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Wykorzystanie certyfikowanych

Listopad 2007

materiatow odniesienia do ilosciowego
okreslenia zawartosci GMO dla liczby

kopii DNA

Niniejsza ,Application Note” zawiera wskazdwki dotyczgce prawidfowego
wykorzystania europejskich materiatow odniesienia certyfikowanych dla
liczby kopii genetycznie zmodyfikowanego fragmentu DNA specyficznej
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genetycznej modyfikacji. Ponizsze informacje dotyczg w szczegdlnosci wykorzystania certyfikowanych
materiatow odniesienia (CRM) ERM-BF413d oraz ERM-AD413, a takze przyszlych materiatow

odniesienia certyfikowanych dla liczby kopii DNA.
WPROWADZENIE

Instytut Materiatow Referencyjnych i Pomiarow przy
Wspdéinym  Centrum  Badawczym  (JRC-IRMM)
opracowat ostatnio dwa nowe rodzaje certyfikowanych
materiatbw odniesienia GMO. (CRM-GMO), kiore
umozliwiajg wiasciwe stosowanie zalecenia Komisji
2004/787/WE  [1] przy uzyciu metrologicznie
sprawdzalnego systemu. Niniejsza ,Application Note”
zawiera wskazowki dotyczace wtasciwego stosowania
nowych CRM.

WLASCIWOSCI NOWYCH CRM-GMO
A. Nowe matrycowe CRM-GMO

Certyfikowane wartosci sa oparte na dwoch réznych
jednostkach miary. Oprocz certyfikowanej wartosci dla
czesci wagowej specyficznej genetycznej modyfikaciji
(por. ,Application Note 4”), nowy CRM jest réwniez
certyfikowany dla liczby kopii DNA. Ten wyrazany w %
parametr jest obliczany przy uzyciu nastepujacego
WZOru:
GM DNA copy number [cp]

DNA copy number ratio [%] = x 100
Target taxon-specific DNA copy number [cp]

Certyfikacja opiera sie na ilosciowych pomiarach reakgcji
tancuchowej polimeryzacji DNA w czasie rzeczywistym
(QRT-PCR). Pomiary te sg kalibrowane przy pomocy
certyfikowanego kalibratora plazmidu DNA, ktéry
zawiera jedng kopie sekwencji zmodyfikowanej
genetycznie i jedng kopie specyficznej dla danego
taksonu sekwenciji docelowej na plazmid (por. pkt B).

Liczba kopii DNA zmodyfikowanej genetycznie
kukurydzy jest wiec bezposrednio powigzana ze
specyficzng genetyczng modyfikacja. Ponadio w
ponizszym przyktadzie CRM ERM-BF413d powinien
by¢ wykorzystywany wytacznie w potaczeniu z
kalibratorem plazmidu ERM-AD413 oraz z procedurg
wykrywania specyficzng dla genetycznej modyfikaciji
MON 810 [2]. Certyfikowana liczba kopii DNA dla MON
810 (0,57 %) rozni sie od certyfikowanej czesci
wagowej (10,0 g/kg lub 1,0 %), poniewaz certyfikowana
liczba kopii DNA dla MON 810 odzwierciedla status
zygotycznosci, ploidalnosci i endoreduplikacji nasion
wykorzystywanych do produkcji tego materiatu.

Matrycowy CRM stuzy do kontroli jakosci procedur
analitycznych, w tym ekstrakcji i oczyszczania DNA,

oraz krokéw pomiarowych PCR dla specyficznej
genetycznej modyfikacji.

B. Nowe plazmidowe CRM-GMO

Certyfikowane  kalibratory  zawieraja  okreslony,
specyficzny dla modyfikacji genetycznej fragment DNA,
a takze okreslony fragment DNA specyficzny dla
analizowanego taksonu. Plazmid ten zawiera fragment
potaczenia 5' roslina-P35S MON 810 o dtugosci 170
par zasad (bp) oraz ziozony z 351 bp fragment
endogennej grupy gendw kukurydzy o duzej ruchliwosci
(high mobility group — hmg).

Certyfikowane wartosci to liczba sklonowanych,
zmodyfikowanych genetycznie fragmentéw DNA oraz
liczba specyficznych dla taksonu fragmentéw DNA na
plazmid. Stosunek liczbowy tych dwoch fragmentéw
DNA to szacunkowa warto$¢ uzyskana w wyniku reakcji
tancuchowej polimeryzacji DNA w czasie rzeczywistym,
typu simplex i duplex.

ZASTOSOWANIE KALIBRATORA
PLAZMIDU GMO

Kalibrator nalezy stosowa¢ w potaczeniu z okreslong
metodg QRT-PCR [1].

Kazdy kalibrator jest dostarczany na suchym lodzie w
zamknietej rurce z tworzywa sztucznego i do momentu
wykorzystania  musi  by¢  przechowywany —w
temperaturze -20°C. Zawarto$¢ nalezy najpierw
rozmrozi¢, nastepnie wstrzasnaé, a na koniec otworzy¢
i rozcienczy¢ w komorze z nawiewem laminarnym
celem ograniczenia ryzyka zanieczyszczenia. Kazda
rurka zawiera okoto 2 x 10° kopii (cp) plazmidu na pL, a
zalecana objeto$¢ poczatkowa dla serii rozcienczen
wynosi 50 pL. Nalezy przestrzegaé podanego na
certyfikacie protokotu rozcienczenia. Roztwor buforowy
nie jest dostarczany.

Seria rozcienczen powinna by¢ zawsze $wiezo
przygotowywana, a nadmiar nalezy usuwa¢ w
zamknietych rurkach. Seria rozcienczen stuzy do
przygotowania dwoch krzywych kalibracji (CC — jednej
dla transgenu i jednej dla genu specyficznego dla
taksonu), z ktérych kazda obejmuje 5 punktéw. Punkty
te sg mierzone trzykrotnie w reakcji PCR (por.
przyktad). Jedna rurka zawiera Kkalibrator w iloSci
wystarczajacej do przygotowania 10 CC dla obu
sekwencji docelowych, co oznacza, ze przy pomocy
jednej rurki mozna okresli¢ wartosci dla tacznie 100 do
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250 probek. Zalecana wielkos¢ probki dla QRT-PCR
wynosi 5 uL matrycy DNA na kazda studzienke PCR.

Zmierzone progowe wartosci fluorescencji (wartosci
CT) sa porébwnywane z teoretyczng liczbg kopii obu
fragmentéw celem wygenerowania dwdéch krzywych
kalibracji. Krzywe te stuzg do ilosciowego okreslenia
genetycznie zmodyfikowanej sekwencji docelowej w
porébwnaniu ze specyficzng dla taksonu sekwencjg

jakosci moze zosta¢ przeprowadzone przez obliczenie
przecietnego stosunku zmierzonych wartosci CT dla
transgenicznej i dla specyficznej dla taksonu sekwencji
docelowej w punktach kalibracyjnych odpowiadajacych
2000 cp/uL. Stosunek ten w przypadku PCR typu
simplex powinien wynosi¢ okoto 1,04 % (poszerzona
niepewnos¢ pomiaru 0,06 %), jak wskazano w
sprawozdaniu z certyfikacji (por. takze ,Application
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docelowa w nieznanej prébce. Wyniki pozwalajg
nastepnie obliczy¢ stosunek obu sekwencji docelowych
i wyrazi¢ go procentowo zgodnie z zaleceniem Komisji
2004/787/WE. PCR do celow wewnetrznej kontroli

Note 17).

Total number of cp of the
PRZYKtAD MON 810 fragment Ct values measured average
replicate 1 replicate 2 replicate 3 Ct
) o 50000 25.30 25.19 25.15 25.21
Genomowe DNA wyekstrahowane z nieznanej prébki oraz z ERM- 10000 27.57 27.62 27.66 27.62
BF413d (wykorzystanego do kontroli jakosci) sg analizowane w ‘1%‘? g;;g gg?g :3;1;3 glgz
oparciu o QRT-PCR, przy czym ERM-AD413 stuzy jako kalibrator. 25 3579 35.67 3637 3595
Wartosci CT dla kalibratora ERM-AD413 sg uzyskiwane po powieleniu NTC 45.00 45.00 45.00 45.00
fragmentow hmg i MON 810 (Tabela 1). W przypadku nieznanej Total number of cp of
probki srednie wartosci CT uzyskane po powieleniu wynosza 32,76 dla the hmg fragment
f tu MON 810 oraz 25,44 dla fragmentu hmg. W przypadku e o 2o 200 o
ragmentu ; Tragmentu nmg. przyp: 100000 22.92 23.00 23.04 22.99
materiatu wykorzystanego do kontroli jakosci $rednie wartosci CT 10000 26.39 26.36 26.33 26.36
wynoszg 31,22 dla fragmentu MON 810 oraz 22,20 dla fragmentu 5000 27.31 27.29 21.37 27.82
hm 1000 29.38 29.19 29.57 29.38
g NTC 45.00 45.00 45.00 45.00

Aby obliczy¢ zawartos¢ MON 810 w obu prébkach nalezy okresli¢
nachylenia oraz odcinki osi y obu krzywych kalibracji, przyjmujac linie
prostg jako najlepiej pasujaca funkcje modelowa. Do obliczenia nachylen
oraz odcinkéw osi y mogq zosta¢ wykorzystane wbudowane moduty
programu Microsoft®Excel lub innego dostepnego oprogramowania
stuzacego do kalibracji/wyznaczania.

Nachylenia (b) obu linii regresji linearnej moga by¢ obliczone przy uzyciu wzoru:

Tabela 1: Przyktad wyznaczania wartosci CT przy uzyciu
ERM-AD413 jako kalibratora. NTC' = no template control.

3 Z(log(x)—log(}))(y—}) gdzie x oznacza liczbe

Z (log(x) - log(}))2
kopii powielonego fragmentu, a y oznacza odpowiednig warto§¢ CT. Nachylenia krzywych kalibracji fragmentéw hmg i MON 810

podane w Tabeli 1 wynosza odpowiednio -3,25 oraz -3,32. Odcinki osi y (a) linii regresji oblicza sie przy uzyciu wzoru: g =;_b} ,
gdzie log (x) =0. W naszym przyktadzie warto$¢ a wynosi 39,26 dla linii regresji hmg oraz 40,93 dla linii regresji MON 810. Warto$ci te
odpowiadajg teoretycznym wartosciom CT dla 1 cp kazdego fragmentu. Nachylenie pozwala wyliczy¢ skuteczno$é¢ PCR (g) przy
pomocy wzoru: € = (10 -1)*100. W naszym przyktadzie skutecznos¢ PCR wyniosta 99,7 % dla powielenia fragmentu MON 810 oraz
103,1 % dla powielenia fragmentu hmg. Liczba kopii MON 810 (cp) w nieznanej prébce jest obliczana przy uzyciu wzoru:

[C’Mo,vxm‘”MoNxm

j, gdzie Ctmonsio, amonsto Oraz bumonsio stanowig wartosci CT, odcinka osi y oraz nachylenia uzyskane dla

pa— bM{)N 810
CPyionsio =10

powielenia. MON 810. Takich samych wyliczen dokonuje sie celem okreslenia liczby kopii fragmentu hmg, przy uzyciu

Clhung =g

]. W naszym przyktadzie nieznana prébka zawiera szacunkowo $rednio 289 kopii fragmentu MON 810

Ding

wzoru:cp, = 10(

oraz 17878 kopii fragmentu hmg. Procentowa zawartos¢ MON 810 w nieznanej probce wynosi zatem: 5gg Prowsio W
*100=1,62 %

17878 cp,,,

przypadku materiatu wykorzystanego do kontroli jakosci te same wyliczenia wskazujg na: 841 cp oy 100 = 0.47 MON 810.

%
177513 cpy

Uwzgledniajac niepewnos¢ zwigzang z ERM-BF413d oraz niepewnosé pomiaru (por. ,Application Note 1”), mozna jedynie sprawdzic,
czy zmierzona warto$¢ odpowiada certyfikowanym wartosciom ERM-BF413d. W powyzszym przyktadzie stosunek $rednich wartosci
CT wynoszacy 1,05 dla 10000 cp (5 uL ERM-AD413 i 2000 cp/uL) zgadza sie z szacunkowa wartoscig 1,04 + 0,06 wskazang w
certyfikacie ERM-AD413. Oznacza to, ze ilosciowe okreslenie modyfikacji genetycznej zostato dokonane w sposéb prawidtowy.

[1] Zalecenie Komisji nr 2004/787/WE z dnia 4 pazdziernika 2004 r. w sprawie wytycznych technicznych w zakresie pobierania prébek
i wykrywania organizmoéw zmodyfikowanych genetycznie oraz materiatbw produkowanych z organizméw zmodyfikowanych
genetycznie lub w sktadzie produktow w kontekscie rozporzadzenia (WE) nr 1830/20083, Dz.U. L 348 z 24.11.2004, s. 18-26.

[2] ISO 21570:2005 Artykuty zywnosciowe — Metody wykrywania organizméw zmodyfikowanych genetycznie i produktéw pochodnych
— Metody ilosciowe oparte na kwasach nukleinowych. Zatacznik D2: Specyficzna dla genetycznej modyfikacji metoda ilosciowego
okreslania wzglednej zawartosci DNA gatunku kukurydzy MON 810 z zastosowaniem PCR w czasie rzeczywistym, s. 93-99.

T Jezeli wartosci CT dla NTC sa rozne dla poszczegoinych cykli PCR, nalezy podejrzewaé wzajemne zanieczyszczenie lub
nieokreslone powielenie.
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