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Zadanie: Efektywne wykrywanie organizmow
zmodyfikowanych genetycznie w materiale
siewnym przy uzyciu multipleksowego gPCR

» Analiza sekwencji charakterystycznych dla modyfikacji genetycznych
rzepaku i kukurydzy

= Projektowanie multipleksowych uktadow skrinigowych

Projektowanie starterow

Optymalizacja starterow i wybor najefektywniejszych par

Projektowanie sond

» Wybor optymalnych uktadow skriningowych dla kukurydzy i rzepaku
pokrywajgcych maksymalng liczbe modyfikacji

= Optymalizacja i walidacja wewnatrzlaboratoryjna multipleksowych metod
skriningowych gqPCR

» Walidacja miedzylaboratoryjna multipleksowych metod skriningowych gPCR




Metody skringowe PCR w analizach GMO
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Multipleks PCR

= Multipleks PCR - technika amplifikacji wielu sekwencji w
ramach jednej reakcji PCR.

» Sekwencje docelowe sg powielane przy wykorzystaniu kilku
par starterdow w jednej mieszaninie reakcyjne.

» Dupleks, tripleks...

» W porownaniu do klasycznego PCR metoda umozliwia
oszczednosC czasu i srodkow, bez istothego obnizenia
jakosci detekcji PCR
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Multipleks gPCR

» Reakcja multipleks PCR tatwiejsza dzieki uzyciu sond
znakowanych fluorescencyjnie np. sond TagMan®, gdzie
kazda z sond znakowana jest innym barwnikiem
fluorescencyjnym,

» Aparat do Real-time PCR rozroznia fluorescencje kilku
fluoroforow,

» Sygnat z kazdego barwnika jest osobno liczony w celu
iloSciowego okreslenia danego produkiu w reakciji.



Optymalizacja multipleksowych metod
skriningowych gPCR

= Srodowisko reakcji PCR
» Stezenia starterow i sond
= Warunki reakcji PCR

» Objetosc reakcji

» Stezenie DNA




Srodowisko reakc;i

= Tag Man Universal Mastermix = Tag Man Multiplex Mastermix

Amplification Plot Amplification Plot

2 - L a8 10 2 "% 1% L] 2 z 2 - 2

Duplex P35s/tNOS (CRMy NK603 i Bt11)
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tNOS startery 400 nM, sonda 150 nM




Stezenia starterow i sond

» P35S _HEX, stezenia starterow: 400, 300 i 200 nM
» NOS_FAM, stezenia starterow: 800, 600 i 400 nM
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Stezenia starterow i sond

» P35s startery 200 nM, sonda 150 nM = P35s startery 400 nM, sonda 200 nM
» tNOS startery 400 nM, sonda 150 nM = tNQOS startery 400 nM, sonda 150 nM
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Porownanie amplifikacji przy 3 roznych stezeniach
starterow i sond

Amplification Plot
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Przyktadowy obraz dla niespecyficznych sygnatow
Z 135S w kukurydzy NKé603:

Amplification Plot
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Problem ze
specyficznoscig dla
NK603, niespecyficzne
sygnaty o niskiej
fluorescencji dla t35S w
tripleksach (czego nie
byto w singlepleksach).



Wybor optymalnych uktaddw multipleksowych metod
skriningowych gPCR do wykrywania GMO w materiale
siewnym

» kukurydza » rzepdak

» dupleks — wykrywanie promotora = dupleks — wykrywanie promotora
P35S i terminatora tNOS P35S | terminatora tNOS

= dupleks — wykrywanie terminatora » dupleks — wykrywanie terminatora
135S i genu |Act] tPinll i genu Cp4 Epsps

» fripleks — wykrywanie promotora » fripleks — wykrywanie promotora
P35S, terminatora tINOS i genu P35S, terminatora tINOS | genu

referencyjnego hmg referencyjnego Cru



Wybor optymalnych uktaddw multipleksowych metod

skriningowych gPCR do wykrywania GMO w materiale

siewnym

» Kukurydza: dupleks — wykrywanie promotora P35S | terminatora
tNOS

» dtugosc amplifikowanych fragmentow: P35S -132 pz, tNOS -97 pz

= warunki reakcji PCR

» okreslone koncowe stezenia starterow i sond

» objetosc reakcji 25 ul

= j[0SC DNA w reakcji 200 ng (uzyto 5 ul DNA o stezeniu 40ng/ul)

= warunki reakcji — standardowe dla maszyny do Real Time PCR typu ABI
/500 lub QuantStudios liczba cykli — 45



Wybor optymalnych uktaddw multipleksowych metod

skriningowych gPCR do wykrywania GMO w materiale

siewnym

» Kukurydza: dupleks — wykrywanie terminatora 135S | genu aktyny
IACT]

» dtugosc amplifikowanych fragmentow: t35S -142 pz, IAct1-132 pz

= warunki reakcji PCR

» okreslone koncowe stezenia starterow i sond

» objetosc reakcji 25 ul

= 0S¢ DNA w reakcji 200 ng (uzyto 5 ul DNA o stezeniu 40ng/ul)

= warunki reakcji — standardowe dla maszyny do Real Time PCR typu ABI
/500 lub QuantStudio), liczba cykli — 45



Wybor optymalnych uktaddw multipleksowych metod

skriningowych gPCR do wykrywania GMO w materiale

siewnym

» Kukurydza: triplex — wykrywanie promotora P35S, terminatora
tNOS | genu referencyjnego hmg

» dtugosc amplifikowanych fragmentow: P35S -132 pz, tNos -97 pz, hmg
-/9 pz

= warunki reakcji PCR

» okreslone koncowe stezenia starterow i sond

= objetosc reakcji 25

= j[0SC DNA w reakcji 200 ng (uzyto 5 ul DNA o stezeniu 40ng/ul)

= warunki reakcji — standardowe dla maszyny do Real Time PCR typu ABI
/500 lub QuantStudio?b, liczba cykli — 45



Walidacja wewnatrzlaboratoryjno
multipleksowych metod skriningowych gPCR

= Walidacja jest potwierdzeniem przez zbadanie
| przedstawienie obiektywnego dowodu, ze zostaty spetnione wymagania
dotyczgce konkretnie zamierzonego zastosowania.
Walidacja jest kompromisem pomiedzy kosztami, ryzykiem i mozliwosciami
technicznymi.

(PN EN ISO/IEC 17025:2005)

» Walidacja powinna byc¢ na tyle obszerna, na ile jest to konieczne, aby
spetni¢ potrzeby danego zastosowania lub obszaru zastosowania.

(PN EN ISO/IEC 17025:2018-02)



Walidacja moze obejmowac nastepujgce
parameftry:

» doktadnosc = granice wykrywalnosci

= odtwarzalnosé = granice oznaczalnosci

= powtarzalnosé » selektywnos¢, specyficznosc
» czutosé = zakres roboczy

= precyzje = stabilnos¢

= poprawnosc¢ = wydajnos¢ amplifikacii

» |iniowosc ® Nniepewnosc

PN-EN ISO/IEC 17025,

Definition of Minimum Performance Requirements for. Analytical Methods of GMO Testing. European Network of
GMO Laboratories (ENGL),

PN-EN ISO 24276




Parametry walidaciji:

= Czutos¢ - najmniejsza ilosc = Powtarzalnosé - stopien
sktadnika, ktora daje sygnat i zgodnosci miedzy wynikami przy
moze byC oznaczana dang powtarzaniu badania w
metodqg badawczq. okreslonych warunkach, tg samqg

= Selektywno$é, specyficzno$é - metodqg badawczag.

miara zdolnosci metody do = Odtwarzalnosé
wykrywania okreslonego wewngtrzlaboratoryjna - stopien
fragmentu DNA z mieszaniny. zgodnosci miedzy wynikami przy

powtarzaniu badania przez
wszystkich analitykow tg samg
metodg badawczg w
okreslonych warunkach.

= Poprawnos¢ - miara zdolnosci
metody do wykrywania
okresSlonego fragmentu DNA




Parametry walidaciji:

= Granica wykrywalnosci (LOD) -

najmniejsza ilos¢ analitu lub
najmniejsze jego stezenie w
probce badane], mozliwe do
wykrycia w sposob nie
podlegajgcy watpliwosci, lecz
niekoniecznie mozliwe do
oznaczenia ilosciowego (PN-EN
ISO 24276).

Prawdopodobienstwo, ze w
probce nie ma sktadnika, a wynik
pomiaru jest powyzej LOD wynosi
5%. Tak wiec, zgodnie z zasadami
przyjetymi w statystyce
matematycznej, jezeli wynik
pomiaru przekracza LOD jest
PewnNosc, ze w probce wystepuje
badany sktadnik.

= Stabilnos¢ - zdoInos¢ metody lub

urzgdzenia do odpornosci na
dziatanie czynnikow zewnetrznych -
wytrzymato$S¢ metody, urzgdzenia.
Np. dla metody PCR czynniki, ktore
mogg wptywac na jej stabilnosc to:
termocykler, master mix,objetose
reakciji, stezenie starterow i sond,
temperatura przytgczania starterow
Badanie stabilnosci (elastycznosci)
metody powinno udowodnic
niezawodnosc analizy po
wprowadzeniu niewielkich
celowych zmian parametrow
metody.

Kryterium akceptacji: odchylenia
przy niewielkich celowych
zmianach nie powinny byc¢ wieksze
niz +30%



Schemat doswiadczenia — stabilnosc

parametr

warunki 0 warunki 1

aparat do PCR

A B

stezenie master mix

wyjsciowe | -10%

stezenie starterow

wyjsciowe | -30%

stezenie sondy

wyjsciowe | -30%

objetos¢ master mix

19ul 21Ul

temperatura przytgczania starterow

+1°C -1°C

parameitr kombinacja

1 2 3 4 5 7
aparat do PCR 0 0 0 0 1 |
stezenie master mix 0 0 1 1 0 |
stezenie starterow o) 1 0 1 0 0
stezenie sondy 0 1 1 0 1 0
objetos¢ master mix 0 0 1 1 1 0
temperatura przytgczania starterow 0 1 0 1 | ]




Przyktadowy obraz dla analizy LOD genu
referencyjnego hmg w MON89034 w tripleksie
P35S/tNOS/hmg

Amplification Plot Amplification Plot




Walidacja wewnatrzlaboratoryjno
multipleksowych metod skriningowych gPCR

kukurydza

» Metoda typu dupleks — wykrywanie promotora P35S i terminatora tNOS

= Parametry walidacji:
» | OD metody - ponizej 0,1% (CRM MON89034)
» czutoSC metody — kilka kopii (CRM MON82034)

» poprawnosc metody — wykryto docelowqg sekwencje
= powtarzalnosc dla 1% i 0,1% — potwierdzono
» odftwarzalno$s¢ metody — otrzymano powtarzalne wyniki przez dwoch analitykow

» specyficznosc/selektywnosc — przetestowano na 16 certyfikowanych materiatach
referencyjnych




Walidacja wewnatrzlaboratoryjno
multipleksowych metod skriningowych gPCR

kukurydza

» Metoda typu dupleks — wykrywanie terminatora t35S i genu aktyny IACT]

= Parametry walidacji:
» | OD metody — ponizej 0,1% (CRM MON89034 i 4114)
= czuto$C metody - kilka kopii (CRM MON89034 i 4114)

® poprawnosc metody — wykryto docelowqg sekwencje
= powtarzalnosc dla 1% i 0,1% — potwierdzono
» odfwarzalno$s¢ metody — otrzymano powtarzalne wyniki przez dwoch analitykow

» specyficznosc/selektywnosc — przetestowano na 11 certyfikowanych materiatach
referencyjnych




Walidacja wewnatrzlaboratoryjno
multipleksowych metod skriningowych gPCR

kukurydza

» Metoda typu triplex — wykrywanie promotora P35S, terminatora tNOS | genu
referencyjnego hmg

= Parametry walidacii:
» | OD metody — ponizej 0,1%
» czuto$C metody - kilka kopii
» poprawnosc metody — wykryto docelowqg sekwencje
= powtarzalnosc dla 1% i 0,1% — potwierdzono
» odftwarzalno$s¢ metody — otrzymano powtarzalne wyniki przez dwoch analitykow

= specyficznosc/selektywnosc dla genu referencyjnego hmg - potwierdzono



Walidacja wewnatrzlaboratoryjno
multipleksowych metod skriningowych gPCR

rzepak

» Metoda typu dupleks — wykrywanie promotora P35S i terminatora tNOS

= Parametry walidacji:
» | OD metody — ponizej 0,1%
» czuto$C metody — kilka kopii
» poprawnosc metody — wykryto docelowqg sekwencje
= powtarzalnosc dla 1% i 0,1% — potwierdzono
» odftwarzalno$s¢ metody — otrzymano powtarzalne wyniki przez dwoch analitykow

» specyficznosc/selektywnosc — przetestowano na 10 certyfikowanych materiatach
referencyjnych



Walidacja wewnatrzlaboratoryjno
multipleksowych metod skriningowych gPCR

rzepak

» Metoda typu dupleks — wykrywanie terminatora Tpinll i genu Cp4 Epsps

= Parametry walidacji:
» | OD metody — ponizej 0,1%
» czuto$C metody — kilka kopii
» poprawnosc metody — wykryto docelowqg sekwencje
= powtarzalnosc dla 1% i 0,1% — potwierdzono
» odftwarzalno$s¢ metody — otrzymano powtarzalne wyniki przez dwoch analitykow

» specyficznosc/selektywnosc — przetestowano na 10 certyfikowanych materiatach
referencyjnych



Walidacja wewnatrzlaboratoryjno
multipleksowych metod skriningowych gPCR

rzepak

= Metoda typu dupleks — wykrywanie promotora P35s, terminatora tNos i
genu referencyjnego Cru

= Parametry walidacii:

» | OD metody — ponizej 0,1%

» czuto$C metody - kilka kopii

» poprawnosc metody — wykryto docelowqg sekwencje

= powtarzalnosc dla 1% i 0,1% — potwierdzono

» odftwarzalno$s¢ metody — otrzymano powtarzalne wyniki przez dwoch analitykow

» specyficznosc/selektywnosc — przetestowano na 10 certyfikowanych materiatach
referencyjnych




Walidacja miedzylaboratoryjna
multipleksowych metod skriningowych gPCR

» 3 |aboratoria
» gparaty do gPCR LC480 Roche

® fe same warunki reakcij.

» kalibracja aparatu

» odczynniki
= pbadane probki

= profil termiczny i czasowy PCR
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