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genetinio modifikavimo jvykio genetiskai modifikuoty (GM) kopijy skaiiaus — WWW.erm-crm.orq
dalimi. Toliau pateikiamos rekomendacijos visy pirma skirtos etaloniniy medziagy ERM-BF413d bei ERM-
ADA413 ir basimy etaloniniy medZiagy, kuriy kopijy skai¢iaus santykis bus sertifikuotas, naudojimui.

IVADAS

Jungtinio tyrimy centro Etaloniniy medziagy ir
matavimy institutas neseniai sukiré dvi naujas GMO
sertifikuoty etaloniniy medziagy (SEM) radsis, todél
galima tinkamai jgyvendinti Rekomendacija (EB)
787/2004 [1] naudojant metrologinio atsekamumo
sistemag. Siame vadove pateikiami nurodymai, kaip
taikyti naujasias SEM.

NAUJUJUY GMO SEM SAVYBES
A. Naujos GMO matricinés SEM

Sertifikuotos vertés pagristos dviem skirtingais
matavimo vienetais. Sertifikuota ne tik konkretaus
genetinés modifikacijos jvykio masés dalies verté (zr.
Naudojimo vadova 4) — naujoji SEM sertifikuota ir DNR
kopijy skaiCiaus santykio atzvilgiu. Sis parametras,
iSreikStas procentais, apskai¢iuojamas taip:

GM DNR kopijy skai€ius (cp)
DNR kapijy skaigiaus santykis (%) = x 100
Tikslinis taksonui specifiniy DNR kopijy skaigius (cp)

Sertifikavimas pagristas kiekybinés realaus laiko
polimerazés grandininés reakcijos (KRL PGR)
matavimais. Sie matavimai kalibruojami naudojant
specialy plazmidés DNR kalibratoriy, kurio plazmide
pagal sertifikavimg gali turéti GM sekos kopija ir
taksonui specifinés tikslinés sekos kopijg (zr. B dalj).

Todél genetiSkai modifikuoty kukurdzy DNR kopijy
skaiciaus santykis yra tiesiogiai susijes su analizuojamu
GM jvykiu. Be to, toliau pateiktame pavyzdyje SEM
ERM-BF413d turety bati naudojama tik kartu naudojant
plazmidés  kalibratoriy ERM-AD413 ir taikant
konkreciam jvykiui skirtg MON 810 nustatymo metodg
[2]. Sertifikuotas MON 810 DNR kopijy skai¢iaus
santykis (0,57 %) skiriasi nuo sertifikuotos masés dalies
(10,0 g/kg arba 1,0 %), nes sertifikuotu MON 810 kopijy
skaiCiaus santykiu atsizvelgiama | Sios medziagos
gamybai naudoty sékly zigoty skaiciy, ploidisSkumg ir
endoreduplikacijos faze.

Matriciné SEM skirta analizés procediry, jskaitant DNR

iSskyrima bei igryninima, ir tam tikro GM jvykio PGR
matavimo etapy kokybés kontrolei uztikrinti.

B. Naujosios GMO plazmidés SEM

Sertifikuoti  kalibratoriai turi apibrézta genetiniam
modifikavimui specifini DNR fragmentg ir apibréztg

analizuojamam taksonui specifini DNR fragmenta. Toje
plazmidéje yra MON 810 5' augalo-P35S jungties 170
baziy pory (bp) fragmentas ir kukurGzy endogeniniy
didelio judrumo grupés (angl. hmg) geny 351 bp
fragmentas.

Sertifikuotos vertés — klonuoty GM skaicius ir taksonui
specifiniy DNR fragmenty skai€ius vienai plazmidei. Siy
dviejy DNR fragmenty skaiCiaus santykis pateikiamas
kaip orientaciné verté, gauta atiekant dvigubg ir
paprastg realaus laiko PGR.

GMO PLAZMIDES KALIBRATORIAUS
NAUDOJIMAS

Kalibratoriy reikia naudoti kartu taikant apibréztg KRL
PGR metoda [1].

Kiekvienas  kalibratorius  pateikiamas uzdarame
plastikiniame mégintuvélyje su sausu ledu ir iki
naudojimo turéty bati laikomas -20 °C temperatdroje.
Turinj pirmiausia reikia atSildyti, sumaisyti ir atidarius
mégintuvélj atskiesti laminarinés srovés spintoje
siekiant sumazinti uzterS§imo pavojy. Kiekviename
megintuvélyje yra mazdaug 2 x 10° kopijy plazmides
vienam pL, o rekomenduojamas pradinis skiedimo
serijos kiekis yra 50 pL. Reikéty laikytis sertifikate
nurodyto skiedimo protokolo. Skiedimo buferinis tirpalas
nepateikiamas.

Skiedimo serija visada turéty bati paruoSiama prie$ pat
ja naudojant, o bet koks likutis iSmetamas uzdaruose
mégintuvéliuose. Skiedimo serija naudojama dviem
kalibravimo kreivéms (KK) sudaryti (viena KK -
transgenui, kita KK — taksonui specifiniam genui).
Kiekvienoje kreivéje yra 5 taSkai, kuriy kiekvienas
matuojamas tris kartus, atliekant PGR (Zr. toliau
pateikiama pavyzdj). Viename megintuvelyje esancio
kalibratoriaus pakanka 10 abiejy tyrimo objekiy
kalibravimo kreiviy sudaryti; tai reiSkia, kad viename
mégintuvélyje esancio kiekio pakanka nuo 100 iki
250 méginiy. Rekomenduojamas KRL PGR meéginio
kiekis — 5 uL DNR $ablono vienai PGR.

Kad bity gautos dvi KK, iSmatuotos maziausios
fluorescencijos ribinés vertés (Ct vertés) pateikiamos
kreivéje kaip abiejy fragmenty kopijy teorinio skaiciaus
funkcija. Tos KK naudojamos GM tyrimo objekiui,
susijusiam su taksonui specifiniu tyrimo objektu
nezinomame meéginyje, kiekybiSkai jvertinti. Tada
vadovaujantis Rekomendacija (EB) 787/2004 rezultatus
galima apskaiciuoti kaip abiejy tyrimo objekty santykj ir
iSreik8ti procentais. Galima atlikti vidaus kokybés
kontroles PGR apskaiCiuojant vidutinj iSmatuoty
taksonui specifiniy ir transgeniniy tyrimo objekty Ct
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ver€iy santykj kalibravimo taskuose, atitinkanciuose 0,06 %), kaip nurodyta sertifikavimo ataskaitoje (taip
2000 kopiju/uL. Tas santykis paprastos PGR atveju pat zr. ERM naudojimo vadova 1).

turéty bati lygus 1,04 % (iSpléstoji neapibréztis lygi

PAVYZDYS

Genomo DNR, iSgautos i§ nezinomo méginio ir i§ kaip kokybés — Visas MON 810 fragmento I8matuotos Ct vertés Vidutiné
kontrolés medziaga naudojamos ERM-BF413d, yra analizuojamos kopijy skaicius 1 kartas 2 kartas 3 kartas Ct
atliekant KRL PGR, kaip kalibratoriy naudojant ERM-AD413. 50000 25.30 25.19 25.15 25.21
Amplifikavus hmg ir MON 810 fragmentus gaunamos ERM-AD413 10000 27.57 27.62 27.66 27.62
kalibratoriaus Ct vertés (1 lentelé). NeZzinomo méginio vidutinés Ct 1000 3119 3089  31.14  31.07
vertés — atitinkamai 32,76 ir 25,44 — gaunamos amplifikavus MON 12%0 gg'gg ggg gg'gg gg'gg
810 ir hmg fragmentus. Naudojant kokybés kontrolés medziaga SKN 45.00 4500 4500 45,00

gaunamos vidutinés MON 810 ir hmg fragmenty Ct vertés —

atitinkamai 31,22 ir 22,20. Visas hmg fragmento

kopijy skai€ius

Ka}d. baty gallrpa §p§kalé!uot| MON 810 kiekij abl_gjuose méglnluose, 500000 20.76 20.67 20.63 20.69
reikia nustatyti abiejy kalibravimo kreiviy nuolydj ir pazyméti taSkus Y 100000 20.92 23.00 23.04 20.99
aéyje, darant prielaida, kad tiesi Iinija yra 10000 26.39 26.36 26.33 26.36
5000 27.31 27.29 27.37 27.32
tinkamiausia modelio funkcija. Kalibravimo kreiviy nuolydzius ir 1000 29.38 29.19 29.57 29.38
taskus Y asyje galima apskaiciuoti naudojant jtaisytuosius Microsoft® SKN 45.00 45.00 45.00 45.00
Excel modulius arba bet kurig kitg esamag kalibravimo ir (arba)
nustatymo programine jranga. 1 lentelé: Eksperimentiniy Ct veréiy, gauty naudojant

Abiejy tiesinés regresijos tiesiy nuolydziai (b) gali bati apskaiciuojami ERM-AD413 kaip kalibranta, pavyzdys. SKNT = sablono

pagal formule 5 _ Z(log(x)—log(x))(y— y)! kur x — amplifikuoto kontrolé netaikyta.

3 (log(x) -~ log(x))

fragmento kopijy skaicius, y — atitinkama Ct verté. 1 lenteléje pateikty hmg ir MON 810 fragmenty kalibravimo kreiviy nuolydziai —

atitinkamai -3,25 ir -3,32. Regresijos tiesiy taskai Y asyje (a) apskai¢iuojami pagal formule g = y—b;c, kai log (x) =0. Siame

pavyzdyje hmg ir MON 810 regresijos tiesiy a vertés atitinkamai lygios 39,26 ir 40,93. Tos vertés yra teorinés Ct vertés, atitinkancios
vieng abiejy fragmenty kopija. Vertinant nuolydj galima apskaiciuoti PGR veiksminguma (€) pagal formule € = (10" -1)¥100. Siame
pavyzdyje PGR veiksmingumas amplifikavus MON 810 ir hmg fragmentus atitinkamai lygus 99,7 % ir 103,1 %. NeZzinomame méginyje

{C’M()Nmo ~ayonsio ]

esanciy MON 810 kopijy (cp) skaiCius apskaiciuojamas pagal formule  cp,, vsi0 = 10 buowsio , kur Ctmonsio yra MON 810

amplifikacijos Ct vertés, avonsio — jos sankirtos su Y asimi taskas, o buonsio — jos nuolydis. Taip pat apskaiciuojamas ir hmg fragmento
Cling =g

kopijy skaiCius pagal formule P = 1()[ Dams J . Siame pavyzdyje numatomas nezinomame méginyje esanéiy MON 810 ir hmg

fragmenty kopijy vidutinis skai€ius yra atitinkamai 289 ir 17878. Todél procentais iSreik§tas nezinomo meéginio MON 810 kiekis yra

lygus 289 cpyonsio ¥100=162 %" Taip pat apskaiciuojamas ir MON 810 kiekis kokybés kontrolei naudojamoje medziagoje:

17878 c¢p,,,

841 ¢pyovsio 1002047 %" Atsizvelgiant | su ERM-BF413d susijusig neapibréZztj ir matavimo neapibréztj (zr. ERM naudojimo vadova

177513 cpp

1), galima patvirtinti, ar iSmatuota verté atitinka ERM-BF413d sertifikuotas vertes. Pirmiau pateiktame pavyzdyje vidutiniy Ct verciy
santykis, 1,05, gautas i§ 10 000 kopijy (5 pL ERM-AD413, kai yra 2000 kopijy/pL), atitinka orientacine verte, lygia 1,04 + 0,06,
nurodytg ERM-AD413 sertifikate, o tai reiSkia, kad Sis GM kiekybinis jvertinimas tinkamas.

[1] 2004 m. spalio 4 d. Europos Komisijos rekomendacija (EB) Nr. 787/2004 dél genetiSkai modifikuoty organizmy ir i$ jy pagaminty
produkty bei juose esanciy medziagy méginiy émimo ir aptikimo techniniy gairiy remiantis Reglamentu (EB) Nr. 1830/2003 (OL L 348,
p. 18-26).

[2] ISO 21570:2005 Maisto produktai. Analizés metodai genetiS$kai modifikuotiems organizmams ir antriniams produktams nustatyti.
Kiekybiniai metodai naudojant nukleino ragstis. D2 priedas. |vykiui specifinis metodas santykiniam kukurdzy linjos MON 810 DNR
kiekiui apskaiciuoti atliekant realaus laiko PGR. 93-99.

T Jeigu, netaikius $ablono kontrolés, gautos Ct vertés skiriasi nuo atlikty PGR cikly, skai¢iaus, reikéty manyti, kad jvyko kryZminis
uzsiterSimas arba amplifikacija buvo numatyta netiksliai.
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