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VYHODNOCENI KVANTITATIYNiHO STANOVENI GENETICKYCH
MODIFIKACi METODOU qPCR

1 Ucel a rozsah

Postup slouzi k vyjadieni a hodnoceni vysledkli kvantitativni analyzy genetickych modifikaci
metodou qPCR.

2 Princip

Pti kvantitativni qPCR se porovnava koncentrace DNA s genetickou modifikaci (s cilovym
genem) ku koncentraci DNA s vnitinim genem (s referencnim genem) dané plodiny.
Vysledkem je procentudlni vyjadieni obsahu genetické modifikace ve zkoumaném vzorku.

Poznamky
1 Threshold je prah detekce vznikajici fluorescence.
2 Ct je pocet cyklu, ktery vznikajici fluorescence potrebuje k prekroceni prahu detekce.

3 Efektivita (ucinnost) gqPCR E (%) je dana smeérnici (slope) linearniho vyneseni Ct viici
dekadickému logaritmu koncentrace DNA vzorku.

4  LOD, limit detekce, je definovan jako minimalni mnozZstvi nebo koncentrace analytu
ve zkuSebnim vzorku, které miize byt spolehlive detekovano.

ve zkuSebnim vzorku, které miize byt kvantitativné stanoveno s prijatelnou mirou
Sprdvnosti a presnosti.

6  Seznam pouZitych zkratek
GM — geneticka modifikace (cilovy gen)
PCR — polymerazova retézova reakce
qPCR — kvantitativni polymerazova retézova reakce, real-time PCR
DNA — deoxyribonukleova kyselina, z anglického deoxyribonucleic acid
VG — vnitrni gen GM (referencni gen)
ENV — kontrola cistoty prostredi
BT — beztemplatova kontrola
N — negativni kontrola
P — pozitivni kontrola
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3 Postup

Po ukonceni amplifikaéniho programu termalniho cykleru se vSechna ziskana data upravi
a vyhodnoti pomoci ptislusného software dodaného k piistroji.
Zpracovani a uprava ziskanych dat:
Po ukonceni amplifikacniho programu je potieba zkontrolovat prabéh vsSech zdznamu
amplifikacnich kiivek pro  a) cilovy gen (kalibra¢ni fadu + vzorky),

b) referen¢ni gen (kalibracni fadu + vzorky).
V ptipad¢é potieby je mozné vyloulit odlehl¢ amplifikaéni kiivky. Z tripletu muze byt
vylou¢ena max. jedna amplifika¢ni kiivka.

Manualné se nastavi threshold, ktery je tieba posunout tak, aby u kalibra¢ni fady cilového
genu se vzorky a u kalibracni fady referen¢niho genu se vzorky prochédzel exponencialni ¢asti
amplifikacnich kiivek. V bod¢ protnuti thresholdu a amplifikacnich kfivek se vede pomyslna
kolmice na soufadnici x (cykly PCR), ze které se odectou hodnoty Ct.

Software vygeneruje dva grafy: a) graf kalibracni kiivky cilového genu + vzorky,
b) graf kalibra¢ni kiivky referen¢niho genu + vzorky.

Pro ob¢ kalibra¢ni kiivky software vypocte z linedrni zavislosti Ct na logaritmu koncentrace
DNA v reakci: koeficient determinace R?, smérnice regresni piimky, ktera slouzi ke stanoveni
efektivity qPCR.

Vygenerované (ziskané) hodnoty koncentrace DNA zkoumaného GM vzorku se dosadi do
nize uvedené¢ho vzorce a vypocitd se skutecny procentualniho obsah GM v analyzovaném
vzorku.

Vypocet obsahu zkoumaného GM vzorku

GM (%) = (koncentrace DNA s GM/koncentrace DNA s VG) x 100

4 Hodnoceni analyzy

Kritéria validity

NizZe uvedené parametry musi byt splnény, urcuji, zda PCR prob¢hla uspesne.

Smérnice regresni pfimky se musi nachazet v rozmezi od —3,6 do —3,1. Tomu odpovida

efektivita qPCR od 90 % do 110 %.
Koeficient determinace (R?) > 0,98.

Spravné vysledky analyzy
Amplifikacni kiivky vykazuji vzestup do exponencialni faze, nasledné do faze linearni a poté
faze plateau u:

- kalibra¢ni fady GM (cilového genu),

- kalibra¢ni fady vnitiniho genu (referen¢niho genu) dané plodiny,
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- pozitivni kontroly.
Naopak amplifikacni kiivky nevykazuji vzestup do faze exponencidlni u:
- beztemplatové kontroly,
- kontroly Cistoty prostiedi,
- negativni kontroly.

Nejednoznaéné vysledky analyzy:

V ptipadé, ze jeden zvySe uvedenych parametri efektivity qPCR kalibracnich kiivek
neodpovida kritériim nebo dojde ke kontaminaci BT, ENV, N, je nutné¢ dany béh amplifikace
opakovat.

Vyjadieni vysledki na protokolu:

Na protokolu se uvadi vypis genetickych modifikaci, hodnoty LOD, LOQ a odhad nejistoty
stanoveni. Tabulka 1 popisuje Ctyfi alternativy, které mohou nastat pfi vyhodnoceni vysledka
analyzy, a odpovidajici vyjadieni dané¢ho vysledku na protokolu.

Tabulka 1. Vyjadreni vysledl na protokolu o zkouskach.

Vysledek analyzy Vyjadreni vysledku na protokolu

Nebyl detekovan VG dané plodiny. Nebyl detekovan referencni gen napr-
,,8Oji — sojovy lektin “.

Byl detekovan VG plodiny, avsak nebyl GM nebyla detekovana.

detekovan cilovy gen GM.

Byl detekovan VG plodiny i cilovy gen GM, GM byla detekovana.

avSak stanovena koncentrace DNA s alespoi
jednim genem byla niz8i nez rozsah pitislusné
kalibra¢ni fady, ptipadné vypocteny obsah GM
(%) byl nizsi nez LOQ.

Byl detekovan VG plodiny i cilovy gen GM, Obsah GM je X %.
koncentrace DNA s jednim i druhym genem
byla vyssi nez nejnizsi bod ptislusné kalibracni
fady a vypocteny obsah GM (%) byl vyssi nez
LOQ.
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CSN EN ISO 21571 Metody pro detekci geneticky modifikovanych organismi
a odvozenych produktl - Extrakce nukleové kyseliny.

CSN EN ISO 24276 Metody pro detekci modifikovanych organismi a odvozenych
produktt, VSeobecné pozadavky a definice.
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