокрылым насекомым-вредителям рода Diabrotica).
2  Качественная идентификация ГМО
Качественную идентификацию ГМО разберем на примере растительных объектов. Данный процесс включает следующие системы детекции: 1) детекция для подтверждения присутствия и качества (способности к амплификации) ДНК, выделенной из проб с применением растениеспецифичных праймеров; 2)«метод скрининга», основанный на специфической детекции наиболее часто используемых регуляторных последовательностей, 35S промотора и nos терминатора. Эти два способа детекции осуществляются с использованием ПЦР. Затем, ГМО-специфичные праймеры используются в процедуре «гнездового метода ПЦР» для селективного выявления и идентификации различных трансгенных линий. 
Растение-специфичный метод ПЦР

Выявление гена лектина.

Для идентификации ДНК сои используют праймеры (GMO3, GMO4 - Meyer et al., 1996), на фрагмент гена лектина (Le1), специфичного для сои. Как указано выше, целью метода является подтверждение наличия и определение качества ДНК, выделенной из проб, содержащих сою, при этом качество ДНК определяется по ее способности амплифицироваться с помощью ПЦР. Праймеры GMO3 (5´-gccctctactccacccccatcc-3´) и GMO4 (5´-gcccatctgcaagcctttttgtg-3´) используются в гнездовом методе ПЦР, втором ПЦР анализе на сою, описанном Meyer и Jaccaud (1997) для ДНК, выделенной из переработанных пищевых продуктов. Ожидаемый продукт реакции – это ампликон, размером 118 н.п. (рисунок 13.1)
[image: image1.png]1201 cgtctcttgg tcgegecctc tactccacce ccatccacat ttgggacaaa gaaaccggta
1261 gcgttgecag cttcgecget tccttcaact tcaccttcta tgcccctgac acaaaaagge

1321 ttgcagatgg gettgecttc tttctcgeac caattgacac taagccacaa acacatgcag




Рисунок 13.1 – Фрагмент гена лектина сои (подчеркнуто место гибридизации с праймерами GMO3 и GMO4)
Выявление гена зеина.
Для подтверждения наличия, и определения качества ДНК, выделенной из проб, содержащих кукурузу, используют праймеры ZEIN3 (5´-agtgcgacccatattccag-3´), ZEIN4 (5´-gacattgtggcatcatcattt-3´) – (Studer et al., 1997), специфичные для гена зеина кукурузы (Ze1). Если выделенная целевая ДНК присутствует в пробе, если она не повреждена и способна к амплификации, можно ожидать амплификацию полосы, соответствующей фрагменту ДНК, длиной 277 н.п (рисунок 13.2).
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Рисунок 13.2 – Фрагмент гена зеина кукурузы (подчеркнуто место 
гибридизации с праймерами ZEIN 3 и ZEIN 4)
Метод скрининга: выявление CaMV (Cauliflower mosaic virus) 35S промотора и nos терминатора

Выявление 35S промотора и nos терминатора с помощью ПЦР представляет собой так называемый «метод скрининга» для идентификации продуктов питания из генетически модифицированных растений. Использование 35S промотора и nos терминатора в качестве последовательностей – мишеней позволяет выявлять большинство пищевых продуктов из генетически модифицированных источников, поскольку эти регуляторные элементы на настоящий момент присутствуют почти во всех генетически модифицированных растениях, разрешенных в ЕС (Hemmer, 1997). Характеристика линий кукурузы, разрешенных для выпуска на рынок ЕС, приводится в таблице 1 в качестве примера. 
Таблица 1. Трансгенная кукуруза, разрешенная для выпуска на рынок в ЕС.
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Выявление CaMV 35S промотора.
Данный промотор регулирует экспрессию генов многих трансгенных растений, например, таких как соя Roundup Ready® и линия кукурузы Bt-176. Для их специфической детекции используют праймеры p35S-cf3 (5´-ccacgtcttcaaagcaagtgg-3´) и p35S-cr4 (5´-tcctctccaaatgaaatgaacttcc-3´) (Lipp et al., 2001). Ожидаемый продукт амплификации – это фрагмент длиной 123 н.п., как показано ниже на рисунке 13.3, где праймеры p35S-cf3 и p35S-cr4 позиционированы в соответствующих участках последовательности CaMV 35S промотора (GenBank: A18053.1).
[image: image4.png]1561 acccccacce acgaggagca tcgtggaaaa agaagacgtt ccaaccacgt cttcaaagca
1621 agtggattga tgtgacatct ccactgacgt aagggatgac gcacaatccc actatccttc
1681 gcaagaccct tcctctatat aaggaagtic atttcattty gagaggacac gctgaaatca




Рисунок 13.3 – Фрагмент CaMV 35S промотора (подчеркнуто место 

гибридизации с праймерами p35S-cf3 и p35S-cr4)
Выявление nos терминатора.
Праймеры HA-nos118-f и HA-nos118-r (Lipp etr al., 2001) используются для детекции nos терминатора Agrobacterium tumefaciens. Nos терминатор присутствует в сое Roundup Ready® и других линиях трансгенных растений (например, в линии кукурузы Bt-11). Амплификация nos терминатора приведет к продукции ДНК фрагмента длиной в 118 н.п. На рисунке 13.4 праймеры HA-nos118-f (5´-gcatgacgttatttatgagatggg-3´) и HA-nos118-r (5´-gacaccgcgcgcgataatttatcc-3´) позиционированы внутри последовательности трансгенной части сои Roundup Ready®.
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Рисунок 13.4 – Фрагмент nos терминатора (подчеркнуто место 

гибридизации с праймерами HA-nos118-f и HA-nos118-r)
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Рисунок 13.5 – Последовательность трансгенной части сои Roundup Ready® фирмы Монсанто, в соответствии с Патентом WO 92/04449
ГМО-специфичный метод ПЦР

Амплификационные праймеры, которые используют для идентификации сои Roundup Ready®, кукурузы Bt-176 и кукурузы MON810, были выбраны, вследствие их способности специфически выявлять генетические структуры, введенные в геномы сои Roundup Ready®, кукурузы Bt-176 и кукурузы MON810, соответственно.

Специфическое выявление кассеты генов CTP/EPSPS в растениях сои Roundup Ready® Пары праймеров GMO9/GMO5 и GMO8/GMO7 были сконструированы для специфического выявления трансгена сои Roundup Ready® с помощью гнездового метода ПЦР (Meyer and Jaccaud, 1997). Внешние праймеры GMO9 и GMO5 комплементарны ДНК последовательности, соответствующей CP4 EPSPS гену и CaMV 35S промотору. В результате амплификации ДНК с двумя этими праймерами появляется продукт амплификации длиной 447 н.п. Внутренние праймеры, GMO8 и GMO7 комплементарны гену epsps петунии и CaMV 35S промотору. В результате амплификации ДНК с двумя этими праймерами появляется фрагмент длиной в 169 н.п., как показано на рисунке 13.5.

3  Количественная идентификация ГМО
Основным недостатком традиционного метода ПЦР является нехватка точной количественной информации, связанная с эффективностью амплификации. Если эффективность реакции для каждого цикла амплификации остается постоянной, то концентрация ДНК после завершения ПЦР будет прямо пропорциональна исходному количеству целевой ДНК. К сожалению, эффективность амплификации различна для различных реакций, а также для последовательных циклов одной реакции. В особенности, в последних циклах ПЦР продукты амплификации формируются не экспоненциально и с неизвестной скоростью реакции.

Количественное определение ДНК, основанное на традиционном методе ПЦР, для достижения максимальной чувствительности полагается на измерения в конечной точке, когда амплификация достигает максимального выхода продукта (известной, как «фаза плато»). На этом этапе реакция протекает вне экспоненциальной фазы, преимущественно вследствие исчерпания реагентов и постепенной температурной инактивации используемой полимеразы. Вследствие этого, результирующая корреляция между концентрацией конечного продукта и первоначальным числом целевых молекул очень мала.

Для решения этой проблемы были разработаны новые методики, такие как количественно-конкурентный метод ПЦР (quantitative-competitive, QC-PCR) и метод ПЦР в реальном времени, направленные на решение проблемы установления соотношения между концентрацией целевой ДНК и количеством ПЦР-продукта, вырабатываемого в процессе амплификации.
Количественно-конкурентный метод ПЦР

Одним из первых количественных методов ПЦР был разработан количественно-конкурентный метод ПЦР (Giacca et al., 1994; Studer et al., 1998; Hardegger et al., 1999).

Данный метод основан на ко-амплификации матрицы целевой ДНК и определенного количества внутреннего ДНК-стандарта (конкурента), несущего те же сайты связывания праймеров. Так как исходное содержание конкурента известно, и принимая, что эффективность амплификации целевой ДНК и конкурентной ДНК одинакова, соотношение количества двух продуктов ПЦР, определяемое, например, методом электрофореза, представляет собой соотношение целевой ДНК и конкурента, присутствующих в пробе до амплификации.

Как правило, конкурент является линейной плазмидой, несущей ту же нуклеотидную последовательность, что и целевая ДНК, за исключением делеции либо вставки, необходимой для получения в результате ко-амплификации двух фрагментов ДНК, отличающихся по размеру в стандартном гель-электрофорезе.
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Рисунок 13.6 – Ко-амплификация фиксированного количества целевой ДНК с  различными количествами ДНК-конкурента
Конкурентный метод ПЦР был успешно использован для количественного определения как ДНК, так и РНК, но его динамический охват ограничен соотношениями целевая НК- конкурент в пределах от 1:10 до 10:1. Фактически, наибольшая точность достигается при нахождении точки равновесия, при которой отношение целевой НК к конкуренту составляет 1:1 (рисунок 13.6). Для осуществления этого, должно быть протестировано несколько разведений, для того чтобы подобрать подходящее соотношение целевой последовательности и конкурента.

Другим недостатком этого подхода является необходимость конструирования и характеристики различных конкурентов к каждой целевой последовательности, которую предполагается количественно определить. Фактически, даже небольшие различия в эффективности амплификации будут в значительной степени мешать точности количественного определения с помощью количественно-конкурентного метода ПЦР. Наконец, конкурентный метод ПЦР требует точного количественного определения продуктов амплификации целевой последовательности и конкурента по окончании реакции, что обычно связано с трудоемкими этапами обработки данных по завершении ПЦР.

Конкурентный метод ПЦР является полу-количественным методом, требующим использования стандарта (конкурента) для сравнения с образцом. Результаты могут только указывать на величину, меньшую, равную или превышающую известную концентрацию стандарта.

Система конкурентного ПЦР имеет, однако, то преимущество, что не требует приобретения специального оборудования лабораториями, так как может осуществляться на обычном лабораторном оборудовании для ПЦР и молекулярно-биологического анализа.
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Рисунок 13.7 - Графическое изображение ПЦР в реальном времени. 
Выделены типичные фазы ПЦР в реальном времени
ПЦР в реальном времени

Более точная и широко используемая в настоящее время методология количественного ПЦР анализа представлена методом ПЦР в реальном времени. В противоположность определению в конечной точке, в системе ПЦР в реальном времени идет мониторинг реакции в то время, когда она в действительности происходит – в реальном времени. В этой разновидности системы ПЦР реакция совмещена с эмиссией флуоресцентного сигнала, пропорционального количеству продукта ПЦР, наработанного в последовательных циклах. Этот сигнал возрастает в прямой пропорции к количеству наработанного ПЦР продукта в каждом из последовательных циклов реакции. С помощью записи количества флуоресцентной эмиссии на каждом цикле, возможно вести мониторинг ПЦР реакции в течение экспоненциальной фазы. Первое значительное возрастание флуоресценции коррелирует с исходным количеством целевой матрицы (Ahmed, 2002).
Во время проведения ПЦР в реальном времени, данные флуоресценции (величины Rn) фиксируются для того, чтобы построить график зависимости величины сигнала от количества циклов (или от времени). Обычно график строят в полу-логарифмической шкале. В ПЦР в реальном времени возможно выявить три различные фазы: первая – это «лаг»-стадия с незначительными флуктуациями кривой, соответствующими фоновому сигналу; вторая – это экспоненциальная фаза с возрастающими параллельными кривыми, и третья стадия, в которой кривые имеют тенденцию выхода на «плато» (рисунок 13.7).

Преимущества метода ПЦР в реальном времени обусловлены тем обстоятельством, что количественное определение происходит не на конечной стадии ПЦР (плато), но на стадии, где экспоненциальный рост количества амплифицированной ДНК (Rn величина) достигает точки, значительно более высокой, чем для фонового сигнала.

Этот способ измерения существенно повышает точность количественного определения, так как существует прямая корреляция между начальным количеством матрицы, и стадией, на которой амплификация начинает становиться экспоненциальной. В методе ПЦР в реальном времени пороговый цикл (Ст) определяется экспериментально, как цикл, в котором флуоресцентный сигнал достигает среднего значения флуоресцентных сигналов, измеряемых между третьим и пятнадцатым циклом, плюс десять стандартных отклонений. Чем больше исходное количество геномной ДНК, тем скорее накапливающийся продукт выявляется в процессе ПЦР, и тем меньше величина Ст. На практике, выбор пороговой линии, определяющей величину Ст, часто зависит от оператора и представляет, таким образом, один из субъективных элементов в методе ПЦР в реальном времени.

Пороговая линия должна быть помещена выше уровня базовой активности и должна находиться в пределах фазы экспоненциального роста, которая кажется линейной в логарифмическом преобразовании (все кривые параллельны). В любом случае, пороговая линия должна быть расположена на уровне, где кривые для повторностей одного образца начинают максимально совпадать. Фактически, иногда случается, что в самом начале экспоненциальной фазы наблюдается небольшое расхождение для повторностей, которое уменьшается или полностью исчезает по мере проведения реакции.

Угол наклона логарифмической фазы отражает эффективность амплификации. Для того, чтобы угол наклона был индикатором реальной амплификации (а не колебания флуоресцентного сигнала), следует отмечать точку изгиба кривой. Она является начальной точкой логарифмической фазы и, более того, представляет наибольшую скорость изменений на кривой роста.
Количественное определения относительного содержания

Содержание ГМО в образце является относительной величиной – процентным содержанием количества генетически модифицированного материала по отношению к общему количеству материала. Для того, чтобы определить эту величину в системе ПЦР в реальном времени, необходимо определить содержание эндогенного контрольного гена для использования его в качестве «нормализатора», а также определить содержание ГМО-специфичной последовательности целевой ДНК.

Контрольный ген следует выбирать таким образом, чтобы он был видоспецифичным, присутствовал в виде единичной копии в гаплоидном геноме, был стабильно представлен как таковой в различных линиях данного вида, и мог амплифицироваться столь же эффективно, как и ген, определяющий внесенный признак ГМО (хотя это в большей степени зависит от правильного конструирования праймеров и зондов). Одна из проблем определения относительного содержания вытекает из официального определения процентного содержания ГМО, которое может быть определено как отношение веса чистого модифицированного ингредиента к общему весу данного ингредиента (например, отношение веса ГМ кукурузы к общему весу кукурузы, содержащейся в образце). С практической точки зрения, возможно допустить, что процентное содержание ГМО рассчитывается как число модифицированных геномов по отношению к общему числу геномов данного вида, содержащихся в образце. К сожалению, данное определение не учитывает, как устроены конкретные линии ГМО, вследствие чего при интерпретации результатов необходимо тщательно рассматривать следующие параметры:

а. Плоидность трасформационного события. Возможно, что данное ГМ событие имеет плоидность, отличную от растения дикого типа (например, является тетраплоидом вместо диплоида);

b. Зиготность трансформационного события. ГМ признак может быть гомозиготным или гетерозиготным;

c. Число вставок одной искусственной конструкции на гаплоидный геном. Одна и та же конструкция может быть вставлена как единственная копия на гаплоидный геном или в большем числе копий.
Иначе говоря, генетическая плотность (или отношение трансген/контрольный ген), соответствующая, например, 1% пороговому значению, может варьировать от одного трансформационного события к другому.

Пункт с. можно обойти путем конструирования системы праймер-зонд на границе вставки искусственной конструкции в геном. Так как пограничные последовательности являются уникальными, это даст системе двойное преимущество, заключающееся в том, что она является линия-специфичной, а также исключает множественность инсерций одной и той же конструкции из количественного определения. Пункты а. и b. обходят эмпирически с помощью использования контрольного материала, являющегося гомогенным по отношению к образцу (например, кукурузная мука в качестве контрольного материала для количественного анализа кукурузной муки).

Альтернативой являются стандарты для количественного анализа, отличающиеся от сертифицированных эталонных материалов (например, клонированные последовательности ДНК, или смеси геномных ДНК), которые могут быть калиброваны по отношению к сертифицированным эталонным материалам с целью корректировки молекулярных расхождений при количественном анализе. В каждом случае этот аспект количественного анализа должен приниматься во внимание при отработке метода, так как реальное количество копий определяемых последовательностей оказывает влияние как на предел качественного выявления (Limit of detection – LOD), так и на предел количественного анализа (Limit of quantification – LOQ).
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