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Metody analiz GMO - cele

1. Wykrywanie GMO
2. ldentyfikacja GMO

3. llosciowe oznaczanie
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Walidacja metod wykrywania, identyfikacji i ilosciowego oznaczania
GMO przez EURLGMFF w procesie autoryzacji GMO w UE

Metody:
GMOs: EU deC|5|cl>n_-mgk|ng * Opracowane przez podmioty wprowadzajgce
process exptiaine GMO na rynek!
* walidowane przez EURLGMFF
GMOs for CULTIVATION GMOs for FOOD AND FEED
{under Regulation 1829,2003) (under Regulation 1829/2003)
* Walidacja oznacza spetnienie minimalnych
Risk Assessment. T parametréw dziatania metod (MPR)
by a Member State -efsdm
) e Sy o * Walidacja niemozliwa — brak autoryzacji GMO
e sptca Walidacja |
- w UE!

EU countries EU Commission
MEMBER STATES EXPERTS COMMITTEE ‘ DRAFT DECISION

Aaridac e Mialifiad BMainrisy
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Minimalne wymagania parametrow technicznych dla metod GMO

Wyzwania dla opracowania metod wykrywania GMO - spetnienie MPR

Dla metod jakosciowych nalezy zebrac dane potwierdzajgce spetnienie
wymagan w zakresie:

* Zastosowanie

* Praktycznos¢

* Specyficznosé

* Granica wykrywalnosci (LOD)

» Stabilnos¢ (odpornosé na mate zmiany)

Dla metod ilosciowych Rozporzgdzenie 1829/2003) nalezy potwierdzic,
ze metoda spetnia wymagania w zakresie

» Zakres roboczy
Definition of Minimum Performance

Requirements for Analytical Methods of * Precyzja
i liestnn « Wydajno$é amplifikacji R2 — wspétczynnik determinacji

* Odchylenie standardowe od powtarzalnosci (RSDr)
* Granica oznaczalnosci (LOQ)
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The European Union Reference Laboratory for Genetically Modified

Food and Feed (EURL GMFF) performs the scientific assessment and B B g:ir;q:;x:\ :;%—L“rw
validation of detection methods for GM Food and Feed as part of the 3 Apcrediztion 150 17025
EU suthorisation procedure. It also assists Nstionsl Reference LAC Centificate N. 265-TEST

Union Ref L y Laboratories (NRL) for GMO control in the EU Member States. The
for GM Food & Feed EURL GMFF is supported by the ENGL, the European Network of GMO
Laborstories, and hosted by the Joint Research Centre (JRC) of the

Nowe narzedzia na stronie EURLGMFF
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https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/
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European Union Reference Laboratory for Genetically Modified Food
and Feed (EURL GMFF)

What we Cur National Reference Useful
Tools « e ENGL ~ i )
do publications Laboratories links

Homs > Msthod validations

Walidacje metod a

Method validations

Method validations et R

The following table provides information on the validation studies conducted by the EURL GMFF in
support of applications submitted under Regulation (EC) Mo 182%v2002. In addition it provides
information on former validations performed by the EURL GMFF on metheds submitted under
Directive 2001/18/EC.

. . Fi"_er by Displaying 1 - 10 of 160 dossiers
* Walid d EURLGMFF
dlidacje prowadzone przez
GMO Legislation EURL GMO GM event Organism Unique 1D Applicant Status
code Legislation
. Regulation {EC) No 1525/ 20N rﬁ
PY R d 1 8 2 9 2 O O 3 EURL-  Reguistion  LBFLFK cilsssd  BPS-BFLFK-2 BASF Plant  Validation
0 Z O rz Ze n I e VL0215 {EC) No rape Science comipleted
Free text search 1829/2003
‘ h by all colum ‘ EURL- Regulaticn MON 94100 oilsesd MON-54123-2 Bayer Validstion ﬁ
[ D kt 2 O O 1 1 8 VL-04/20 ({EC) No rape CropScience completed
re W a 1823/2003
GM event
EURL- Regulation DP315635 maize DP-515635-4 Fionesr Step 5
18252003
Organism EURL- Regulation MON 35379 mazs MON-35375-1 Bayer Step 5
VL-06/20 (EC) Mo Agriculbure {reporting)
Unigue 1D EURL- Regulation DF4114 x MON maize CF-2@4114-3 x Fionesr alidation rﬁ
9 VL0320 {EC) No 85034 x MON MON-B5E34-3 x completed
DAS-40ZTE-5 DAS-4EITE-S
. . .
[ ] http '//gm - |I p /m th d_ Id t Appli = egulath 4 T42T x M aize WOM-ET427-T Ty =p 5
pplicant EURL. Regulation MON BT427 x MON maize MON-BT427-T x Bayer Step §
S - O C ri. rc z ec : e u ro a - e u e 0 Va I a IO n S VL0318 {EC) Mo £3034 x MON 810 MON-B3E34-3 x Agriculture  {reporting)
A 18252003 x MIR152 x MON MON-GEEI1EHE x BVBA
87411 x MON SYM-IR182-4 x
87413 MON-BT411-2 x
Status MON-87419-8
EURL- Regulation MON BT427 x MON maize MON-ET427-T x Bayer Withdrawn
VL0141 {EC) Ne 85034 x MIR162 x MON-E5E34-3 x Agriculturs
Publication date 18252003 MOMN 87415 x SYM-IR162-4 x BVBA
MIE2 MON-BT415-8 x
‘ from ‘ MON-BE6E3-6
EURL- Regulation MNKEI3 x T25 x maize MON-BEEE-6 x Pionesr Validstion ﬁ
. VL0519 (EC) No DAS-40278-9 ACS-ZMeEi3-2 x completed
- 18282003 DAS-4E2TE-S
EURL-  Regulation MON ET425 maize MON-ET4Z25-3 Bayer ‘ialidation ﬁ
VLTS {EC) No Agriculturs completed
182302003 BVEA
EURL- Regulation Bt11 x MIR162 x mazs SYN-BT@11-1 x Syngents Vlidation E

VLOTAT (EC) No MIRED4 x MON
1825/2003 85034 x 5307 x

completed



https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/method-validations

Nieautoryzowane GMO -

* Metody wykrywania nieautoryzowanych GMO

* GMO, ktore byto poszukiwane w ramach
,hadzwyczajnych srodkow”

* Nieautoryzowane GMM

* https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/unauthorised-gmos

H European |
Commission

Food, Farming, Fisheries

European Union Reference Laboratory for Genetically Modified Food
and Feed (EURL GMFF)

What we

Home w
do

- Our T National Reference Useful T
ools v ~ -Lontacts
publications Laboratories links

Home » Unauthorised GMOs and emergency measures

PAGE CONTENTS

Unauthorised Genetically
Modified plants and
emergency measures

Unauthorised Genetically
Modified Microorganisms
(GMR)

Unauthorised Genetically Modified plants and
emergency measures

This section provides information, including detection methods and validations reports, on
unauthorised GM plants, including those for which EU emargency measures were issued. Below
are the links to the pages dedicated to these GMOs.

« Bt10 maize

» Bi§3 rice

» CDC Triffid flax (FP967)
+ E32 maize

+ GM pollen DNA in honey
+ GM rice from China

+ GM wheat

+ LLRICEGO01 rice

+ Oxy-235 Oisecd Rape

Unauthorised Genetically Modified Microorganisms
(GMM)

This section provides information and evaluations of detection methods for unauthorised GMMs
submitted to the EURL GMFF. Below are the links to the pages dedicated to these GMMs.

+ GMM proteased

* GMM protease?


https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/unauthorised-gmos
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Last ypdaie: 002022

GMOMETHODS

G I\/I O I\/I ET | | O D S GMOMETHODS provides information on EU reference methods for GMO Analysis.

GMOMETHODS The tool assists control laboratories in selecting the sppropriate methods, supplies core data on the experimental protocel and information on
methods performance, ring-trial design, plasmid standards, reference materials and links to published articles or validation reports.

The assays are DNA-based detection methods that have been validated according to the principles and requirements of internaticnal
standards and can sssure therefore consistent and reproducible results in the analysis. Data is retrieved from peerteviewed journals and final
reports of collaborative studies. Few assays have been verified by the EURL GMFF for EU legal purposes.

Perform your search by keyword, select a GMO unigue identifier or click a link in the section below.

* |loSciowe

o _]a koslciowe = | [Search |ar by GMO unique identifier: | v]
GQuantitative methods Qualitative methods
.
Specyflczne dla: * GMO specific + GMO specific
Event specific Event specific
= Cotton = Carnaticn
* GMO - -
= Maize = E coli
s Dilseed rape = Maize
Py k t kt g ty g = Papays = Dilseed rape
onstruktu genetycznego ¢ P -
= Rice * Rice
() I t g ty g s Soybean Construct specific
e emen u ene Czne O = Sugar beet Element specific
Construct specific = CalV 355 promoterterminator (CalV P-255, Caly
L4 G at u n k u Element specific T-255)
» CaMV 355 promoter (CaMV F-255) * CP4-EFSFS gene (CP4-EFSFS)
» Synthetic oy 1AL gene (oyl Al s CrylA genes (CriAb/Ac CrylAlR) CrylAg)
= Fhosphinothricin M-acetyltransferase gene (pat) * Figwort Mosaic Virus 353 promater (P-FMV)
« Taxon specific = Neomycin phosphotransferase |l gene [nptll)
° Speciesspecific methods = Nopaline synthase promoterterminator (P-nos, T-nos)

https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/

« Validated independently FPhosphinothricin M-acetyltransferase gene [bar, pat)

= Validated in combination 1ES terminator (tE3)

Taxon specific
Species-specific methods
= ‘alidated independently
» Validated in combination

Flant-specific methods
Last update


https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/

AR
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JRC GMO-Matrix

* GMO-Matrix
* GMO-Event Finder
* Pre-spotted plates

https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/jrcemomatrix/

European Union Reference Laboratory for Genetically Modified Food
and Feed (EURL GMFF)

Home Whatwedo ¥  Tools ¥  Our publications ENGL ¥ National Reference Laboratories Useful links Contacts

Home » JRC GMO-Matrix

Last update: 06/10/2022

JRC GMO-Matrix

JRC GMO-Matrix compiles in silico PCR predictions for GMOs detection.

This function helps control laboratories in designing screening strategies and interpreting the results.

The computer simulations are performed using primers and probe sequences from the GMOMETHODS database and GMOs sequences from the JRC
internal database. The latter includes sequences provided by the applicants for authorisation of GMOs or refrieved independently from nucleotide/patent
databases. The scripts that simulate PCR amplification use "re-PCR" (Rotmistrovsky et al, 2004) for detecting potential amplicons in GMO sequences and
"matcher” from the EMBOSS package (Rice et al. 2000) for verifying probe annealing when the method contains one. The information on the authorisation
status of GMOs is automatically extracted on a daily basis from the Community register of GM food and feed.

Please select one of these interfaces:

GMO-Matrix GMO-Event finder Pre-spotted plates
Assembles two-dimensional matrices Allows identification of potential GMO(s) Provides a web-based fool to interpret the
(chosen GMO events vs chosen GMO present in a sample based on a set of results from a ready-fo-use, multi-target
methods) fo visualise the analytical detection methods defined by the user and screening device developed by the JRC
coverage of the methods and identify the obtained positive and negative known as the Pre-Spotted Plate (PSP). This
potential gaps in the users screening experimental results. device allows testing for the presence of
approach. multiple GMO-targets in a single PCR

experiment.


https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/jrcgmomatrix/

HaR

GMO-Matrix

Macierzowe podejscie do
wykrywania GMO

e Uktad dwuwymiarowej matrycy

(wybrane GMO events vs wybrane metody GMO)
w celu wizualizacji analitycznego pokrycia metod
i zidentyfikowania potencjalnych luk w podejsciu
do badan przesiewowych/skriningowych

https://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/jrcemomatrix/matrices/full
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H European |
Commission
Food, Farming, Fisheries

European Union Reference Laboratory for Genetically Modified Food
and Feed (EURL GMFF)

What we Our Hational Reference Useful

Home Tools v ENGL ~ Contacts

do publications Laboratories links

Home » JRC GMO-Matrix

GMO-Matrix

1) Select GMO(s)

By taxon(s)

Specific GMO(s)

2) Select authorisation status (source: GMO Register)

Authorised events

Events in authorised stacks
Pending events

Expired events

Withdrawn events

Unauthorized events
3) Select method(s)

Event-specific
Construct-specific

Element-specific

Exportas GV

Flease select at least one taxon and one method


https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/jrcgmomatrix/matrices/full
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European Union Reference Laboratory for Genetically Modified Food

G I\/I O—Eve nt fl nder and Feed (EURL GMFF)

Home What we Tools Our ENGL v National Reference Useful
do publications Laboratories links

Contacts

Home » JRC GMO-Matrix

GMO-Event finder

* Umozliwia identyfikacje potencjalnych GMO obecnych w
probce w oparciu o zestaw metod wykrywania zdefiniowanych
przez uzytkownika oraz uzyskane pozytywne i negatywne
wyniki doswiadczalne

1) Select taxon(s)
By taxon(s} =All taxons

2) Select positive method(s)

Event-specific
Construct-specific

Element-specific

° httpS//ng‘ 3) Select negative method(s)
crl.jrc.ec.europa.eu/jrcgmomatrix/matrices/event finder

Construct-zpecific

Element-specific

4) Select maximum number of events

1 2 3

Please select at least one method

Try an example request: Events positive for CaMV-P35 and T-nos, but negative for bar


https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/jrcgmomatrix/matrices/event_finder
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Pre-spotted plates

Pre-spotted plates

* Internetowe narzedzie do interpretacji wynikdw analiz przy uzyciu
gotowej ptytki PCR, do przesiewowej analizy GMO

The JRC provides pre-spotted plates with element- and construct- specific methods for performing screening analysis and pre-spotted plates with event-
specific metheds for identifying soybean and maize authorised events. This decision-support system is designed for interpreting the positive (+), negative (-)
and inconclusive (7} results of the tests.

1) Select the results of taxon-specific methods

* Narzedzie opracowane przez przez JRC, znane jako Pre-Spotted roraet GMOMETHODS -
Reference

Plate (PSP) hmg (maize) QT-TAX-ZM-002 + B =2

L . . ., . .. . lec (zov) QT-TAX-GM-002 + BN 7

* Umozliwia wykrywanie obecnos¢ wielu sekwencji GMO w jednym eruA (apeseed) QRTAXBN-012 NLE

eksperymencie PCR e e sl

pid (rice) AT-TAX-05-017 + B 7

3.3 Plate Iayout gs (sugarbeet) QT-TAX-BWV-013 + B 7

Figure 2 displays the plate layout that was adopted and ordered for production
(Eurogentec, Liége, BE). All 16 methods are contained in two columns and the layout

consists of six repeats of the 16 assays. The plate thus allows the analysis of two 2] Select the results of e|ement-5peciﬁc methods
samples in duplicate plus one negative and one positive control.

GMOMETHODS
Target Result
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 Reference
A HMG P35S | HMG p355. HMG P35S HMG p35S HMG p3ss HMG p35s p3ss QT-ELE-00-004 + = el
8 Lec bar Lec bar Lec bar Lec bar Lec bar Lec bar tHos GL-ELE-00-013 i i
CTP2-CP4EPSPS QL-CON-00-003 + - 7
¢ CruA | pat | CruA pat Crud pat cnA | pat | CuA | pat | CruA | pat
pat QT-ELE-00-002 + B 7
D| Sah7 |cTP2EPsPs| Sah7 | cP2-epsps | Sah7 | CTP2-EPsPs | Sah7  |CTP2-EPSPS| Sah7 |cTP2EpsPs| Sah7  |cTP2-EPsPs| bar QL-ELE-00-014 + - ]
E UGP CrylAb UGP CrylAb UGP CrylAb uGr CrylAb uGP CrylAb uee CrylAb cryTAbAC QL-ELE-00-016 = B z
F| Pld NOS Pid NOS Pl tNOS Pld NOS Pid NOS Pld NOS
RPN PP D T I N DU U R I D 3) Select the results of event-specific methods
H DASA0278| 305423 |DASA0278| 305423 |DASS0278 | 305423 |DASA0278| 305423 |DASA0278| 30423 | DAsa0278| 305423 GMOMETHODS
Target Result
Reference
Figure 2. I__ayout of the sPSP. In blue, the tax_qn-spemﬁc methodls; in purple, the eIemenF-spemﬁc DAS40278 (maize) AT-EVE-ZM-004 s B =
methods; in yellow and green, the event-specific methods for maize and soybean, respectively.
C\V127 (soybean) QT-EVE-GM-011 + B 7
DP-305423 (soybean) QT-EVE-GM-002 + e 7

Pre-spotted plates z 2013 roku — JRC ,, Development of a ready-to-use, multi-target
screening pre-spotted plate (sPSP) for GMO detection --
Show Cancel
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European GMO Initiative for a Unified Database System

The European GMO database

Overview

Release 1.9.4
EUginius (EUropean GMO [Nltiative for a Unified Database System) is an initiative of BVL - the Federal Office of Consumer Protection and Food Safety (Berlin, DE) and

WFSR - Wageningen Food Safety Research (formerly RIKILT) of Wageningen UR (Wageningen, NL). EUginius” intention is to support competent authorities and private
users who seek accurate information genetically modified organisms.

News on
(commercialised)
genome-edited

organisms EUginius provides detailed information of major and relevant issues regarding the presence, detection and identification of GMOs:
EUginius views « with a focus on the situation in the European Union

870 GMOs (incl. « as well as world-wide coverage

stacks)

Since the European Union classifies organisms developed using ‘new genomic techniques’ (NGTs) into the GMOs, EUginius provides information about commercialised

259 methods organisms as well as about published ones which present market-relevant traits. Please note that EUginius does not contain an exhaustive list of organisms delevoped

441 reference with NGTs and presence of a market-relevant trait does not necessarily imply admission to the market.
materials
Genetic elements . . . . . .
Free-text h https://www.euginius.eu/euginius/pages/home.jsf
GMO-related websites ree-text searc
Suggest new GMO Here you can perform any free-text keyword search on GMOs and literature. Use * as wildcard if necessary. Search for “gene editing” to find all registered organisms
Give feedback developed using NGTs.

Please also notice the advanced search options which are available below the respective search buttons for both GMOs and literature.

Searchterm | o, Search GMO Search Literature

advanced advanced
GMOQO search Literature search



https://www.euginius.eu/euginius/pages/home.jsf
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| Detection Analysis Authorisation Search Help

European GMO Initiative for a Unified Database System

‘i Detection Methods

Click on Detection methods to search for PCR-based GMO screening, identification, and quantification methods.

Click on GMO/method matrix to find information on the specificity of PCR methods and their ability to detect specific GMOs.
Select methods and relevant GMOs to create a matrix displaying the verification data and visualising the coverage of the detection methods for those GMOs.

Identify gaps and search in the entire pool of methods for methods that enable to those gaps.

Click on Reference material to search for GMO-specific reference materials.

¥ Detection methods

GMO/method matrix

4
-~ Reference material

https://www.euginius.eu/euginius/pages/detection index.jsf

HELP



https://www.euginius.eu/euginius/pages/detection_index.jsf
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HA
< C QO B8 https//www.euginius.eu/euginius/pages/methodSearch_searchview.jsf B s% 9w ©® & N © @ =
' PCR methods for GMO detection and identification 2]

All methods for one GMO

Find all methods related to a GMO out of the pool of species, element, construct and event specific methods.

GMO | seclect a value v

Search Reset

Free text search for methods

Find methods using free text search.
Method name, target name but also primer and probe name as well as primer, probe or amplicon sequences can be use in this search.

Use * before the search text as a wild card if necessary. At the end of the search text a wildcard is used automatically.

Search term G

All methods corresponding to defined criteria L™

Find methods out of a method set that fulfill your filter criteria. L. L. . .
https://www.euginius.eu/euginius/pages/methodSearch searchview.jsf

Entire pool of methods ® ALL

or select method set () SCREENING

O ABC


https://www.euginius.eu/euginius/pages/methodSearch_searchview.jsf

/ Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)
< =2 C O 8 https://www.euginius.eu/euginius/pages/analysation_searchview_step1.jsf B s0% v y N © @ -

avo GMO analysis tool
This tool is designed to support labs that analyse samples for the presence of GMOs. Based on data you found in your GMO analysis you can use the search module on this page to find additional information on possible GMO targets. The analysis results can be
entered by importing a result file (see below and Help file for format instructions) or manually :
Step 1: select detected targets. The chosen method becomes relevant in case the output needs to be filtered for GMOs that have a verified detection method (+3).
Step 2: select target that has been analysed, but not positively detected (= select confirmed negative targets).
If detected targets can be explained by detected events, no further action will be necessary.

If targets are not explained by the detected events, the table Suggested output will list GMOs that could explain these targets.

Step 1: Step 2:
Select species, GMOs and elements that have been detected in a laboratory analysis: Select species, GMOs and elements that have been searched for
in a laboratory analysis, but were NOT detected:

Species: Species:

any (select to restrict options) any (select to restrict options)

GMO: ) ) GMO: ) :
any (select to restrict options) any (select to restrict options)
Promoter: o R - Promoter: . R .
any (select to restrict options) any (select to restrict options)
Terminator: o R - Terminator: . K -
any (select to restrict options) any (select to restrict options)

Coding Sequence: : Coding Sequence: :
9 5eq any (select to restrict options) 95e9 any (select to restrict options)

Other elements: ) : Other elements: ) )
any (select to restrict options) any (select to restrict options)

Construct: ) i Construct: ) :
any (select to restrict options) any (select to restrict options)

Analyse Reset

. . 14 P = L IR -



Europsan GMO Initiative for a Unifisd Database Systam

@ GMO/method matrix

Generate s verification matrix that shows the ability of the selected methods to detect specific GMOs.

The ability of detection is verified experimentally using reference material (+/-2), by sequence alignment (in silico) (+/-2) or theoretically according to available information (from application documents, publicstions, etc.) sbout potentisl presence/absence of targets (+/-1).

Select methods for the GMO/method matrix

Entire pool of methods g ALL

or select method set ) SCREENING
JABC

Soeening:set restricted to methods for GMO soreening (methods for the detection of elements and constructs).

ABC: set of ring-trisl validated screening methods (nationsal or ISO standard) methods that is constantly checked and adjusted by the German National Reference Laboratory (NRL) in collaboration with the national network of GMO |sboratories (Waiblinger et al. 2010. Anal. Bioansl. Chem. 296: 20€5-2072).

Restrict method list by:
Select GMOs for the GMO/method matrix:

Target Combining GMOCs and species broadens your results
selecting more than one target broadens your results
GMO )
Events .
any (select to restrict options Species i 7
Constructs == i ——
— Exclude stacked
Elements e e, events:
Species es
— Restrict GMO list by:
AMhonsation stafis: | food spproved spproved with restrictions or phasing out not spproved m ‘
Target type S fola 16 reskict Stions i feed approved approved with restrictions or phasing out not approved
Validation i i L culivation approved approved with restrictions or phasing cut not approved
Standardisation S S A il other uses spproved approved with restrictions or phasing out not approved m
Search Reset

Add specific method to the selected set* of methods:
“when no set selected (sll), results are restricted to the methods selected here

Method
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Materia’ry referencyjne

Home GMO [Detection Analysis Authorisation Search Help

European GMO Initiative for a Unified Database System

@ 4 .
<~ Reference material .

HE|

Search for reference materials; restrict your search to specific GMOs, species, suppliers, or material type.
If only certified material should be displayed, please mark the selection box.

A A warning symbol indicates that in addition to the particular GMO an adventitious presence of other GMOs has been detected for this reference material.

GMO:
Species:
Source:
Material type:

Certified: O

Search Reset
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G;o GMO authorisation search

Check the authorisation status of a GMO.
Click on Search for generic approval to find information on the approval status of a specific GMO for use in food, for use as feed, for cultivation or for other uses.

Click on Traffic light search to filter GMOs by including or excluding characteristics and get information on the legal status of the fillered GMOs. Combine this search with criteria specifying the
legal status of the GMOs (traffic light restriction).

Or perform free-text search. Use * beforefafter search item for wildcard search if necessary. Click on Help for more details on free-text search modality. For technical reasons free-text search is
currently limited to GMOs.

e Search for generic approval

I Traffic light search

Search term Search

https://www.euginius.eu/euginius/pages/authorisation index.jsf

https://www.euginius.eu/euginius/pages/authorisation_index.jsf
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* Nowe techniki genomowe

* Nowy typ GMO bez DNA pochodzgcego z innych gatunkow
* Bazy danych zwierajg mato danych

* Poza UE mogg byc¢ traktowane jako nie-GMO
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Edytowanie genomu poprzez kierunkowg mutageneze lub modyfikacje

o Miejscowo specyficzne nukleazy oparte o naturalne mechanizmy naprawy DNA
(HR, NHEJ)

v Meganukleazy

v" Nukleazy z motywem palca cynkowego ZFN 1-3 /?5\_

v' Aktywujace transkrypcje nukleazy TALENSs !_ —

v Bakteryjny system CRISPR Cas9 —

v Prime editing (bez udziatu DNA) U 9{ ;,,f’

o Mutageneza sterowana oligonukleotydami - (ODM)

SDN-1, SDN-2, SDN-3 —rdzne produkty zastosowania miejscowo specyficznych nukleaz
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SDN-1, SDN-2, SDN-3 — produkty miejscowo specyficznych nukleaz

tgczenie z DNA Nukleaza DNA rosliny

E N / /

72N

SDN-1 SDN-2 SDN-3
T TOO0 [O00 IO [T OO
Repair Repair
HIRRRRRANRNNNNEE * Repair
TTTTTTTTTTT +
SDN-1 HERRRRERRRRNNEEE III|||||||//||||||||||

delecja/zamiana

SDN-2 zmiana na

podstawie matryey | [TTT{ 1] 1111}/ 111 1ITTTTTIIIIIIILT
SDN-1, SDN-2 Brak obcego DNA

SDN-3 dodany nowy materiat genetyczny
www.nbtplatform.o
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System kontroli I monitorowania GMO w UE

e Opiera sie na rozroznieniu produktow powstatych przy uzyciu konwencjonalnych metod hodowli
(wtaczajac konwencjonalng mutageneze) od produktéw powstatych przy uzyciu technik
rekombinowanego DNA (wt3gczajac transgeneze).

TSUE w swoim wyroku stwierdzit, ze

* wykorzystanie metod opartych o konwencjonalng mutageneze nie prowadzi do uzyskania GMO,
podlegajgcych regulacjom prawa GMO.

* Wykorzystanie miejscowo specyficznych nukleaz czyli metod kierunkowej mutagenezy prowadzi do
uzyskania GMO podlegajgcym prawu GMO.

Takie GMO wymagajg procesu autoryzacji oraz kontroli obecnosci na rynku UE.

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018
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Pojecie GMO , event” — zdarzenie modyfikacji genetyczne;

* Modyfikacja genetyczna to unikatowa insercja materiatu genetycznego
* |dentyfikacja opiera sie o wykrycie unikatowej sekwencji 70-150 pz
e Zastosowania metod edycji genomu delecja, insercja lub substytucja

* W przypadku krétkich sekwencji trudno moéwi¢ o nowym materiale genetycznym - takie same zmiany
mogq powstacd lub istnie¢ w naturze.

* Prawdopodobienstwo wystgpienia takiej mutacji rosnie wraz ze zmniejszajgcym sie fragmentem DNA i
wzrostem wielkoSci genomu.

* Nie mozna wykluczy¢, ze taka sama mutacja nie powstanie w naturze np. w innym genotypie

* Opracowanie metody wykrycia tej mutacji nie bedzie wystarczajgco specyficzne aby w sposob
jednoznaczny zidentyfikowaé GMO
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Wykrywanie | identyfikacja konwencjonalnych GMO - metody PCR

gDNA Konstrukt genetyczny gDNA
_ Prom. Reporter.  Ter _
1 3
——) <
1,2,3,4 4
Skrining
Czy jest GMO? 5. Specyficzny dla zdarzenia

|dentyfikacja konkretnego GMO

Kazde GMO jest unikatowe — zdarzenie transformacyjne (GMO-event)

Produkty NGT — zwykle nie majg sekwencji skriningowych i nie muszg by¢ unikatowe np. SNP!
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Elementy regulatorowe/geny/konstrukty stosowane w analizach skriningowych w
PIORIN
Metody indywidualne dla kazdego elementu genetycznego

= promotor 35S z wirusa mozaiki kalafiora (CaMV P35S)
= promotor 35S z wirusa mozaiki tredownika (FMV P35S)
= promotor nos z Agrobacterium tumefaciens (Pnos)

= terminator nos z Agrobacterium tumefaciens (Tnos)

= gen bar ze Streptomyces hygroscopicus

= gen barnase z Bacillus amyloliquefaciens

= gen epsps z Agrobacterium tumefaciens, szczep CP4

= gen gox z Ochrobactrum anthropi

= gen pat ze Streptomyces viridochromogenes

= gen nptll z Escherichia coli

= gen CrylAb/Ac

= konstrukt promotor 35S z wirusa mozaiki kalafiora/gen pat ze Streptomyces viridochromogenes
(CaMV P35S/pat)

konstrukt CTP2-CP4 epsps

konstrukt Pnos/nptll

CaMV

| |
L
_

www.piorin.gov.pl PIOR
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Metoda wykrywania i identyfikacji GMO
element autoryzacji GMO w UE.

Walidacja metody — wymagana przy autoryzacji GMO w UE

. doktadnos¢ . -
B 9. granica oznaczalnosci
. odtwarzalnos¢ .
10. selektywnosg,

. powtarzalnosé . iy
P 11. specyficznos¢?

N o oo W N

. czutosc 12. zakres roboczy

. precyzja 13. stabilnosé

. poprawnosc 14. wydajnoé¢ amplifikacji
. liniowos¢ 15. niepewnosé

. grani rywalnosci
8. granica wykrywalno 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
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Wykrywanie autoryzowanych i nieautoryzowanych GMO

Taxon specific test

™

Screening test

%

Inconclusive#

Authorised GM
event-specific test
qualitative

&

\ 4

Authorised GM
event-specific test
auantitative

>0.9% + / xo.g% +U +

http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/ENGL/docs/WG-DIR-Final-Report.pdf

)

v

Unauthorised or
withdrawn GM
event-specific test
qualitative

Pending/expired/withdraw
n (Reg. EU 619/2011* or
Decision on withdrawal**)
GM event-specific test
qualitative

b

Donor organism
specific test

No conclusive

E ;

evidence

>0.1% + U

|+

GM event-specific
test auantitative

1 <0.1% + U
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Autoryzowane vs nieautoryzowane GMO

» Cel autoryzacji: uprawa, zywnosc, pasze, przetwarzanie,
e autoryzowane - legalne wg. konkretnego prawa (EU, USA, Japonia, Australia, Chiny, etc.)

* nieautoryzowane — nielegalne wg. konkretnego prawa

Zwiekszone ryzyko

« asynchroniczna autoryzacja — (GMOs autoryzowane w jednym kraju ale jeszcze
nieautoryzowane w drugim kraju)

« asymetryczna autoryzacja- GMO, ktoére nie sg przeznaczone na konkretne rynki

* brak harmonizacji w klasyfikacji NGT w UE i krajach trzecich
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Globalizacja hodowli roslin i produkcji nasion ryzyko domieszek GMO
| produktow NGT

Schemat produkcji nasion pomidora:
Produkcja nasion w stopniu przed-elitarne,
Produkcja nasion w stopniu elitarne,
Magazyn nasion,

Produkcja nasion kwalifikowanych,
Oczyszczanie, uszlachetnianie, pakowanie,
Dostawa nasion do gtéwnego magazynu,
Dostawa do kraju finalnego przeznaczenia

NounhskwnNRE

Podlaski. S, Chomontowski Ch. 2021 Biuletyn IHAR Nr 294 /2021 : 13-26
(za Dunkle, 2015)
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Metody oparte o PCR

Kazda metoda PCR wymaga znajomosci poszukiwanej sekwencji DNA
Bez informacji o GMO wiarygodna identyfikacja nie jest mozliwa

Metody oparte o PCR pozwalajg na wykrywanie i identyfikacje z bardzo wysoka
czutoscia i specyficznoscia

Pozwalajg wykry¢ organizmy nawet z matymi zmianami (SNP)

Nie pozwalajg odrdzni¢ mutacji powstatych w sposdb naturalny od tych
generowanych przy uzyciu NGT!
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Wykrywanie przez sekwencjonowanie

NGS sekwencjonowanie nowej generacji (wysokoprzepustowe)

* wymaga informacji na temat intencjonalnie zmienionych sekwencji DNA
* NGS wykrywanie wielu GMO — kierunkowe sekwencjonowanie

* Sekwencjonowanie catogenomowe mimo coraz nizszych kosztdw nie ma zastosowania w
rutynowym wykrywaniu GMO

Aktualnie prowadzone sg prace w celu okreslenia minimalnych wymagan dla parametrow
analiz NGS — Grupa Robocza ENGL/JRC
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Explanatory Note

Challenges for the detection of genetically
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Do portu w Gdansku przyptywa statek (20 000 t ziarna kukurydzy)

Hodowca otrzymuje nnowy genotyp kukurydzy

W dokumentach brak informacji o GMO.
Laboratorium musi stwierdzi¢ czy towar nie zawiera kukurydzy GM
Analiza skriningowa nie wykazuje, sekwencji DNA uzywanych w konstruktach genetycznych, co moze

wskazywac na brak obecnosci GMO

Jednak jesli zastosowano metody edytowania genomu laboratorium musi stwierdzic¢

Czy odmiana powstata w wyniku ,naturalnej” hodowli czy mutagenezy?

Czy zastosowano techniki ,konwencjonalnej mutagenezy” czy techniki edytowania genomu?

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018
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Mozliwosci wykrycia i identyfikacji ,NGT GMQO”

Przy uzyciu konwencjonalnej mutagenezy otrzymano przynajmniej 3281 odmian 175 gatunkdw roslin
(min. kukurydza, ryz, pszenica, jeczmien, soja)

Te mutacje to SNP, duplikacje, duze delecje.

W literaturze mato informacji o mutacjach konkretnych gendw.

Dostepne info. nie obejmujg wszystkich losowych zmian

Bez doktadnych informacji nie mozna odrdznic tych roslin od roslin bez indukowanych mutacji

,FAO/IAEA Mutant Variety Database”

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018
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Mozliwosci wykrycia i identyfikacji ,NGT GMO”

Jesli odmiana kukurydzy zostata wytworzona przy uzyciu mutacji to byta to naturalna mutacja
czy wynik edytowania genomu?

e Roslin powstatych przy uzyciu edytowania genomu nie mozemy wykry¢ stosujgc metody do
wykrywania , konwencjonalnych GMO”

Trzy rodzaje GMO - produktow Nowych technik Genomowych (UE)

1. autoryzowane w UE (zgtoszone)
2. nieautoryzowane w UE, dla ktérych mamy informacje o mutacji

3. nieautoryzowane, dla ktorych informacje o mutacji nie sg znane

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018
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1. Autoryzowane w UE rosliny - produkty NGT

Metoda qPCR lub dPCR, materiat referencyjny, walidacja dostepna

Dla mniejszych mutacji problem ze specyficznoscia i stabilnosciag metody

Wolne od konstruktow genetycznych

Problem z iloSciowym oznaczeniem jesli taka sama mutacja jest w naturze

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018
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2. Nieautoryzowane w UE, produkty NGT
znane informacje o mutacji

 Metoda gPCR lub dPCR moze by¢ opracowana na podstawie informacji z baz danych

* Kierunkowe sekwencjonowanie nastawione na prawdopodobnie edytowane
sekwencje

* W przypadku matych zmian np. SNV nie bedzie mozna wykry¢ zrédta mutacji.

* Wykryte mutacje >20 pz mogg wskazywac raczej na indukowane niz spontaniczne
mutacje.

* Wolne od konstruktéw genetycznych

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018



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

3. Nieautoryzowane w UE, produkty NGT
informacje o mutacji nie sg znane

e Bardzo trudne — brak mozliwosci zaprojektowania PCR

* Screening przez sekwencjonowanie, sekwencjonowanie catogenomowe lub eksomowe
najprawdopodobniej nie wykryje takich zmian ze wzgledu na dostepnosc i kompletnosc
genomow referencyjnych

* W przypadku duzych zmian fatwiejsze ale kosztowne

e Utworzenie baz pan-genomowych dla wielu gatunkdéw bardzo kosztowne, czasochtonne i
rowniez niedoskonate ze wzgledu na dynamiczne zmiany w genomach

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018
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Podsumowanie

* W wielu przypadkach konieczne zastosowanie NGS, ktére jest mniej efektywne od PCR
stosowanych do wykrycia konwencjonalnych GMO

* NGS wymaga analizy danych, trwa dfuzej niz analiza PCR — problem z odprawg np. statkow

* Wyniki czesto nie spetniajg kryteriéw okreslonych w prawie (100 % specyficznosé),
mozliwosc¢ ich podwazenia

* Trudnosci w wykryciu w prébkach ztozonych

* Problem ze stwierdzeniem, ze SNP jest efektem indukowanej mutagenezy przy uzyciu metod
edycji genomu

* Problem z implementacjg prawa w zakresie znakowania GMO

Explanatory Note Challenges for the detection of genetically modified food or feed originating from genome editing JRC, ENGL 2018
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Whnioski

W ciggu ostatnich 20 lat powstato wiele nowych techniki hodowli roslin, wywodzacych sie z biotechnologii.
« Rd&zne modyfikacje (insercje, delecje, mutacje SNP).

« Prawo UE wymaga wykrywania, identyfikacji i oznaczania GMO

« Aktualnie stosowane metody PCR pozwalajg na wykrycie produktéw NGT ale nie na ich identyfikacje

» Potencjalne problemy ilosciowym oznaczaniem

« Konieczne opracowanie i walidacja metod gPCR, dPCR, NGS

Rozbieznosci w zakresie ewentualnego statusu prawnego dla niektérych NGT sg juz widoczne co moze
spowodowac duze problemy w handlu miedzynarodowym.

Problem z identyfikacjg oraz z autoryzacjg
Bez harmonizacja prawa problemy bedg narastac !
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