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Czy laboratoria ENGL postepuja podobnie przy izolacji DNA?
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Izolacja DNA w analizach GMO

 Norma I1SO 21571:2005(en) Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of
genetically modified organisms and derived products — Nucleic acid extraction

« ENGL Working group ,,DNA extraction” — nieukonczone prace.

« Publikacje

1. Verbr. Lebensm. Joumal fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
DOI 10.1007/s00003-014-0862-3 Joumal of Consumer Protection and Food Safety

ANNOUNCEMENTS AND REPORTS

Guidelines for validation of DNA extraction methods applied
in subsequent PCR analysis of food and feed products
for the presence of genetically modified material

Hans-Ulrich Waiblinger - Lutz Grohmann

Received: 6 December 2013
© Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) 2014

J. Verbr. Lebensm. (2014) 9:183-190
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Jak czula jest nasza metoda?

« Czy wynik ,Nie wykryto soi RR GT40-3-2" jest wiarygodny?

« Staba efektywnosc¢ izolacji DNA?

* Niska zawartos¢ DNA?

* Przykfad: izolacja DNA z lecytyny sojowej (za Grohman i in, 2017)

PCR negatywny.

Czy ponizej 0,9% w
odniesieniu do catej soi w
probce?
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Etapy izolacji DNA

» Uwolnienie DNA z analizowanej matrycy do roztworu

» Oczyszczenie DNA z inhibitorow PCR

1.  Mechaniczna homogenizacja (ucieranie w ciektym azocie, mielenie)

2. Zniszczenie bton komoérkowych, liza (detergenty np. SDS, CTAB, 650C)

3. Usuniecie biatek i zbednych sktadnikdéw jak polisacharydy (trawienie proteinazg K, ekstrakcja
fenolem/chloroformem)

4. Usuniecie RNA (RNaza)

5. Oczyszczenie DNA (wytrgcanie w etanolu, izopropanolu, dodatkowe zestawy do oczyszczania DNA)

6. Przygotowanie do przechowywania (TE, woda)

Alternatywnie: etapy 5,6 wigzanie DNA na kolumnach ze ztozem silikonowym, oczyszczenie zwigzanego DNA
i elucja
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Liza komorek

1.Liza fizyczna

*Rozcieranie mechaniczne
np. w mozdzierzu

-zamrazanie, rozmrazanie

2. Liza chemiczna
« Detergenty, surfaktanty —SDS, CTAB
* Sole chaotropowe (denaturacja
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Oczyszczanie DNA

« Rozpuszczalniki organiczne
 Chloroform

- Wysalanie: biatka s mniej rozpuszczalne
w wyzszych stezeniach soli (np. NaCl)

- ztoza: DNA wigze sie do z{0z =
krzemionkowych w obecnoéci soli . kL
chaotropowych i przy odpowiednim pH

silig ]-;: 5 C_h b ?l Silical g:f’u:f .....
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Odzyskanie DNA z roztworu

» Wytrgcanie alkoholem (etanol, izopropanol)

= Jesli doda sie wystarczajacg ilos¢ alkoholu, przycigganie
elektryczne miedzy grupami fosforanowymi i dowolnymi jonami
dodatnimi (Na+ lub NH4+) w roztworze staje sie wystarczajgco
silne, aby utworzyc¢ stabilne wigzania jonowe.
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HA ,,v \
Na co zwrocic uwage przy izolacji DNA? —
1.Prébka ——

Rodzaj czy typ probki
Obecnos¢ sktadnikow moggcych wptywac na efektywnosc izolacji

Stopien przetworzenia

Sposob probobrania i jednorodnosc proby
2. Metoda izolacji DNA

* Wydajnos¢

» Czystosc¢ wyizolowanego DNA

» Wielkos¢ wyizolowanych czgstek DNA

3. Sposoéb oceny wyizolowanego DNA

4. Stabilnosé probki w czasie
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Probka

10
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Masa probki laboratoryjnej
ZIARNO Masa ziarna Masa proébki
[9] [9]
Kukurydza 285 1000
Rzepak 4 14
Ryz 27 95
Soja 200 700
Pszenica 37 140

JRC Technical Report 2014 Recomended laboratory sample size”

Nasiona: Masa odpowiadajgca 3 000 ziarniakow
Pasza — masa odpowiadajgca 10000 nasion
Produkty jak magka, semolina, otreby od 100 do 1 kg

Ptyny — 500 ml

Produkty lepkie, ciasta — 500¢g
Produkty finalne np. opakowane —od 100 g do 1 kg

Norma ISO 21571:2005
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Redukcja wielkosci czasteczek probki

ISO 6498:2012

SO 6498:2011
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HAa
Wplyw wielkosci czgstek na dokiadnosc¢

oznaczenia
Rozmiar czastek okresla Pozytywny = 1 w
ich ilo§¢ w probce 0
analitycznej o okreslonej 20 (5%)
masie

19 1¢ 10 ¢

1 nasiono w 1000 = 0,1 %
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Ocena DNA na zelu agarozowym

Genomowe,
wysokoczgsteczkowe,
niezdegradowane DNA

Genomowe DNA
niskoczgsteczkowe,
czesciowo
zdegradowane

“« .»
L

Za F. Gatto, EURL GMFF training on DNA extraction from food and feed, Ispra, Italy 7-9 June 2017
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Izolacja DNA
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Etapy izolacji DNA

* 1. LIZA i oczyszczanie

U Solvents-based methods :
*CTAB (main method used in routine under ISO 21571:2005)

*phenol-chloroform

U Silica-based methods with columns :
*DNeasy for plant, Food Kit, CTAB/Genomic-tip 20/G (Qiagen)

‘Qiagen DNeasy Plant Mini Kit, Purification of Total DNA from Plant Tissue, (Mini Protocol) for soy

‘Qiagen DNeasy Plant Mini Kit, Purification of Total DNA from Plant Tissue, (Mini Protocol) with CTAB lysis step for maize and mixed feed samples
*High pure DNA extraction (Roche)

*NucleoSpin® Food Macherey Nagel
U Magnetic beads-based method :
*Wizard® Magnetic DNA Purification System for Food (with KingFisher™ device)
*PureFood GMO and Authentication Kit (with Maxwell® RSC device)
‘Maxwell® Food, Feed, Seed DNA extraction kit

16
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Przyktady metod izolacji DNA dla réznych matryc
NRL/882 Niemcy

» Fast ID Genomic DNA extraction Kit (Genetic ID)

* soybean powder, cotton powder, soya milk, linseed

* NucleoSpin Food Kit (Macherey-Nagel)
scanola seed, instant soup, (soya milk), rapeseed cake
« ,CTAB/Microspin“ method (CRLVL09/05XP corrected version 1)
e potato
« CTAB method (CRLVLO01/04VP 16/02/2005)
* maize powder, "mexican tortillas" (pancake type), biscuit, complete feedingstuffs for piglets, supplemental feeds for dairy
cattle, chicken feed
« CTAB method (Reiting et al., Eur food Res Technol (2013) 236: 715-723)
* rice noodles

* Pollen enrichment and CTAB method (§64 LFGB L40.00-14)

* honey

EURL GMFF training on DNA extraction from food and feed, Ispra, Italy 7-9 June 2017
17
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Rozwiazania MN dla ,,trudnych” probek (slajd Macherey Nagel)

Plant samples

* Lysis Buffer PL1 — based on CTAB method
 Lysis Buffer PL2 — based on SDS method

s X
o 6
& \ /4
Lyse sample Filter Elute

Two lysis buffer options for optimal lysis of different materials

18



Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

HA AR
Jakosé DNA po izolaciji y
* DNA ztej jakosci — mozliwos¢ fatszywie negatywnych wynikow ‘-.\"‘;’7 >

» Wysoko przetworzone probki: zywnosc, pasze np. olej

Oznaczanie jakosci i stezenia DNA

1. Sprawdzenie DNA na Zelu agarozowym (fragmentacja DNA, RNA — konieczno$¢ stosowania starterow dajgcych krotkie produkty)
2. Spektrofotometr (oznaczenie A260/2801 A260/230,)

- proste, najczesciej stosowane
- Mata czuto$c¢
- RNA, nukleotydy, biatka, inne zanieczyszczenia- mogg zawyzac wynik

3. Oznaczenie z barwnikiem fluorescencyjnym np. PicoGreen

czutos¢ 100x wieksza niz spektrofotometr
- mniej czuta na zanieczyszcenie biatkowe i nukleotydowe
- zanieczyszcenie RNA- fatszywy wynik
- oznaczenie fuorymetryczne

- "The PicoGreen fluorescent signal was dependent on DNA fragment size but only if the DNA was in pure water, while DNA in buffer was much less sensitive. Finally,
we document the high sensitivity of the PicoGreen assays to the detergent known as CTAB (Holden i in., 2009)..

4. Sprawdzenie amplifikacji: PCR dla endogennego genu roslinnego (RbCL, HMG, Lectin), wystepujgcego w duzej liczbie kopii w genomie A Cq
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NRL/882 Wiochy- doswiadczenia

Describe the approach used in your laboratory for selection of a DNA

\

g

=z extraction method for a given sample type
Q Crca

Consiglo per i icerca in agricoltura

¢ l'analisi dell'economia agraria

Test ltem

YES

Complex

Use CTAB method f———— ——~ :
matrix?

> CTAB vs NS®

. Real Time
Oily and Use the CTAB Results form NS® | e
fatty method comparable
YES | | YES
Use the CTAB method
with extended Results from CTAB
centrifugation time Method
after incubation step

(20’) and lower
temperature (15°C)

20
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CTAB flour, 0.2-1g If need 100-1000
ISO grain, and more
* NRL/382 Wiochy 21571:2005  baked
o . products,
doswiadczenia feed
CTAB High fat 1-10 ml 1CTAB/ 4 If need 6-50 50/100 1,29 0,799 = -
ISO content 1-2 g ESANE 5min -
21571:2005 food, 10.000 g;
gluten free incubate for 2 h
food at 65°C with PK
and 5 min at
65°C with RNAsi
CTAB Rice, 19 Amilase yes 20-70 100 21.9 1-2 yes
ISO precooked
21571:2005 dried rice
CTAB Soy milk 30; 1CTAB/ —eee 10-50 100 >1.8 0.6-2 yes
ISO 5ml 4 ESANE -
21571:2005
CTAB cow milk 10 mlraw Forcream @ - 50-150 100 >1.7 >1.3
ISO milk for fracton 1V ofn- - -
21571:2005 10 minat  hexane at 60 °C
10 000 for 10 min,
rpm to followed by
separate  centrifugation,
cream, CTAB at 56 °C
skimand  overnight (for all

pellet. fractions).

EURL GMFF training on DNA extraction from food and feed, Ispra, Italy 7-9 June 2017 21
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Sprawdzenie amplifikacji PCR dla endogennego genu
roslinnego

 NRL/882 Niemcy — doswiadczenia

DAS-40278 #257/4 0,5% | Proben-Nr:[D150012 50000 cp Analyt:(HMG_001-03 B
Gemess. Ct | Mittelw. Ct A Ct Soll A Ct Log
Konzentration 23,79
Arbeitslésung  26ng/pl 2377 23,78
2577 -0,6021
Verdinnungsfaktor 14 258 25,79 2,01 2 -0,6021
27,76 -1,2041
Verdunnungsfaktor 1:16 27,78 27,77 1,99 2 -1,2041
29,75 -1,8062 ooz somoee .
Verdinnungsfaktor 1:64 29,98 29,87 2,10 2 -1 .806? -~
31,82 -2.4082 —~—
Verdunnungsfaktor 1:256 31,68 31,75 1,89 2 -2.4082 \,
NTC Extrapol. Ct | Extrapol.- Steigung R? *
#NV  |arbeitslosung| Mittelw. Ct
#NV 23,80 0,02 -3,32 0,999 —

EURL GMFF training on DNA extraction from food and feed, Ispra, Italy 7-9 June 2017 22
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NRL/882 Niemcy — doswiadczenia

Fast ID Genomic DNA Kit NucleoSpin Food Kit

(sample input 0.2 g; Elution (sample input 0.2 g, Elution

volume 100 pl) volume 100 pl)

Picogreen OD ddPCR Picogreen  OD ddPCR
[ng/ul] [ng/ul] [ng/plT* [ng/ul] [ng/pl]  [ng/ul]*
17.6 154 .4 148.8 32.8 215.3 207.5

Na ocene ilosciowg DNA z mleka sojowego wptyneta zastosowana metoda ekstrakcji DNA.

EURL GMFF training on DNA extraction from food and feed, Ispra, Italy 7-9 June 2017
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Pomiar wyizolowanego DNA

Oznaczenie spektrofotometryczne DNA przy dtugosci fali 260 nm — A 260 absorbance
measurement

260/280 stosunek (R) okreslajgcy czystos¢ DNA po izolacji

R=1.8 dobrej jakosci DNA

260/230 stosunek - EDTA, weglowodory i fenol ma absorbancje blisko 230 nm

R=2.0 dobrej jakosci RNA

Seit
e 24
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Jakos¢ DNA

« Obecnosc¢ biatek, lipidow, polisacharydow i niektorych innych zwigzkow
organicznych lub nieorganicznych w preparacie DNA moze zaktécac¢ metody analizy
DNA, zwtaszcza reakcje tancuchowg polimerazy (PCR).

« Zwigzki te mogg zmniejszac stabilnos¢ DNA.

Seit
e 25
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Przechowywanie DNA

« W -20 °C, w buforze TE, lub krotko w 4°C
* Nierozcienhczone

Startery i sondy

* Przechowywac w -20°C

» UnikaC wielokrotnego rozmrazania i zamrazania
* Rozcienczone, rozpipetowac na mniejsze porcje

Inhibitory PCR

« Z probki

Chlorofil, polisacharydy
» Z ekstrakcji DNA
SDS > 0,01% (w/v)
Fenol > 0,2% (v/v)
Etanol > 1%

Octan sodu > 5mM
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Whioski ze szkolenia ENGL 2017

Istnieje wiecej niz jeden sposob na skuteczng ekstrakcje DNA (podejscie modutowe)

Ré6zna wydajnosc/jakos¢ DNA z CRM i nieznanych prébek przy uzyciu réznych metod
ekstrakcji moze generowac btgd oznaczenia GMO

Odpornos¢ metod PCR jest r6zna i moze maskowac problemy z jakoscig DNA

Amplifikacja ekstraktow DNA zalezna od matrycy

Wptyw na wyniki jakosciowe znikomy

Wptyw na wyniki ilosciowe potencjalnie powazny

27
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Dziekuje za uwage i zycze:
1 Wydajnych izolacji
2. Czystych ekstraktow
3. Braku degradacji DNA

Kontakt: a.linkiewicz@ihar.edu.pl
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