METODY IDENTIFIKACIE GENETICKY MODIFIKOVANYCH ORGANIZMOV

Na identifikaciu GMO je mozné pouzit’ dve skupiny analytickych metod:
* metody zamerané na identifikdciu proteinov - zalozené na imunochemickej analyze
proteinov tvorenych expresiou modifikovanych génov,
» metody zamerané na identifikaciu DNA - zalozené na molekularno-biologickej
analyze charakteristickych sekvencii DNA, ktoré st pre GMO Specifické.

Metody identifikacie GMO zamerané na analyzu proteinov

Metddy identifikdcie GMO prostrednictvom analyzy proteinov su zalozené na extrakcii
proteinov  zo vzorky anaslednom pouziti protilatok  Specificky reagujucich
s charakteristickym proteinom GMO. Spomedzi imunochemickych metdd maji najlepSie
analytické parametre metddy typu sendvicovej ELISA, ktoré umoziuju kvalitativnu
1 kvantitativnu analyzu. JednoduchSie imunochemické metddy, vacSinou vo forme reakénych
prazkov, poskytuju iba orienta¢né, malo spolahlivé, alen kvalitativne vysledky. Supravy
ELISA st kdispozicii na kvalitativnu analyzu viacerych GMO a st vhodné na analyzu
semien a surovin. Ich nevyhodou je nizSia citlivost a nepouzitenost’ v pripade zlozitych
alebo tepelne opracovanych vzoriek.

Metody identifikacie GMO zamerané na analyzu DNA

Metddy identifikdcie GMO prostrednictvom analyzy DNA su zalozené na extrakcii DNA
zo vzorky anasledkom zisteni pritomnosti charakteristickych sekvencii DNA pomocou
polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Vyhodou tychto metéd je ich vysoké citlivost,
vysoka selektivita a pouzitel'nost’ aj v pripade zlozitych alebo tepelne opracovanych vzoriek.

StarSou jednoduchSou verziou st PCR metddy v usporiadani ,.end point®, pri ktorych sa
po 35 - 40 cykloch zistuje pritomnost uréené¢ho produktu pomocou elektroforézy
v agar6zovom géli, na zdklade molekulovej hmotnosti. Vzhl'adom na to, ze tato identifikacia
nemusi byt jednozna¢na, vykonava sa potvrdenie identity amplifikovaného fargmentu DNA
pomocou restrikénej analyzy, alebo na zadklade hybridizacie s DNA-sondou. PCR metody
v usporiadani ,end-point“ umoznuju citlivy kvalitativny dokaz sekvencii DNA
charakteristicky pre GMO, neumoziiuju vSak spolahliva kvantifikaciu.

Kvantitativne metddy st zalozené na PCR v kinetickom usporiadani ,,real-time*. V tomto
pripade sa priebeh PCR priebezne fluorometricky monitoruje. VyuZivaji sa pritom
fluorogénne oligonukleotidové sondy a real-time cyklér, v ktorom je integrovany fluorometer.
Kvantifikaciu ciel'ovej sekvencie DNA umoziiuje ¢asovy posun amlifikacnej krivky, pretoze
¢im je koncentracia templatu vysSia, tym skor dosiahne produkt amplifikdcie meratelna
uroven. V analytickej praxi sa na ciselné vyjadrenie polohy amplifika¢nej krivky v Case
pouziva hodnota tzv. prahového cyklu (threshold cycle, ¢T), ktord predstavuje poradové ¢islo
cyklu, pri ktorom hodnota intenzity fluorescencie dosiahne uréiti prahovia hodnotu
(threshold). Tato sa empiricky ur¢i pre kazdy konkrétny experiment, pricom sa zohl'adiiuje
rychlost” amplifikdcie a exponencidlny charakter amplifikacie pozitivnych vzoriek.

Real-time PCR eSte v sucasnosti nie je trividlna metdda. Existuje pri nej viacero moznych
zdrojov nepresnosti. Vyznamnym zdrojom nepresnosti je napr. variabilita uc¢innosti extrakcie
DNA zo vzoriek. Ako urcité vychodisko z nidze sa preto pozivaji metddy na relativnu
kvantifikaciu, v ktorych sa kvantita cielového fragmentu stanovuje v pomere ku kvantite
referencnej sekvencie pritomnej vo vzorke. Takyto pristup umoznuje obist’ problém s nizkou



a variabilnou tuc¢innostou extrakcie, avSak vedie k nepresnym vysledkom v pripade, Ze
mnozstvo cielovej sekvencie je vo¢i mnozstvu referencnej sekvencie vel'mi malé (< 1: 10).

Ciele pre detekciu genetickych modifikacii zaloZzenych na PCR
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Ciele pre detekciu genetickych modifikacii zalozenych na PCR, oznacené podl’a stupna Specificity:
1 = nizka S$pecificita
4 = vysoka Specificita (event Specifickd)
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