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1. Uvod

Genetski maodificirana hrana podrazumijeva hranu proizvedenu od genetskih modificiranih
biljaka ili Zivotinja. Pomo¢u DNA rekombinantne tehnologije, geni se mogu prenositi iz jednog
organizma u drugi. Postoje brojni razlozi koji govore u korist genetski modificiranih
organizama. Prema podacima Organizacije za hranu i poljoprivredu (eng. Food and
Agriculture Organization), pothranjeno je 795 milijuna ljudi u svijetu a kako bi se smanjila
nestaSica gladi, povecCavaju se zahtjevi za proSirenjem usjeva na kultiviranim podrucjima
(FAO, 2015). Nasuprot tome, negativne strane genetski modificirane hrane vezane su za
brigu ljudi za zdravlje i okoli$. Tri najveéa rizika ukljuCuju toksi¢nost, alergije i genetiCke
opasnosti a uzroci navedenih opasnosti mogu biti ubaCeni gen te posljedicno tome
ekspresija proteina, pleiotropski efekt produkta genske ekspresije ili potencijalna disrupcija
prirodnog gena. Trenutno postoji viSe od 200 razli¢itih GM usjeva s razli¢itom ekspresijom
osobina na trziStu kojim je odobrena konzumacija za prehranu ljudi i Zivotinja. Toleriranje
herbicida je svojstvo koje dominira od samih pocetaka komercijalizacije GM usjeva i Siroko je
koristeno u biljci soje. Takvi GM usjevi mogu tolerirati viSe herbicida kao Sto su glifosat i
amonijev glufosinat i pokazuju otpornost prema razliitim Stetnicima. Procjena okolisnih rizika
koji se povezuju s genetskim inZenjerstvom biljaka uzima u obzir vrstu biljke, vrstu gena,
protein ili genski produkt koji nastaje, fenotip transgena kao i namjenu koristenja biljke koja
podlijeze navedenom procesu. Prema trenutno vazecéoj legislativi u Europi (Uredba Europske
Zajednice br. 1830/2003 o sljedivosti i oznaCavanju genetski modificiranih organizama)
maksimalno je dozvolieno 0,9% GM sastojaka u proizvodu namijenjenom za ljudsku
upotrebu (EC, 2003a). U ovom radu uzorkovano je po 40 uzoraka soje, 40 uzoraka kukuruza
te 20 uzoraka p3enice koji su prikupljeni iz svih Zupanija Republike Hrvatske. U uzorcima je
odredena prisutnost CP4 EPSPS proteina koji sluzi kao marker za genetsku inserciju cp4

epsps gena u transgenim bilikama.
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2. Teorijski dio

2.1. GENETSKI MODIFICIRANI ORGANIZMI

Genetska modifikacija je molekularno bioloska tehnika koja je rezultat promjena u genetskom
materijalu svih vrsta zivuéih organizama. Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije,
genetski modificiran organizam podrazumijeva organizme (biljike, zivotinje ili
mikroorganizme) kojim je genetski materijal promijenjen na nacin koji se ne odvija prirodnim
putem procesom rekombinacije (WHO, 2016). Genetski modificirana hrana podrazumijeva
hranu proizvedenu od genetskih modificiranih biljaka ili zivotinja. Pomocu DNA
rekombinantne tehnologije, geni se mogu prenositi iz jednog organizma u drugi. Prvi primjer
genetski modificiranog organizma datira iz 19. stolje¢a kad je nastao tritikal. Tritikal je nastao
krizanjem pSenice i raZi te se koristio u pripremi kruha i tjestenine. Buduéi da je takav hibrid
bio sterilan, kemic¢ari su dodavali kolhicin kako bi proizveli fertiine embrionalne stanice. lako
to predstavlija primitivnu definiciju GMO-a, znanstvenici koriste pojam biotehnolo3ki

modificiran organizam koji vjerodostojnije objasnjava definiciju GMO-a (Oliver, 2014).

Podrijetlo rekombinantne tehnologije DNA seZe u 1973. godinu kad su znanstvenici otkrili da
se genetski materijal moze prenositi izmedu razli€itih vrsta (Cohen i sur., 1973). Neovisna
skupina znanstvenika je proizvela prve modificirane biljke otporne na antibiotik a to su
petunije i duhan koje su znanstvenici u Kini kasnije komercijalizirali. Daljnji primjeri genetskih
madificirani biljaka uklju€uju rajcicu, repu, pamuk, soju, krumpir, jagode i mrkvu (Zhang i sur.,
2016).

Moderni biotehnoloSki pristup omoguc¢ava prenoSenje gena iz prokariota ili eukariota biljaka
ili Zivotinja u biljni genom. Bakterija Bacillus thuringiensis je prvi primjer genetski
modificiranog organizma koji je imao Siroku primjenu pa je Cak dobio ime Bacillus
thuringiensis (Bt) tehnologija. Duhan i raj€ica su prve biljike u koje je prenesen gen bakterije
Bacillus thuringiensis te su prateci taj trend mnogi drugi usjevi razvijeni (Fischhoff i sur.,
1987).

Genetski modificiran kukuruz koji sadrzi gen bakterije Bacillus thuringiensis izrazava Cry1Ab
ineksticidni protein. Potvrdeno je da spomenuti gen djeluje toksi¢no prema lepidopterima kao
Sto su Helicoverpa punctigera (Slika 1), Helicoverpa zea i Pectinophora gossypiella
(Tabashnik, 1994).

Nekoliko GM usjeva koji sadrze gene Bacillus thuringiensis (crylAc, crylAb, cry2Aa, cry2Ac,
crylF, epsps i vip-3a), kodira za insekticidne proteine. Molekulska tezina im varira izmedu 65
kDa i 88 kDa te je poznato da djeluju letalno prema dipteranima, koleopteranima i
lepidopteranima. Toleriranje herbicida je svojstvo koje dominira od samih pocetaka

komercijalizacije GM usjeva i Siroko je koristeno u biljci soje. Takvi GM usjevi mogu tolerirati
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viSe herbicida kao Sto su glifosat i amonijev glufosinat i pokazuju otpornost prema razli€itim
StetoCinama. Primjeri su Bacillus thuringiensis kukuruz u Kanadi i Argentini, HT kukuruz u
Kanadi, RR soja u Argentini. Prva generacija GM usjeva sadrzi samo jedan gen iz Bacillus
thuringiensis, a druga i treéa generacija GM usjeva sadrze viSestruke gene i kopije tih gena
kako bi postigli $to duzu otpornost. U najCeSce komercijalizirane GM usjeve ubrajaju se soja,

kukuruz, pSenica, pamuk, uljana repica, riza i krumpir (Kamle i Ali, 2013).

Slika 1 Helicoverpa punctigera (Rhode, 2011)

2.1.1. Pozitivni ucinci

Postoje brojni razlozi koji govore u korist genetski modificiranih organizama. Prema
podacima Organizacije za hranu i agrikulturu, pothranjeno je 795 milijuna ljudi u svijetu.
Zemlje u razvoju €ine najveci broj pothranjenih osoba (780 milijuna ljudi). Kako bi se smanjila
nestaSica hrane, povecavaju se zahtjevi za proSirenjem usjeva na kultiviranim podrucjima.
Trenutna stopa rasta usjeva je manja od 1,7% a trebala bi biti 2,4% kako bi se zadovoljili
zahtjevi za potrebama populacije i pobolj$ali nutritivni standardi. Za postizanje vecih prinosa
u poljoprivredi, potrebna su veéa ulaganja u gnojivo, vodu, pesticide i/ili genetska
poboljsanja. Okolidni ¢imbenici takoder mogu utjecati na proizvodnju GM usjeva. Klimatske
promjene, ubrzana urbanizacija, ogranieni resursi vode, degradacija i salinizacija zemlje
mogu doprinijeti smanjenim prinosima u poljoprivredi. Konvencionalno krizanje se oslanja na
krizanje dviju roditeljskih jedinki u nadi za ekspresijom Zeljenog svojstva. Uzgajivaci zatim
krizaju potomstvo s roditeljskom jedinkom te cijeli taj proces moze trajati i do 15 godina prije
nego se postigne zeljena osobina potomstva. DanaSnje metodologije i razvoj genetski
modificirane hrane osiguravaju optimalne strategije za postizanje prikladne globalne
sigurnosti hrane. Proizvodnja soje, kukuruza, pamuka i soje se povecala u SAD-u u razdoblju

od 1996. godine pa do 2012. godine za ¢ak 370 milijuna tona usjeva. UoCena je velika
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financijska dobit od 2006. godine do 2012. godine zahvaljujuéi razvoju genetski modificirane
hrane jer je povecCana otpornost na StetoCine i korov a smanjena upotreba pesticida i
herbicida. Osim boljih prinosa i okolidno prihvatljivijeg uzgoja, znanstvenici istrazuju i druge
primjene u nutricionizmu i farmaciji. Ispitano je tako djelovanje nekoliko vrsta usjeva kao Sto
su riza, kukuruz, soja i krumpir te ih opisuju kao potencijalne nositelje jestivih "cjepiva" protiv
toksina bakterije Escherichie coli, virusa hepatitisa B ili bakterije Heliobacter pylori (Zhang i
sur., 2016).

2.1.2. Potencijalni rizik genetski modificirane hrane

Negativne strane genetski modificirane hrane vezane su za zabrinutost ljudi za zdravlje i
okoli§. Laicima je tedko objasniti biotehnoloSke metode ukljuéene u proces GMO te se
znanstvenici trude pobiti sve netoCne navode vezane za etiCke principe tradicionalnog
procesa krizanja. Tri najveca rizika ukljuCuju toksiCnost, alergije i geneti¢ke opasnosti. Uzroci
navedenih opasnosti mogu biti ubaeni gen te posljedicno tome ekspresija proteina,
pleiotropski efekt produkta genske ekspresije ili potencijalna disrupcija prirodnog gena.
Primjer opasnosti u hrani predstavlija kukuruz "Starlink" koji se prvi put spominje 1998.
godine u SAD-u (Zhang i sur., 2016). Znanstvenici su htjeli razviti otpornost na pojedine
insekte te su biljku obogatili genom iz bakterije Bacillus thuringiensis (Zhang i sur., 2016).
Ubaceni gen kodira za protein Cry9c koji uzrokuje snaznu alergijsku reakciju kod osjetljivih
pojedinaca. Sljedeéi primjer opasnosti u hrani ukljuCuje GM soju koja je izazvala alergijsku
reakciju kod potroSaCa koji su alergiCni na brazilski orah (Zhang i sur., 2016). Kako bi
poboljdali nutritivnu vrijednost soje koja sadrzava vrlo malo aminokiselina sa sumporom,
znanstvenici su ubacili gen 2S albumina bogatog metioninom iz endosperma brazilskog
oraha (Nordlee i sur, 1996). Ispitanici podvrgnuti standarnom koznom prick testu koji su
alergicni na ekstrakt brazilskog oraha, su pokazali sli¢nhu reakciju na ekstrakt transgene soje
koja je sadrzavala rekombinantni protein (Zeljezi¢, 2004). Ekoloski rizici odnose se na
zeljena svojstva biljaka kao $to su otpornost na Stetocine i toleriranje herbicida. Usjevi koji su
otporni na insekte sadrze gen koji dovodi do ekspresije CRY proteina a usjevi koji su
tolerantni za herbicide pokazuju ekspresiju enzima koji imaju zastitni u€inak protiv herbicida
(glifosfat). Zahvaljujuéi tim strategijama, smanjen je troSak za zastitu usjeva od insekata i
korova. Postavlja se pitanje hoce li za nekoliko godina prirodnom evolucijom doc¢i do razvoja
organizama koji ¢e nadjacati transgenske vrste (Bawa i sur., 2013). Drugi problem ukljucuje
bilike otporne na napad insekata koje mogu smanijiti broj kukaca, dok ¢e se time smanijiti broj
vecih kukaca, glodavaca i gmazova $to mozZe narusiti prirodnu ravnotezu hranidbenog lanca
(Zhang i sur., 2016).
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Kod GM biljaka potrebno je ubaciti gen marker koji omogucava selekciju stanica koje su
uspjeSno ugradile gen za Zeljeno svojstvo (transformirane stanice) i zapoc€ele s njegovom
transkripcijom od onih koje to nisu. Gen marker nije nuZan za izraZzavanje Zeljenog svojstva i
ne utje€e na njega te se u tu svrhu upotrebljavaju genski markeri antibiotske rezistencije kod
GM biljaka (Tabashnik i sur., 1994). NajceSce se kao marker rabi gen npt Il koji je odgovoran
za rezistenciju na kanamicin i neomicin. Navedeni gen Kkodira sintezu enzima
neomicinfosfotransferaze Il koja transformiranim stanicama omogucéuje inaktivaciju
kanamicina i neomicina (Zeljezi¢, 2004). Europska agencija za sigurnost hrane (panel za
GMO i bioloSke opasnosti) je na zahtjev Europske komisije iznijela znanstveno misljenje o
upotrebi genskih markera antibiotske rezistencije kod GM biljaka. Znanstvenici su donijeli
zaklju¢ak o mogucnosti Stethog utjecaja na ljudsko zdravlje i okoli§ upotrebom svakog
pojedinatnog genskog markera. Njihovo miSljenje je nadalje posluzilo kao podloga za
procjenu sigurnosti pojedinacne GM biljke i proizvoda. Dva su vazna gena koji su markeri
antibiotske rezistencije u GM biljkama odobreni od strane Europske agencije za sigurnost
hrane: aph(3’)-lla = nptll, koji daje otpornost na kanamicin/neomicin, i ant-(3”)-la = aadA,
koji daje otpornost na streptomicin/spectinomicin. Drugi navedeni gen nije eksprimiran u GM
biljkama buduéi da je ekspresija regulirana bakterijskim promotorom koji nije aktivan u
bilkama. EFSA je zaklju€ila da nije vjerojatno Stetno djelovanje na ljude i okoli§ uslijed

prijenosa ovih genskih markera s GM biljaka na bakterije (EFSA, 2009).

Za sada je poznata Cinjenica o postojanju 53 usjeva koji posjeduju najmanje jedan gen koji je
sastavni dio ovog istrazivanja (epsps gen ili crylAb gen). Velika zabrinutost proizlazi iz toga
Sto se odobrenje za 8 usjeva od navedenih 47 usjeva pojavilo tek nakon 3to su se usjevi

poceli koristiti za konzumaciju (Zdziarski i sur., 2014).

Kartagenski protokol o bioloskoj sigurnosti je medunarodni sporazum kojim se nastoji oCuvati
bioloSka raznolikost od potencijalnog rizika uzrokovanog genetski modificiranim organizmima
koji su rezultat moderne biotehnologije. Cilj protokola ukljuCuje preventivni pristup na
podru€ju sigurnog prijevoza genetski modificirane hrane preko internacionalnih granica i
oznaCavanja GM hrane (Slika 2). Drzave koje su potpisale navedeni sporazum imaju
mogucénost zabrane uvoza GM hrane kad postoji razlog za zabrinutost za ljudsko zdravlje
(Kamle i Ali, 2013). Vlada, znanstvena tijela zaduzena za sigurnost hrane, prehrambena
industrija, laboratoriji za testiranje i proizvodaci usjeva zajednicki dogovaraju vrste GMO-a
koje su dopustene kao hrana, kao i maksimalne dopusStene koliCine u hrani do koje se ne
moraju deklarirati. Pregovaranje oko dozvoljenin GMO-a na trziStu Europske unije zapocCinje
preko EFSA-inog Panela za genetski modificirane organizme, koji dalje daje preporuke,
miSljenja i procjene regulatornim tijelima, a sukladno okviru za procjenu rizika u pitanjima
sigurnosti hrane (EC, 2002).
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Postoji nekoliko razli€itih metoda za testiranje genetski modificiranih proizvoda. Sirovine i
procesirani proizvodi koji sadrze GMO mogu se identificirati testiranjem prisutnosti uba¢enog

gena ili detekcijom eksprimiranog proteina (Schreiber, 1999).

kukuruz GM kukuruz
w) \(b)

ik GM kukuruz
-~ kukuruz! ~

Slika 2 Slikoviti prikaz prijedloga pravilnog ozna¢avanja GM usjeva koji nije genetski
madificiran (@) ili je genetski modificiran (b) (Kamle i Ali, 2013)
Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije sa stajaliSta kupaca, GM hrana nije
pokazala direktan koristan ucinak jer nije znacajno jeftinija, nema duZi vijek trajanja i nema
poboljSan ukus (WHO, 2014). U preglednom radu Zdziarski i sur. (2014) su usporedili
ispitivanje usjeva s jednim ili viSe specificnih osobina koje su zajednicke komercijaliziranim
GM usjevima kao $to su toleriranje herbicida (epsps gen) i otpornost na insekte (crylAb ili
cry38b1l gen) (Zdziarski i sur, 2014). Na tu temu je prethodno provedeno 21 istrazivanje, dok
je 18 studija (86%) istraZivalo usjeve koji su odobreni za konzumaciju ljudi i Zivotinja bilo gdje
u svijetu. Tih 18 studija je istrazivalo svega devet od 47 odobrenih GM usjeva za koje je
poznato da posjeduju barem jednu Zeljenu osobinu. Glavni nedostatak svih istrazivanja je
manjak definicije toksi¢nosti ili znakova patologije. Niti jedno istraZivanje nije objasnilo razlog
izbora metoda koje su koriStene niti su dosli do zaklju€ka koja je razlika izmedu zivotinja koje
su hranjene genetski modificiranom ili hranom koja nije genetski modificirana. Nekolicina
studija nije provelo daljnja ispitivanja nakon zaklju¢ka o nepostojanju znacajnih razlika u
ishrani Zivotinja. Medutim, odsustvo znacajne razlike u preliminarnom istrazivanju ne znaci
da je nema §to bi se moglo potvrditi daljnjim istrazivanjima. Samo pet studija je uzelo u obzir
OECD 408 smijernice koje su osmi$ljene za testiranje karcinogenosti sastojaka (Zdziarski i

sur., 2014). Prema rezultatima istrazivanja koje su proveli Qi i sur. (2012), GM hrana je
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jednako sigurna za konzumaciju kao i konvencionalna hrana. IstraZivanje je provedeno na
Stakorima u trajanju od 90 dana, tijekom kojih je ispitan utjecaj GM hrane na tjelesnu masu,
rast $takora i utjecaj na zdravlje. Stakori su bili podijeljeni u grupe koje su hranjene GM
sojom, konvencionalnom sojom i uobi¢ajenom hranom (Qi i sur., 2012). Sljedece istraZivanje
koje su proveli Liu i suradnici (2012), uklju€ivalo je prehranu Stakora GM kukuruzom (BT38)
koji je eksprimirao gen CrylAc-M. Nije uoCena nikakva razlika u odnosu na kukuruz koji nije
genetski modificiran po pitanju tjelesne mase, konzumacije hrane ili toksi¢nih ucinaka. GM
pSenica otporna na suSu koja sadrzi gen T349 i pSenica koja sadrzi gen TaDREB4 nije
pokazala Stetan utjecaj na imuni sustav miSa u odnosu na konvencionalnu rizu (Liang i sur.,
2013). Pellegrino i suradnici (2018) pokazali su meta analizom podataka tijekom 21. godine
uzgoja GM kukuruza na trziStu da isti ne predstavlja opasnost, StoviSe smatra se uglavhom

jednako vrijednim ili boljim od konvencionalnog, nemaodificiranog kukuruza.

2.1.3. Zakonska regulativa

S obzirom na vaznost slobodnog protoka sigurne i zdravstveno ispravne hrane i hrane za
zivotinje koja znacajno doprinosi zdravlju i dobrobiti gradana te njihovim socijalnim i
ekonomskim interesima VijeCe Europske unije zajedno s Europskim parlamentom je donijelo
Uredbu o GM hrani i hrani za Zivotinje (EC, 2003b). Cilj Uredbe uklju€uje osiguranje visoke
razine zastite ljudi i utvrdivanje odredbi za oznaCavanje i postupaka Zajednice za nadzor GM
hrane i hrane za Zivotinje. Oznaavanje GM hrane je obavezno ukoliko hrana koja sadrZi
GMO, ili se od njih sastoji, ili je proizvedena od GMO-a ili sadrzi od njih proizvedene sastojke
u koli€ini ve¢oj od 0,9% (EC, 2003b). Oznacavanje treba ukljuCivati objektivhu informaciju u
pogledu toga da li hrana ili hrana za Zivotinje sadrzi genetski modificirane organizme, sastoji
se od njih ili je od njih proizvedena. Takvi proizvodi trebaju biti oznaceni rijeCi ,genetski
modificiran” ili ,proizveden od genetski modificiranog (naziv sastojka)” a mora se nalaziti na
popisu sastojaka u zagradama odmah nakon naziva dotitnog sastojka. Kad je sastojak
oznacen nazivom kategorije, rijeCi ,sadrzi genetski modificirani (naziv organizma)” ili ,sadrZi
(naziv sastojka) proizveden od genetski modificiranog (naziv organizma)” mora se nalaziti na
popisu sastojaka; kad ne postoji popis sastojaka, rijeci ,genetski modificiran” ili ,proizveden
od genetski modificiranog (naziv organizma)” mora biti jasno naveden na deklaraciji. Ako se
hrana prodaje u rinfuznom obliku ili kao zapakirana hrana u maloj ambalaZi (< 10 cm?),
informacije traZzene ovim stavkom moraju biti trajno i vidljivo istaknute ili na hrani ili odmah uz
nju ili na pakiranju, slovima koja su dovoljno velika da se lako identificiraju i Citaju.
Oznacavanje GM hrane nije obavezno ukoliko hrana koja sadrzi GMO, ili se od njih sastoji, ili
je proizvedena od GMO-a ili sadrzi od njih proizvedene sastojke u koli€ini manjoj od 0,9% jer

se u tom slu€aju moze smatrati slu€ajnom tehnoloSkom kontaminacijom (EC, 2003a).
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Podruéje primjene navedenog ¢lanka se odnosi na hranu koja se kao takva dostavlja
krajnjem potroSacu ili dobavljaCima na veliko u Europskoj Zajednici koja sadrzi genetski
modificirane organizme ili se od njih sastoji, ili je proizvedena od genetski modificiranih
organizama ili sadrzi od njih proizvedene sastojke. GM hrana ne smije imati nepovoljan
ucinak na zdravlje ljudi, Zivotinja i okoli§ te dovesti potroSac¢a u zabludu. GM hrana ne smije
biti nutritivno nepovoljna za potroSa¢a u odnosu na hranu koja nije genetski modificirana i
kao takva se smije staviti na trziSte jedino ako su ispunjeni svi odgovarajuci zahtjevi koji se
potom dostavljaju nadleznom tijelu drzave ¢lanice. GM hrana za zivotinje uklju¢uje GMO za
uporabu kao hrana za zivotinje, hranu za zivotinje koja sadrzi GMO ili se od njih sastoji i
hranu za Zzivotinje proizvedenu od genetski modificiranih organizama. GM hrana za Zzivotinje
ne smije imati nepovoljne ucinke na zdravlje ljudi, zZivotinja i okolis. Ne smije Stetiti potrosacu
ili ga dovoditi u zabludu umanijivanjem razlikovnih karakteristika zivotinjskih proizvoda. Kad je
vjerojatno da ¢e se proizvod upotrebljavati i kao hrana i kao hrana za zZivotinje, podnosi se
samo jedan zahtjev u skladu s ¢lancima 5 i 17 i za njega se donosi samo jedno misljenje
Europske agencije za sigurnost hrane i jedna odluka Zajednice a Agencija razmatra treba i

zahtjev za odobrenja podnijeti i za hranu i hranu za Zivotinje (EC, 2003a,b).

Hrvatski Sabor je donio odluku o proglasenju Zakona o izmjenama i dopunama Zakona o
GMO (HS, 2018). Novim zakonom se omogucuje stavljanje na trziste GMO-ova u svrhu
uzgoja GMO-ova $to znaci da je GM reprodukcijski biljni materijal dostupan tre¢im stranama
za uzgoj GMO-ova biljnog podrijetla. Ovim se Zakonom utvrduje okvir za provedbu Uredbe
Europske unije br. 1829/2003 (EC, 2003b) o GM hrani i hrani za Zivotinje i Uredba br.
1830/2003 (EC, 2003a) o sljedivosti i oznaCavanju GMO-ova i sljedivosti prehrambenih
proizvoda i hrane za Zivotinje proizvedenih od GMO-ova. Ministarstvo poljoprivrede je
nadlezno za stavljanje na trziste reprodukcijskog materijala poljoprivrednog bilja u svrhu
uzgoja GM poljoprivrednih kultura. Uporaba GMO-a obavlja se na nacin kojim se sprjeCava ili
na najmanju mjeru smanjuje opasnost za bioraznolikost, vodeci rauna o opasnostima za
zdravlje ljudi, Zivotinja i okoliS. Nacionalni referentni laboratorij kojeg ovlas¢uje Ministarstvo
zdravlja je zaduZeno za ispitivanje, kontrolu i praéenje GMO-a i proizvoda koji sadrze i/ili se
sastoje ili potje€u od GMO-a. Vlada Republike Hrvatske ¢e na prijedlog nadleznog tijela
privremeno ili trajno ograniciti ili zabraniti uvoz i uporabu GMO-a ili proizvoda koji sadrze i/ili
se sastoje ili potje€u od GMO-a u slu€aju nedostatka znanstvenih informacija i znanja o
moguéim razmjerima negativnih posljedica na bioraznolikost, okoli§ i/ili zdravlje ljudi.
Ograni¢ena uporaba GMO-a uvrStava se u jednu od Cetiri razine opasnosti na temelju

udovoljavanja propisanim mjerama sigurnosti i propisanim uvjetima:

e prva razina opasnosti, odnosi se na ograni¢enu uporabu gdje je rizik zanemariv,

e druga razina opasnosti, odnosi se na ograni¢enu uporabu gdje su rizici mali,
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e treCa razina opasnosti, odnosi se na ograniCenu uporabu gdje su rizici znacajni

o Cetvrta razina opasnosti, odnosi se na ograni¢enu uporabu u kojima su rizici veliki.

Na temelju ¢lanka 27 genetski modificiran reprodukcijski biljni materijal dopusteno je uvoditi u
okoli§ samo na povrSinama koje ¢e na prijedlog Ministarstva poljoprivrede i Sumarstva
Uredbom utvrditi Vlada RH. Nije dopusteno uvodenje GMO-a u okoli§ u zasticenim
podrucjima i u podruc¢jima ekoloSke mreze, podrucjima namijenjenim ekoloSkoj proizvodniji
poljoprivrednih proizvoda i ekoloSkim oblicima turizma te podrucjima koja predstavljaju

zastitne zone utjecaja. Vije¢e za GMO koje je osnovala Vlada RH:

e prati stanje i razvoj na podrucju koristenja genetske tehnologije i uporabe GMO-a,

e prati stru¢no-znanstvena postignuca i daje misljenja i poticaje u svezi s uporabom
genetske tehnologije i uporabom GMO-a,

¢ daje miSljenja u svezi sa socijalnim, etiCkim, tehni¢kim i tehnoloskim, znanstvenim i
drugim uvjetima koridtenja GMO-a,

e savjetuje nadlezna tijela o pitanjima vezanim za uporabu GMO-a i genetske

tehnologije,

izvijeS€uje javnost o stanju i razvoju na podru€ju uporabe genetske tehnologije i

uporabe GMO-a, te o svojim stajalistima i misljenjima.

Vije€e imenuje na vrijeme od Cetiri godine Odbor za ograni€enu uporabu GMO-a i Odbor za
uvodenje GMO-a u okoli§ koji daju miSljenja o uporabi GMO-a u upravnim postupcima i
drugim postupcima sukladno ovom Zakonu, i prijedloge u pripremi propisa o uporabi GMO-a
(HS, 2018).

Monitoring uklju€uje osmisljeno i sustavno praéenje i nadziranje GMO-a i okoliSa, ograni¢ene
uporabe GMO-a, postupaka namjernog uvodenja GMO-a u okoli§ i stavljanja GMO-a i
proizvoda koji sadrze i/ili se sastoje od GMO-a na trzZidte, te mogucih Stetnih posljedica
sukladno propisima. Cilj monitoringa je identificirati nastanak Stetnih ucinaka GMO-a ili
njegove uporabe na zdravlje ljudi i okoli§ koji nisu predvideni u procjeni rizika za okolis.
Ukoliko se u tijeku pracenja stanja utvrde promjene u okoliSu, potrebno je utvrditi jesu li
promjene posliedica GMO-a ili su posljedice drugih okolisnih ¢imbenika. Plan monitoringa
mora uzeti u obzir svojstva GMO-a i opseg njegove namijene, te mora biti detaljan za svaki
pojedinacni slu€aj uzevsi u obzir procjenu rizika za okolis. Plan takoder, mora obuhvatiti opéi
nadzor i praéenje neoCekivanih Stetnih u€inaka i odrediti subjekte koji ¢e provoditi razliCite
zadatake na temelju plana monitoringa. Cilj monitoringa GMO-a nakon stavljanja na trziSte
mora potvrditi to€nost svih pretpostavki navedenih u procjeni rizika za okoli$ i uociti pojavu
Stetnih u€inaka GMO-a koji nisu predvideni u procjeni rizika za okoli$ ili zdravlje ljudi.

Nadlezna inspekcijska tijela po potrebi mogu provesti inspekcijski nadzor i druge oblike
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kontrole kako bi osigurala poStivanje odredaba navedenog Pravilnika objavljenog u
Narodnim novinama 110/08 (MZSS, 2008).
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2.1.4. Svjetski trendovi

Trenutni trend ukljuCuje kombinaciju dva ili vise pojedinih GM dogadaja $to je omogudilo
proizvodacima fleksibilnost i poboljSani rad. Trenutno postoji vise od 200 razli¢itih GM usjeva
s razli€¢itom ekspresijom osobina na trzistu kojim je odobrena konzumacija za prehranu ljudi i
zivotinja. Dvostruke ili viSestruke Zeljene osobine postaju sve veci trend (James, 2013).
Preko 16 milijuna poljoprivrednika diljem svijeta sadi GM usjeve koji prekrivaju vise od 160
miljuna hektara zemlje (James, 2011). Na takav nacin, moderna biotehnologija moze
doprinijeti gospodarskom prosperitetu zapo$ljavaju¢i ljude u primarnom sektoru (Gupta,
2000).

Mnoge regulative vezane uz hranu ne zahtijevaju dodatna istraZivanja za inserciju vise
razliCitih gena ukoliko su ti geni odobreni za upotrebu u istoj vrsti biljke (EFSA, 2010).
Medutim, ucinak dvaju ili vise gena koji djeluju zajedno nije poznat. Primjerice, dva proteina
koja djeluju kao insekticidi mogu imati sinergisti¢ko ili pojaCano djelovanje (Schnepf i sur.,
1998). Pretpostavka je da ¢e se u skoroj buduénosti provoditi istraZivanja toksi¢nosti usjeva
koji sadrze nekoliko GM komponenti. Zasad je SAD glavni proizvoda¢ genetski modificirane
hrane (Tablica 1) a slijede Brazil, Argentina, Kanada, Indija i Kina (James, 2012). OCekuje se
da ¢e u Brazilu porasti udio usjeva koji sadrze gen za toleranciju herbicida (koji trenutno
iznosi 63,1%), gen za otpornost na insekte (16,5%) ili oba gena (20,4%). 1z tog razloga su
mali ili srednji proizvodaci zabrinuti jer multinacionalne tvrtke dominiraju na trziStu

zahvaljujucéi velikom ekonomskom dobitku (Marinho i sur., 2014).

Tablica 1 Prikaz zemalja s najve¢im udjelom GM usjeva (James, 2012)

Drzava Podrugéje (milijun ha)
2012 2011 2010
SAD 69,5 69,0 66,8
Brazil 36,6 30,3 25,4
Argentina 23,9 23,7 22,9
Indija 10,8 10,6 9,40
Kina 4,00 3,90 3,50
Sveukupno 156 148 137
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Europska unija, na &elu sa Spanjolskom, je prateéi trend genetski modificiranih usjeva
dosegla razinu od 28% ukupne svjetske proizvodnje (James, 2011). Opéenito gledajudi,
genetski modificirani usjevi su najbrze usvojena tehnologija koja moZe doprinijeti osiguranju

dovoljne koli¢ine hrane u buducnosti (James, 2011).

2.4. PROTEIN CP4 EPSPS

5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintaza spada u skupinu enzima koji su zajednicki biljkama i
mikroorganizmima. EPSPS enzimi su izolirani iz oba izvora te su njihova svojstva detaljno
prouCavana. Bakterijski i biljni enzimi su monofunkcionalni s molekulskom masom od 44-48
kDa (Kishore i sur., 1988).

EPSPS proteini kataliziraju prijenos enolpiruvilne skupine s fosfoenol piruvata (PEP) na 5-
hidroksilSikimat-3-fostat (S3P). To je jedini poznati metaboli¢ki produkt i 5-enolpiruvilSikimat-
3-fosfat je predzadnji produkt Sikimatskog puta. Sikimatska kiselina je supstrat za biosintezu
aromatskih aminokiselina (fenilalanin, triptofan, tirozin), kao i mnogih sekundarnih metabolita
(tetrahidrofolat, ubikinon i vitamin K). EPSPS proteini i Sikimatski metaboli¢ki put su prisutni

kod sisavaca, riba, ptica, gmazova i insekata (Alibhai i Stallings, 2001).

Procijenjeno je da aromatske molekule koje su nastale Sikimatskim metabolickim putem
predstavljaju i do 35% suhe tvari biljke (Franz i sur., 1997). Protein CP4 EPSPS je izoliran iz
bakterije Agrobacterium sp. soja CP4 i sastoji se od jednog polipeptidnog lanca kojeg Cini
455 aminokiselina. CP4 EPSPS protein odlikuje smanjen afinitet za glifosat Sto ga razlikuje
od biljaka koje endogeno sadrze EPSPS enzime. Kod biljaka koje ga ne toleriraju glifosat se
veze za endogene EPSPS enzime (Slika 3) i sprieCava biosintezu 5-enolpiruvil-Sikimat-3-
fosfata te zbog toga biljka ne proizvodi esencijalne aminokiseline i sekundarne metabolite
(Steinrucken i Amrhein, 1980). GM biljke koje eksprimiraju protein CP4 EPSPS su Beta
vulgaris (Secerna repa), Brassica napus (uljana repica), Brassica rapa (repa), Glycine max
(soja), Medicago sativa (lucerna), Zea mays (kukuruz) i Triticum aestivum (pSenica)(ISAAA,
2018).

Inhibicija aktivnosti EPSPS enzima podrazumijeva formiranje trostrukog kompleksa EPSPS-
S3P-glifosata. Vezanje glifosata se odvija nakon formirana binarnog EPSPS-S3P kompleksa
i uCinkovito blokira vezanje PEP-a te sprjeCava reakciju S3P-a i PEP-a kataliziranu EPSPS-

om.

14


http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=7

2. Teorijski dio

SIKI AT
SIKIMAT KINAZA
SIKIMAT-3-FOSFAT
Agrobacterium |"PEP endoMPSPS"NGLIFOSAT
CP4EPSPS 5-ENOLPIRUVILSIKIMAT-3-FOSFAT

KORIZM CNA KISELINA

PREFENINSKA KISELINA ANTRANILNA KISELINA
FENILALANIN TIROZIN TRIPTOFAN

Slika 3 Shematski prikaz Sikimatskog metabolickog puta

Protein CP4 EPSPS ima puno vedi afinitet za PEP nego za glifosat te zbog toga preferira
vezanje PEP-a Cak i u prisutnosti glifosata. Proces glikolize se nastavlja kao u odsustvu
glifosata. Razlika u afinitetu za vezanje glifosata je osnova toleriranja glifosata u
transformiranim billkama koje sadrze cp4 epsps gen. Enzimi CP4 EPSPS nastavljaju svoju
funkciju u prisutnosti glifosata proizvodeci aromatske aminokiseline i druge metabolite koji su
potrebni za normalni rast i razvoj biljike (Franz i sur.,, 1997). Najveca zabiljezena razina
ekspresije CP4 EPSPS proteina zabiljeZzena je u listu soje (Tablica 2) a iznosila je 798 ug/g
dok su vrijednosti u drugim biljakama bile zna¢ajno nize (Alibhai i Stallings, 2001). Dvanaest
zemalja su odobrile barem jednu od 30 biljnih linija koje izrazavaju protein CP4 EPSPS (eng.
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase). Vrlo je vazno poznavati biologiju

netransformiranih biljnih vrsta ili biljaka koje su ,domacini“ §to je ujedno i polazna tocka za
procjenu okolisnog rizika GM biljaka (OECD, 2006). Informacije o biologiji biljike ,domacina“
mogu se Koristiti za identificiranje specifi¢nih biljnih karakteristika koje uzrokuje ubaceni gen
a moze Stetno utjecati na prirodno staniSte biljke ili na interakciju biljke s drugim
organizmima. Sve biljne vrste koje su genetski modificirane i eksprimiraju cp4 epsps gen
imaju potencijal ,volontirati“ kao korov u predstojeCim vegetacijskim sezonama i
demonstrirati sposobnost opstajanja u razli¢itim okoliSnim uvjetima. Osobine koje utjeCu na
sposobnost biljke volontera“ su jednake onima koje se odnose na karakteristike korova

opcenito a tu su dormancija sjemenki i konkurentnost (Baker, 1974).
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Tablica 2 Najveca zabiljeZena razina ekspresije CP4 EPSPS proteina u biljnom tkivu (Alibhai
i Stallings, 2001)

Vrsta Transformacijski Tkivo NajviSe zabiljezena
dogadaj ekspresija (ug/g)

Beta vulgaris GTSB77 Vrh 370
Brassica napus GT73 List 70
Brassica rapa ZSR500/502 Sjemenka 53
Glycine max GTS-40-3-2 List 798
Medicago sativa J101 x J163 Stoc¢na hrana 390
Gosspyum hirsutum MONB88913 Sjemenka 550
Zea mays MON88107 Pelud 280

Dostupni podaci upuéuju na nepovezanost izmedu ekspresije CP4 EPSPS proteina i
poveéanog kapaciteta prezivljavanja nepovoljnih zimskih uvjeta koji bi promijenili prevalenciju
biljaka ,volontera“ u predstoje¢im vegetacijskim sezonama (OECD, 1997; 2000; 2001; 2003;
2008; OGTR 2008). Brojni su razlozi zbog kojih cp4 epsps gen moze dospjeti u neciljno
podrucje kao Sto su slu¢ajno otpustanje sjemenki u okoli§ tijekom transporta, uzgoj GM
biljaka izvan kultiviranih podrucja, prijelaz gena iz GM biljke do usjeva iste biljne vrste. Dok
se sve bilike mogu smatrati korovom u odredenom kontekstu, niti jedan usjev GM biljke koji
je otporan na glifosat nije problemati¢an ili invazivan izvan agrokulturalnog sustava.
Ekspresija cp4 epsps gena jedino utjeCe na sposobnost biljke za prezivljavanje ako je
tretirana glifosatom (Sammons i Gaines 2014). Razmnozavanje transgenih vrsta sa biljnim
vrstama koje nisu genetski modificirane je posredovan peludom. Proizvodnja hibrida koji su
sposobni za opstanak ovisi o blizini GM biljaka i spolnoj kompatibilnosti GM biljaka i ,divljih
vrsta. Nema dokaza da ekspresija CP4 EPSPS proteina kod GM biljaka mozZe utjecati na
promjenu postoje¢ih gena (Mallory-Smith i Zapiola, 2008; Warwick i sur., 2008). Svakako,
introgresija tolerancije glifosata u kompatibilnu vrstu moZe uzrokovati probleme u
agrikulturalnom ili peri-agrikulturanom sustavu (Mallory-Smith i Zapiola, 2008; Warwick i sur.,
2008).

Podaci upucuju na c¢injenicu da se CP4 EPSPS protein brzo razgraduje u probavnom
sustavu sisavaca i ne uzrokuje alergenost i toksi¢nost kod drugih organizama. Procjenitelji
rizika su uzeli u obzir sli¢nost strukture i funkciju cp4 epsps gena s drugim biljnim endogenim
EPSPS enzimima. Enzimska aktivnost cp4 epsps gena je visoko specifitna i ekvivalentna
ostalim EPSPS proteinima u bilkama i mikroorganizmima te ne utjeCe na promjenu
metabolickog produkta EPSPS enzima kod GM organizama. Procjenitelji rizika su razmotrili
mogucénost utjecaja cp4 epsps gena u GM biljci koja moze imati Stetan utjecaj na druge
organizme. Fenotipske karakteristike GM biljke, kao i analize strukture i nutritivne analize

dokazuju nepostojanje Stetnog ili neoekivanog utjecaja GM biljke na druge organizme. Kako
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bi se ispunili zahtjevi za odobrenjem GM hrane i proizvoda od GM biljaka, GM biljke se
podvrgavaju detaljnim analizama sastava a izbor analize ovisi o prirodi proizvoda (CFIA,
1995; EFSA, 2003). Genetski modificirani usjevi koji su tolerantni na glifosat su prosli sve
analize koje se odnose na sirovi protein, sirove masnoce, vlakna, vlagu i pepeo,
aminokiseline, masne kiseline, sekundarne metabolite koji mogu biti toksicni i antinutritivne
tvari (glukozinolati i eru¢na kiselina u repi i inhibitori tripsina u soji). Prikupljeni podaci mogu
ukazivati na prisutnost ili odsutnost bilo kakvih nenamjernih promjena GM biljaka (CAC 2003;
Nickson i Hammond 2002; Nida i sur., 1996; Ridley i sur., 2002; Taylor i sur., 1999).

2.3. PROBAVLJIVOST CP4 EPSPS | CrylAb PROTEINA

Skupina znanstvenika je provela istrazivanje in vitro digestijom eksprimiranih proteina
simuliranom gastricnom otopinom (SGF) i simuliranom intestinalnom otopinom (SIF) kako bi
prouCili alergenost sastojaka hrane dobivenih razli€itim biotehnoloSkim modifikacijama
(Okunuki i sur., 2001). Za primjere eksprimiranih proteina izabrani su CP4 EPSPS izoliran iz
Agrobacterium sp. koji je eksprimiran u genetski modificiranoj soji (Tablica 3) i Cry 1Ab
izoliran iz Bacillus thuringinesis koji je eksprimiran u GM kukuruzu. Znanstvenici su prvo
ispitali probavljivost Cistog CP4 EPSPS i Cry 1Ab proteina pomo¢u SGF-a. Oba proteina su
probavljena unutar 60 sekundi a nakon postupka zagrijavanja probavljivost se blago povisila.
Potom su ispitali digestiju ekstakta oba proteina u genetski modificiranim namirnicama i
rezultati su ukazivali na isto vrijeme probavljivosti kao i kod Cistih proteina. Vrijeme
probavljivosti oba proteina postupkom SIF-a je iznosilo 240 minuta ali se postupkom
zagrijavanja smanjilo na svega 5 sekundi. Ispitano je i vrijeme probavljivosti ekstrakta oba
proteina SIF postupkom koje je bilo jednako vremenu probavljivosti Cistih proteina. Iz
navedenih rezultata, moze se =zakljuciti da se probavljivost oba proteina poveéava
zagrijavanjem $to utjeCe na njihovu alergenost u genetski modificiranim namirnicama koja je
vrlo niska (Okunuki i sur., 2001).

Tablica 3 Vrijeme probavljivosti termicki netretiranog CP4 EPSPS proteina izoliranog iz GM
soje inkubacijom u simuliranom gastricnom fluidu (Okunuki i sur., 2001)

Vrijeme inkubacije Preostala koli€ina (%)

(s)

0 100
5 11,0
10 3,10
20 N.D.
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2.4. ANALIZA GMO U SIROVINAMA | SASTOJCIMA HRANE

Uzorak i postupak uzorkovanja su vrlo vazni za testiranje GMO u sirovinama i sastojcima
hrane kako bi se izbjegli problemi nehomogenosti. Plan uzorkovanja bi trebao osigurati
statisticki reprezentativan uzorak a koli€ina uzorka mora biti dovoljna za postizanje
primjerene osjetljivosti. lako nisu razvijeni to€no odredeni protokoli za detektiranje
biotehnoloski unaprijedenih Zitarica, istrazivaci se sluze planovima ameri¢ke vlade koje je
objavila agencija za inspekciju Zitarica, peradi i stoke (GIPSA, eng. Grain Inspection,
Packers and Stockyards Administrations). Optimalna strategija uzorkovanja ukljuéuje
ravnotezu izmedu osjetljivosti, cijene i pouzdanosti a koordinirana je smjernicama komisije
Codexa Alimentariusa kako bi se osigurala primjerenost testiranja (Ahmed, 1999). Svaki
genetski modificiran organizam zahtijeva referentni materijal. Zitarice koje imaju izmijenjen
DNA ili eksprimirane proteine koriste se kao referentni materijal. Zahtjevi koje uzorci moraju
ispuniti odnose se na konzistentnost i stabilnost tijekom duzeg vremenskog perioda.
Dostupnost referentnih materijala je trenutno ograniCena zbog cijene i brige oko
intelektualnog vlasnistva. Institut referentnih materijala i mjerenja u istrazivackom centru u
Belgiji (IRMM) nudi ograni¢en broj referentnih materijala za genetski modificiranu soju,
kukuruz i pSenicu (Ahmed, 2002).

Najprecizniji testovi za dokazivanje prisutnosti mutacija su testiranja provedena molekularno-
bioloSkim metodama poput sekvenciranja gena ili samo odredenog odsjecka (PCR-om), ali
zbog svojeg relativno visokog troSka pripreme uzoraka (izolacije DNA) te cijene potroSnog
materijala za rad uredaja (kao i samih uredaja), koriste se uglavhom kao potvrdna metoda,
dok su jeftinija alternativa imunoanaliticke metode koje su dobre za brzi monitoring (Ahmed,
1995; Zeljezi¢, 2004).

Imunoanaliticke tehnike s antitijelima su vrlo dobre za kvalitativnu i kvantitativhu detekciju
mnogih vrsta proteina u matrici kompleksa ukoliko je analit od interesa poznat.
Imunoanaliticke tehnike se primjenjuju na svjezim uzorcima hrane jer zahtjevaju oCuvanje
tercijarne i kvarterne strukture proteina. Princip detekcije ukljuCuje vezanje antitijela za
protein kodiran od gena koji je ubaéen u transferiranu stanicu (Zeljezi¢, 2004). Monoklonska
(visokospecificna) i poliklonska (niskospecificna) antitijela se mogu Kkoristiti ovisno o
potrebnoj koli€ini i ovisno o specificnosti detekcije sustava (antitijela koja se vezu za cijele
proteine ili odredenu peptidnu sekvencu). 1z uzorka hrane se izoliraju ukupni proteini koji se
vezu na ¢vrstu fazu. Potom se navedenim proteinima, dodaju primarna antitijela koja su
specifiCna za eksprimirani protein koji se sintetizira u GM biljci. Nakon ispiranja nevezanih

antitijela, dodaju se sekundarna antitijela obiljeZena s odredenim enzimom. Pojavu obojenja
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koja upucuje na prisutnost eksprimiranog proteina uzrokuje vezanje sekundarnog antitijela

na primarno uz dodatak supstrata (Zeljezi¢, 2004).

Imunoanaliticke tehnike s antitijelima pri€vrd¢ene na Cvrstu fazu se koriste u dvije izvedbe.
Prva izvedba podrazumijeva kompeticijsko ispitivanje u kojem se detektor i analit natjeCu za

vezanje antitijela, ili ,sendvic“ ELISA u kojem se analit nalazi izmedu detektora antitijela i
hvataa antitijela (Cohet i sur., 1998). Obojeni ELISA ,sendvi¢‘ potom prelazi u donji dio
trake kroz poroznu membranu koja sadrzi dva hvataca. Prvi hvatac je specifi¢an za transgeni
protein, dok je drugi hvata¢ specifiCan za obiljezeno antitijelo. Prisutnost kontrolne linije na
membrani ukazuje na negativni rezultat, dok prisutnost dvije linije ukazuje na pozitivni
rezultat. S obzirom na kompleksnost uzoraka hrane, praktini pristup za validaciju rezultata
podrazumijeva upotrebu standardnih referentnih materijala s poznatom koncentracijom GMO
koja je sli€na uzorku testa. U Europi postoji 38 laboratorija koji suraduju u podruéju validacije
metoda i provjeravaju toCnost rezultata i preciznosti ELISA tehnike s monoklonskim
antitijelima koja se vezu za protein CP4 EPSPS i s poliklonskim antitijelima konjugiranim s
peroksidazom iz hrena (HRP, eng. Horseradish peroxidase) za detekciju RR (eng. Roundup
Ready) soje (Lipp, 2000). ELISA tehnike su pogodne za odredivanje GMO u sirovinama,
poluprocesiranoj i procesiranoj hrani koja osigurava zastitu eksprimiranog proteina od
degradacije. Navedena metoda ima smanjenu sposobnost detekcije od PCR metode i manje
je osjetljiva za testiranje gotove hrane s puno sastojaka posebice ukoliko je prag za detekciju
nizak (Ahmed, 1995). Trenutno postoji nekoliko vrsta ELISA tehnika a to su ,sendvic* ELISA,
kompeticijska, indirektna i nova viSestruka i prijenosna metoda pomocu mikrotitacijskih
ploCica (Butorac i sur., 2013). Metodologija ,sendvi¢“ ELISA testa ukljuCuje vezanje antitijela
na ¢vrstu podlogu (najéeSc¢e mikrotitarsku plo¢u) tako da se ne ispiru puferiranom fiziolo§kom
otopinom. Zatim se dodaje uzorak i ukoliko u uzorku postoji antigen (analit koji traZzimo) on se
veze za antitijelo. Nakon toga se dodaje antitijelo za detekciju koje se veze s druge strane za
antigen, te dodaje se otopina sa sekundarnim antitijelom i enzimom koje se veZe na antitijelo
za detekciju, te se na kraju dodaje supstrat koji se pomo¢u enzima prevodi u vidljivu
promjenu boje. Reakcija se oCitava prema promjeni boje supstrata Sto ga enzim razgraduje.

Rezultate je moguce odcitati golim okom ili mjerenjem absorbancije spektrofotometrom.

19



2. Teorijski dio

Upijajuéi materijal

— Eontrolna linija

- RUR Test line

Uzorak

Slika 4 Shematski prikaz LFD testa za detekciju CP4 EPSPS proteina

LFD testovi (Slika 4) su varijacija ELISA-e koji umjesto mikrotitracijskih ploCica koriste trake.
Potom se postavljaju u epruvetu koja sadrzi ekstrakt biljnog tkiva u kojem se nalazi transgeni
protein kojeg traka adsorbira i kapilarnim silama dovodi do antitijela. Detektorsko antitijelo
koje je specificno za eksprimirani protein se obiljezi enzimom. Obiljezena antitijela se tada
mogu detektirati. Nakon dodatka supstrata za enzim, reakcija rezultira mjerljivim promjenama
intenziteta obojenja. LFD test trakice prikazuju rezultat unutar 5 minuta i prikladne su za
inicijalni monitoring na samom pocetku prehrambenog lanca. Trakice su se prvobitno koristile
za detekciju insekticidnog endotoksina bakterije Bacillus thuringiensis koji imaju zastitni
ucinak na insekte poput Cryl (Ab) u kukuruzu, te CP4 EPSPS proteina u saiji, repi, pamuku i

Secdernoj repi.
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3.3. ZADATAK

U diplomskom radu je odredena prisutnost genetski modificirane soje, kukuruza i pSenice na
trzistu Republike Hrvatske. Uzorkovano je po 40 uzoraka soje, 40 uzoraka kukuruza te 20
uzoraka pSenice namijenjene ljudskoj uporabi te je ispitana prisutnost CP4 EPSPS proteina,
kao markera za genetsku inserciju cp4 epsps gena u transgenim biljkama. Hrvatska ne
dozvoljava uzgoj GM biljaka, ali se one smiju naci na trzistu i u neozna¢enim proizvodima u
koli¢ini do 0,9%. Proizvodi s ve¢im udjelom moraju nositi etiketu GMO proizvoda. U
odabranim uzorcima u kojima se dokaze prisutnost CP4 EPSPS proteina, dodatno ¢e se
ispitati prisutnost sljede¢ih GMO proteina: Bt-CrylAb, Bt-Cry3Bbl, Bt-CrylF, Bt-Cry34Abl,
PAT i VIP3A.

3.4. MATERIJALI I METODE

Uzorci su prikupljeni iz svih Zupanija Republike Hrvatske. Zastupljenost uzoraka tri testirane
kulture je varirala o lokaciji buduéi da se navedene kulture ne uzgajaju u svim dijelovima

Zupanija jednako dobro. Plan uzorkovanja je ukljuéivao 100 uzoraka.

Uzorci su samljeveni u mlinu za usitnjavanje zrna (M20, IKA, Njemacka). Svi uzorci su
zapakirani u prozirne vrec€ice (100 grama), kodirani i spremni za daljnju analizu. U Eppendorf
epruvetu od 1,5 mL je prebageno 500 mg uzorka (Slika 5, Slika 6 i Slika 7) uz dodatak 0,75
mL vode. Uzorci su promijeSani na tresilici 30 sekundi kako bi se sadrzaj u tubi
homogenizirao. Za detekciju CP4 EPSPS proteina u testiranim kulturama upotrijebljen je
AgraStrip® RUR Seed & Leaf test (RomerLabs, Austrija) koji funkcionira na principu testa
LFD-a.
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Slika 5 Uzorci samljevenog kukuruza

Slika 6 Uzorci samljevene pSenice
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Slika 7 Uzorci samljevene soje

U svaki pojedinacni uzorak je okomito stavljena LFD trakica za detekciju transgena.
Kontrolna linija na trakici za testiranje treba biti priblizno 1 cm iznad uzorka. Crvena boja
navedene linije oznacava da trakica funkcionira ispravno. Crvena linija koja se nalazi ispod
kontrolne linije je RUR Test line (eng. Roundup Ready) koja ukazuje na pozitivan rezultat za
CP4 EPSPS protein. Ukoliko trakica za testiranje pokaze dvije crvene linije, analiza je
zavrdena i uzorak je GMO pozitivan. Medutim, ako se na trakici pojavi samo jedna crvena
linija a to je kontrolna linija, uzorak je negativan za RUR transgensko svojstvo. Postupak se
treba ponoviti ukoliko se na trakici ne pojavi ¢ak ni kontrolna linija sa svjezim LFD testom.

Nakon 5 minuta, rezultati testiranja trakicama su interpretirani.
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4. Rezultati i rasprava

U Tablici 4 je prikazana podjela prema vrsti i podrijetlu pojedinog uzorka. Analizirano je 100
uzoraka na podrucju cijele Hrvatske. Zastupljenost pojedinih biljaka nije svugdje u Hrvatskoj

jednaka $to je utjecalo na gusto¢u uzorkovanja prikazanu na Slikama 8-10.

Tablica 4 Rezultati detekcije transegena u uzorcima

Broj uzoraka  Vrsta uzorka Zupanija GM (+/-)

Brodsko-posavska -
Osjecko-baranjska -
Vukovarsko-srijemska -
Medimurska -
PozZesko-slavonska -
soja Viroviti¢ko-podravska -
Krapinsko-zagorska -
Karlovacka -
Bjelovarsko-bilogorska -
Varazdinska -
Zagrebacka Zupanija -
Zadarska -
Brodsko-posavska -
Osjecko-baranjska -
Splitsko-dalmatinska -
Vukovarsko-srijemska -
Viroviti¢ko-podravska -
Licko-senjska -
SisaCko-moslavacka -
Koprivni¢ko-krizevacka -
kukuruz Zadarska -
Krapinsko-zagorska -
Medimurska -
Primorsko-goranska -
Bjelovarsko-bilogorska -
Varazdinska -
Karlovacka -
Istarska -
Dubrovacko-neretvanska -
Sibensko-kninska -
Osjecko-baranjska -
Bjelovarsko-bilogorska -
Vukovarsko-srijemska -
Brodsko-posavska -
pSenica PozeSko-slavonska -
Viroviti¢ko-podravska -
Licko-senjska -
Varazdinska -
Koprivni¢ko-krizevacka -
Medimurska -

PRPRPRPNNNOWANRPRRrRRrRRrRrRRRPRPRPPRPRPNONNRORRPRRRRRERREODNVORER
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Iz prilozene Tablice 4 vidljivo je da su rezultati testiranja svih uzoraka negativni §to znaci da
uzorci ne sadrze CP4 EPSPS protein koji u ovim kulturama moZe biti prisutan jedino ako su
dobivene genetskim inzenjeringom. Kontrolna linijja na trakicama za testiranje je bila
oznacgena crvenom bojom Sto upucuje na pravilno provedenu ekstrakciju i pripremu uzoraka.
Takvi rezultati su u skladu sa zakonom NN 28/2013 (HS, 2013a), te se s tog pogleda
rezultati mogu smatrati ispravnima. Navedenim Zakonom se utvrduje okvir za provedbu
pojedinih odredaba sljedecih uredbi Europske unije kao $to su Uredba (EZ) br. 1829/2003
Europskoga parlamenta i Vijeéa (EC, 2003b) glede prijave za odobrenje nove genetski
modificirane hrane i hrane za zivotinje, notifikacije o postojeéim proizvodima i slu¢ajne, ali
tehnoloski neizbjezne prisutnosti genetski modificiranog materijala koji je pri procjeni rizika
povoljino ocijenjen (Uredba br. 641/2004 o detaljnim pravilima za provedbu Uredbe br.
1829/2003) (EC, 2003b). Uporaba GMO-a obavlja se na nacin kojim se sprjeCava ili na
najmanju mjeru smanjuje opasnost za bioraznolikost, vodeéi racuna o opasnostima za
zdravlje ljudi, Zivotinja i okoli§. U tu svrhu se osiguravaju i provode odgovarajuée mjere
zastite radi sigurne uporabe GMO-a NN 28/2013 (HS, 2013a).

U Hrvatskoj je provedeno istrazivanje o percepciji rizika potroSata vezano za genetski
moadificiranu hranu metodom telefonskog intervjuiranja tijekom rujna i listopada 2016 godine.
Hrvatska agencija za hranu (HAH) je u suradnji s nezavisnom agencijom za istrazivanje
trzista provela istrazivanje (HAH, 2017). Ispitivanje je uklju€ivalo 800 gradana RH oba spola
starosti od 15 do 65 godina, u 6 regija i 4 veli¢ine naselja. Tri Cetvrtine ispitanika navodi
negativno miSljenje o GM hrani Sto ukazuje na neinformiranost druStva i nepovjerenje u
znanost. Vrlo je vazno na stru€an i kvalitetan nacin identificirati percepciju rizika porijeklom
od GM hrane budu¢i da se perceptivni i stvarni rizici po navedenom pitanju znacajno
razlikuju. Ispitanici smatraju da je potencijalna dobrobit GM hrane niska i da nadlezna tijela
trebaju konzultirati javnost o mjerama kontrole GM hrane (HAH, 2017). Nadlezna tijela koja
su zaduzena za provedbu Zakona o provedbi uredbe (EU) br. 1829/2003 (EC, 2003b) i
1830/2003 (EC, 2003a) su Ministarstvo zdravlja (Odjel za GMO) u suradnji s Ministarstvom
zastite okoliSa i energetike, Ministarstvom znanosti i Ministarstvom poljoprivrede. Neki od
ciljeva upravljanja rizikom GMO u hrani uklju€uju zastitu javnog zdravlja i interesa potroSaca,
pruzanje dovoljno informacija za odabir hrane, osiguravanje ravnopravnosti u kretanju robe
na trzistu RH/EU i pravilno oznaavanje GM hrane. Oznacavanje GM hrane nije obvezno
ukoliko proizvod ili sastojci dobiveni ili koji sadrzavaju GMO u koli€ini manjoj od 0,9% jer
mozZe biti rezultat slu¢ajne tehnolodke kontaminacije koju subjekt u poslovanju s hranom
mora dokazati nadleznom tijelu prema Uredbi br. 1829/2003 (EC, 2003b). Ukoliko se na
trzistu pojavi proizvod koji sadrzi vise od 0,9% GMO, nareduje se povlaCenje s trzista,

ispravak deklaracije i specifikacije proizvoda te se na osnovi ¢lanaka Zakon o izmjenama i
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dopunama Zakona o sluzbenim kontrolama koje se provode sukladno propisima a hrani,
hrani za Zivotinje, o zdravlju i dobrobiti Zivotinja NN 56/15, (HS, 2015) Zakona o izmjeni
zakona o hrani NN 14/14 (HS, 2014) i Zakona o sanitarnoj inspekciji NN 113/08 (HS, 2008)
donosi se Usmeno rjeSenje kojim se fiziCkoj ili pravnoj osobi privremeno zabranjuje uporaba
radnih i pomoc¢nih prostorija kao i rad osoba. Lokalnim odlukama, ¢ak 20 Zupanija je
proglaseno GMO free. Republika Hrvatska se u studenom 2013 godine pridruZila programu
,DONAU SOYA INITIATIVE” koja promovira uzgoj i preradu soje koja ne sadrzi GMO
(Zoreti¢-Rubes, 2017).

Sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za zivotinje (RASFF, eng. the Rapid Alert
System for Food and Feed) je informaticki alat za brzu razmjenu informacija medu nadleznim
nacionalnim tijelima o zdravstvenim rizicima povezanim s hranom i hranom za zivotinje.
RASFF portal je online baza podataka koja sumira informacije o najnovijim RASFF
obavijestima i pruza moguénost pretrage informacija o zabiljezenim nepravilnostima o hrani i
hrani za zivotinje. Trenutno na RASFF portalu nema prijavljenih nepravilnosti o GM hrani u
RH. Zabiljezeno je 575 prijavljenih nepravilnosti o genetski modificiranoj hrani i hrani za
Zivotinje u Europi a samo jedna nepravilnost je procijenjena ozbiljnom za ljudsko zdravlje.
Rije€ je o neovlastenom fermentiranom proizvodu iz Francuske koji je nastao proizvodnjom
aminokiselina iz kulture genetski modificiranog organizma (E. coli K12) za sto¢nu hranu
(RASFF, 2017). Pravilnikom o uvjetima monitoringa utjecaja genetski modificiranih
organizama ili proizvoda koji sadrze i/ili se sastoje ili potje€u od genetskih modificiranih
organizama i njegove uporabe u procjeni rizika za okoli$ to¢ne i identificirati nastanak Stetnih
ucinaka GMO-a ili njegove uporabe na zdravlje ljudi i okoli§ koji nisu predvideni u procjeni
rizika za okoli§. Nacrt plana monitoringa sastoji se od tri osnovna dijela a to su stategija,
metodologija monitoringa i analiza, izvjeSc€ivanje i preispitivanje. Strategija monitoringa
ukljuCuje uo€avanje mogucih u€inaka koji mogu nastati stavljanjem GMO-a na trziste.
Metodologija pra¢enja sadrzi smjernice o vrsti parametara i elemenata koje ¢e mozda biti
potrebno uoditi i pratiti kao dio programa monitoringa, kao i o sredstvima za provodenje
takvog pracenja, ukljuCujuci podrucja koja se prate i uCestalost pracenja. Procjena podataka
mora ukljuCivati statistiCke analize s odgovaraju¢im vrijednostima standardnih pogreSaka
kako bi se omogucilo donoSenje odluka. Monitoring genetski modificiranih organizama u
hrani biljnog i zivotinjskog podrijetla proveden 2015. godine u RH obuhvatio je pracenje
hrane koja potencijalno sadrzi GMO ili se sastoji od GMO-a (Domitrovi¢, 2016). To su
proizvodi na bazi soje, kukuruza, pSenice, papaje i rize. Monitoring hrane se provodio u 6
gradova u 5 faza pri ¢emu je ukupno uzorkovano 180 uzoraka hrane. U 7 uzoraka od
navedenih 180 uzoraka je detektiran GMO, a dokazana koli¢ina je ispod dozvoljene razine

(0,9%). U svih 7 uzoraka je utvrdena prisutnost GM soje u koli¢ini ispod granice kvantifikacije

27



4. Rezultati i rasprava

te predstavlja slu€ajan i tehniCki neizbjezan trag prisutnosti GMO-a. Uzorci u kojima je
detektiran GMO su porijeklom bili iz Amerike i Njemacke (Domitrovi¢, 2016). Nakon
stavljanja GMO-a na trziste, podnositelj izvjeS¢a ima pravnu obvezu osigurati da se pracenje
i izvjeS¢ivanje provode u skladu s uvjetima iznesenima u dopustenju a izvjeSéa o tom
pracenju moraju se predati Europskoj komisiji i nadleznom tijelu. U skladu sa Zakon o
izmjenama i dopunama Zakona o genetski modificiranim organizmima NN 15/18 (HS, 2018),
podaci moraju biti dostupni i javnosti a ukoliko korisnici ili drugi izvori iznesu nove podatke o

riziku, podnositelj izvje$¢a je obvezan odmah poduzeti potrebne mjere za za$titu zdravlja

ljudi i okoliSa te o tome obavijestiti nadlezno tijelo (HS, 2018).
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4. Rezultati i rasprava

Slika 8 Raspodijela nasumi¢no izuzetih uzoraka soje s podrucja Republike Hrvatske.
Gradijentom boje je oznacen broj uzoraka izuzetih iz svake Zupanije
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4. Rezultati i rasprava

Slika 9 Raspodjela nasumicno izuzetih uzoraka kukuruza s podrucja Republike Hrvatske.
Gradijentom boje je oznacen broj uzoraka izuzetih iz svake Zupanije
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4. Rezultati i rasprava

e

Slika 10 Raspodijela nasumi€no izuzetih uzoraka kukuruza s podrucja Republike Hrvatske.
Gradijentom boje je oznacen broj uzoraka izuzetih iz svake Zupanije
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4. Rezultati i rasprava

Slika 11 Rezultati testiranja prikupljenih uzoraka soje, pSenice i kukuruza

Na Slici 11 su prikazani uzorci u Eppendorf epruveti s uronjenim LFD trakicama koje sluze
za brzu i jednostavnu detekciju GMO-a. Rezultati testiranja su negativni $to se odituje

pozitivnom kontrolnom linijom na prikazanim trakicama.
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5. ZAKLJUCAK



Na temelju rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu mogu se izvesti zakljucci:

» Nijedan uzorak ne sadrzi CP4 EPSPS protein. Rije¢ je o markeru za genetsku
inserciju cp4 epsps gena u transgenim biljkama. Prisutnost navedenog proteina

ukazuje na genetsku modifikaciju organizma;

» Rezultati su u skladu sa zakonom (NN 28/2013) kojim se utvrduje okvir za provedbu
uredbe Europske unije (EZ) br. 1829/2003 te se ispitivani uzorci, s obzirom na

navedeni zakon mogu smatrati ispravnima.
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