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OZET

GIDA VE YEM URUNLERINDE GDO TESPITI IGIN YETERLILIK
TEST KiTi GELISTIRILMESI

TAHA TURGUT UNAL
Yiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Remziye YILMAZ
Eylil 2019, 172 sayfa

GDO analizi yapan laboratuvarlar hem bu konudaki izleme sisteminin hem de
ulusal akreditasyon sistemin dnemli bilegenlerindendir. Bu kuruluslarda yapilan
deney, kalibrasyon faaliyetlerinin ulusal ve uluslararasi duzeyde kalitesinin
saglanmasinin ve surdurilmesinin en onemli yolu yeterlilik testleri ve
laboratuvarlar arasi karsilastirma (YT/LAK) programlarindan basarili sonuglar
elde etmektir. Bu sayede sunduklari hizmetlerin yeterliligi konusunda kanit
saglamis olacaklardir.

Bu calismada, genetik modifiye organizma (GDO) tespiti igin MIR604 misir
cesidi ve MON87701 soya cesidi kullanilarak 8 farkli matristen olusan yeterlilik
test kitinin gelistiriimesi ve bu test materyali kullanilarak ulkemizde GDO analizi
yapan laboratuvarlar tarafindan TS EN ISO/IEC 17043 akredite yeterlilik
testlerinde kullaniimasini  saglayacak bir sistematigin olugsturulmasi ve
uygulanmasi amagclanmistir. Bu sure¢ yeterlilik test materyali hazirlanmasi,
DNA ekstraksiyonu optimizasyonu, tek laboratuvar GDO analizleri verifikasyon
calismalari ve laboratuvarlar arasi karsilastirma organizasyonu asamalarini
icermektedir. Bu kapsamda laboratuvarlar arasi karsilagtirma organizasyonu
igin 40 laboratuvara davet mektubu gonderilmis ve bunlardan 10 katilimci

laboratuvarin nitel ve nicel analiz giktilari raporlanmistir.



Tarkiye’'de GDO analizleri i¢in YT/LAK program sunucusu teze baslamadan
once bulunmamaktaydi. Ik diizenlenme tarihi 01.04.2019 olan yemde GDO
tarama ve GDO tarama kapsamindaki analizler icin Tarim ve Orman Bakanligi
Ulusal Gida Referans Laboratuvar Mudurlugu de yeterlilik testi hazirlamaya
baslamistir. Bu surecgten oncesinde tim GDO analiz laboratuvarlarinin YT nin
saglanmasinda yurt dis1 bagimhhgr bulunmaktaydi.
Bu calismaile;
* YT/LAK test kitini ve ilgili analiz metotlarini gelistirilmis,
* Gelistirilen YT/LAK test kitini GDO analiz laboratuvarlarinda uygulanmig
ve
e TS EN ISO/IEC 17043 No'lu uluslararasi standardi kapsaminda akredite
YT/LAK Testi hizmeti sunacak bir sistematik olusturulmus ve
uygulanmistir.
Bu c¢alisma, Turkiye'’de TS EN ISO/IEC 17043 No'lu uluslararasi standardi
kapsaminda YT/LAK test kiti ile duzenlenen ilk laboratuvarlar arasi ortak
calisma niteliginde olup, laboratuvarlar arasi metot birligi, standart sonuglarin
elde edilmesi ve GDO ile taklit ve tagsisin saptanmasi konusunda yogun olarak
kargilagilan problemlerin asilmasi hedeflenmistir. Bu galisma ile YT/LAK testi
gelistiriimesi ve uygulanmasi ile yeni bir sureg, sistem ve hizmet tesisi etmek

amagl sure¢ tanimlama yapilmigtir.

Anahtar Kelimeler: GDO, YT/LAK, Adh1, Le1, MIR604, MON87701, Yeterlilik
test kiti



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF PROFICIENCY TEST KIT FOR GMO
DETECTION IN FOOD AND FEED PRODUCTS

Taha Turgut UNAL
Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Remziye YILMAZ
September 2019, 172 pages

Laboratories performing GMO analysis are important components of the
monitoring system and the national accreditation system. The most important
way of ensuring and maintaining the quality of the experiments, calibration
activities performed at these institutions at national and international level is to
obtain successful results from proficiency tests and inter-laboratory comparison
(PT / ILC) programs. In this way, they will be able to provide their adequacy of
the services they offer.

In this study, development of a proficiency test kit for the detection of genetically
modified organisms (GMOs) by using MON87701 soybean and MIR604 maize
events is aimed to establish a system that will be enable of using this test
material in all the accredited laboratories performing GMO analysis in
accordance with TS EN ISO / IEC 17043 standard.

Thus, PT/ILC process was managed by preparation of proficiency test material,
optimization of DNA extraction, single laboratory GMO analysis verification
studies and interlaboratory comparison organization. Invitation letters were sent
to 40 laboratories for the interlaboratory comparison and a total of 10 participant

laboratories' qualitative and quantitative analysis outputs were reported.



There was no PT/ ILC program server for GMO analysis in Turkey before the
thesis. The Ministry of Agriculture and Forestry National Food Reference
Laboratory has started to produce proficiency test which is related to screening
analysis for GM feed. Prior to this period, all GMO analysis laboratories had
dependencies on other countries.
With this study;
* The PT/ILC test kit and related analysis methods were developed,
* The developed PT/ILC test kit in GMO analysis laboratories was
implemented
* In accordance with the international standard TS EN ISO/IEC 17043, a
systematic was developed and implemented to provide accredited
PT/ILC testing services.
This study is the first inter laboratory work to be organized with the PT/ILC kit in
Turkey under the international standard TS EN ISO / IEC 17043 and with this
study we aimed that a consensus about methodology between laboratories,
obtaining standard results. With this study, a new process, system and service

were provided by the development and implementation of PT/ILC test.

Keywords: GMO, PT/ILC, Adh1, Le1, MIR604, MON87701, Proficiency test



TESEKKUR

Lisansustu egitimim boyunca engin bilgi ve tecrubelerinden yararlandigim,
sadece bilimsel anlamda degil sahip oldugu egsiz bilgisi ile hayatima yon verip,
problemler kargisinda getirdigi farkli bakis acilari ufkumu genigleten, destegini
benden esirgemeyerek her zaman yanimda oldugunu hissettiren degerli hocam
Sayin Dog. Dr. RemziyeYILMAZ'a,
DNA ekstraksiyonu ilk defa gozlemledigim ve dnemli noktalarda not aldigimdan
emin olan ve bazi yararli dokumanlarin tarafimiza ulagsmasini saglayan Sayin
Ferruh TOMBUL ve istanbul il Kontrol Laboratuvar Midiirligii
calisanlarina,
Calismamiz boyunca bilgilerini, tecrubelerini ve ekipmanlarini bizlerle paylasan,
beyin firtinalarimizin yaninda yaptigimiz hos sohbetler ile hayatimda onemli
yere sahip olmus ve gostermis olduklari sabra muatesekkir oldugum Humen
CEBBARi ve Ahmet DEMIRLICAKMAK basta olmak (izere BM Lab
calisanlarina,
Tezim kapsaminda tarafimizla isbirligi yapmis olan farkli illerdeki Tarim ve
Orman Bakanligi'nda Daire Bagkani Dr. Neslihan Alper ve GDO analizi yapan
gida kontrol laboratuvarlari ve ¢alisanlarina,
Deneyimin baglangicindan itibaren bilgi ve tecribesini paylasip gosterdigi sabir
ile birlikte her durumda rahatca kendisine danisabildigim igin minnet duydugum
Meltem YILDIRIMa,
Hayatim boyunca her kosulda bana destek veren ve sabir gosteren,
onceliklerini her zaman benim onceliklerime gore siralayan ve bunun kargiligini
hi¢ bir zaman tam olarak 6deyemeyecegim, bugunlere gelmemde en buyuk
katkilar olan, bu hayatta asla degismeyecedim canim ailem; annem Yetare
UNAL, babam Kamil UNAL ve kardesim Derin Yahya UNAL’a,
Tanistigimiz ilk gunden itibaren icimdeki potansiyeli gormemi saglayip,
arastirmaci ruhumu digar ¢ikaran, dusunceleri ve yorumlari ile bana hep ilham
veren ve destegini hi¢ esirgemeyip hakkini asla 6deyemeyecegim, ¢ok sevdigim
hayat arkadasim Bugra ARDICLI’ya ve bana kazandirdigi ARDICLI ailesine
Sonsuz Tesekkurler...
Taha Turgut UNAL
Eylul 2019, Ankara
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1. GIRIS

Genetik modifiye organizma (GDO) analizi yapan laboratuvarlar hem bu
konudaki onay, izleme ve denetim sisteminin ve hem de ulusal akreditasyon
sisteminin  6nemli bilesenlerindendir. Bu kuruluglarda yapilan deney
faaliyetlerinin ulusal ve uluslar arasi diuzeyde kalitesinin saglanmasinin ve
surdurilmesinin en onemli yolu yeterlilik testleri ve laboratuvarlar arasi
kargilagstirma (YT/LAK) programlarindan basarili sonuglar elde etmektir. Bu
sayede kendi kalite guvence sistemlerinin surdurulebilirligi ve sunduklari

hizmetlerin yeterliligi konusunda kanit saglamis olacaklardir.

Modern toplumlarin refah dizeyi, ekonomik rekabet gucul, Uretim ve ticaret
kalitesinin arttinlmasinda guvenilir ve izlenebilir olgcimler 6nemli rol
oynamaktadirlar. Bu Olgumler, gelismis bir altyapiya sahip olunmasi ile
saglanmaktadir. Olglimlerin guvenilirliginin saglanmasinda test
laboratuvarlarinin roli giin gegtikge artmaktadir. Ozellikle GDO analizleri yapan
akredite veya akredite olmayi planlayan laboratuvarlarin vermis olduklari hizmet
kalitesinin goOstergesi bakimindan; referans standartlarin izlenebilirliklerinin
saglanmasi ve Olgim sistemlerinin verilen kapsamdaki faaliyetler igin
uygunlugunun garanti altina alinmasi gerekmektedir. Olglim sistemi bitlinlinde
etkinliginin degerlendiriimesi ve iyilegtiriimesi ancak laboratuvarlarin yeterlilik ve

kargilastirma testlerine (YT/LAK) katilimi ile gerceklestirilebilir [1].

Yeterlilik testleri (YT) ve laboratuvarlar arasi karsilastirma (LAK) ol¢gimleri,
laboratuvarlarin guvenilirliginin saglanmasinda onemli bir yer teskil etmektedir.
Ulkemizde karsilastirma olgimlerinin diizenlenilebilmesi igin, bir kalite yonetim
sistemine (TS EN ISO/IEC 17025) gore akredite olunmasi ve LAK/ YT igin
gerekli minimum kriterlerin saglanmasi yeterli kabul edilmektedir [2]. Fakat
2010 yil itibar ile standart haline getirilen TS EN ISO/IEC 17043 Standardinin
kullaniimasi, 6lgim ve degerlendirmelerin amacina ulasabilmesi noktasinda
onem arzetmektedir [3]. Bu galisma baslatildiginda, Turkiye’de GDO analizleri
igin, duzenli ve yerel bir YT/LAK program sunucusu ve Ureticisi
bulunmamaktaydi. Ancak 30 Nisan 2019 tarihinde Turk Akreditasyon Kurumu
1



Yeterlilik Testi Veri Tabani (YETBIS) incelendiginde Tarim ve Orman Bakanligt,
Ulusal Gida Referans Laboratuvar tarafindan yalnizca iglenmis gidada GDO
tarama ve GDO tarama kapsamindaki analizler icin yeterlilik testi ¢cagrisina
cikildigi gorilmektedir. llgili test sonuglarinin duyurulma tarihi ise 28 Haziran
2019 oldugu bildiriimektedir. Dolayisi ile 6zellikle GDO tip belileme ve miktar
tayini icin halen tim GDO analiz laboratuvarlarinin yurt disi bagimlihigi
bulunmaktadir. Dolayisi ile 6zellikle GDO tip belirleme ve miktar tayini icin halen
tum GDO analiz laboratuvarlarinin yurt disi bagimhhgr bulunmaktadir.

Bu sistemde, istatistiksel yontem kullanimi, bir gevrimin planlanmasinin dnemli
parcasini olusturmaktadir. istatistiksel tasarim; planlama, verilerin toplanmasi,
analizi ve raporlanmasi asamalarini kapsar. LAK g¢evriminde sonuglarin
degerlendiriimesi asamasinda, ISO 13528 Laboratuvarlararasi Karsilastirma
Metodu ile Yeterlilik Testinde Kullanim igin istatiksel Yéntemler Standardi
verilerin kullanimi ve analizlerinin yapilabilmesi igin tavsiyeler vererek TS EN
ISO/IEC 17043’G tamamlamaktadir [4,5]. TS EN ISO/IEC 17043 standard, test
saglayicilarinin  yeterliligine, LAK o6lgumundn  organizasyonuna, bu
organizasyonun yurutulmesine dair genel kosullart belirlemektedir. Test
saglayicilarin TS EN ISO/IEC 17025 standardina bagh kalarak
gerceklestirdikleri kargilastirma olgumleri ile TS EN ISO/IEC 17043 standardina
goOre organize edilen kargilastirma olgumleri karsilastirildiginda TS EN ISO/IEC
17043 standardi ile daha saghkh yaratalip sonuglandinldigr goézlenmigtir [1].
Yeterlilik testi olugturulmasinda Avrupa Akreditasyon(European Accreditation)
yayinlari [6], ILAC [7] ve TURKAK [8] dokiimanlari da rehber olarak kullanilan

ve diger dokumanlardir.

Bu tez kapsaminda genetik modifiye organizma analizleri icin YT/LAK test Kkiti
ve ilgili analiz metotlari gelistiriimis, geligtirilen YT/LAK test kiti GDO analiz
laboratuvarlarinda uygulanmis ve TS EN ISO/IEC 17043 No'lu uluslararasi
standarda uygun olarak YT/LAK testi hizmeti sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genetik Modifiye Organizma
Genetik modifiye organizma (GDO) icin farkli kaynaklarda farkh tanimlar
bulunmaktadir. Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Bilgilendirme Kurulugu
(ISAAA) ve Diinya Saglik Orgiti (WHO) GDO’yu, genetik materyali dogada
veya geleneksel i1slah yontemleri ile olusamayacak sekilde, rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak, genetik materyalinin yapay olarak degistiriimesi sonucu
olusan canli organizmalar seklinde tanimlar [9,10]. Amerika Birlesik Devletleri
Tarim Dairesi (USDA) ve Gida ve llag Dairesi (FDA) genetik modifikasyonun
geleneksel uygulamalari ve genetik miUhendisligi uygulamalarini igerebilmesi
nedeni ile genetik modifikasyon yerine “genetik muhendisligi uygulanmig
organizmalar” olarak tanimlamaktadir [11,12].
GDO’da DNA kompozisyonunun degisimi ile alici organizmanin genotipi dogal
yapisindan farklilagir. Genetik modifiye organizma eldesi igin iglemlerin
laboratuvar ortaminda planli olarak gergeklestiriimesi gereklidir. Ayrica, hedef
sekansin silinmesi, nokta mutasyonlar, belli genlerin c¢ogaltiimasi da
laboratuvar kosullarinda gerceklesmesi durumunda genetik modifikasyon olarak
adlandirilabilir. Genetik modifikasyon yeni proteinlerin sentezlenmesi veya
sentezlenen proteinlerin ifadelerinin degisimi nedeni ile molekller duzeyde
genotip ve fenotipi degistirebilir.
DNA ayni tur veya farkh turdeki canlilar arasinda transfer edilebilir. Ayrica,
eklenecek olan DNA modifiye edilebilecegi gibi istege gore yeniden de
duzenlenebilir. EGer transfer edilecek olan DNA’nin tumiU ayni turden gelip
herhangi bir modifiye veya dizenlemeye tabi tutulmamis ise bu cisgenik olarak
adlandirilir ve bu tip gen transferleri dogada da gergeklesmektedir.
Transgenik Uranlerin Uretiimesinde asagidaki islemler yer almaktadir[13]:

1) Istenen geni tagiyan organizmanin tanimlanmasi,

2) Bu organizmadan istenen genin izolasyonu,

3) Modifiye gen dizisinin istenen genin fuzyonu ile olusturulmasi, genin

iglevselliginin  kontrol edilmesi amaciyla destekleyici bir dizinin
hazirlanmasi, ve hedeflenen gen aktif olarak saptanamadiginda floresan

protein veya antibiyotige dayanikli faktor igeren isaretli genin



olusturulmasi ile birlikte genin varhiginin belirlenmesine yardimci
olunmasi,

4) Rekombine dizinlerin ¢oklu kopyalar olusturmak Uzere genellikle bir
bakteri icerisinde ¢cogaltiimasi,

5) Gen silahi veya biyolojik bir ajan yardimi ile ilgilenilen genin kopyalarinin
modifiye edilmek istenen organizmaya eklenmesi,

6) Isaretli gen vasitasiyla istenen geni basari ile alan organizmalarin
belirlenmesi,

7) Modifiye bitkilerin gogaltilmasi

1982 yilinda FDA tarafindan kabul edilen, genetik mihendisligine ugramis

ilk ticari Grun, insan insulini Uretimi icin bakterilerin kullaniimasi Sekil 2.1.

de gosterilmigtir [14].
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Sekil 2.1. 1982 yilinda FDA tarafindan kabul edilen, genetik muhendisligine
ugramis ilk ticari riin olan insulin sentezi

2.2. Genetik Modifikasyonun Yapisi

Genetik modifikasyon organizmanin genomuna gen kasetinin yerlestiriimesi,
organizmadaki DNA dizisinin delesyonu, hedef dizi igin nokta mutasyonlari,
istenen genlerin gogaltilmasi gibi yollari izleyebilir. Bugune kadar, gen kasetinin

organizmaya insersiyonu en ¢ok kullanilan yontemdir.

Bir gen kaseti genellikle, sirasiyla promotor, ilgilenilen gen ve terminator
bilesenlerinden olugsmaktadir. Bu temel bilesenlere ek olarak transkripsiyon
duzenleyicileri ve ileri transkripsiyonel uyarici bilegenleri olarak katkida bulunan

arttinci(enhancer), intron veya sinyal motifleri gen kasetlerine aktarilabilir. Bu
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DNA dizileri transkripsiyon veya translasyon asamasinda rol oynayabilirler. Gen
ifade kaseti Sekil 2.2." de verilmistir [15].

GEN
< D
RNA kodlayan dizi
Promotor Terminator
5’ W +1 T H 3;
3 5’
v v
Transkripsiyon Transkripsiyon
baslangi¢ bolgesi sonlanma boélgesi
o— [ "
Gen anlatimi veri Gen anlatimi veri
giris aks

Sekil 2.2. Gen ifade kaseti

2.2.1. Gen Kaseti, Promotor, Transgen ve Terminator

Bir gen kasetinin ana unsurlari genellikle promotor, ilgilenilen gen ve
terminatorden olugmaktadir. Bunlar diginda gen kasetlerine transkripsiyonel
ayarlamada ve ileri transkripsiyonel iglemlerde gorevleri olan arttiricilar
(enhancer), intron veya sinyal motifleri aktarilabilir. Bu DNA dizileri
transkripsiyon ya da translasyon agamasinda 6nemli rol oynayabilirler.

Promotor genler Okaryot ve prokaryotlarda transkripsiyonun baglamasindan
sorumlu DNA dizileridir. 100 ile 1000 baz ¢ifti uzunlugunda bulunan, bir genin
nerede ve ne zaman transkripte edilecegini belirlemeye yardimci olan
elemanlara denir.

Trans gen, gen kasetinin ortasinda bulunan ve transkripsiyon sonucu
fonksiyonel proteini olusturan kisma denir.

Terminator, prokaryot ve Okaryotlarda transkripsiyonu durdurmakta gorevli olan
dizilere denir.

Biyoteknolojide gen kasetlerinin olusturulmasinda yararlanilan baslica 4 adet
promotor gen tipi vardir.Bunlar konstitutif promotor genler, dokuya spesifik veya



gelisim evresine spesifik promotor genler, uyarilabilir promotér genler ve
sentetik promotdr genlerden olusmaktadir.

Genetik modifiye (GD) Urunlerde transgen ifadesini saglamak i¢in promotor gen
segimi ¢ok Onemlidir. Promotor gen, transgen ifadesini kalite ve miktar
bakimindan oldukga etkiler.

Calisma kapsaminda MIR604 Misir ve MON87701 Soya ele alindigindan bu
urtnlerde bulunan konstitutif promotor genler 6nemlidir.

Konstitutif promotor genler; hig bir cevresel faktor ile ilgili degildir ve tim
durumlarda aktif olan promotor genlere verilen isimdir. Genellikle virislerde ve
bitkilerde bulunan gucli promotdr genlerdir. Bitki kdokenli konstitutif promotor
genler ubiquitin veya aktin genlerinden saglanir [16].

Bugune dek Avrupa Birligi (AB) otoritesi tarafindan onaylanmig genetik modifiye
gidalarin gogunda 35S promotor ve nos terminatoru bulundugundan bu genetik
elementlerin hedef dizilimler olarak kullanimi ile ¢cogu genetik modifiye gida

saptanmaktadir [17].
2.2.1.1. Genetik Modifiye Bitkilerde Promotor Gen

Genetik modifiye yapida, zaman, yer, transgenin ifade olma derecesi oldukca
onemlidir. Genetik modifiye bitki olusturmanin ardinda yatan asil neden
transgenin normal bir genden daha fazla ifade olmasina dayanir. Bu asamada
promotor genler oldukga 6nem kazanmaktadir. Promotor genler nitelik ve nicelik
bakimindan transgenin ifade olmasini etkilemektedirler.

Ilk olarak, transkripsiyonun baglangic islemi igin promotor genin bitkinin
yapisina uyumlu olmasi gerekmektedir. ikincisi, promotor gen, transgen ile
uyum igcinde olmalidir. Son olarak promotdr genin transkripsiyon baslangi¢
faktorune olan ilgisi 6nemlidir. Genellikle transgenin fazla ifade olmasi i¢in gugli
promotor genler segilir. Bitkiler i¢cin guc¢lu promotor genler bitki viruslerindeki
konstitutif promotdr genlerdir. Bu promotor genler bitki turleri ile uyumludur. Bu
durum bitki virusunun kendi genomunu hedef bitkiye aktararak bitkideki
transkripsiyon baslama faktorund ve Pol Il kullanip viris geni olarak
transkripsiyon baslatma mekanizmasinin ¢ozulmesinden bu yana bilinmekteydi.
Bu nedenle secilen promotor gen dizileri ve olasi dezavantajlari bakimindan gok
iyi karakterize edilmelidirler. Bitki virtslerinin konstitatif promotor genlerine ek
olarak, bitki kokenli guglu konstitutif promotdr genler transgenin ifade olmasi igin

kullanilabilir. Bitki kokenli guclu konstitutif promotor genler aktin ve ubikuitin
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genlerinden kaynaklanmaktadir [16]. Coklu transgen ayni konstitutif promotor
gen tarafindan ifadelenmekte ise problemler meydana gelebilir [18]. Bu gibi
durumlarda promotorlerde onbaslangic kompleksine olan ilgileri aralarinda
olusan rekabetten azalacagi i¢in transgen ifadesi susturulabilir.

Yukarida belirtildigi gibi DNA'nin translasyona ugramayan promotor gen ve
terminatdr gen kisimlari transkripsiyon isleminde 6énemli rol oynarlar. Genetik
modifikasyon i¢in promotor ve terminator genin segimi konak huicre ile uyumlu
olmalari gerektiginden onemlidir. Buna ek olarak promotor gen, aktarilan genin
yuksek duzeyde ifadelenmesini saglamak igcin oldukga gucgli olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle promotor ve terminator genler bitki viruslerinden
segilirler. Bunun nedeni bitki virisu genomlarinin bitki traskripsiyonel enzimleri
ile uyumlu olmalari ve promotor gen bdlgelerinin yerli konstitltif promotor
genlere kiyasla oldukga yuksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Promotor ve terminatér genlerinin segimi GDO’larda saptama igin ilk asama
olan tarama metodu icinde bu bilesenlerin aranmasi nedeni ile oldukga
onemlidir.

GDO analizinde yalnizca promotor ve terminator gen dizilerinin aranmasi
maliyeti dusurebilir ancak yanlis pozitif sonuglar verebilmektedir. Bunun nedeni
bitkinin gercekten promotor veya terminator genin kokenini aldigi bitki virasu ile
kontaminasyonu durumudur. GD bitki yapisinda CaMV p35S, pFMV, pNOS,
pSSuAra, pTa29, pUbi, pRice aktin promotor genleri genellikle kullanilan
promotdr gen bolgeleridir ve tNOS, t35S, tE9, tOCS ve tg7’de ayni sekilde
yaygin kullanilan terminator gen bolgelerindendir[19]. Bu promotor ve
terminator dizilerinin saptanmasi Avrupa Birligi tarafindan onaylanmistir. CaMV
35S promotor geni ve nos terminator geni igin Bt11 GD misir gesidi kullanilarak
Tarkiye'de gida ve yem drunlerinde varligina dair yapilan kalitatif ¢calismalar

literatirde mevcuttur [20].

2.3. DNA’y1 Aktarmada Kullanilan Metotlar

Yeni bir DNA'nin organizmaya aktarilmasina genetik transformasyon adi verilir.
Transformasyon metotlarini kendi icinde dogrudan ve dolayli transformasyon
olmak Uzere iki gruba ayirabiliriz. Dolayh transformasyon yabanci DNA'nin
hedef organizmaya aktarilmasi esnasinda bakteri gibi bir organizma yardimi ile

gerceklesmesine dayanir. Bitki transformasyonlarinda dolayl transformasyon
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Agrobacterium  tumefaciens  aracihdr ile  gergeklestirilir.  Dogrudan
transformasyonlar ise protoplast transformasyonu ve mikro enjeksiyon yontemi
gibi fiziksel yontemlere dayanir [21]. Yabanci DNA’nin hedef organizma ile
tanigtinimasinda yeniden Uretilebilir metodoloji birgok parametreye gereksinim
duyar [22].

1) DUguk maliyet, islemin guvenligi, kolay prosedur ve teknik olarak kolaylik her
GD cesidi icin onemlidir.

2) Hedef organizma ile aktarilacak DNA vektor DNA’sindan ayri olmahdir.

3) Entegrasyon sayisinin dusuk kopya sayilari ve entegre olan DNA'nin yerinin
(lokasyonun) farkindah@r gereklidir.

4) Transforme olan elementin rejenerasyonu tek transforme hicreden olmalidir.

2.3.1. Dolayh Transformasyon

2.3.1.1. Agrobacterium tumefaciens araciligi ile Transformasyon
Yontemleri

Agrobacterium cinsi, ¢ift cenekli ve tek ¢enekli, agik tohumlu ve kapali tohumlu
bir ¢ok bitkide hastaliga neden olan toprak bakterisidir. Agrobacterium
tumefaciens ta¢ uru (tumor olusumu)na neden olan Agrobacterium cinsi
bakteridir. A.tumefaciens tumore neden olan Ti plazmidini tagir. Buradaki T-
DNA bolgesi nukleer konak genoma kendisini dahil eder [23]. Ti plazmidi
yabanci genin bitki hucresine aktarilmasina olanak verir ve biyoteknolojik bir
arac olarak vektor adi altinda kullanilir [24]. DNA dizisinin istege ve ihtiyaca
gore uygun olmasi i¢cin T-DNA bolgesi degisik klonlama yontemleri ile
duzenlenebilir. A.tumefaciens araciligi ile transformasyon ¢ift genekli bitkiler icin

uygun iken tek genekliler igin yetersiz kalmaktadir [19].

2.3.2. Dogrudan Transformasyon

2.3.2.1. Protoplast Olugsumu ve Elektroporasyon Yontemleri

Protoplast kimyasal ve fiziksel iglemler ile hucre duvarinin tamamen veya
kismen ortadan kalktiginda kalan hucreye denmektedir. Protoplast ozmotik
olarak kirilgan bir yapidadir. Protoplast diger tum hicrelere donugebilecek
potansiyeli olan (totipotent) bir hicre oldugundan birlesme ve transformasyon
igin kullanilir [25]. Pektinaz ve selulaz gibi enzimatik reaksiyonlar ile hicre

duvari ortamdan uzaklastinlir. Pektinazin hicre duvarini ayirdiktan sonra
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selllaz hacre duvarini ortamdan kaldirir [26]. Hucre duvarinin kalinhgi, sicakhk
ve enzimin inkubasyon suresi, pH, sallanma (agitation) ve osmotik denge
protoplastin ortaya c¢ikmasinda rol oynayan onemli faktorlerdir [27]. Hlcre
duvarinin ortamdan uzaklagsmasindan sonra protoplast integrasyon veya
transformasyona tabi tutulur.

Protoplast kirilgan oldugundan, igerisine DNA alimi kimyasal veya fiziksel
prosediirler ile kolayliklakla yapiimaktadir. ilk olarak plazmit dogrusallastirilir.
Sonra protoplast ve plazmit karistirilir, protoplast-plazmit karisimi PEG
uygulamasina tabi tutulur ve elektroporasyon gergeklestirilir [25].
Elektroporasyon ortamdan hucreye elektrik akimi kullanilarak DNA aktarimini
saglayan bir transformasyon metodudur. Elektrik akimi hicre zarini bozarak
DNA'nin (ve coOzeltideki diger molekullerin) hicre icine kolaylikla gegebildigi
porlari olusturur [28].

Bu transformasyonda entegrasyon sikhdinin dusuklagu sonucu 1s1 soku yontemi
ve Isinlama gibi yontemler ile arttirilabilir [25]. Bu teknik seker pancari igin
uygundur [29].

2.3.2.2. Bitki Hucresi veya Dokunun Mikropartikiil Bombardimani Yontemi
Mikropartikil bombardimani biolistik veya gen silahi teknigi adi ile de bilinir. Bu
yontem yuksek yogunluklu bir tasiyicinin ilgilenilen gen ile kaplanmasindan
sonra ivmelendiriimesi sonucu hucreden gecip gitmesine bu sirada DNA
parcalarinin hucre iginde kalmasina dayanmaktadir [22].

Mikropartikuller genellikle yaklasip ¢api 2 mikron olan tungsten, altin veya platin
gibi agir metallerden secilir. Bu mikropartiktller plazmit DNA slUspansiyonu ile
kanigtinlir. Mikropartiktulin Ustine DNA’nin ¢gdokmesine olanak veren CaCl, ve
spermidin icermeyen baz eklenir. Bunun sonucunda mikropartikiller DNA ile
kaplanmig olur. DNA ile kaplanmis mikropartikuller bir petride bulunan hedef
hicre biyolistik araci veya gen silahi ile firlatihr. Partikilin hedef hicreye
penetrasyonu igin partikil hizi ve basing DNA'nin boyu, tipi ve organizma
dokusuna gore optimize edilir. Mikropartikuller hucreye carpinca bazi DNA'lar
hedef hicrenin gDNA’sina yayilir. Bombardimandan sonra, hedef hucrelerin
transformasyonunun gorsellestirilebilmesi amaci ile hedef hicreler birbirlerinden
olabildigince ayri olmak Uzere ortama inokule edilir. Biyolistik metodunun
ciktilari, hedef hicre ile tanistirlan DNA'nin  kopya sayisi ve genom uzerindeki

yeri bilinmedigi i¢in tahmin edilemezdir. Entegre olmus c¢oklu kopya soyasi ve
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bilinmeyen lokasyon gen anlatiminin uyariimasi ve susturulmasi gibi
istenmeyen yan etkiler meydana getirebilir [22]. Yontemin verimliligi hucre
sayisi, hucre tipi, basing, mikropartikil Gstune ¢okturilen DNA miktari,
mikropartikll ivmelendirme orani ve sicaklik gibi parametrelere baghdir. Bu
teknik tek ¢enekliler icin dizayn edilse de c¢ift genekliler iginde oldukga kullanigli
bir yontemdir.

2.3.3. Transformasyon Yontemlerinin Kargilagtiriimasi

Transformasyon yontemleri Tablo 2.1.’de karsilastiriimistir.

Tablo 2.1.  Transformasyon yontemlerinin avantaj ve dezavantajlarinin
kargilastiriimasi

Yoéntem Avantajlan Dezavantajlari

Genom entegrasyonunda i . .

- Islemlerdeki yavaslik ve komplekslik

A. tumefaciens kesinlik ® yavas P
araciligi ile saglanan Dusik kopya sayisi Vektorler ile dnislem

Nesiller sonra bile istikrarli bir _—
transformasyon entegrasyon Steril bir prOtOkOI

Yuksek verimli [24] Tek ¢enekli bitkiler icin yetersiz

Basit Protoplastlar i¢in 6n islem
Protoplast olusumu Hizl ydntem Dusuk transformasyon verimliligi
ve elektroporasyon Ucuz Genoma rasgele entegrasyon

Farkh hucre tipleri icin uygun Beklenmeyen sonug beraberinde

[25] entegre olan ¢oklu kopyalar

Basit Pahall arag

Hedef hicreler igin 6nislem Beklenmeyen sonug beraberinde

o yok entegre olan ¢oklu kopyalar

pivolisti Entegrasyonda ylksek kopya Dusuk transformasyon verimi

numaralari s y

3%?'$'k huicre tipleri igin uygun Genoma rasgele entegrasyon [16]

2.4. Genetik Modifiye Organizmalarin Siniflandiriimasi

GDO’larin siniflandiriimasi hedef hucreye tanigtirilacak olan DNA'nin kokeni,
DNA dizi bilgisi ve yasal olarak onaylanma durumlarina gore yapilabilir.

2.4.1. Yeni DNA’'nin Kokenine gore Yapilan Siniflandirma

Yapiya dahil edilecek yeni DNA'nin kdkenine goére yapilan siniflandirma tek
ozellik, y1gin ozellik, near intragenik, intragenik ve cisgenik olmak Uzere 4 gruba

ayrilmaktadir. Bu kavramlar asagida alt bagliklar halinde agiklanmistir.
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2.4.1.1. Tek Ozellik Tipi (Single Trait Type)

Tek oOzellik tipi GDO’larin birinci jenerasyonudur. Cogu ticarilesmis GDO
enzimatik olarak kesilip yapistirilan teknoloji ile Uretilen tek 6zellik transgeni
tagir [30]. Istenilen tek Ozellik verici tirlerinden restriksiyon endoniikleaz
sindirimi ile saflastiriir. Istenilen bu 6zellik, restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinin sindirme ve baglama fonksiyonlari ile uygun bir promotor ve
terminator bolgesi ile birlestirilir. Gen kaseti vektor icine klonlanir ve anlatilan
yontemlerden uygun olaninin kullanilmasi ile birlikte alici organizmaya
transforme olur. Genelde vektor segici bir isaretleyici (selektif markor) ve
istenilen gen kasetinin hedef organizmaya aktariimasi i¢in ¢oklu baglanma

noktalari igerir.

2.4.1.2. Yigin Ozellik Tipi (Stacked Trait Type)

Yigin ozellik tipi GDO’larin ikinci jenerasyonlaridir. Bunlar ilk jenerasyonun
melez gecisi veya birinci jenerasyonun tekrar donusturilmesi ile meydana
gelirler. Bu yuzden yigin ozellik tipinde, birden fazla 6zellik olabilir ama her yi1gin
ozellik bir GD ¢esidi olarak adlandirilmaktadir. Cogu ticari Urun ve yasal olarak
onaylanmis GDO’lar yigin 6zellik gosteren GDO’lardir [31].

2.4.1.3. Yakin Kalit i¢i Ozellik Tipi (Near Intragenic)

Yakin kaht i¢i tipi GDO’larin uguncu jenerasyonudur. Genomu Kkalit igi
modifikasyon ile degisen organizmalar GDO olarak kabul edilir. Bu tip
GDO’larda genoma dahil edilecek DNA’nin buylk kismi ayni organizma
kokenlidir. Rekombinant kisim uzunluk bakimindan oldukga kisithdir [30].
Saptanacak olan dizinin kisaligindan dolayi bu tipteki GDO’lar tek tip ve yigin tip
GDO’lara kiyasla daha zor tespit edilir.

2.4.1.4. Kalit igi ve Cisgenic Ozellik Tipi (Intragenics ve Cisgenics)

Intragenic ve Cisgenic tip GDO’lar dérduncu jenerasyon GDO’lardir. Genomu
intragenic ve cisgenic olarak modifiye olmus organizmalar genoma dahil
edilecek olan DNA parcasinin timu ayni tirin gen havuzundan gelmesine
ragmen GDO olarak duasunulur. Gen havuzu dogal olarak rekombine olmusg
genlerden olugmaktadir. Bu nedenle genoma dahil edilen DNA’nin saptanmasi
oldukga zordur. Tek 6zellik tipi, yigin 6zellik tipi ve yakin kalit i¢i tipinden farkli

olarak intragenic ve cisgenic’lerin tlir genetik haritasi kullanilarak saptanmasi
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potansiyelini barindirir. Bunun nedeni eklenen DNA’nin gen duzeni ve eklenme
bolgesi dogal turlere gore farkli olmasina dayanir [30].

2.4.2. DNA Dizi Bilgisine Gore Siniflandirma

Eklenen bilegenlerin, bilesenlerin organizasyonunun ve genomda bulunan
bdlgenin duzgun bir sekilde saptama ve tanimlama amaci ile GDO’lar DNA dizi
bilgisine gore siniflandinlirlar. Analitik analizler igin bu siniflandirma oldukca

onemlidir. Karakterizasyon amagh 4 sinif igerir [30]:

1) Tamamen karakterize edilmig GDO’lar

2) Sadece eklenen gen kaseti iyi karakterize edilmis GDO’lar

3) Tamamen karakterize edilmis GDO’larin varyantlari

4) Eklenen DNA elemanlari asla karakterize edilmemis olan GDO’lar

2.4.2.1. Tamamen Karakterize Edilmis GDO’lar (Bilgi Seviyesi 1)

Eklenecek olan DNA, diger deyis ile gen kaseti ve genoma eklenecek olan
DNA'nin yeri tamamen karakterize olmus ve bilinmektedir. AB tarafindan
onaylanmis ve ticarilesen tim GDO’lar tamamen karakterize olmus GDO’lardIr.
Bu sinifta, saptama ve tanimlama Q-PCR c¢eside(Event) spesifik metotlar ile
yapilmaktadir [30].

DNA dizisi iyi karakterize edilmigtir. Cesidi beliten GDO’larda herhangi baska
bir varyasyon kesinlikle yoktur, aksi takdirde Q-PCR ¢eside spesifik metodlar ile
saptanip tanimlanamaz. Varyasyonun yeri analitik sonuclari etkiler. Eger bu
varyasyon tamamlayici dizinin en az bir primer veya probu uyumlu ise

saptanamaz veya tanimlanamaz.

2.4.2.2. Bilgi Seviyesi 1’de Kullanilan Ayni Genetik Yap! ile Transforme
Edilen GDO’lar (Bilgi Seviyesi 2)

Bilgi seviyesi 2 eklenecek DNA yapisinin iyice tanimlanmis olmasina ragmen
eklenen DNA'nin vyerinin tanimh olmadigi yada bilinmedigi durumlarda
karsimiza c¢ikar. Bu sinif genellikle tamamen tanimlanmigs GDO’larin siklikla
kullanilan DNA vyapilarindan olugsmaktadir. Bu GDO’lar tamamen karakterize
olmus GDO’larin kizkardesi veya yedeg@i olarak adlandirlirlar [30]. Diger
yandan, bu sinifa yasal olarak onay verilemediginden ticarilesemez. Saptama
ve tanimlama metodlari tamamen karakterize olmus GDO’lara gore c¢eside-

spesifik metodlarin uygun olmamasindan dolayi farkhdir. Bu sinif Q-PCR c¢eside
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— spesifik metotlar ile saptanip tanimlanamaz fakat yapi spesifik (construct-

specific) metotlarla saptanip tanimlanabilir.

24.2.3. En Azindan Bir Bilegeni Bilgi Seviyesi 1’de Bulunan Genetik
Bilesenlerin Yeni Kombinasyonu ile Transforme olmus GDO’lar (Bilgi
Seviyesi 3)

Eklenen gen kasetinde P-35S, T-35S ve T-nos gibi diger GDO’larda iyi tanimli
olan en az bir genetik bilesen bulunur. Bunlarin saptanmasi islemi element-
spesifik saptama ile gergeklesir. Buna ragmen GD yada GD olmayan etiketini
yapistirimasi oldukga zordur. Saptanan bilesenin GD olmayan kaynaktan mi
geldigi veya 1'den fazla onaylanmig GDO’dan birlesen bir varligin s6z konusu

olup olmadiginin karari verilmelidir [32].

2.4.2.4. Yalnizca Yeni Genetik Bilesenler ile Transforme Olmus GDO’lar
(Bilgi Seviyesi 4)

Sadece aktarilan gen igin degil ayni zamanda DNA bilesenleri diger siniflarda
oldugu gibi karakterize edilmediginden bu sinifa ait bir bilgi bulunmamaktadir.
GDO’lar i¢in gegerli saptama metotlari bu tipteki genetik modifikasyonlari ne

saptayabilir ne de tanimlayabilir.

2.4.3. Onay Durumuna Gore GDO’larin Siniflandiriimasi

GDO'lar yasal duzenleme prosedurlerine uygunluk bakimindan onaylanmig
GDO'lar ve onaylanmamis GDO’lar olmak uzere iki gruba ayrilirlar. Onayli
GDO’lar ilgili otorite tarafindan onay verilmis ve duzenlenmis olduklarindan
yasaldir, onaysiz olan GDO’lar ilgili otorite tarafindan onaylanmadigindan yasal
degillerdir [30]. Onaylanmamis GDO’lar kasith olarak veya kasit digi pazara
surulebilirler [33]. Buna ek olarak GDO’lara verilen onaylar Ulkeden ulkeye,
gidadan yeme ve endustriyel kullanima gore degismektedir.

Onay gidanin, yemin ve turetilmis Urtnlerin ekim izni ve pazarlama onayi olmak

Uzere 2 gruba ayriimaktadir [34].

2.4.3.1. Onaylanmig GDO’lar

Onaylanmig GDOQO’lar yasal olarak gida, yem veya endustriyel kullanim ve gevre
saghg! icin guvenli olmasi beklenen GDO’lardir. Bunlarda, kapsamli risk
degerlendirmesi ile saptama ve nicel olarak Olgumu igin analitik metotlar
aciklanmaldir. Onayli GD gesitlerinin genetik modifikasyon stratejisi, eklenen
DNA dizisi (promotor, terminator, ilgilenilen gen, markor gen vb.), eklenen DNA

dizisinin yeri tam olarak bilinmektedir. Bu gesitlerin klinik testleri yapiimigtir.
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2.4.3.2. Onaylanmamig GDO’lar

Onaylanmamis GDO’lar gida, yem ve endustriyel kullanimlar igin risk
degerlendirmeye tabi tutulmadigindan yasal duzenlemelere uygun degildir.
Onaylanmamig bir GDO’nun pazarda saptanmasinin bulasi gibi bazi
beklenmeyen durumlardan kaynaklanan sebepleri olabilir.

Onaylanmamis GDO’lar genetik yapi bakimindan onaylanmis GDO’lar ile
benzerdir. Boylece, yapiya spesifik veya bilesen tarama metotlari ile birlikte
onaylanmigs GDO’lardaki gibi saptanabilir. Onaylanmamig GD bitkinin varligi
ulusal ve uluslararasi yasa ve yurutmelik ile kati bir sekilde yasaklandigindan bu

urune dair nitelik ve nicelige bakilmasina gerek yoktur [32].

2.5. Diinyada Genetik Modifiye Bitkiler

1996 yilinda, ilk GD tohumlar Amerika Birlesik Devletlerinde ticari olarak
ekilmistir. Bu bitkilerin buyuk ¢ogunlugu kanola, pamuk, misir, soya fasulyesi,
seker pancari ve seker kamigidir [35].

GDO'lar, bir bocek direnci veya kuraklik kosullarina tolerans gibi istenen bir
Ozelligi elde etmek igin uretiimektedir. Gunumuzde ABD'de mevcut genetik
olarak degistirilmig 10 Uran sunlardir: yonca, elma, kanola, misir (tarla ve tath),
pamuk, papaya, patates, soya fasulyesi, kabak ve seker pancari.

Bocek direnci: Bu Ozellik kategorisi, ¢iftgilere hedef zararlilara kargi sezon
boyunca koruma saglar, bocek ilaci uygulamalarina olan ihtiyaci azaltir ve girdi
maliyetlerini dusurur.

Kuraklik toleransi: Kurakliga toleransi ifade eden GD gesitleri daha iyi nem
tutma Ozelligine sahiptir ve ek sulama gerekmeden kuraklik kosullarina daha iyi
dayanabilir.

Herbisit toleransi: Spesifik herbisitleri tolere etmek igin gelistirilen GD cesitler,
ciftcilere yalnizca gerektiginde hedeflenmis herbisitleri uygulayarak yabani
otlarla savasmalarini saglar ve toprag! koruyan, erozyonu onleyen ve karbon
salimlarini azaltan koruma toprak isleme uretim yontemlerini kullanmalarini
saglar.

Hastalik direnci: Bitki vyetigtiricileri genetik muhendislik sayesinde papaya
ringspot virusu (PRSV) gibi bitkilerin belli hastaliklara kargi koyabilmesini
saglayabilir. PRSV'ye direncli olarak geligtirlen GD Rainbow Papaya, Hawaii
papaya ciftcilerinin, endustrilerini olumsuz etkileyen bu vyikici hastaligin

patlamasindan kurtulmalarina izin verir.
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Besin igeriginin gelistirimesi ve diger uygulamalar: Genetik modifiye soya
fasulyesi, zeytinyagi gibi, bir yag profiline sahip, daha uzun omurla
olabilmektedir. Ayrica Urun kesilirken veya islenirken ylzeysel esmerlegsmeyi ve
gurimeyi (sadece patates) ortadan kaldirmak icin patatesleri ve elmalari
modifiye etmek icin genetik muhendislik teknikleri kullaniimistir. Bu 6zellikler
ureticiler, islemciler, perakendeciler ve tuketiciler tarafindan atilan Grin miktarini
azaltmaya yardimci olabilir. Bazi biyoteknolojik misir gegitleri ise, seluloz ve /
veya nisastanin parcalandigi ve yakita donuUsturuldigu prosesi iyilestirerek
daha verimli biyo-yakit Uretimine olanak saglar. Bu, biyoyakit Uretmek igin
gereken su, elektrik ve dogal gaz miktarini azaltarak tretim surecinin ¢evresel
etkilerini azaltmaya yardimci olur.
2.6. Diinya Genelinde GD Ozelllikler
Klresel bilgi paylasim agi olan Uluslararasi Tarimsal Biyoteknoloji
Uygulamalarinin Saglanmasi Servisi (ISAAA) veri tabanindan saglanan GD
Ozellikleri agagidaki gibi siralanabilir:

« 2,4-D Herbisit Toleransi

« Degismis Lignin Uretimi

« Anti-alerjik

« Antibiyotik Direnci

« Kinkanatlilar Bocek Direnci

« Geciktirilmis Meyve Yumusamasi

« Geciktirilmis Curime/Asir Olgunlasma

« Dicamba Herbisit Toleransi

« Kuraklik Stres Toleransi

« Arttinlmig Fotosentez/Verim

« Ureme Verimi Arttirma

« Fungal Hastalik Direnci

« Glifosinat Herbisit Toleransi

« Glifosat Herbisit Toleransi

+ Isoxaflutole Herbisit Toleransi

« Lepidopter (Kelebek, guve) Bocek Direnci

« Mannoz Metabolizmasi

« Mesotrione Herbisit Toleransi

« Modifiye Olmus Alfa Amilaz
15



« Modifiye Aminoasit

« Modifiye Cicek Rengi

« Modifiye Olmusg Yag/Yag Asitleri

« Modifiye Nisasta/Karbonhidrat

« Coklu Bocek Direnci

« Nikotin Azaltimi

« Kahverengilesmeyen Fenotip

« Nopalin Sentezi

«  Oxynil Herbisit Toleransi

« Fitaz Uretimi

« Azaltilmig Akrilamid Potansiyeli

« Siyah Nokta Azaltimi

« Sulfonylurea Herbisit Toleransi

« Viral Hastalik Direnci

- Gorsel Igaretleyici

« Hacimce Odun Arttirimi 6zelliklerini goruriz.
Burada siralanan Ozellikler sadece tek 6zellige sahip GDO’lar olmayip yigin
Ozellik gosteren GD cesitleri de igermektedir. Her gesit icin tek bir 6zellik veya
birden fazla 6zellikten s6z edilebilir. Buna ek olarak 6zellik ismi ayni olsa da
bagka bir gen de ayni amag ile kullanilabilir.
Bu calismada, GD c¢esitleri MIR604 ve MON87701 GD cesitleri konu
edinilmigtir.  MIR604, misir kok kurduna karsi direng kazandiriimis genetik
modifiye misir ticari Uranadur. Bacillus thuringiensis’ in Bt toksinini(Cry3A)
kodlayan cry3A geni bati misir kurdu (Diabrotica virgifera virgifera), kuzey misir
kok kurdu (Diabrotica longicornis barberi) ve benzer kinkanathlar turlerine kargi
koruma saglar.
Escherichia coli bakterisinin pmi geni PMI proteinini Ureterek mannozu karbon
kaynagi olarak kullanimina olanak saglamaktadir ve bu selektif isaretleyici
olarak kullaniimaktadir. Bu c¢esidin olugsmasindaki kullanilan modifikasyon
teknigi Agrobacterium araciligi ile saglanan DNA transferidir[36].
MONS87701, birincil hedef bitki zararlisi Anticarcia gemmatalis , Pseudoplusia
includens , Epinotia aporema, Rachiplusia nu gibi hedef lepidoptera, bitki
zararhlarinin beslenme zararindan koruma saglamak icin  bitkinin Cry1Ac

proteininin insersiyonu ile modifiye edilmesine dayanir. Bu ¢esidin
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olusmasindaki kullanilan modifikasyon teknigi Agrobacterium aracihgi ile

saglanan DNA transferidir[37].

GD cesitlerinin gelistirildigi plazmidler Sekil 2.3 ve $ekil 2.4 arasinda igerdigi

elementler ise Tablo 2.2 ‘de verilmisgtir.
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Sekil 2.3. MIR604 Misir gelistirmek icin kullanilan pZM2 plazmid[38]
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Nde 19738 CS Modified cryl Ac

Sekil 2.4. MON87701 gelistirmek i¢in kullanilan PV-GMIR9 plazmid [39]

Tablo 2.2. MON87701 soya ve MIR604 misir genetik bilesenleri

Kod isim Tip Promotor, diger Terminator Kopya Form
mcry3A Cry3A Zea mays metallo-thionein A. tumefaciens nopalin Misirdaki gen
x o IR : ) f . . 1 . LS
delta- benzeri genden elde edilen | sentaz (nos) 3'-cevriimemis ifadesini
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endotoxin promotor bodlge arttirmak igin
modifiye
edilmis
mannose-
. 6- ZmUbilnt (Zea mays poli- A. tumefaciens nopalin
pmi phosphate | SM | ubikuitin gen promotéri ve ilk | sentaz (nos) 3'-gevrilmemis 1
isomerase intronu) bodlge
Promotor ve A. thaliana Beta-conglycinin kodlama
§ Cry1Ac rbcS4 geninin (rubisco) 5’ bélgesinin karboksil
5 cevrilmemis bolgesi terminalinin 35 nikleotidi de
crylAc delta- IR . . . 1
% endotoxin Protelnllklloroplasta . dahil oI.mak lizere, qua
= hedeflemek igin rbcS4 genin | fasulyesi sphas1 geninin 3’
transit peptidi bolgesi

2.7. GDO’larin izlenmesi, Etiketleme ve Risk Analizi

Izleme farkli otoriteler tarafindan farkl tanimlanan genis bir terimdir. ISO rehberi
ISO 9000 (2005)’ e gore izleme Urunun gecmisinin, uygulamasinin veya yerinin
belirlenmesi ile agiklanmigtir. Avrupa Birligi yasal duzenlemeleri (EC) 178/2002
‘ye gore izlenme; gida, yem, gida Ureticisi hayvan veya gida ve yem igerigine
girmesi beklenen bir maddenin “Uretim”, “isleme” ve “dagitim” esnasinda
izlenmesidir[40]. Codex Alimentarius Komisyonuna gore ise izleme gidanin
belirlenmis Uretim, igleme ve dagitim asamalarindaki hareketinin takip
yetenegidir.

Bu tanimlamalara gore izleme sistemi bize Granun koken, isleme, perakende
satisi esnasinda ve son varis noktasi hakkinda bilgiler vermektedir [41]. Genetik
olarak izleme ise; modifiye organizma/materyal veya ingrediyentin tip ve kokeni
hakkinda bilgi iceren genetik yapinin izinin surelebilmesi yetenegidir [42].
GDO'larin izinin surulebilmesinin amaci gonulli olarak ve zorunlu olarak iki
sinifta toplanabilir [43]. GOnulli olarak izleme amaci kalitenin agiklanmasi
olarak dusunulebilirken, zorunlu izleme guven sinirina ilgi cekmek amaciyla
yapilabilir.

GDO’larda izleme tohumun dretimi ile baglayip paketleme islemi ile sona erer.
GD icermeyen baglangic materyali veya GD igeren baslangi¢c materyali,
tarimsal alanda, hasat sirasi, transportasyon, depolama ve ham maddeden son
uriine donugum agsamalarinda iyi belgelenmelidir [44].

Piyasaya ilk GD Urunun surtlmesinden sonra ulkeler icin, tuketici bilgilendirmesi
amaciyla GDO’lar igin risk degerlendirme ve etiketleme birgok Ulkede zorunlu
hale gelmigtir. Gunumuizde, Ulkelerin kendi ihtiyaglari dogrultusunda yasal

duzenlemeleri ve GDO’lar igin onay sureglerinde farklik s6z konusudur. Yasal
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duzenlemeler genellikle, bagvuru, onaylanma ve GDO’larin piyasaya surulmesi
asamalarini kapsamaktadir [45].

Bu baglamda Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa Birligi ve Turkiye’nin konuya
bakis agilari ve yasal duzenlemelerinden kisaca bahsedilecektir.

Amerika Birlegik Devletleri’nde 3 bagimsiz otorite GD bitkilerin yayilmasindaki
yasal duzenlemerde rol oynarlar. Bunlar Hayvan ve Bitki Sagligi Denetleme
Servisi (APHIS), Gida ve llag Yoénetimi (FDA) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA)dir
[45].

GDO’larin piyasaya surulmesi ve uretiminin Turkiye’de sinirlamalari mevcuttur.
Herhangi bir GDO’ya bitki veya ticari amagli onay verilmemektedir. Ote yandan
yem olarak kullanimi sinirlandirilarak 26 adet misir, 10 adet soya olmak Uzere
toplamda 36 GD cesidi, ticareti i¢in onaylanmistir. Urlinler GDO igermese de
depolama, transportasyon veya bir onceki urinden gelen kontaminasyonlar
nedeni ile kalinti DNA’lar saptanabilmektedir. Son dizenlemeler Avrupa Birligi
yasal duzenlemelerinde oldugu gibi GDO’larda saptanma esik degerini %0.9
olarak belirledi. Buradaki esik degeri GD DNA kopya sayisinin takson-spesifik
DNA kopya sayisina boluinmesi ile veya hedef bitkinin kutle kesirinden yola
cikilarak yapilan hesaplamalarla anlasilir.Bu amagla, GDO’nun miktar analizinin
yapilabilmesi icin EC-JRM-IRMM degisik GD cgesitleri i¢cin Avrupa’da referans
materyalleri Gretmektedir.

Tablo 2.3.  Turkiye’de yem olarak kullanimi onaylanan GD misir gesitleri [46]
GD Gesidi Adi ve Kodu Ticari Ismi

Misir - Zea mays L. : 26 Cesit

Ad: 59122
Herculex™ RW
Kod: DAS-59122-7
Ad: 59122 x NK603 Herculex™ RW Roundup Ready™
Kod: DAS-59122-7 x MON-ZJ6J3-6 2

Ad: Bt11 (X4334CBR, X4734CBR)
Kod: SYN-BT@11-1

Ad: Bt11 x GA21

Kod: SYN-BT@11-1 x MON-@J@21-9
Ad: Bt11 x MIR604

Kod: SYN-BT@11-1 x SYN-IR6@4-5
Ad: GA21 Roundup Ready™ Maize,
Kod: MON-Z@@21-9 Agrisure™MGT

Agrisure™ CB/LL

Agrisure™ GT/CB/LL

Agrisure™ CB/LL/RW
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Ad: MIR162

Kod: SYN-IR162-4

Agrisure™ Viptera

Ad: MIR604

Kod: SYN-IR6@4-5

Agrisure™ RW

Ad: MIR604 x GA21

Kod: SYN-IR6@4-5 x MON-@@@21-9

Agrisure™ GT/RW

Ad: MON810

Kod: MON-@@81J-6

YieldGard™, MaizeGard™

Ad: MON810 x MON88017

Kod: MON-@@81J-6 x MON-88017-3

YieldGard™ VT Triple

Ad: MON863

Kod: MON-@@863-5

YieldGard™ Rootworm RW,
MaxGard™

Ad: MON863 x MON810

Kod: MON-@@863-5 x MON-@@81J-6

YieldGard™ Plus

Ad: MON863 x NK603

Kod: MON-@@863-5 x MON-@J6J3-6

YieldGard™ RW + RR

Ad: MON87460

Kod: MON-8746Q-4

Genuity® DroughtGard™

Ad: MON88017

Kod: MON-88017-3

YieldGard™ VT™ Rootworm™
RR2

Ad: MON89034

Kod: MON-89@34-3

YieldGard™ VT Pro™

Ad: MON89034 x MON88017

Kod: MON-89@34-3 x MON-88017-3

Genuity® VT Triple Pro™

Ad: MON89034 x NK603

Kod: MON-89@34-3 x MON-ZQJ6J3-6

Genuity® VT Double Pro™

Ad: NK603

Kod: MON-@Q@6J3-6

Roundup Ready™ 2 Maize

Ad: NK603 x MON810

Kod: MON-@@6@3-6 x MON-ZJ81J-6

YieldGard™ CB + RR

Ad: T25

Kod: ACS-ZM@J3-2

Liberty Link™ Maize

Ad: TC1507

Kod: DAS-@15@7-1

Herculex™ |, Herculex™ CB

Ad: TC1507 x 59122

Kod: DAS-@15@7-1 x DAS-59122-7

Herculex XTRA™

Ad: TC1507 x 59122 x NK603

Kod: DAS-@15@7-1 x DAS-59122-7 x MON-

DD63-6

Herculex XTRA™ RR
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Ad: TC1507 x NK603
Kod: DAS-@15@7-1 x MON-@QJ6J3-6

Herculex™ | RR

Tablo 2.4.  Turkiye’de yem amagcl kullanimi onaylanan GD soya ¢esitleri [46]

GD Gesidi Adi ve Kodu Ticari ismi

Soya Fasiilyesi - Glycine max L. : 10 Cesit

Ad: A2704-12
Liberty Link™ soybean

Kod: ACS-GM@J5-3

Ad: A5547-127
Liberty Link™ soybean

Kod: ACS-GM@J6-4

Ad: CV127
Cultivance

Kod: BPS-CV127-9

Ad: DP356043

Optimum GAT™
Kod: DP-3560343-5

Ad: GTS 40-3-2 (40-3-2
( ) Roundup Ready™ soybean

Kod: MON-@4@32-6

Ad: MONS87701
not available

Kod: MON-877@01-2

Ad: MON87701 x MON89788
Intacta™ Roundup Ready™ 2 Pro

Kod: MON-877@1-2 x MON-89788-1

Ad: MON87705
Vistive Gold™

Kod: MON-877@5-6

Ad: MON87708

Genuity® Roundup Ready™ 2 Xtend™
Kod: MON-877@8-9

Ad: MON89788
Genuity® Roundup Ready 2 Yield™

Kod: MON-89788-1

GD bitkiler 1996’dan beri 28 Ulkede ekilmektedir. ABD bu konuda lider
durumdadir. Buna ek olarak, yasalar dahilinde GD bitkiler 40 Ulkede ticari olarak
kullaniimaktadir.

Ticari olarak kullanilan biyoteknolojik bitkilerin 21 yasina girdigi 2017 yilinda 24
ulke tarafindan 189.8 milyon hektar biyoteknolojik bitki 17 milyona yakin ciftci
tarafindan ekilmigtir. 1996°daki 1.7 milyon hektarlik arazi 2017 yilinda 112 kat
artmigtir (Sekil 2.5). Bu nedenle modern tarim tarihinde biyoteknolojik bitkiler en
hizli adapte olunan bitki teknolojisi olarak dusunulmektedir [47].
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1,7 milyon
hektar

189,8 milyon
hektar

1996 2017
Sekil 2.5. 1996’ dan 2017’ye kuresel ¢capta biyoteknolojik bitki ekili alan [47]

Tablo 2.5.  Kuresel ¢apta biyoteknolojik bitki alanlarinin 1996-2017 degisimi
[47]

Hektar Akre
v (Milyon) (Milyon)

1996 1,7 4,3
1997 11,0 27,5
1998 27,8 69,5
1999 39,9 98,6
2000 442 109,2
2001 52,6 130,0
2002 58,7 145,0
2003 67,7 167,2
2004 81,0 200,0
2005 90,0 222,0
2006 102,0 250,0
2007 114,3 282,0
2008 125,0 308,8
2009 134,0 335,0
2010 148,0 365,0
2011 160,0 395,0
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2012 170,3 420,8
2013 175,2 433,2
2014 181,5 448,0
2015 179,7 4440
2016 185,1 4574
2017 189,8 469,0
Toplam 2339,5 5780,0

2011- 2016 yillan arasindaki verilere gore gelismekte olan Uulkelerin
biyoteknolojik bitki ekimi gelismis Ulkelerden daha fazlaydi. 2016 yilinda 19
gelismekte olan Ulke %54 ile 99.6 milyon hektar biyoteknolojik bitki ekerken 7
gelismis ulke %46 ile 85.5 milyon hektar biyoteknolojik bitki ekmigtir.

2016 yihnda biyoteknolojik bitkileri eken 26 ulkeden 18’i en azindan 50,000
hektar buyuyen biyoteknolojik mega ulkeler olusturmaktaydi. 2016 yilinda ABD
72.9 milyon hektar ile toplam uretimin %39'unu olusturarak uluslararasi
anlamda en iyi uretici olarak yerini almigtir. Breziya 2. sirayi 49.1 milyon hektar
ile toplam ekimin %Z27’sini karsilamasi ile almigtir. Ayrica Brezilya 2015’den
2016 yilina %4.9 bitkilerdeki artis ile en yuksek biyoteknolojik artigina sahip ulke
olmustur.

Tablo 2.6. 2015-2016 yillar arasinda Ulkelerin biyoteknolojik bitki tarim alani
degisimleri

Siralama Ulke 2015 2016
1 Amerika* 70,9 72,9
2 Brezilya* 44,2 49,1
3 Arjantin* 245 23,8
4 Kanada* 11 11,6
5 Hindistan* 11,6 10,8
6 Paraguay* 3,6 3,6
7 Pakistan* 29 29
8 Cin* 3,7 2,8
9 Gilney Afrika* 2,3 2,7

10 Uruguay* 1,4 1,3
11 Bolivya* 1,1 1,2
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12 Avustralya* 0,7 0,9
13 Filipinler* 0,7 0,8
14 Myanmar* 0,3 0,3
15 ispanya* 0,1 0,1
16 Sudan* 0,1 0,1
17 Meksika* 0,1 0,1
18 Kolombiya* 0,1 0,1
19 Vietnam <0,1 <0,1
20 Honduras <0,1 <0,1
21 Sili <0,1 <0,1
22 Portekiz <0,1 <0,1
23 Banglades <0,1 <0,1
24 Kostarika <0,1 <0,1
25 Slovakya <0,1 <0,1
26 Cek Cumhuriyeti <0,1 <0,1
Toplam 181,5 179,7

Yildiz isareti

%

biyoteknolojik mega ulkeleridir [48]

2016 yilinda en fazla ekilen biyoteknolojik bitki soya fasulyesi, misir, pamuk ve
kanolaydi. 2016 yili verilerine gore 91.4 milyon hektar soya fasulyesi ekili alani

bulunmaktaydi ve bu da dunya c¢apinda toplam ekili soya alaninin %78'ini

olusturmaktadir (Sekil 2.6).

24

ile gosterilenler 50,000 hektar veya daha fazla buyuyen




Milyon akre || Milyon hektar

393 200 185
445 180
395 160
346 140

117
296 120
247 100
198 80
148 60

35

99 40
-« B K

78% 64% 33% 24%

Soya fasulyesi Pamuk Misir Kanola
‘ & | Biyoteknolojik
Sekil 2.6. Dunya capinda uretilen biyoteknolojik bitkilerin toplam bitkilere

gore yuzdesi [48]

Tablo 2.7.

Ulkeler ve onaylanmis ticari olarak kullanilan GDO’lar [48]

Ulkeler ve Onaylanmig GDO'larin sayisi

Arjantin(62 Cesit)

Avrupa Birligi(104 Cesit)

Paraguay(22 Cesit)

Avustralya(130 Cesit)

Honduras(8 Cesit)

Filipinler(88 Cesit)

Banglades(1 Cesit)

Hindistan(11 Cesit)

Rusya(12 Cesit)

Bolivya(1 Cesit)

Endonezya(18 Cesit)

Singapur(33 Cesit)

Brezilya(72 Cesit)

Iran(1 Cesit)

Guney Afrika(70 Cesit)

Burkina Faso(1 Cesit) Japonya(308 Cesit) Guney Kore(164 Cesit)
Kanada(179 Cesit) Malezya(41 Cesit) Sudan(1 Cesit)

Sili(3 Cesit) Meksika(170 Cesit) Isvigre(4 Cesit)

Cin(64 Cesit) Myanmar(1 Cesit) Tayvan(136 Cesit)
Kolombiya(94 Cesit) Yeni Zellanda(104 Cesit) Tayland(15 Cesit)

Kosta Rika(20 Cesit)

Norveg(11 Cesit)

Tarkiye(36 Cesit)

Kaba(1 Cesit)

Pakistan(2 Cesit)

ABD(198 Cesit)

Misir(1 Cesit)

Panama(1 Cesit)

Uruguay(17 Cesit)
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Vietnam(22 Cesit)

Tablo 2.8. 2015-2016 yillar arasinda GD ekili alanlarin degisim oranlari[48]

Ulke 2015 % 2016 % | (+1-) %
1 Amerika* 70,9 39 72,9 39 2,0 3
2 Brezilya* 442 25 49,1 27 4,9 11
3 Arjantin* 245 | 14 | 238 | 13 | -0,7 -3
4 Kanada* 11 6 11,6 6 0,6 5
5 Hindistan* 11,6 6 10,8 6 -0,8 -7
6 Paraguay* 3,6 2 3,6 2 0 0
7 Pakistan* 2,9 2 2,9 2 0 0
8 Cin* 3,7 2 2,8 2 -0,9 -24
9 Glney Afrika* 2,3 1 2,7 1 0,4 17
10 Uruguay* 1.4 1 1,3 1 -0,1 -7
11 Bolivya* 11 1 1,2 1 0,1 9
12 Avustralya* 0,7 <1 0,9 <1 0,2 29
13 Filipinler* 0,7 <1 0,8 <1 0,1 14
14 Myanmar* 0,3 <1 0,3 <1 0 0
15 ispanya* 0,1 <1 0,1 <1 0,1 0
16 Sudan* 0,1 <1 0,1 <1 0,1 0
17 Meksika* 0,1 <1 0,1 <1 0,1 0
18 Kolombiya* 0,1 <1 0,1 <1 <0,1 <0,1
19 Vietnam <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
20 Honduras <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
21 Sili <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
22 Portekiz <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
23 Banglades <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
24 Kostarika <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
25 Slovakya <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
26 | Cek Cumhuriyeti <0,1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
27 Burkina Faso 0,5 <1 - - - -
28 Romanya <0,1 <1 - - - -
Toplam 179,7 | 100 | 185,1 | 100 5,4 3,0

Yildiz isareti “*” ile gosterilen 50,000 hektar veya daha fazla
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Gunumuzde rekombinant DNA teknolojisi Amerika, Arjantin, Brezilya, Kanada,
Cin ve Avustralya gibi Glkeler tarafindan tarim alaninda siklikla kullaniimaktadir.
Onaylanip piyasaya surulen ilk GD bitki olan Flavr Savr 1994 yilinda raf
omrundn uzatildigr domates olmustur. Guncel dokumanlara gore, 498 GD c¢esidi
gida ve yem Uretimi i¢in 40 Ulke tarafindan onaylanmistir. ISAAA verilerine gore
GD bitkiler 1996’dan beri aktif olarak ekilmektedir.

Cogu ulkenin gida ve yem amaciyla GD bitkileri onaylamasina karsin gida
guvenligi, cevresel risk ve etik kaygilar gida ve yem urunlerinde GDO'’dan
tiretilen Grinlerin izinin sirilebilmesi igin etiketlenmesini dogurmustur. Ulkelerin
kendi yasal duzenlemeleri geregince de etiketleme Ulkeler ve sirketler arasi
catismalara ve yanlig anlasiimalara sebebiyet vermemesi i¢cin GDO’lar ile ilgili
en onemli konulardan olmaktadir. GDO ile ilgili ilk etiketleme duzenlemeleri
1997 yilinda Avrupa Birligi tarafindan yapilmigtir. O zamandan beri 64 Ulke
GDO'’lar hakkinda etiketleme ve izlenebilirlik ile ilgili duzenlemeler yapti.
Etiketleme dluzenlemeleri temelde 2 grupta incelenebilir. Bunlar zorunlu ve
gonulll etiketlemedir. Zorunlu ve gonullu etiketleme tipi ve esik degeri Ulkeden
ulkeye yasal sistemleri dahilinde degisir. Bu nedenle, GDO’lar hakkinda
etiketleme, izlenebilirlik ve esik deger icin kuresel anlamda ortak bir duzenleme
s6z konusu degildir [48].

GDO'lar hakkinda risk analizi stratejileri son zamanlarda bir ¢ok Ulke tarafindan
tanimlandi. ilk olarak Ekonomik Kalkinma ve igbirligi Orgltlii (OECD), 1993
yiinda GD gida ve yemlerde risk degerlendirmesi igin bir prensip 6ne surdu.
Daha sonra Gida ve Tarim Orgiiti (FAO) ve Birlesmis Devletler Diinya Saghk
Orgitl (WHO) tarafindan Codex Alimentarius Komisyonu risk degerlendirme
konusunda dokuman yayinlandi. Codex Alimentarius Komisyon'unda “Modern
Biyoteknolojik Yontemler Kullanilarak Elde EdilenGidalarin Risk Analizi ilkeleri”,
‘Rekombinant DNA Bitkilerden elde edilen Gidalar igin Biyoguvenlik
Degerlendirmesi Rehberi® ve “Rekombinant DNA mikroorganizmalardan elde
edilen Gidalar igin Biyoguvenlik Degerlendirmesi Rehberi” gibi gida standartlari
ve rehber kaynaklar 2003 yilinda gelistirilmistir.

Bundan sonra 2001 yilindan itibaren Avrupa Gida Guvenligi Otoritesi (EFSA)
GD gida ve yemler igin risk analizini degerlendirmigtir [49]. EFSA; Granlerin

onay verilmesinde, denetim ve kontrol agamalarinda karar alan AB Uye
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ulkelerine GDO’larin risk degerlendirmesi konusunda bagimsiz bilimsel
danigman gorevini surduruyor [50].

Risk degerlendirmesi dort asamada gergeklestiriimektedir. Bunlar; olumsuz
etkiler yaratabilecek ozelliklerin tespit edilmesi, bu olasi 6zelliklerin sonuglarinin
degerlendiriimesi, meydana c¢ikis ihtimallerinin belirlenmesi, GD drunlerle ilgili
saptanan her bir 6zelligin olusturdugu riskin tahmini olarak hesaplanmasindan
olusmaktadir.

GDO’larin risk degerlendirmesi asamasinda asagida belirtilen bazi hususlarin
hesaba katilmasi gerekmektedir:

« GD bitki ve ilgili rine ait yapilmasi gereken kapsamli tanimlar, GD bitki
olusturulmasi sirasinda kullanilan genetik modifikasyon yontemi,

* Alici bitkinin kapsamli tanimi ve gida maddesi olarak kullanimi hakkinda
bilgiler,

« Alici bitkinin yetistirilme, 1slah, gelisim kosullari ve varsa bu bitkinin toksik
ya da alerjik etkileri hakkinda bilgiler,

» Verici organizmalarin kapsamli tanimi ve bu organizmalarin olasi toksik
ve alerjik etkileri,

* Ndukleik asit disindaki ifade edilen maddelerin olasi toksisite durumunun
incelenmesi ve verici organizmadan toksik bilesenlerinin aktarilip
aktarilmadigini tespit etmeye yonelik bir degerlendirme yapilmasi.

+ Temel bilesenlerin kompozisyonel analizi, alici bitkinin ve yeni bitkinin
temel bilesenlerinin OECD’nin One surdugu buylk olgude esdegerlik
kavramina uygun sekilde karsilastirilarak incelenmesi,

+ Temel bilesenlerin dogal varyasyonlarinin incelenmesi,

» GD bitkinin metabolitlerin degerlendirilmesi,

+ Gida isleme sonrasinda GD gida maddelerindeki metabolit ya da bilesen
profili Gzerine etkilerin arastiriimasi,

* Yeni bir temel besleyici bilesen hedeflenmesi durumunda besin degeri

arastiriimasi gerekmektedir [51].

Tarkiye Biyoguvenlik Kanunu 5977 No’lu Yasaya gore risk yonetimi; “GDO
ve Urunlerinin, risk degerlendirmesi ve yasal faktorler gz onunde tutularak
ilgili taraflarla istisare ile onaylanan amag ve kurallar dahilinde kullaniimasini

ve muamelesini saglamak amaciyla alinan onlemleri, uygun olabilecek
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kontrol onlemlerine iliskin alternatiflerin degerlendirilmesi, tercih edilmesi ve

uygulanmasini kapsayan sureg¢” olarak ifade edilmektedir.

Risk iletisimi; risk dederlendirmesi ile risk yoOnetiminin  birlikte
degerlendiriimesi olarak dusunulebilir. Turkiye Biyoguvenlik Kanunu 5977
No’lu yasasinda bu tanim; “risk analizi surecinde risk degerlendiricileri, risk
yoneticileri ve diger ilgili taraflarin, tehlike, risk, riskle ilgili faktorler ve riskin
algilanmasina iliskin bilgi ve gorusler ile risk degerlendirmesi bulgulari ve
risk yonetimi kararlarinin agiklamalarini da kapsayan bilgi ve dusuncelerin
paylasimini igermektedir” seklinde yapiimigtir.
Risk degerlendirmesi 11 kisiden olusan bilimsel risk degerlendirme komitesi
tarafindan degerlendiriimektedir. Degerlendirilen rapor gizli degildir ve resmi
gazetede yayinlanmaktadir. Risk yonetimi igin, karar mercii tarafindan risk
degerlendirmesi raporunun degerlendirme sureci olarak dugunulebilir.

2.8. GDO Tespitinde Analitik Metotlar

Analitik GDO saptama ve miktar tayini stratejisi ornekleme ve 0Ornek

hazirlanmasi ile baglamaktadir. Saptama proseduru nukleik aside yada proteine

dayal olmak Uzere iki gruba ayrilabilir [52]. NUkleik aside dayali GDO nitel ve

nicel analiz akis semasi Sekil 2.7.’de sematize edilmigtir.

29



Ogutme
Ornekleme

Homojenizasyon

DNA Ekstraksiyonu
DNA Konsantrasyonu
Olgiimi

DNA Konsantrasyonu
Ayarlanmasi

Bitki DNA'sI
(Takson spesifik
DNA) PCRile

kontroli

-]

Bitki DNA's
Saptanmadi

Bitki DNA'sI
Saptandi [:] GM olmayan bitki
+ > Real Time PCR ile
GM Miktar Tayini

PCRile Tarama
GM bitki

Sekil 2.7. GDO saptama ve miktar tayini analiz akim semasi

2.8.1. Proteine Dayali GDO Saptanmasi

Proteine dayali saptama yoOntemleri protein-antikor iligkisinin kromojenik
reaksiyonuna dayanir ve immunolojik test olarakda adlandirilabilir. Kromojenik
reaksiyonlar ikincil reaksiyon olsalarda reaksiyon karisimindaki hedef proteinin
gOzlemlenebilmesi icin protein-antikor etkilesimi kadar onemlidir. GDO’larda
yabanci proteinin dodru ve gecerli bir sekilde tanimlanabilmesi, o proteinin
antikorurunun analiz igin elimizde bulunmasi ile mumkundur. Yatay akis
cubuklari(Lateral Flow Sticks) ve plakaya dayali immino enzimatik
yontem(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) GDO’larin
saptanmasinda en ¢ok kullanilan proteine dayali yontemlerdir.

Proteine dayali metotlar tarla ve hasat sirasinda hizli GDO saptanmasina
olanak saglarlar. Fakat islenmis matrislerde hedef protein degrade oldugundan
proteine dayali yontemler bu alan i¢in uygun degildir [32].

2.8.1.1. ELISA Yontemi

ELISA GDO saptanmasinda molekuler tani yontemidir. Bu yontem de diger

proteine dayali yontemlerde oldugu gibi antijen-antikor iligkisine dayanmaktadir
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[53]. Antijen ve antikor arasidaki enzimatik reaksiyon c¢oklu kovalent olmayan
etkilesimler oldugundan kararh bir kompleks olusturur [54].

ELISA, 96 kuyucuklu bir plakada reaksiyonunu gerceklestiren plakaya baglh bir
sistemdir [49]. ELISA dogrudan ve dolayli protokol olmak Uzere 2 grupta
toplanabilir. Dolayll ELISA genellikle antikor taninmasi ile GDO tespitini
gerceklestirirken, dogrudan ELISA ie genellikle antijen tanimasi yolu ile GDO
tespitine olanak verir. Dogrudan ELISA protokoli GDO saptanmasinda daha sik
tercih edilen protokoldur [44]. Dolayli ELISA protokolinde antijen kuyucuga
baglanirken, dogrudan ELISA protokolinde yakalayici antikor kuyucuga
baglidir. Baglanmayan protein antijen yada antikordan uzaklastiriimasi icin her
ek basmakta ylkama agsamasi

bulunmaktadir [55]. Kuyucuga substrat eklenmesi ile birlikte kuyucukta
kromojenik reaksiyon meydana gelerek renksiz olan ¢ozelti baslangi¢
cOzeltisindeki hedef antijen konsantrasyonuna bagli olarak farkl tonlarda mavi
renge donusur. Bu nedenle GD konsantrasyonun buradaki reaksiyona gore
belirlenmesi igin gerekli olan standart egri ¢izimi igin bir de referans proteine
ihtiyac duyulmaktadir. Renk degisimi mikroplaka okuyucu ile okunmaktadir [56].
Bu metot yari kantitatiftir.

ELISA yonteminde kullanilan antikorlar GD protein antijenlerine ¢ok spesifik
olmahdir. Hedef organizmadan izole edilen antijenin safigi %75’in Gzerinde
olmalidir [43]. ELISA metodu mekanizmasinin kuyucuklu plakalarda gosterimi
Sekil 2.8. * deki gibidir[57].
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Sekil 2.8. ELISA metodu mekanizmasinin kuyucuklu plakalarda gosterimi

2.8.1.2. Yatay Akis Cubuklar (Lateral Flow Strips)

Yatay akis gcubuklari membrana dayali bir saptama yontemidir[58]. Yatay akis
cubuklari 2 yakalama ¢izgisi olan kagit gubuk yada plastik paletlerden yapilir.
Bunlardan birincisi transgenik proteini yakalar ve ikincisi kromojenik reaksiyon
igin gerekli olan substrati yakalar. Yatay akig gubugu protein karigimi bulunan
ornege bandirildiginda ¢ozeltideki antijenlerin, antikor bulunan gubuklara kapiler
hareket ile gogli s6z konusudur. Ilgilenilen antijenin birikimi cizgilerde antijen
antikor baglanmasini gosteren renk degisimi ile sonuglanir. Fakat proteinin
miktari bu teknik ile tam olarak bilinemez ve bu yuzden yari- kantitatif bir

metottur.

2.8.2. Niikleik Aside Dayali GDO Tespiti

2.8.2.1. DNA ekstraksiyonu

Nukleik aside dayali GDO tespiti igin ilk asama DNA ekstraksiyonu agamasidir.
Genomik DNA izolasyonu, ekstraksiyon ve saflastirma yontemlerinden olugsan
bir islemdir. Nukleik asitlerin ekstraksiyonu secilecek olan fiziksel, kimyasal

veya enzimatik yontem sonrasi hucre pargalanmasi, hucre nukleazlarin
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inaktivasyonu ve nukleik asitlerin pargalanmis hucreden saflagtiriimasi
asamalarindan olusmaktadir. Bu asamada kullanilacak prosedur doku gibi bir
baslangic materyalini pargalayacak kadar sert, hedef nukleik asidi koruyacak
kadar da yumusak olmalidir. Ekstraksiyon esnasinda ogutme ve hipotonik
parcalama gibi mekanik pargalama yontemleri, deterjan kullanilarak pargalama,
kaotropik katki maddeleri, tiol ile redikleme gibi kimyasal uygulamalar ve
proteinaz K gibi enzimlerin kullanildigi enzimatik pargalama olmak Uzere 3 ana
baslik altinda toplanabilmektedir.

Hucre membraninin pargalanmasi ve hucre igi nukleazlarin inaktivasyonu bazi
prosedurlerde birlestiriimektedir. Bodyle bir durumda bir ¢ozelti hicre
membranini pargalamak igin deterjan igerirken hdcre i¢i enzimleri inaktive
edilmesinde de gugclu kaotropik tuzlar igerebilir. Hicrenin lizize ugramasi ve
nukleaz inaktivasyonundan sonra hicre igerisindeki diger faktorlerin
uzaklastiriimasi filtrasyon veya presipitasyon(gokeltme) ile kolayca yapilabilir.
Nukleik asitlerin saflastirlmasinda genellikle ekstraksiyon/presipitasyon,
santrifigasyon, kromatografi, afinite kolon ayrimi gibi yontemler mevcut olmak
ile birlikte bu yontemler etkin bir saflastirma islemi igin birlestirilebilmektedir [59].
Nukleik asitlerden kontaminantlari uzaklastirmak icin ekstraksiyon/presipitasyon
yonteminde ¢oOzucu ekstraksiyonu yaygin kullanilan bir yontemdir. Bu gibi
durumlarda amag¢ proteinlerin uzaklastirimasi ise fenol ve Kkloroform
kombinasyonu, bu asamadan sonra nukleik asitlerin konsantre edilmesinde de
izopropanol ve etanol ile presipitasyon bu kapsamda yaygin olarak kullanilan
kimyasallardir. Bu metot disinda yuksek konsantrasyonlu tuz (salting out) veya
pH’daki degisikliklerin kullaniimasina dayanan segici presipitasyon da kullanilan
diger yontemlerdendir [59]. Hicre membrani, ¢ekirdek, DNA gosterimi Sekil 2.9
ve Sekil 2.10 * da gosterilmigstir[60,61]. CTAB’ e dayal presipitasyon yontemi ile
DNA ekstraksiyonu asamalari ise Sekil 2.11 * de verilmistir[62].

Protein

Sekil 2.9. Hucre membrani basit gosterimi
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Sekil 2.11. DNA izolasyonunda CTAB ekstraksiyonu agsamalari

2.8.2.1. DNA Mikrodizi (Microarray)

DNA ¢ipi olarakda adlandirilan mikrodiziler, bir reaksiyonda c¢oklu hedef
dizilerini taniyip analiz eden molekuler biyoloji aracidir [63]. DNA ¢ipi prob
olarak adlandinlan spesifik DNA dizileri iceren mikroskobik DNA noktalaridir.
Problar hedef dizisinin tamamlayicisi olan kisa DNA pargalari olup cam ylzeye
veya silikon ¢ipe tutturulurlar. Hedef dizi florofor veya kemiluminans ile
isaretlenir. DNA mikrodizileri florofor veya kemiluminans isaretli hedeflerin prob-
hedef DNA hibridizasyonu ile saptanmasina dayanan bir metottur. DNA
mikrodizileri gen kesfi, hastalik tanisi, ilag kesfi, toksikolojik ¢calismalar ve GDO
saptanmasi konusunda oldukga kullaniglidir. Bu teknolojinin dezavantaji

oldukg¢a pahali olmasidir.
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2.8.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Metodu
Karry M. Mullis tarafinda 1983 yilinda icat edilen PCR tek bir kopya DNA’dan
fazla sayida DNA elde etmeye olanak veren bir tekniktir. 1983’ten itibaren PCR
molekuler biyoloji arastirmalari ve biyoteknoloji uygulamalari icin en onemli
araclardan olmustur. PCR hedef DNA dizisini in vitro kosullarda gogaltan basit
bir tekniktir. Ana bilesenleri olarak:

-¢cogaltilacak olan hedef DNA,

-tek iplikli oligonukleotitler (ileri ve geri primerler)

-hedef DNA'nin tamamlayici serbest 3' OH grubu,

-istya dayanikli DNA polimeraz,

-DNA polimerazin koenzimi olan Mg®* ,

-fazla miktarda serbest deoksiribonukleotit trifosfatlar ( dATP, dCTP,dTTP,

dGTP)ile

-RNaz ve DNaz icermeyen duble distile suyu sayabiliriz [64].
PCR DNA’nin denaturasyon, yapisma ve uzama olmak UuUzere 3 ana
basamaktan olusan 1s1 dogusi ile yuratalir. ilk olarak PCR’ da denatiirasyon
basamagi gergeklesir. Bunun ardinda yatan fikir, ¢ift iplik¢ikli DNA'nin hidrojen
baglarinin kiriimasini saglayarak DNA'nin agilip tek zincirli hale getirmektir.
Burada yuksek sicaklikta yeterli zamana maruz kalinmasi ile hidrojen baglarinin
yikimi gergeklesebilir. Denatlirasyon sicakligi yaklasik 90-94°C dir. Ikinci olarak
baglanma asamasi primerlerin sablon DNA’ya baglanmasi agamasini
icermektedir. Primerlerin de baglanma sicakligi uygulanilacak hedef DNA
dizisine gore degismektedir. Bir PCR’da en degigsken parametre primerlerdir.
Primerlerin baglanma sicakligina gore ilk asama olan denatirasyon
sicakliklarindan baglanma sicakligina kadar bir inis gerekmektedir. Primerlerin
baglanma sicakhgi erime sicakligindan yaklagsik 5°C dusuk olmaldir. Eger
baglanma sicakligi erime sicakhigindan fazla ayarlanirsa sablon DNA ile
arasinda hidrojen baglari olusmaz ve eger baglanma noktasi erime noktasindan
oldukga dusik ayarlandiysa da bu sefer spesifikligi dusuk baglanmalar
meydana gelebilmektedir. PCR’daki igincl agsama ise uzama olarak bilinir. Bu
asamada DNA polimerazin optimum c¢alismasi i¢in gerekli olan sicaklik ve sure
parametreleri ayarlanmalidir. Burada DNA polimeraz kullanilarak her bir sablon
DNA Uzerinden 2 adet DNA sentezlenecektir. Uzama asamasi ile birlikte komsu

nukleotitler arasinda fosfodiester baglari kurulur. 3° OH grubu ilk fosfodiester
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baginin kurulmasi amaci ile oldukga 6nemlidir. Burada bulunan 3’ OH grubu
DNA polimeraz icin sinyal islevi gorur ve bu bdlgeden baglayarak DNA’ yi
uzatmaya baglar. DNA polimeraz dogru nukleotidi uygun uzakliga yerlestirerek
bag olusumunu saglar. Bu agsamada primerlerin baglanma sicakligindan sonra
bir ylUkselis gergeklesir bu yukselis DNA polimerazin calisacagi optimum
sicaklik olan 70 ile 80°C arasinda bir degerdir. Bu deger kullanilan DNA
polimeraza gore degismektedir. Yaygin olarak kullanilan Taq Polimeraz igin
optimum sicaklik 72°C dir. Normalde proteinler 1siya dayanikli degillerdir ve
PCR icin kullanilacak olan DNA polimerazlar termofilik bakteri yada fungiden
izole edilmelidir. Ayni sekilde PCR esnasinda oldukga genig bir aralikta sicaklik
dalgalandigindan DNA polimeraz 1siya kargl dayanikl olup yuksek sicakliklarda
denature olmamalidir. Taq polimeraz disinda diger kullanilan bazi polimerazlari
Pfu, Vent, Deep Vent ve Ultma olarak siralayabiliriz [65].
Buradaki 3 basamak 1 dongu olusturur. Bu donguler genellikle 1°den 45’e
kadar gitmektedir. Eger dongu sayisi 45'den fazla ise DNA polimeraz 1siya
dayanikl olsa bile DNA sentezi aktivitesini kaybetmeye baglar. Her bir dongu ile
hedef DNA 2'ye bolunerek eksponensiyel bir artis sergileyecektir. Hedef
DNA’nin kopya numarasi nox2C(n, : Sablon DNA'nin baglangigtaki sayisi C:
PCR’daki dongu sayisi) olarak hesaplanabilmektedir.
PCR’In icadindan sonra bu yontem farkh gsekillerde modifiye edilmistir.
Bunlardan bazilar:

-Konvensiyonel PCR

-Ters Transkriptaz PCR

-Kantitatif Es Zamanli PCR

-Dijital PCR

-igice PCR(Nested)

-Coklu PCR (Multiplex)

-Hot Start PCR

-In situ PCR

-Ters PCR (Inverse) olarak siralanabilir.
PCR uygulamalari genel olarak GDO analizleri, tarimsal alanlarda, adli

alanlarda ve tip olmak Uzere genis alanlarda gorulur.
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2.8.2.3. Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR, Q-PCR)
Higuchi ve arkadaglari tarafindan Q-PCR 1993 yilinda gelistirimeye baglandi.
Yaklasimlari kinetik PCR olarak adlandirildi. DNA’nin ¢ift zincirli oldugu anlarda
ISIk yayan interkalatlayici bir boya olan Etidyum Bromid kullanarak her PCR
dénglsiinde gogalan DNA'y1 gorsellestirdiler. Ote yandan EtBr spesifik olarak
cift heliks DNA’ya baglanmadigindan primer dimerleri, spesifik olmayan
amplikonlarda floresan 1s1da katki saglayacaklarindan kesinligi olmayan
sonuglara sebebiyet verir [66]. Florojenik problarin geligtirimesi ile analizlerde
kesinlik saglandi ve vyeni jenerasyon PCR platformlari ve kimyasallarin
cilkmasina neden olmustur. Yeni jenerasyon PCR platformunda her dongu
sonunda biriken DNA miktari es zamanh olarak gorsellestirilebiliyordu. 1996
yilinda ilk ticari Q-PCR Applied Biosystems ABI Prism 7700 Sequence
Detection adi altinda piyasaya surulmuagstir. Otomatiklesen Q-PCR cihazinin
ticari olarak piyasaya surulmesinin ardindan SYBR Green, TagMan, Scorpion
ve Molecular Beacon gibi farkl uygulamalar geligtirilmistir.

Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yonteminin, tekrarlanabilir, verimli, 6zgul
ve hassas olmasi nedenleriyle birgok DNA tani metodu arasinda gittikge artan
bir 6neme sahip oldugu soylenebilir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA veya
cDNA da bulunan spesifik sekanslarin; oligonukleotidler ve isiya dayanikli DNA
polimeraz enzimi yardimiyla milyonlarca kopyasi elde edilebilmektedir. Es
zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda, PCR Urunu her dongude sayisal olarak
Olculebilmektedir. Elde edilen DNA miktari, olusan her PCR drunu ile dogru
orantili olarak artan floresan sinyallerle dlgulmektedir. Her bir dongude floresan
sinyal miktar1 kaydedilir ve logaritmik faz boyunca PCR reaksiyonu goruntulenir.
Floresan sinyalinin dnemli ilk artisi, baglangigtaki hedef DNA ile iligkilidir [67].
Amplifikasyon sonrasinda elde edilen urinun varhgr farkh sekillerde
belirlenebilmektedir. Bunlardan bir tanesi DNA’ya 6zgul olmayan bir gekilde
baglanan SYBR green boyasidir. Primerlerin baglanmasinin ardindan, uzama
asamasinda hedef DNA cift sarmalli hale gelir ve DNA’ya baglanan SYBR
Green miktari artar ve bunun sonucu olarak floresan miktarinda artis gozlenir.
SYBR green boyasi yalnizca c¢ift sarmal yapidaki DNA’ya baglandiginda
floresan veren bir boya olup, spesifik bir boya degildir. Bu nedenle, reaksiyon
ortaminda bulunan ve primerlerin birbirine spesifik olmayan baglanmalarindan

kaynaklanan bir ¢ift sarmalli DNA oldugunda da floresan yayar. Elde edilen
37



floresan 1simanin istenen hedef bdlgenin ¢ogalmasi sonucunda olusup
olusmadigini anlamak igin erime egrisi (Tm) analizi yapilir.

Real-Time PCR GDO analizleri igin rutin olarak kullaniimaktadir. Real-Time
PCR’a dayali GDO analizleri tanimlama ve GD miktar tayinini hedefler.
Tanimlama genellikle kalitatif GDO analizleri ile gergeklestirilir ve miktar analizi
katitatif GDO analizleri ile yapilir. Kalitatif analizler organizmadaki genetik
modifikasyonun tespit edilebilir varligi veya yoklugunu ag¢iga c¢ikarmayi hedefler.
Bu amagcla tarama metodu, gen spesifik metot, yapiya spesifik metotlar siklikla
tercih edilmektedir. GDO’larda miktar analizleri igin ¢eside-spesifik metot
Onerilir. GUnumuzde yasal dizenlemeler nedeni ile kantitatif analizler oldukga
onemli bir statiye gelmigtir. Bu tarz yasal uygulamalari olan ¢gogu ulke kendi
intiyaclarina ve kaygilarina gore GDO’lar hakkinda farkli yorumlamalar
yapmaktadir. Urlniin ticaretinin yapilabilmesi igin GD esik degeri oldukga
onemlidir ve miktar analizi tayini burada en onemli gereklilik olarak kargimiza

cikmaktadir.

2.8.3. RT-PCR’a Dayali GDO Analizleri

Real-Time PCR’a dayali GDO analizleri dusik hedef spesifikliginden yuksek
hedef  spesifiklige goére 4 gruba ayrilabilir. Bunlari dusukten yuksege
siralayacak olursak[68]:

-Tarama yontemi

-Gen spesifik metot

-Yapiya spesifik metot ve

-Ceside spesifik metottur.

GDO analizlerinin spesifikliginin gdsterimi $ekil 2.12” de verilmistir[68].
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Sekil 2.12.  Tipik bir gen vyapisinin ve Real-Time PCR’a dayali GDO
analizlerinden dusuk spesifiklikten yuksek spesifiklige dogru analizlerin sematik
gbsterimi(H= Konak genomik DNA’si, P= Promotér, E=Arttirici, G= llgilenilen
gen, T= Terminator)

2.8.3.1. RT-PCR’a Dayali Tarama Yontemi

Transforme edilen gen kasetlerinin buyuk kismi promotor elementi olarak
karnabahar mozaik virisunun 35S promotorinu ve terminator element olarak ta
A.tumefaciens nopalin sentaz terminatorind kullanmaktadir. Bu nedenle
suphelenilen gidalarda GDO tespitinin ilk asamasini ortak kullanilan bu
elementlerin aranmasina dayanan tarama yontemi olusturmaktadir. Hedef
promotor ve terminator dizilerini tanityan spesifik olarak gelistiriimis ileri ve geri
primerler Real-Time PCR yardimi ile hedeflenen diziyi ¢ogaltirlar. Burada
kullanilan primerlerin arasinda ki mesafe fazla olmayip 50-200 baz ifti
uzakhgina kadar saglikli sonuglar uretilebilir. Yapilan Real-Time PCR analizi
sonucu hedeflenen promotor ve terminator dizilerinin varligr tespit edilir. Bu
yontem ile ilk olarak siklikla kullanilan promotér terminatorler analize alinirken
analiz sonucu negatif ¢ikan analizler igin daha nadir kullanilan promotor ve
terminator bilesenlerine de gegilir. Analiz sonunda sonuglarin negatif yada
pozitif olmasi durumuna goére bu veriler kaydedilir ve pozitif gcikan analizler daha
ileriki GDO saptama testlerine tabi tutulur. Yine de bu ortak bulunan promotor
ve terminator dizilerinin varhidr sonucu analiz edilen 6rnek kesinlikle GDO’dan
turetilmis bir Gran diyemeyiz. Bunun nedeni bu promotorlerin sentetik olarak

yapllmamasindan kaynakl  bitki virUslerinde bulundugundan ortamda
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kontaminasyon sonucu bir gegisi s6z konusu olabilir. Bu nedenle pozitif ¢ikan
ornekler tam olarak emin olunmasi adina promotor, terminator ve ilgilenilen
genin bir kombinasyonu seklinde de aranmalidir. Ote yandan bu tarama
sonucunda negatif sonucun bulunmasi ornekte genetik modifikasyon olmadigini
da gostermez. Cunku genetik modifikasyon transformasyona ek olarak nokta
mutasyon, hedef organizmanin herhangi bir geninin ¢ogaltiimasi, delesyon, yer
degistirme gibi yontemlerde modifikasyon teknikleri olarak kullanilabilir. Bu
teknikler tarama yontemlerinde kolay bir sekilde tespit edilemez.

2.8.3.2. RT-PCR’a Dayali Gen Spesifik Metot

Bu yontem ilgilenilen genin dizisini hedeflemektedir. Tarama yontemine gore
rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen GD materyalin dogrudan hedeflenmesi
nedeni ile daha spesifik bir yontem oldugu soylenebilir. Yontemdeki zorluk bir
cok GD ozellikte ticari olarak Urunun olmasi dolayisi ile hedeflenen dizinin
cesitliligi ve her gegcen gun bunlarin yayginlagsmasindan kaynaklanan kompleks
ortamdir. Ayni zamanda bu metot ile kapsamli bilgiye sahip olunmayan ve
izinsiz GDO’larin tespiti yapilabilinmektedir. Tur tayini de gen spesifik metot ile
yapilabilir.

2.8.3.3. RT- PCR’a Dayali Yapiya Spesifik Metot

Bu yontem gene spesifik metottan ilgilenilen gen ve komsu diziyi igeren bir
yaply! taradigindan daha spesifiktir. Baska bir deyis ile taranan dizi; promotor
ve lgilenilen gen bodlgesini yada terminator ve ilgilenilen gen bodlgesini
icermektedir. Gen kaseti bu yontem ile tanimlanabilir. Bu yontemin
kullanilabilmesi igin en basta yine hangi promotor ve terminator dizilerine
ihtiyacimizin oldugunu belirlemek adina tarama yontemi gerceklestiriimelidir.
Daha sonra bulunulan promotor ve terminator bilesenleri ISAAA websitesinden
onaylanmis GDO'’lar i¢in kullanilan veritabanindan uygun vyapilar elemine
edilerek analize devam edilebilir.

2.8.3.4. RT-PCR’a Dayali Ceside Spesifik (Event-specific) Metot

Bu yontem alici genomunun dizisinin bir kismi ve dahil edilecek DNA dizisinin
bir kismini taradigindan bu 4 yontem iginde en spesifik olanidir. Gen kasetleri
A.tumefaciens, gen bombardimani, elektroporasyon gibi yontemler araciligi ile
gDNA'ya transfer edilir. Yonteme bagli olarak farkli kopya sayilarinda, farkli

yerlere hedef DNA vyerlestirilir. Herhangi bir GD Uranun onay ve izin alarak
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ticarilesmesi asamalarinda; insersiyonu yapilacak DNA'nin yerlegkesi, genetik
bilesenleri ve bunlarin kokeni, gen kaseti, genetik modifikasyon teknigi gibi
bilgiler detayli olarak halka duyurulmalidir. Bu asamalardan gecgen ve ticarilesen
bir GD urunu bir GD gesidi olarak adlandirilir ve ayni sekilde bir kod verilir. GD
cesitlerinin her biri essiz yapilardir ve insersiyonu yapilan DNA’nin kopya sayisi,
yerleskesi gibi bilgilerin timU ¢esit dahilinde kesinlikle aynidir. Bu bilgilere ek
olarak farkl gesitler ayni gen kasetlerini igerebilmektedir fakat yukarida sayilan
modifikasyon Ozelliklerinden biri bile farkl olsa farkl ¢esit adlari ile anilirlar. Bu
gibi durumlarda cegide-spesifik yontem ile PCR vyapildiginda hangi cesit
araniyosa o bulunur ¢inku diger yontemler gibi bilesenlere yada yapiya bagli bir
tespit yapilmayip konak organizma ve promotor/terminator sekanslarinin
kesistigi noktadan DNA dizisi tarandigi igin 2 gesit icin pozitifik durumu
gOzlenemez. Tum bu nedenler ile geside-spesifik PCR en spesifik analiz

yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.8.4. GDO Analizi igin RT-PCR (Q-PCR) Metotlan

Q-PCR teknikleri GDO analizleri igin rutin olarak kullaniimaktadir. Q-PCR
yontemlerini genel hatlari ile:

-Cift iplikcige badlanan, spesifik yada spesifik olmayan amplifikasyonu
Olcebilmemize olanak veren

-Florofor igaretli oligonukleotidlerin kullanildigi ve spesifik 1simay1 algilamamizi
saglayan yontem olarak 2’'ye ayirabiliriz [69].

2.8.4.1. DNA’ya Baglanan Boyalar ve Florofor isaretli Oligoniikleotid
Teknikleri

Etidyum Bromid (EtBr), SYBR Green |, YO-PRO-1, SYBR Gold, SYTO,
BOXTO, BEBO, Eva Green gibi DNA’ya baglanip floresan isimasini saglayan
birgok ticari boya vardir [70]. Bu kuguk oyuklardan DNA’nin gift iplikli oldugu
asamada baglanan boyalara interkalatlayici boyalar adi veriimektedir. Hedef
DNA amplifiye oldukca ve cift iplikgikli yapi saglandigi durumda floresan
Isimasinda ki artis ile DNA amplifikasyonu es zamanli bir bigimde
izlenebilmektedir.  Floresan  1simasi  ¢ift  iplikgik  oldugu esnada
gercekleseceginden dolayr bu agsama PCR dongusundeki uzama asamasina
karsilik gelmektedir. Uzama asamasini kisaca hatirlatmak gerekirse, DNA
polimeraz enziminin uygun dNTP’ler ile tamamlayici diziyi olusturdugu asama
olarak tanimlayabiliriz.
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Tablo 2.9.

Roche Lightcycler 96 cihazinin destekledigi boyalar ile farkli dalga
boylarindaki emisyon ve eksitasyon dalga boylarinin gosterimi [71]

PCR (firma Cikis dalga Emisyon dalga
destekleyen Florofor b§ 9 y 9 Saptama formati
boyalar) oyu boyu
Gsrzgrlfl interkalatlayici boya
ResoLight 470 514 Yiksek ¢ozinlrlikli erime
9 yontemi
Roche li/?lc\;/l Hidroliz probu
Lightcycler96
ghtcy Yl-elﬁc))(w 533 572 Evrensel prob
5555 Kutlphane probu
Red610
Texas Red 577 620 Hidroliz probu
Cy5 645 697,5

Tablo 2.10. Sigma-Aldrich, Florasan DNA problari, eksitasyon ve emisyon
araliklar1 ve uygun sonumleyicilerin(quencher) gosterimi[72]

:gslie(lf:l:;: Florofor Qlk:)godalga Emisyon dalga .. U_ygun . .
n boyalar) yu boyu Sonilmleyici
FAM 494 515
JOE 520 548 BHQ-1, TAMRA
TET 521 536
Cal Fluor Gold 540 522 541 BHQ-1
HEX 535 555 BHQ-1, TAMRA
cal F'“géoo range 522 541 BHQ-1
Sigma- TAMRA 555 576
Aldrich Cyanine 3 550 570
Quasar 570 548 566
BHQ-2
Cal Fluor Red 590 565 588
ROX 573 602
Texas Red 583 603
Cyanine 5 651 674
Quasar 670 647 667 BHQ-3
Cyanine 5.5 675 694

DNA'ya baglanan boyalarin spesifikligi spesifik diziler, spesifik olmayan diziler,

primer dimerleri gibi UrUnlere baglanmasi nedeni ile olduk¢a dusuktir. Bu

nedenle erime egrisi analizi siklikla tavsiye edilmektedir. Erime egrisi analizinin

prensibi cift iplik¢gikli kati formdaki DNA’nin sivi forma gegisi i¢in gerekli olan
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erime noktasina dayanmaktadir. Baska bir deyis ile termal denattrasyonun orta
noktasina erime noktasi adi verilmektedir [70].

Erime egrisi analizi ile artan sicaklikla birlikte hidrojen baglari yikimindan dolayi
interkalatlayici boyalarin DNA'ya baglanma istekleri azalmaktadir. Erime
noktasi her DNA cift iplikli yapisi igin kompozisyonundan ve uzunlugudan dolayi
farkh ve 6zgundur. Bu nedenle erime noktasi bilinen DNA pargalar igin PCR
esnasinda interkalatlayici boyalarin kullanimi sikinti yaratmamaktadir. Erime
egrisi analizi PCR dongulerinin bitmesinden sonra yapilan bir proses olup
DNA'nin uzama sicakhgina yakin olan 65°C civarindan baslatilip 90°C’ye
aniden sicaklik artigi ile hidrojen baglarinin kiriimasi, dolayisiyla floresan
Isimasindaki dugusun verdigi ters pik ile her amplikonda spesifik olan erime
noktalarina gore cogaltilan amplikonun spesifikligi hakkinda fikir edinmemizi
saglar.

Interkalatlayici boyalardan en sik kullanilan ticari boya SYBR Green I'dir. SYBR
Green I'in ¢ift iplikli DNA'ya yuksek baglanma istedi sunan 2 pozitif yuku vardir.
Maksimum eksitasyon dalga boyu 497 nm ve maksimum emisyon dalgaboyu
520 nm’dir.

2.8.4.2. Florofor isaretli Oligoniikleotid Teknikler
Q-PCR metodunda kullanilan floroforlar oligonukleotidlere baglanan kuguk
molekullerdir. Floresan oligonukleotidleri davranig durumlarina goére 3’e
ayrilirlar[69]:

1) primer prob

2) prob

3) nukleik asit anologu
Problara baglanan haberci(reporter,verici) ve sondurucu(quencher, alici) olmak
uzere iki florofor vardir. Q-PCR 1s1k kaynagindan g¢ikan 1s1gin enerjisini reporter
absorbe eder ve temel halden uyariimis hale gecer. Uyariimig duruma gegtigi
zaman reporter boya, quencher boyanin absorbe edebildigi dusik
dalgaboyunda 1sik yayar. Reporter boya ile quencher boya arasindaki uzaklk
arttigi zaman quencher’in absorbsiyonu da dugsmektedir.
TagMan en ¢ok kullanilan florofor isaretli oligonukleotid sistemidir. Reporter
boya probun 5’ ucundan ve quencher boya 3’ ucundan baglanir. Reporter ve
quencher arasindaki yakin mesafeden dolay! uyarilmis olan reporter boyadan

salinan 15191 quencher absorbe eder. Tavlama esnasinda 1sik absorbe
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oldugundan 1s1ma meydana gelmezken, uzama esnasinda Taq polimeraz ile
probun degrade olmasi ile floresan ISImasinda reporterin
baskilanamamasindan ortaya gikan 1gima gorular.

2.8.4.3. TagMan ve SYBR Green | Tekniginin Karsilagtiriimasi

Q-PCR'’da kullanilan en yaygin 2 yontem SYBR Green | ve TagMan metotudur.
Bu 2 yontemin etki sekli, yapilari, spesifiklikleri, hazirlanma asamalari ve

maliyetleri birbirinden farklidir. Bunlari bir tablo ile 6zetlersek:

Tablo 2.11. TagMan ve SYBR Green | tekniginin karsilastiriimasi

TagMan SYBR Green |

Yapi 5'R----Q3' interkalatlayici boya

Reporter nikleotidin 5’ ucuna
baglanirken quencher boya 3'
ucuna baglanir. Aralarindaki
yakin mesafeden dolayi
uyarilmis reporterdan yayilan isik
y yay Boya c¢ift iplikli DNA'nin kiigiik oyuklarina
. . quencher tarafindan absorbe
Etki Sekli o baglanarak uzama esnasinda floresan
edildiginden 1s1ima olmazken
ISIma yayar.
PCR'In uzama basamaginda Taq
Polimerazin 5'endontiikleaz
aktivitesi ile birlikte probun
hidrolize olmasi ile reporter

boyadan floresan isima yayilir.

Hazirlanigi Primer prob dizaynlari gereklidir. Primer dizayni gereklidir.

Hedef diziye spesifik degildir ve bu nedenle
Spesifikligi Hedef diziye spesifiktir. spesifikligin degerlendiriimesi adina erime

egrisi analizi gereklidir.

TagMan problari hedef dizilere
SYBR Green | hedef diziye spesifik
spesifik oldugundan farkl primer

Esneklik o olmadidi igin farkh Q-PCR uygulamalarinda
setleri ile bagska Q-PCR

o farkli primer setleri ile kullanimi mimkanddr.
analizinde kullanilamazlar.

Maliyet Pahali Ucuz

Termal profil; denatlrasyon,
Termal profil denatlrasyon, tavlama ve
tavlama ve uzama
Gerekli Zaman uzama asamasi sonrasl erime egrisi
asamalarindan olustugundan

analizinden olugtugundan yavastir.
hizhidir.
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SYBR Green ve TagMan Problari kullanilarak gergeklestirilien Real time PCR’in
yani sira hibridizasyon problari kullanilarak gerceklestiriien Real Time PCR
teknigi ilkeleri verilmistir. Hibridizasyon problari kullanilan teknik olarak amplifiye
fragmentler es zamanh olarak sekansa spesifik hibridizasyon problarinin
olusturdugu floresanla tespit etmektedir. Her bir amplikon i¢in problardan bir
tanesi 5’ ucundan 640 veya 705 nm’de 1s1ima veren florofor ile isaretlenmistir ve
amplifikasyon esnasinda zincir uzamasini engellemek igin 3’ ucu
fosforlanmistir. Diger prob ise Flourescein ile 3’ ucundan isaretlenmistir. Her
PCR dongusunun primerlerin baglanma fazi esnasinda, bu problar amplikonun
bir internal sekansini hibridize etmektedirler. Sadece hibridizasyon esnasinda
birbirlerine ¢ok yakin olan bu iki fluorophore arasinda floresan enerji transferi
(FRET) olusur. FRET esnasinda dondr molekul olan Florescein RT-PCR
cihazinin 151k kaynagi vasitasi ile i1sima yapar ve agiga ¢ikmis olan bu enerji
akseptor molekul olan Red’e transfer edilir. Disari verilen floresan isima cihaz
tarafindan okunur. SYBR Green, hibridizasyon ve TagMan problarinin ¢alisma
prensibinin gorsellestirilmis hali $Sekil 2.13’de verilmistir [59].

I. SYBR Green

2\ \ y h
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N h 2,
/] Jj ) 0N . ’
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\j 4 ¥ - X
’

Polimeraz

Sekil 2.13.  SYBR Green, hibridizasyon ve TagMan problarinin g¢alisma
prensibi
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2.9. Proteine Dayali GDO Saptama Yontemleri ile DNA’ya Dayali GDO
Saptama Yontemlerinin Karsilastiriimasi

Analitik yontemler hem protein hemde DNA’ya dayali metotlar ile
gergeklestirilebilir. islenmis Urinler igin proteinin degredasyonu nedeni tam
olarak saptama yapilamayacaksa da bu gibi durumlarda da DNA daha guvenilir
bir molekuldir ve DNA hedeflenmesi daha kesin sonuglar verecektir. Bunun
nedeni ilk olarak iglenmis Urunlerde farkli mekanik prosesler sonucu proteinlerin
termodinamik olarak kararsiz olmasi ve daha kirilgan bir yapiya sahip
oldugundan yapinin bozulmasidir. Proteinlere oranla DNA’nin daha dayanikli bir
yap! olarak karsimiza gikar. ikinci olarak bitkilerdeki genetik modifikasyon
bitkinin tum bolgelerini etkileyemeyebileceginden bitkinin bazi bolimlerinde bu
transgenik gen transkripsiyonu olmayabilir. Bu gibi olasi durumlarda proteine
dayali yontemler ile saptama yapildiginda yanlis negatiflik durumlari s6z konusu
olabilir. Transgenik genin ifade dizeyi bitkinin herhangi bir bolimu, doku tipi,
mevsim, gunun belli zamanlari, bitkinin yasi, nem, sicaklik, stres kosullari, ekili
oldugu bdlgenin lokasyonu gibi parametreler ile degisebilmektedir. Bu gibi
sonuglar homojen bir hedef protein dagilimi olusturmadigindan saflastirilan
protein farkli oranlarda hesaplanabilir ve bu nedenle DNA’nin miktari ve
kompozisyonu bitkinin herhangi bir bolimu, doku tipi , mevsim, gunun belli
zamanlari, bitki yasi, nem, sicaklik, stres kosullari ve ekili oldugu alanin
yerleskesi gibi durumlarda degismediginden ¢ok daha kesin ve guvenilir

sonuglar verir.

2.10. GDO Saptanmasinda Sertifikali Referans Materyaller (CRM)

CRM’ler daha guvenli gida ve yem, daha iyi saglik hizmeti, ¢gevreyi hedeflenen
materyalin nitelik ve igerigi bakimindan korunmasinin saglanabilmesi igin temel
kaynaklardir. Ayni zamanda CRM’ler GDO’lar igin uluslararasi duzeyde
izlenebilirligi, daha guvenilir ve kesin GDO analizlerini yapilabilmesi i¢in de
uretilmiglerdir [73]. CRM’lerin varligina dayanarak bir ¢cok ulke gectigimiz
yillarda kendi izlenebilirligi ve etiketleme yasal duzenlemelerini kendi
ihtiyaglarina gore ayarlamiglardir. CRM’ler Q-PCR ile GDO saptanmasi igin en
gucli ve kesin analitik araclardir. Avrupa Birligi i¢in izin alinacak bir GDO
durumu so6z konusu ise CRM’ler 6n kosulu olusturmaktadir. CRM’lerin Uretimi,
sertifikasyonu ve kullanimi ilgili ISO Uluslararasi Standardizasyon Orgitii(I1SO)

ve Referans topluluk burosu (Community Bureau of Reference, BCR)
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rehberlerine uyumlu olarak gerceklestirilir [74]. Ayni sekilde Uretimleri ve
sertifikalandirma iglemleri Avrupa Komitesi Ortak Arastirma Merkezi- Referans
Materyal ve Olguimleri Enstitlisi(EC-JRC-IRMM) tarafindan yapilir.

CRM’ler ERM-BF ve ERM-AD kodlu olmak uzere iki farkli gruba ayrilirlar.BF
kodu, kalibrasyon veya kalite kontrolu igin kullanilirken AD kodu GDO’larin nicel
Olcimu i¢in kalibre edilmesinde kullanilir [75]. CRM’ler her bir GD ¢esidi icin
essiz olarak bitkinin uygun pargasindan(tohumu yada meyvesinden) uretilir.
CRM’ler GD ve GD olmayan bitki pargalarinin gravimetrik olarak karigtiriimasi
sonucu 0g/kg ve 1000g/kg arahginda degisen matriks materyaller olarak da
bilinirler.

CRM’ler genellikle gravimetrik olarak GD ve GD olmayan bitki parcalarinin
karistiriimasi sonucu kuru toz formunda elde edilir ve bu agamalari:

1) Temel malzemesinin karakterizasyonu

2) Tane yuzeyinin temizlenmesi(dekontaminasyonu)

3) Tanelerin 6gutilmesi

4) Farkli agirlik miktarlarinda karistiriimasi

5) Argon atmosfer altinda siselenmesi

6) Etiketleme asamasi

7) Son urunun kontroll olarak siralayabiliriz.

Kuru toz formu ortalama 35um olan uygun partikil ¢apina inmesi igin cryo-
ogutme kullanilir [74]. Partikil c¢apinin uygun boyuta indirilmesi; Olgcum
sisteminin yanilmamasi ic¢in gerekli olan parti boyunca homojenligini ve
partikilin olabildigince stabil olmasini saglamaktadir. Homojenizasyonu
saglarken DNA degredasyonlari da gorulebilmektedir fakat saydigimiz
nedenlerden dolayi yararlari ile kiyaslaninca bu olasi durum pek sorun teskil
etmemektedir. Genellikle CRM’lerin dlgim biriminin kitle fraksiyonuna dayali
oldugu dusunular [73]. Avrupa Komitesine gore oOlgum biriminin “Bir haploid
genomda GD DNA kopya sayisinin hedef takson-spesifik DNA kopya sayisina
orani” olarak kullanimi dnerilmektedir. Sonug¢ olarak dlgim birimi her iki sekilde
de ifade edilebilip taraflarin bu kavrami belirtmeleri 6zgur birakiimistir.

GDO CRM’lerin kuru ve islak karigim ile dretim asamasinda ve Uretim

kontrolinde 6nemli basamaklar Sekil 2.14’ de gosterildigi gibidir.
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Sekil 2.14. GDO CRM’lerin kuru ve islak karisim ile Uretim asamasinda ve

uretim kontrolinde 6nemli basamaklar [74]

2.11. GDO Referans Sistemi

GDO referans sistemi analizlerin zaman ve lokasyondan bagimsiz olarak

guvenilir ve kiyaslanabilir GD 6lgum sonuglarinin basarilmasi igin kullanilir [73].

Bu sistem 3 komponenti olan surdurulebilir ve bilimsel bir metoda dayanip

bunlar:

1) Valide bir nicel analiz metodu
2) Kalibrant ile Q-PCR
3) Matriks ile eslesen materyaldir.

Bu kapsamda sertifikali referans materyaller bu sistemi karsilayan en onemli

bilesenlerdir. GDO referans sistemi yukarida anlatilan kuatle fraksiyonu yada

kopya numarasina dayali olgum sistemleri ile gerceklestirilebilir. Gravimetrik

yontem ile kutle esasina dayali GD ve GD olmayan unlarin karigtirimasinda

kullanilan 6lcum birimi g/kg’dir [73]. Kopya sayisina bagli yontemde ise direk

olarak GD materyalin kopya sayisinin referans olan takson-spesifik DNA’ya



oranlanmasindan dolayi birimsizdir.

2.12. Nicel Analiz Tipleri

Q-PCR yontemi ile ilgili nicel analizler relatif nicel analiz ve mutlak(absolute)
analiz olmak Uzere 2 sinifa ayrilir. GDO analizleri kutle fraksiyonu yada GD
kopya sayisina dayandigindan relatif nicel analiz kullanilabilir. Aslinda relatif
nicel analiz GD genin GD olmayan gene mutlak analizlerinin bir oranidir. Relatif
nicel analiz 2 yontem ile yapilabilmekte olup bunlar:

1) Delta CT metodu

2) 2 mutlak analizin kullaniimasina dayanan metot

Bunlardan Delta CT metodu ile yuzde GD orant:

GD%= (1/2exp(Act))x100%) formull ile hesaplanabilir. Bu esitlik 2 hedef igin
amplifikasyon veriminin ayni oldugu durumlarda kullanilabilir. Ikinci yontem 2
tane mutlak analize dayanmaktadir. 2 farkl standart egri GD ¢esidi ve takson-
spesifik gen igin olusturulur. YUzde oranlari da 2 farkli standart egri sonucunda
hesaplanabilir [76].

2.13. Giivenilir GDO Analizleri igin istatistiki Terimlerdeki Gereklilikler
2.13.1. Olgiim Belirsizligi

ISO tanimina goére Olgum belirsizligi, Olglilen miktar hakkinda atfedilen
degerlerin dagilimini karakterize eden negatif olmayan bir parametredir. Analitik
olarak odlgiilen tim sonuglar kendi 6lgim belirsizligi degerine sahiptir. Olglim
belirsizliginin belirlenmesi agamasinda analitik metot ile ilgili olasi tum belirsizlik
kaynaklari hesaba katilmalidir.

Olglim belirsizligi icin gegerli olan bottom-up yani agagidan-yukariya yaklagim
balik kilgigr adi verilen diyagram ile gorsellestirebiliriz (Sekil 2.15)[77]:
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Sekil 2.15. Neden-sonug diyagraml(ballk_ kﬁglgl), Real-Time PCR ile GDO
miktar analizinde olasi 6lgum belirsizligine katkilari

Bu sekilden de gorulecegdi gibi asagidan yukariya dogru bakildiginda kargimiza
ilk olarak DNA ekstraksiyonu ¢ikmaktadir. DNA ekstraksiyonunda ise partikul
boyutu, 6érnegin homojenligi, hedeflenen diziler igin esit DNA ekstraksiyonu gibi
islemler dlgum belirsizligine katkida bulunabilir. Bu asamadan sonra PCR 06lgum
sonuglarinda ilk olarak DNA miktari, ekstrakte edilmis DNA'larin depolanmasi,
DNA kalitesi ve safligi, PCR kosullari, PCR cihazi ve PCR inhibisyonu olasi
Olcim Dbelirsizligine katkida bulunan asamalardir. Bu asamadan sonra
kalibrasyonda; kalibrant tipinin degistirilebilirligi, PCR kosullari, kalibrantin
depolanmasi, PCR cihazi, dilisyonlar, PCR inhibisyonu asamalari sirasi ile
Olcim belirsizligine katki saglayabilir ve son olarak da veri analizlerinden
kaynakli  Olgum belirsizligi gorulmektedir. Bunlara ek olarak olgum
sonuglarindaki olgum belirsizligi kisisel olgumlere de dayandiriimahdir ve her
laboratuvar tanimh kosullar altindaki spesifik olgim belirsizligini hesaplamak
durumundadir [77]. Ancak Olgum belirsizligi hesabindan sonra analizlerin

sonucu anlaml hale gelmektedir.
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Olglim belirsizliginin tahmini tim 6lgiim performansi igin kesinlik, dogruluk,
netlik, hata, tekrarlanabilirlik ve tekrar Uretilebilirlik hakkinda bilgi verir.

2.13.2. Olgiim Performansi

Olglim performansi nicel ve nitel karakterine gére 2 gruba ayrilabilir. Dogruluk,
kesinlik ve keskinlik nitel performans karakterleri olarak nitelendirilir. ISO 3534-1
(2006)'ya gore kesinlik test sonucu ile kabul edilen referans deger arasinda
anlasilan yakinhktir ve dogruluk bir seri test sonucundan elde edilen ortalama
deger ile kabul edilen referans deger arasindaki yakinlktir, keskinlik konulmusg
bazi gartlar dahilinde yurutulen bagimsiz test sonuglari arasindaki yakinliktir.
Birbirleri ile yakindan bagli olan bu terimler nitel anlatimlar igin kullanilr [78].
Toplayacak olursak bu terimler analiz sonuglari arasindaki farkliliklara dikkat
cekmekte olup bu degisiklikler de farkli tipteki hatalardan kaynaklanmaktadir
[79]. Hata tipleri performans Ozellikleri arasindaki iligki $Sekil 2.16°da
gosterilmigtir[77].

Hata Tipleri Tip Bellgezr;:aizz:iformans Miktar Belirleme
Performans Ozellikleri
Sistematik Hata > Dogruluk > Hata
v v v
Toplam Hata > Kesinlik » Olgiim Belirsizligi

f !

Keskinlik

 Tekrarlanabilirlik/

" Laboratuvar i¢inde
Tekrar Uretilebilirlik/
Tekrar Uretilebilirlik

v

Rasgele Hata

Sekil 2.16.  Hata tipleri ve performans 6zellikleri arasindaki iligki gosterimi

Tekrarlanabilirligin, yeniden JUretilebilirligin ve laboratuvar icinde tekrar
uretilebilirligin hatasi ve standart sapmasi miktar analizi performansi 6zellikleri
olarak dusunulebilir. Bu kavramlar olgum belirsizligi ile yakindan ilgilidir. 1SO
3534-1" e gore hata, test sonuglari ve kabul edilmis referans deger arasindaki
farkin bir gostergesidir. Tekrarlanabilirlik kosullari altinda tahmin keskinligi
olarak aciklanir ve tekrar uretilebilirlik de, tekrar Uretilebilirlik kosullari altinda

tahmin keskinligi olarak tanimlanir.
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Tekrarlanabilirligin standart sapmasi(RSD;) tekrarlanabilirlik kosullarinda elde
edilen test sonuglarinin standart sapmasi olarak tanimlanir. Tekrarlanabilirlik
kosullari, ayni test metodunun ayni test araglari ile ayni laboratuvarda ayni
operator ve ekipman ile kisa zaman araliklari dahilinde yapilmasi durumunu
aciklamaktadir [77].

2.13.3. Giivenilir GDO Analizleri igin Kullanilan Diger istatistiki Terimler
2.13.3.1. Z-skoru

Paralel galismalardaki gozlemler veya raporlanan sonuglar toplandiktan sonra
sonuglarin ortalamasi ve standart sapmalarin ortalamasi istatistiki analiz igin
hesaplanir. Guvenilir sonuglar uretebilmek adina ortalama ve standart sapma
arasindaki iligkiyi gosteren z skoru hesaplanmalidir. Farkli laboratuvarlarin ve
farkh 6rnek konsantrasyonlarinin sonuglarinin  karsilastirlmasi adina bu
hesaplama onemlidir.

Z skorunun=0 oldugu durumlarda sonu¢ mikemmeldir. Fakat bu degeri en 6nde
gelen laboratuvarlarin bile nadiren basardigini gdézden kacirmamak gerekir. Z
skoru ortalamadan yiiksek yada diisik dedere sahip olabilir. Iisaret sonucun
pozitif mi yada negatif mi oldugunu gosterir. Z skorunun %9%’inin -2 ile +2
arasinda olmasi sonuglarin kabul edilebilir ve tatmin edici oldugunun bir
gOstergesidir. Eger z skoru -3 ile +3 arasinda bir deger ise sonug¢ kabul
edilemez ve veriler tatmin edici degildir. Son olarak sonuglar -3 ile -2 ve 3 ile 2
arasinda ise sonuglarin supheli oldugu soylenebilir.

Lineer regresyon ile elde edilen standart egrinin korelasyon katsayisinin degeri
R? katsayisi olarak adlandirilir. Diger bir deyis ile R? istatistiki modele bilginin ne
denli uydugunun bir gostergesidir. Korelasyon katsayisinin karesi alinarak
hesaplanir. GDO analizlerinde, korelasyon katsayisi olgilen Ct degerinin ve
konsantrasyon/kopya sayisinin lineer regresyonu olarak tanimlanir. R?
katsayisinin ortalama degeri = 0.98 olmalidir [80].

2.13.3.2. Saptama Siniri (LOD) ve Olgiim Siniri (LOQ)

Analizin saptama siniri (LOD) Ornekte saptanacak olan analitin saptanabilinen
en dusuk miktart veya konsantrasyonudur [77]. Saptama sinirn hedef
konsantrasyonun 1/20 sinden az olmahdir [80].

Analizin miktar olarak olgulebilmesinin siniri (LOQ) kabul edilebilir keskinlik ve

dogrulukta ornek iginde miktar olarak saptanacak analitin en disuk miktari yada
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konsantrasyonunu tanimlamaktadir [77]. Hedef konsantrasyon LOQ degerinden
10 kat fazla olmalidir. RSD; (tekrarlanabilirligin standart sapmasi) degeride
%25’den az olmalidir [80].

2.13.3.3. Saglamlik, Uygulanabilirlik, Pratiklik, Spesifiklik, Dinamik
Kapasite, Amplifikasyon Verimi

Analitik analizin saglamligi, analiz parametrelerinde kuguk ama kasith olarak
yapilan degisikliklerden etkilenmemesi durumunun bir 6lgusudir. Bu normal
kullanimlarda analitik analizin givenilirliginin bir gostergesidir.

Saglamlik, analitik ¢ozeltilerin stabilitesi, sicaklik, sicakliga maruz kalma suresi
gibi analiz parametrelerindeki kasith  degisiklikler ile ilgili analizin
guvenilebilirligini gosterir [81].

Uygulanabilirlik; kabul edilebilir kurtarma ve metodun uygulanabilecegi analitler,
matrisler, konsantrasyon ile tekrarlanabilirligi tanimlanmis metodun bir
6zelligidir [82].

Pratiklik; analit maliyeti ve verim bakimindan gerekli performans kriterlerine
ulasmak i¢in analizin kolayhdini tanimlamaktadir [77].

Spesifiklik; ilgilenilen ozellik ve analit icin metodun Ozelliklerinin ne kadar iyi
uyustugunu tanimlamaktadir.

Dinamik kapasite: kabul edilebilir dogruluk ve keskinlik seviyesinde lineer bir
davranis sergileyen konsantrasyon kapasitesini tanimlamaktadir [69,72].
Amplifikasyon verimi; her dongude %100 verim ile -3.32 teorik egimini gosteren
cogaltma oranini tanimlamaktadir. Verimlilik= 10¢"%9™ ve % Verimlilik =
Verimlilik x 100 olarak tanimlanabilir.

Standart egrinin egimi -3.1 ile -3.6 arasinda olmalidir [80]. -3.1 den -3.6’ya
kadar olan aralik amplifikasyon veriminin standart egrisini kullanabilecek kadar

iyi oldugunu gosterir.

2.14 Yeterlilik Testi Matrisleri

Yeterlilik test materyalleri Ureticileri GD gida ve yem analizi i¢in kullanilacak
matrisleri; islenmis matrisler ve islenmemis matrisler olarak 2 ana grupta
siniflandirirlar. GD yeterlilik testlerinde islenmemis matrisler unlardan olusmakta
iken iglenmis matrisler biskuvi gibi islem gérmis numunelerden olusmaktadir.
Islenmis gida ve yem drlnleri genellikle DNA igerigi bakimindan elverigli
kaynaklar degillerdir. Bunun nedeni gidalarin islenmesi sureglerinde DNA'da
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meydana gelen degredasyon sonucu baz giftlerinin 200-1000 baz cifti (bazen
daha dusuk miktarda) araliklarina kadar pargalanmasindan kaynaklanmaktadir
[83].

Normal durumlarda GDO etiketlenmesi iglemleri ¢i§g materyalin proses
oncesinde GD icerigene bakilarak ve daha sonra Uretim zinciri sirasinda izi
surulerek gergeklestirimektedir. Bunun nedeni, islenmis gidalarda kantitatif
PCR yontemlerini kisitlayan bir ka¢ faktor vardir. Analiz edilecek 6rnek proses
sirasinda ki DNA degredasyonu nedeni ile gogaltilacak diziyi iceremeyebilir.
Boyle bir durumda, tespit limiti (LOD-limit of detection) ve olgum limiti (limit of
quantification) degerlerini etkileyecektir [78]. Bu durum genellikle 6zel primer-
prob sistemlerinin 60-150 baz ¢ifti uzunluguna ayarlanmasi ile Ustesinden
gelinebilir [84]. Olglilen materyal igerisine DNA ve partiklllerin homojenitesi
diger onemli faktorlerdendir. Moreano ve arkadaslarinin, ayni gidalardaki uretim
islemleri sirasinda gerceklesen ve GDO oOlgumu esnasinda ne tip
bozukluklarinin ortaya c¢iktigini gosteren bir g¢alismalar literatirde mevcuttur
[85].

2.15. Yeterlilik Testi Tedarikgileri

Dunyada varolan o6nemli, GDO icin yeterlilik testi saglayicilari asagida
siralanmigtir.

1) Fapas (GD Semasi) GeMMA vyeterlilik testleri programi (ingiltere);

Fapas, gida sektorune yil boyunca urin sunan, kalite kontrol drnekleri, referans
materyalleri, yeterlilik testi alaninda lider, global tedarikgidir. 1990 yilinda
kurulmus olan, gida ve su, cevre kimyasi ve mikrobiyoloji sektorleri icin
deneyimli, akredite bir yeterlilik testi saglayicisidir. Fapas yeterlilik testleri gida
kimyasi, gida mikrobiyolojisi, genetik modifiye organizma (GD), su ve cevre
analizlerini kapsar. Fapas GD soya ve misir da dahil olmak Uzere gida
orneklerinde genetik modifiye organizma igeren urinun tespiti veya miktar tayini
icin yeterlilik test materyali Uretmektedir. Fapas GD, yeterlilik testi igin
uluslararasi kurallar takip eder ve UKAS tarafindan ISO / IEC 17043'e gore
akredite edilmistir [86].

2) ISTA (International Seed Testing Association) yeterlilik testleri programi
(isvigre);

Tohum testi alaninda standart prosedurler gelistirmek ve yayinlamak amaciyla

1924 yilinda kurulmusgtur. ISTA tohum 6rnekleme ve test igin uluslararasi kabul
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edilmig kurallari Uretir, laboratuvarlari akredite eder, arastirmalara destek verir,
uluslararasi tohum analizi sertifikalari ve egitimleri dizenler.

3) BIPEA (Bureau Interprofessionnel d'Etudes Analytiques) yeterlilik
testleri programi (Fransa);

40 yildir tahil ve 6gutme, gida ve yem, gevre ve kozmetik alaninda yeterlilik
testleri Ureten BIPEA, Genetik Modifiye Organizmalar icin yeterlilik testi
programini 2000 yilinda olusturulmustur ve 11 farkh Glkeden 21 laboratuvar bu
programa kayitlidir. Testler her yil 3 kere uygulanmakta olup analiz i¢in 4 hafta
sure taninmaktadir.

4) JRC (Joint Research Center) yeterlilik testleri programi (Avrupa Birligi);

Genel amaci Laboratuvarlar arasi kargilastirmalar yolu ile katihmci
performansini onceden belirlenen kriterlere gore degerlendirmektir. Nicel, nitel,
ardisik, es zamanli, tek GD gesidi, surekli program testleri ile kapsamli bir test
araligi sunmaktadir.

5) GIPSA (The Grain Inspection, Packers and Stockyards Administration)
yeterlilik testleri programi (ABD);

Amerika’da ticari hale gelen GD tahillarin ve yagh tohumlarin testi icin bir
Yeterlik Programi sunmaktadir.

Yurt digi bagimhligimiz bulunan yeterlilik testlerinde ulusal ve akredite bir
YT/LAK test materyali ile sistematiginin geligtirilip uygulanmasi, daha uygun bir
maliyet ile katilimci laboratuvarlarin test igin 6dedigi miktarin azaltilmasinda ve

bu tutarin Glke ekonomisine katki saglamasi bakimindan énemlidir.

2.16. Calismanin Amaci

Bu calismada, genetik modifiye organizmalarin (GDO) tespiti icin yeterlilik test
kitinin gelistiriimesi, geligtirilecek olan yeterlilik test kiti kullanilarak Turkiye'de
GDO analizi yapan tum laboratuvarlar tarafindan TS ISO/IEC 17043
standardina uygun bir sistematigin kurulmasi ve uygulanmasi amaglanmistir.

Bu calisma ile laboratuvarlar arasi metot birligi, standart sonuclarin elde
edilmesi ve GDO ile taklit ve tagsisin saptanmasi konusunda yogun olarak

karsilasilan problemlerin asilmasi hedeflenmigtir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Sertifikali Referans Materyaller
Sertifikali referans malzeme(CRM) olarak Amerikan Petrol Kimyacilari
Birligi(AOCS) tarafindan saglanan GD ve GD olmayan misir ve soya unlari
genomik DNA temelli YT/LAK testi olgumleri igin kullaniimistir. Bu arastirmada
MON87701 Soya ve MIR604 misir g¢esidini iceren CRM kullaniimis olup
bunlarin ticari kodlari agagidaki gibidir:

1) GD icermeyen misir AOCS 0407-A

2) %100 MIR604 misir AOCS 0607-A2

3) GD igermeyen soya AOCS 0906-A

4) %100 MON87701 soya AOCS 0809-A

3.1.2. GD igermeyen Unlar
Ticari bir sirketten saglanan misir ve soya unlari GD igcermeyen un olarak

matrislerin olusturulma sirasinda kullaniimistir.

3.1.3. Ekipmanlar
Calismada, DNA ekstraksiyonu ve RT-PCR asamasinda kullanilan ekipmanlar
asagidaki gibidir.

1) Isiticili Blok (Major Science MD-01N

2) Mikrosantrifuj (Neuation i Fuge BLO8VT)

3) Spektrofotometre cihazi (Nanodrop 2000c)

4) Buzdolabi -20°C

5) RT-PCR cihazi (Roche Lightcycler96)

6) Vorteks (Biosan Vortex V-1 Plus)

7) Plate Santrifuj (MiuLab MINIP2500 Micro-plate Centrifuge)

8) Analizi ¢calistirmak i¢in yazilim arayuzu (Roche Lightcycler yazilim)

3.1.4. Kimyasallar
Calismamizda DNA ekstraksiyonu ic¢in kullanilan kimyasallar “Biotecon
foodproof Sample Preperation Kit 111" igeriginde yer almaktadir:

1) foodproof Sample Preperation Kit Il Ekstraksiyon tamponu
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2) foodproof Sample Preperation Kit 11l Baglama tamponu

)
3) foodproof Sample Preperation Kit Il Yikama tamponu
4) foodproof Sample Preperation Kit Il EIGsyon tamponu
5) foodproof Sample Preperation Kit Il Proteinaz K

RT- PCR agsamasinda kullanilan kimyasallar agagidaki gibidir:
1) Roche LightCycler® 480 Probes Master (2x)
2) Reaksiyon bagina Adh1 mastermiksi igin:
¢ Adh1 lleri Primer (20 uM) 0,3uL
* Adh1 Geri Primer (20 uM) 0,3uL
* Adh1 Prob (20uM) 0,2uL
* ddH,0 4,2uL
3) Reaksiyon basina MIR604 mastermiksi igin:
e MIRG04 ileri Primer (20uM) 0,6uL
* MIR604 Geri Primer (20uM) 0,3uL
* MIR604 Prob (20uM) 0,2uL
* ddH20 3,9uL
4) Reaksiyon basina Le1 mastermiksi igin:

e Le1 lleri Primer (20 uM) 0,375uL
* Le1 Geri Primer (20 uM) 0,375puL
* Le1 Prob (20uM) 0,125uL
e ddH20 5,125uL
5) Reaksiyon basina MON87701 mastermiksi igin:
e MONB87701 lleri Primer (20uM) 1,5uL
* MON87701 Geri Primer (20uM) 1,5uL
* MON87701 Prob (20uM) 0,625uL
e ddH;0 2,375uL
3.1.5. Sarf Malzemeler

RT-PCR’a uygun plastik reaksiyon kuvetleri (strip ve plateler)
RT-PCR plate i¢in kapama folyosu (sealing foil)

Mikropipet

Reaksiyon tupleri i¢in raf

1.5/ 2 ml reaksiyon tupleri

Filtreli Tap

o 0ok~ w0 N =
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7. Koleksiyon Tupu

8. Mikropipetler (0.5-10 uL, 10-100 pL, 100-1000 pL)

3.1.6. Primer ve Problar

MIR604 misir ve MON87701 soya cesitleri icin RT-PCR ile miktar tayini

amaciyla uygulanan yontemde kullaniimig olan primer prob dizileri Tablo 3.1'de

verilmigtir.

Tablo 3.1.

Secilen primer ve prob dizileri

MIR604 primer F(ileri) (misir gesidine
spesisifik)

5 —-GCG CAC GCA ATT CAA CAG-3’

MIR604 primer R(geri) (misir gesidine
spesisifik)

5 —-GGT CAT AAC GTG ACT CCC TTAATT CT-3

6-FAM 5'- AGG CGG GAA ACG ACAATC TGATCA TG-3'

MIR604 prob BHQ-1

Zm adh1-F(ileri) primer (misir taksonuna 5 — CGT CGT TTC CCA TCT CTT CCT CC-3’
spesifik)

Zm adh1-R(geri) primer (misir

taksonuna spesifik)

5 - CCACTC CGAGACCCTCAGTC-3

Zm adh1 - P prob

YAKIMA YELLOW 5 — AAT CAG GGC TCA TTT TCT CGC
TCC TCA-3' TAMRA

Le1 F(ileri) (soya taksonuna spesifik)

5 -CCAGCTTCGCCGCTTCCTTC-3

Le1 R(geri) (soya taksonuna spesifik)

5 — GAA GGC AAG CCCATCTGC AAGCC -3

Le1 P (Prob)

6-FAM 5 — CTT CAC CTT CTA TGC CCC TGA CAC - &
BHQ-1

MON 87701 1 R(geri) (soya cgesidine
spesifik)

5 -CGTTTCCCGCCTTCAGTT TAAA-3

MON 87701 2 F(ileri) (soya gesidine
spesifik)

5 - TGG TGA TAT GAAGAT ACATGC TTAGCAT -3’

MON 87701 (Prob)

6-FAM5 - TCA GTG TTT GAC ACA CAC ACT AAG CGT
GCC - 3' BHQ-1

3.2. Metot
3.2.1. Yeterlilik Test Kiti

3.2.1.1. Yeterlilik Test Kiti Matrislerinin Tiirleri
Bu calismada, gida ve yem urunleri igin GDO Yeterlilik Test Kiti sertifikal

referans materyale dayali olarak hazirlanmigtir. Yeterlilik test kiti igerisinde 4

adet farkli matris ve her biri i¢cin ayri ayri hazirlanan kontrol gruplar yer

almaktadir. Matrislerin turleri ve kodlari agagida verilmistir:

1) Tek GD Gesidi islenmemis Matris

Bu grup icerisindeki matrisler herhangi bir islemden gegmemis olup sadece

belirli bir bitki ve ilgili GD ¢esidini igermektedir. Bu grup icerisinde hazirlanan iki

farkli matris agsagidaki gibidir:

* %1 MIR604 iceren misir unu HU-1A
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* Misir unu kontrol grubu HU-1B
* %2 MON87701 igeren soya unu HU-2A
* Soya unu kontrol grubu HU-2B olarak adlandiriimigtir.
2) Karisik GD Gesidi islenmemis Matris
Bu grup igerisindeki matrisler herhangi bir igslemden geciriimemis; iki bitki
referans geni ve iki hedef geni ayni oranda bir arada bulunduran un seklinde
hazirlanmistir:
* %2 MON87701 ve %2 MIR604 iceren soya ve misir unu karisimi HU-3A
* Misir ve soya unlarinin karisimi olan kontrol grubu HU-3B olarak
adlandiriimigtir
3) Karisik GD Gesidi islenmis Matris
Bu grup icerisindeki matrisler 1sil islemden gegmis olup iki referans geni ve ikKi
hedef geni ayni oranda bulunduran biskuvi seklinde asagidaki gibidir:
* %2 MIR604 ve %2 MON87701 igceren soya ve misir unu i¢ceren biskuvi
HU-4A
* Misir ve soya unu karisimi igeren biskuvinin kontrol gurubu HU-4B olarak

adlandiriimigtir.

3.2.1.2. Yeterlilik Test Kiti Matrislerinin Hazirlanmasi

Yeterlilik test materyali ticari olarak tedarik edilen %0 GD Misir ve Soya unu ile
AOCS’den tedarik edilen %100 konsantrasyonlarinda ki MIR604 misir ve
MON87701 soya unlarinin asagidaki tablolarda gorulmek Uzere agirlik/agirhk
(w/w) esasina gore belli matrislerin elde edilmesi ile hazirlanmistir. Sarf
malzeme hesaplamalari, bu 8 farkh testin, 10 laboratuvarin test edebilecegi
miktarlarda hesaplanmis ve tablolarda (Tablo 3.2.- 3.4.) karigsim miktarlari gram

Uzerinden verilmigtir.

Tablo 3.2. Tek GD gesidi islenmemis matris GD orani ve miktari
. o MON 87701 MIR604 Misir Misir Unu Soya Unu
Ornek G:D Soya Miktari Miktan Miktari %0 GD | Miktan %0 GD
%100 GD (g9) | %100GD (g) (9) (9)
HU-1A 1 0,00 0,30 29,70 0,00
HU-1B 0 0,00 0,00 30,00 0,00
HU-2A 2 0,60 0,00 0,00 29,40
HU-2B 0 0,00 0,00 0,00 30,00
Toplam 0,60 0,30 59,70 59,40
Tablo 3.3.  Karisik GD gesidi islenmemis matris GD orani ve miktari
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MIR604 Misir Misir Unu .
-- MON 87701 Soya . . Soya Unu Miktan
o, o, 0,
Ornek % GD Miktari %100 GD (g) M|ktar|(g/;1 00GD Mlktar(lgfao GD %0 GD (g)
HU-3A 2 0,30 0,30 14,70 14,70
HU-3B 0 0,00 0,00 15,00 15,00
Toplam 0,30 0,30 29,70 29,70

Tablo 3.4. Karisik GD gesidi islenmis matris GD orani ve miktari

MON87701 [MIR604] Misir | Soya g ..
Soya Misir Unu Unu -
Ornek | %GD | Miktani | Miktari | Miktar1 | Miktar M‘i'll‘t:” 5‘(*")9" Te?"‘)’ag Y:‘;g::';a
%100 GD | %100 | %0 GD | %0 GD | ' 9 9
(9) GD(g) | (9) (9)
HU-4A 2 1,00 1,00 | 49,00 | 49,00 | 200,00 | 150,00 100,00
HU-4B 0 0,00 0,00 | 50,00 | 50,00 | 200,00 |150,00| 100,00
Toplam 1,00 1,00 | 99,00 | 99,00 | 400,00 | 300,00 200,00 2 Adet

Referans malzeme ile GDO icermedigi bilinen soya ve misir unu uygun matrisi
olusturmak Uzere matrislerin hazirlanmasi igin materyal olarak kullanilacaktir.
Avrupa Ortak Arastirma Merkezi (JRC) tarafindan yayinlanan, GDO
Analizlerinde 6rnek hazirlama rehberi[87] matris hazirlama iglemleri icin temel
dokimandir.

Bu amagla sirasiyla, plastik torba yontemi, blender ile karistirma, uzun yigin
metodu (long pile) ve son olarak kasik metodu kullaniimistir. Buna gore plastik
torba metodunda 20 kere sag ve sol yapilmak Uzere farkli posetteki unlar
kanigtirilir ve blendera aktarilir (Sekil 3.10.).

) @
G Y,

A 20 x

Sekil 3.1. Plastik torba metodu [87]
Blender ile homojenizasyon ve partikil boyutunu esitlemek amaciyla 3 dk
boyunca ornekler karigtirildiktan sonra uzun yigin metoduna uygun olarak pacal

edilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.2. Uzun y1din metodu [87]

islenmis matris igin biskiivi asagida verilen formile gore hazirlanmistir

veyukaridaki homojenizasyon icin gerekli islemler ayni sekilde uygulanmistir.

Tablo 3.5.  Biskuvi materyali formulasyonu

Malzeme Miktar(g, adet)
Bugday Unu 200,009

Misir Unu* 50,009

Soya Unu** 50,009

Seker 150,009
Margarin 100,009
Yumurta 1 Adet

*%100°’lik MIR604 Misir ve %0 GD Misir ununun belli oranlarinda karisimindan hazirlanmistir.
**%100’lik MON87701 Soya ve %0 GD Soya ununun belli oranlarinda karigimindan
hazirlanmistir.

Karisik GD c¢esidi igslenmis matris materyalini olustururken JRC [HCP
biyoteknoloji ve GDO Birimi’nde Uretilen teknik[59] esas alinmistir. Malzemeler
dikkatlice karistirlmig, pisirme tepsisine homojen bir bigimde esit olarak
yayllmistir. Onceden istilan firinda 10 dk siire ile 180°C’de pisirilmistir. Firindan
alindiktan sonra Ustu kontaminasyondan kaginmak sebebi ile ortilmus ve oda
sicakhiginda sogulmustur. Soguduktan sonra her bir pakette bir adet biskuvi
bulunmak Uzere vakum paketlenmistir. Uriin sevkiyata kadar 4°C’ de
depolanmigtir [59].

Olusturulan yeterlilik test kitlerinin dagitim oncesi gorselleri Sekil 3.3 — Sekil 3.5

arasinda verilmigtir.
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Sekil 3.3.

Sekil 3.4. Yeterlilik test kitinin strafor kdpuk kutulara yerlestiriimeden énceki
hali
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Sekil 3.5. Yeterlilik test kitinin strafor kopuk kutulara yerlestirilip laboratuvara
gonderilmeden onceki hali

3.2.1.3. Matrislerin Sertifikasyonu

e HU-1A;
%100 MIR604 igceren misir unu AOCS 0607-A2, AOCS tarafindan misir
tohumlarindan hazirlanmistir. AOCS 0607-A2, 27 mL'lik cam sisede yaklagik
10 g malzeme mevcuttur. Bu referans materyal Syngenta Bitki Koruma
sirketi,LLC tarafindan saglanan MIR604 misir tohumlarindan dretilmigtir. AOCS
0607-A2'nin hazirlanmasinda kullanilan MIR604 misir tohumu, MIR604 hattinin
kendi kendine tozlagsma dongulerinden dretilmistir.
MIR604 ve herhangi bir GD gesidini icermeyen GDO’ suz misir unu ticari bir
sirketten saglanmigtir. Bu iki unun agirhk/agirlik esasina goére belli oranda GDO
icerecek sekilde homojen bir sekilde karistirimasi ile HU-1A (Tek GD Cesidi
Islenmemis Matris) elde edilmistir.
HU-1A’da homoijenligin degerlendiriimesi igin materyali olusturan her partiden
temsili sayida rastgele secim yontemi kullanilarak numuneler alinmistir.
Calismada 4 biyolojik tekrar ve 4 teknik tekrar ile yaratulmustar.
Numuneler 4°C’ de depolanmis olup 6 aylik sire ile teslimat Oncesi test
edilmigtir. MIR604 cesidine spesifik Real-time PCR ile nicel ve nitel analizleri
yapilmistir.
Bu matris tamamen gida ve yem urunlerinde GDO tespiti icin yeterlilik testinde

kullanim ve laboratuvarlar arasi karsilastirma amaciyla Uretilmistir.
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 HU-2A;
%100 MON87701 iceren soya unu: AOCS 0809-A, AOCS tarafindan soya
fasllyesi devitalize tohumdan hazirlanmigtir. AOCS 0809-A, 27 mL'lik cam
sisede yaklagsik 10 g malzeme mevcuttur. Bu referans materyalin Monsanto
Sirketi tarafindan teslim edilen MON87701 soya fasulyesi tohumundan (Uretim
hatti: Orion Kimligi: 11214359) duretildigi bildiriimektedir. AOCS 0809-A'nin
hazirlanmasinda kullanilan MON87701 soya fasulyesi, MON87701 hattinin
cesitli kendi kendine tozlagsma dongulerinden uretilmistir.
MON87701 ve herhangi bir GD ¢esidini icermeyen GDO’ suz soya unu ticari bir
sirketten saglanmigtir. Bu iki unun agirhk/agirlik esasina goére belli oranda GDO
icerecek sekilde homojen bir sekilde karistiriimasi ile HU-2A (Tek GD Cesidi
Islenmemis Matris) elde edilmistir.
HU-2A’da homoijenligin degerlendiriimesi igin materyali olusturan her partiden
temsili sayida rastgele secim yontemi kullanilarak numuneler alinmistir.
Calismada 4 biyolojik tekrar ve 4 teknik tekrar ile yuratalmastar.
Numuneler 4°C’ de depolanmis olup 6 aylik sire ile teslimat Oncesi test
edilmigtir. MON87701 cesidine spesifik Real-time PCR ile nicel ve nitel analizleri
yapilmistir.
Bu matris tamamen gida ve yem urunlerinde GDO tespiti i¢in yeterlilik testinde
kullanim ve laboratuvarlar arasi karsilastirma amaciyla Uretilmistir.

* HU-3A;
%100 MON87701 iceren soya unu: AOCS 0809-A, AOCS tarafindan soya
fasllyesi devitalize tohumdan hazirlanmigtir. AOCS 0809-A, 27 mL'lik cam
sisede yaklagsik 10 g malzeme mevcuttur. Bu referans materyalin Monsanto
Sirketi tarafindan teslim edilen MON87701 soya fasulyesi tohumundan (Uretim
hatti: Orion Kimligi: 11214359) duretildigi bildiriimektedir. AOCS 0809-A'nin
hazirlanmasinda kullanilan MON87701 soya fasulyesi, MON87701 hattinin
cesitli kendi kendine tozlagsma dongulerinden uretilmistir.
%100 MIR604 igceren misir unu AOCS 0607-A2, AOCS tarafindan misir
tohumlarindan hazirlanmistir. AOCS 0607-A2, 27 mL'lik cam sisede yaklagik
10 g malzeme mevcuttur. Bu referans materyal Syngenta Bitki Koruma
sirketi,LLC tarafindan saglanan MIR604 misir tohumlarindan dretilmigtir. AOCS
0607-A2'nin hazirlanmasinda kullanilan MIR604 misir tohumu, MIR604 hattinin

kendi kendine tozlagsma dongulerinden dretilmistir.
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MON87701, MIR604 ve herhangi bir GD gesidini icermeyen GDO’ suz soya ve
misir unu ticari bir girketten saglanmigtir. Bilesimi 4 farkli unun agirhk/agirlik
esasina gore belli oranda GDO igerecek sekilde homojen bir sekilde
karistiriimasi ile HU-3A (Karisik GD Cesidi islenmemis Matris) elde edilmistir.
HU-3A’da homojenligin degerlendiriimesi igin materyali olusturan her partiden
temsili sayida rastgele secim yontemi kullanilarak numuneler alinmistir.
Calismada 4 biyolojik tekrar ve 4 teknik tekrar ile yuratalmastar.
Numuneler 4°C’ de depolanmis olup 6 aylik slre ile teslimat Oncesi test
edilmistir. MON87701 ve MIR604 cesidine spesifik Real-time PCR ile nicel ve
nitel analizleri yapilmigtir.
Bu matris tamamen gida ve yem urunlerinde GDO tespiti i¢in yeterlilik testinde
kullanim ve laboratuvarlar arasi karsilagtirma amaciyla Uretilmistir.

« HU-4A;
%100 MON87701 iceren soya unu: AOCS 0809-A, AOCS tarafindan soya
fasllyesi devitalize tohumdan hazirlanmigtir. AOCS 0809-A, 27 mL'lik cam
sisede yaklagik 10 g malzeme mevcuttur. Bu referans materyalin Monsanto
Sirketi tarafindan teslim edilen MON87701 soya fasulyesi tohumundan (Uretim
hatti: Orion Kimligi: 11214359) duretildigi bildiriimektedir. AOCS 0809-A'nin
hazirlanmasinda kullanilan MON87701 soya fasulyesi, MON87701 hattinin
cesitli kendi kendine tozlagsma dongulerinden uretilmistir.
%100 MIR604 igceren misir unu AOCS 0607-A2, AOCS tarafindan misir
tohumlarindan hazirlanmistir. AOCS 0607-A2, 27 mL'lik cam sisede yaklasik
10 g malzeme mevcuttur. Bu referans materyal Syngenta Bitki Koruma
sirketi,LLC tarafindan saglanan MIR604 misir tohumlarindan dretilmigtir. AOCS
0607-A2’nin hazirlanmasinda kullanilan MIR604 misir tohumu, MIR604 hattinin
kendi kendine tozlagsma dongulerinden Uretilmistir.
MON87701, MIR604 ve herhangi bir GD gesidini icermeyen GDO’ suz soya ve
misir unu ticari bir girketten saglanmistir. Bilesimi 4 farkli unun agirhk/agirlik
esasina gore belli oranda GDO igerecek sekilde homojen bir sekilde
karistiriimasi ve 1sil islem gérmesi sonucu HU-4A (Karigik GD Cesidi islenmis
Matris) elde edilmigtir.
HU-4A’da homojenligin degerlendiriimesi igin materyali olusturan her partiden
temsili sayida rastgele secim yontemi kullanilarak numuneler alinmistir.

Calismada 4 biyolojik tekrar ve 4 teknik tekrar ile yuratulmagtar.
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Numuneler 4°C’ de depolanmis olup 6 aylik slre ile teslimat Oncesi test
edilmistir.

MON87701 ve MIR604 cesitlerine spesifik Real-time PCR ile nicel ve nitel
analizleri yapilmistir.

Bu matris tamamen gida ve yem urunlerinde GDO tespiti i¢in yeterlilik testinde

kullanim ve laboratuvarlar arasi karsilagtirma amaciyla Uretilmistir.

3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

3.2.2.1. DNA Ekstraksiyon Yontemi

3.2.2.1.1. Ornekleme

DNA ekstraksiyonunda kullanilacak matrislerin ornekleme yontemleri igin
3.2.1.2. yeterlilik test kiti matrislerinin hazirlanmasi boluminde goérulecegi Uzere
Avrupa Birligi Ortak Arastirma Merkezi GDO Laboratuvari “Guidelines for
sample preparation procedures in GMO analysis” dokumanindan
yararlanilmistir[87].

3.2.2.1.2. Kapsam ve Uygulanabilirlik

Foodproof® Sample Preparation Kit Ill, bitki ve hayvan kaynakli cesitli gida
orneklerinden (ham madde ve iglenmis gida) DNA izolasyonu igin sirket
tarafindan optimize edilmis olup kit ile elde edilen DNA'nin kalitesi, herhangi bir
PCR sistemi kullanilarak niteliksel ve niceliksel uygulamalar igin oldukga uygun

bulunmustur. Calismamizda bu DNA ekstraksiyon kiti kullaniimigtir.

3.2.2.1.3. Prensip

DNA ekstraksiyonunun temel prensibi once matriste bulunan DNA'yr sulu
solisyona ve PCR inhibitorlerinden DNA'nin daha fazla saflagtirlmasina
birakmay: igerir. Ekstraksiyon tamponu ile termal liziz baslar ve bunu takiben
proteinaz K ile enzimatik sindirim saglanir. izopropanol eklendikten sonra
baglayici tamponun da etkisi ile kontaminantlar filtre tapundeki filtre
duzeneginden gecerken DNA filtrede kalir. Sipernatantin atiimasiyla ve etanol
ile  yikanmasindan sonra artik kontaminantlar uzaklasmigtir. ElUsyon
tamponunda filtrede kalan DNA c¢ozulerek 50 mikrolitrelik DNA 06zutu elde

edilmis olur.
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3.2.2.1.4. DNA Ekstraksiyonu Kit Kullanim Prosediirleri
1) 200 mg homojenize numuneye (2 ml mikrosantrifuj tuplerinde) 1 ml
Ekstraksiyon Tamponu (sise 1, kirmizi kapak) ekleyin. 30 saniye
vortekslenir. 80°C’de 30 dakika inkube edilir.
inkiibasyon esnasinda tlpl ters cevirerek 2-3 kez karigtirilir. Matris
Ekstraksiyon Tamponunu emerse, ek tampon eklenir.
2) 12000 g'de 10 dakika santrifujlenir.
3) Yeni bir 2 ml mikrosantriflj tupune 400 yL Baglama Tamponu (sise 2,
yesil kapak) eklenir.
4) Baglama Tamponu eklenmis 2 ml lik santrifij tptine 600 pL supernatant
aktarilir, yukari ve asagi pipetleyerek nazik bir sekilde karistirilir. 80uL
Proteinaz K galisma solusyonu eklenir (100 mg / 5 ml ddH20) ve yavasca
yukari ve agagi pipetleyerek iyice kangtirilir. 72°C’de 10 dakika inkubasyona
birakilir.
5) 200 uL izopropanol eklenir. Yukari, asagi pipetleyerek iyice karistirilir.
6) Karisimi 650 pL olmak Uzere birlestiriimis Filtre TUpu-Toplama Tupundn
ust haznesine pipetlenir.
7) 5000 g’'de 1 dakika santrifujlenir.
8) Koleksiyon tupline gegen akinti bosaltilir ve filtre tiplu yeni bir koleksiyon
tupu igerisine yerlestirilir.
 Eger tupun igerisinde karisim artmigsa ayni filtre tiptune bu karigim aktarilir
ve tekrar ayni kosullarda santriftj edilir.
Eger DNA’nin toplanmasi(pool) gerekiyorsa 6. ve 7. Agsamalar ek ornek
hazirlamalari ile tekrarlanabilir.
9) Koleksiyon tupline geg¢mis akintiyr bosaltin ve filtre tUpunu tekrar
koleksiyon tupune yerlestirilir. 450 yL Yikama tamponu ¢alisma solisyonunu
(sise 3, mavi kapak) Ust hazneye eklenir ve 5000 g'de 1 dakika santrifujlenir.
10) Koleksiyon tupune ge¢gmis akinti dokulur ve 9. agama tekrarlanir.
11) Koleksiyon tupune ge¢mis akinti bosaltilir ve maksimum hiz veya 13000
g'de Yikama Tamponunu uzaklastirmak icin 10 saniye santrifujlenir.
12) Filtre TUpln( temiz bir 1,5 ml'lik reaksiyon tiipline yerlestirilir. Onceden
isitilmis (70 ° C) 50 yL Eldsyon Tamponu (sise 4, renksiz kapak) filtre tlup
icerisinde bulunan cam elyafina dogru aktarilir ve 15-20°C’de 5 dakika

inkbe edilir.
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13) 5000 g’de 1 dakika santrifj edilir.
14) Mikrosantrifuj tupU yukarida siralanan iglemler sonucunda elite edilmig

DNA'y1 igermektedir.

3.2.2.1.5. DNA Ekstraksiyon Metodunun Deneysel Test Edilmesi

Deneysel testin amaci, DNA ekstraksiyon yonteminin, amacglanan hedef igin
uygun miktar ve kalitede DNA sagladigini dogrulamakir.

DNA ekstraksiyon metodunun, ceside spesifik analit ve referans analitin
Olcilmesi asamasinda uygun kalitede ve nicelikte DNA elde edilmesi
gerekmektedir.

Biotecon foodproof Sample Preperation Kit Il igin belirtilen prosedurler takip
edilerek, AOCS’den saglanan AOCS 0407-A ve AOCS 0607-A2 misir ile AOCS
0906-A ve AOCS 0809-A soyadan DNA ekstraksiyon yontemi test edilmistir. Bu
DNA’larin %1 ve %0,1 GD icerecek sekilde hazirlanmalari sonrasi 1:1, 1:4,
1:16, 1:64, 1:256 seklinde dilisyonlarinin RT-PCR’da nitel analiz yapilarak
inhibisyonu test edilmistir.

3.2.3. Tek Laboratuvar GDO Analizi

3.2.3.1. Genel Bilgi ve Metadolojinin Ozeti

MIR604 cesidi protokoll; drnekteki MIR604 olayinin toplam misir igerigine olan
oranin belirlenmesini saglayan geside spesifik RT-PCR TagMan® nicel analiz
prosedurunu tanimlar.

Uygun yontemlerle ekstrakte edilmis DNA, PCR analizinde kullanilmadan 6nce
kalite ve miktar agisindan test edilmistir. Ayrica PCR inhibitorlerinin varliginin
ortaya koyulmasi maksadi ile 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 olmak Uzere 4 dilisyon
ile inhibisyon testi yapiimistir.

MIR604 cesidi DNA’sinin spesifik bir sekilde saptanmasi igin, insert ve bitki
genomu (5 'komsu DNA bolgesinde yer alan) arasindaki rekombinasyon
bblgesinin 76 baz c¢iftinden olusan pargasi, iki spesifik primer kullanilarak
cogaltihr. PCR Urunleri, her bir dongude (gercek zamanh), iki floresan boya ile
isaretlenmis, hedefe spesifik bir oligonukleotid probu ile dlgultur. Bunlardan FAM
5’ ucunda bir raportdr boya ve BHQ-1 ise onun 3’ ucunda bir sonduricu boya
olarak gorev yapar. Orjinal metotta kullanilan sonumleyici boya TAMRA olup bu

calismada BHQ-1 kullanilarak orjinal metot modifiye edilmigtir.
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MIR604 DNA'sinin relatif nicel analizi igin, misir endojen alkol dehidrojenaz geni
(Adh1), bir cift spesifik primer kullanilarak, Yakima Yellow raportor ve TAMRA
sonumleyici boya olacak sekilde bir prob ile isaretlenerek 135 baz ciftlik bir
bolge yukaridaki gibi c¢ogaltilir. Orjinal metotta raportdor boya olarak VIC
kullanilmasina karsi bu ¢aligmada VIC yerine Yakima Yellow kullanilarak orjinal
metot modifiye edilmistir.
Olglilen floresan sinyali, belirli sayida déngiiden sonra bir esik degerini geger.
Bu esik dongusu “Ct” veya “Cq” degeri olarak adlandinlir. Bir test
numunesindeki MIR604 DNA c¢esidi miktarinin belirlenmesi igin, kalibrasyon
orneklerinin standartlastinimis ACt degerleri kullanilarak, referans egri ACt
formalinden lineer regresyon ile hesaplanir. Bilinmeyen numunelerin
standartlastiriimis ACt degerleri Olgulur ve regresyon formulu ile MIR604 ¢esidi
DNA'sInIn relatif miktari tahmin edilir.
MON87701 cesidi protokoll; ornekteki MON87701 olayinin toplam misir
icerigine olan oranin belirlenmesini saglayan ¢eside spesifik RT-PCR TagMan®
nicel analiz prosedurinu tanimlar.
Uygun yontemlerle ekstrakte edilmis DNA, PCR analizinde kullanilmadan 6nce
kalite ve miktar agisindan test edilmistir. Ayrica PCR inhibitorlerinin varliginin
ortaya koyulmasi maksadi ile 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 olmak Uzere 4 dilisyon
ile inhibisyon testi yapiimistir.
MONB87701 ¢esidi DNA'sinin spesifik bir sekilde saptanmasi igin, insert ve bitki
genomu (5'komgu DNA bodlgesinde yer alan) arasindaki rekombinasyon
bolgesinin 89 baz ciftinden olusan pargasi, iki spesifik primer kullanilarak
cogaltilir. PCR drunleri, her bir dongude, iki floresan boya ile igsaretlenmis,
hedefe spesifik bir oligonukleotid probu ile dlgulur. Bunlardan 6-FAM 5’ ucunda
bir raportor boya ve BHQ-1 ise onun 3’ ucunda bir sondurtict boya olarak
gorev yapar. Orjinal metotta sonumleyici boya olarak TAMRA kullaniimig olup
bu calismada BHQ-1 boya kullanilarak modifikasyon yapilmigtir.
MON87701 DNA'sinin relatif nicel analizi igin, soya endojen lektin geni (le1), bir
cift spesifik primer kullanilarak, 6-FAM raportor ve BHQ-1 sdonumleyici boya
olacak sekilde bir prob ile isaretlenerek 74 baz ciftlik bir bolge yukaridaki gibi
cogaltilir. Orjinal yontem de sonumleyici boya olarak TAMRA kullaniimasina
karsin bu ¢calismada boya olarak BHQ-1 kullaniimig olup orjinal yontem modifiye
edilmistir.
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Olgiilen floresan sinyali, belirli sayida déngiiden sonra bir esik degerini
gecger. Bu esik dongusu “Ct” veya “Cq” de@eri olarak adlandirilir.

Test edilecek Ornekteki MON87701 miktarini belirlemek icin MON87701 Ct
degeri ve lektin geninin Ct dederi standart bir deger igin karar alinmigtir. Bu
degerler ile standart egri olusturulup buradaki veriler kullanilarak MON87701

DNA'sinin toplam soya DNA’sina oranini tahmin edilir.

3.2.3.2. Metot Performans Ozellikleri

3.2.3.2.1. Genel

Yontem misir unundan ve soya unundan uygun olarak ekstrakte edilmis DNA
icin optimize edilmigtir. Yontemin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu, farkli GDO
iceriklerinde DNA oOrnekleri kullanilarak tek laboratuvar analizleri ile test
edilmistir.

3.2.3.2.2. Laboratuvar i¢i Calisma

MIR604 icin yontem, Avrupa Komisyonu Ortak Arastirma Merkezi (JRC) GD
Gida ve Yem igin Avrupa Birligi Referans Laboratuvari tarafindan uluslararasi
kargilastimal bir ¢alismada dogrulanmis olup bu ¢alisma Aralik 2006'da 14
laboratuvar ile gergeklestiriimigtir. Bu tez kapsaminda daha 6nce validasyonu
yapilan bu yontemin verifikasyonu gercgeklestirilmigtir.

MON87701 icin yontem, GD Gida ve Yem icin Avrupa Birligi Referans
Laboratuvari tarafindan uluslararasi karsilastirmali bir ¢alismada validasyonu
gerceklestiriimis ve bu ¢alisma Kasim 2009'da 12 laboratuvar ile yapiimigtir. Bu
calisma kapsaminda, daha Once valide edilen bu yontemin verifikasyonu
yapilmistir. Roundup Ready® soya ile nitel ve nicel saptama yontemleri igin
yapilan laboratuvar i¢ci metot performans degerlendirme galismasindan bu
asamada yararlaniimigtir[88].

3.2.3.2.3. Molekiiler Spesifiklik

MIR604 igin yontem, insert ve bitki genomu arasindaki rekombinasyon
bolgesinde benzersiz bir DNA dizisini kullanir. Sekans, MIR604 olayina
O0zgudur, boylece yonteme de geside spesifiklik kazandirir.

Dogrulanmig yontemde MIR604 (ileri/geri oligonukleotid primer ve prob)
MON810, Bt11, Bt176, GA21, NK603 cesitlerinin de bulundugu test
duzeneginde RT-PCR ile yanlis pozitiflik yalnizca yontem validasyonu sirasinda

OlcUimustar.
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MON87701 igin yontem, insert ve bitki genomu arasindaki rekombinasyon
bdlgesinde benzersiz bir DNA dizisini kullanir. Sekans, MON87701 ¢esidine
O0zgudur, bdylece yonteme de geside-spesifiklik kazandirir.

MON87701 cesidine spesifik RT-PCR'da 200 ng genomik DNA kullanilarak
kolza tohumu olarak; RT73, RT200; misir olarak ise GA21, NK603, MON 810,
MON 863, MON 88017, LY038, MON 89034, MON 87460; pamuk cesitleri ise
MON 531, MON 15985, MON 1445, MON 88913; soya cesidi olarak 40-3-2,
MON 89788; bugday olarak MON 71800 ve tum bu cesitlerin GD olmayan
yabani tipleri metot saglayici tarafindan test edilmistir. Metot saglayicisi
tarafindan test edilen numunelerde MON87701 diginda hi¢ bir GD ¢esidi igin
saptanabilir bir amplifikasyon gozlenmemistir. Burada yontem validasyonu
sirasinda elde edilen verilere dayanarak, hazirlanan matrislerin laboratuvarlara
gonderilmesi agsamasinda 40-3-2, MON89788 ve MON87701 soya aranacak
GD gesitleri arasina yerlestirilmigstir.

3.2.3.3. Prosedur

3.2.3.3.1. RT-PCR Nicel Analiz

3.2.3.3.1.1. Genel

Taksona 0zgu referans sekans (Adh1) ve GDO (MIR604) hedef sekansi igin
PCR kurulumu, ayri flakonlarda gergeklestirilmistir.

Reaksiyon basina 50 ng/uL DNA kuyucuklara yuklenmistir.

Reaksiyon basina 20 uL olan karisim Tablo 3.6. ve Tablo 3.7." de detayh bir
sekilde gosterilmisgtir.

Taksona 6zgu referans sekans (le1) ve GDO (MON87701) hedef sekansi igin
PCR kurulumu, ayri flakonlarda gergeklestirilmistir.

Reaksiyon basina 50 ng/uL DNA kuyucuklara yuklenmistir.

Reaksiyon basina 20 uL olan karisim Tablo 3.8. ve Tablo 3.9." da detayh bir
sekilde gosterilmisgtir.

3.2.3.3.1.2. Kalibrasyon

MIR604 cesidi icin kalibrasyon egrisi, toplam 250 ng misir DNA'sinda sabit
yuzdeli MIR604 DNA iceren bes oOrnekten olugur. Standart numunelerin GD
icerigi% 10 ve % 0.1 arasinda degismektedir.

Kalibrasyon egrisi, kalibrasyon orneklerinin ACt'sine karsilik beklenen %GD

degerlerinin logaritmasi isaretlenerek uretilir. Kalibrasyon egrisinin egimi (a) ve

71



kesismesi (b) olmak Uzere (y=ax+b) igerigi bilinmeyen 0Ornegin
standartlastiriimis ACt degerleri kullanilarak %GD igerigi bulunur.

MON87701 cesidi igin standart egriler 5 drnekten olusmaktadir. Kalibrasyon
egdrilerinin birinci noktasi, toplam 200 ng soya fasulyesi DNA'sinda % 9 MON
87701 iceren soya fasulyesi DNA'sidir (1.13 pg haploit soya genomik DNA'si
yaklasik 176,991 soya fasulyesi genom kopyasi icerir) Diger dort standart
numune, seri dilusyon ile hazirlanir.

Kalibrasyon noktalari igin hedef kopya sayisinin logaritmasina kargi Ct deg@erleri
cizilerek bir kalibrasyon egrisi olusturulur. Bu islem Excel vb. Programlar
kullanilarak hesaplanilabildigi gibi laboratuvarimizda Roche Lightcycler 96 RT-
PCR’in saglamis oldugu yazilimdan veriler otomatik bir sekilde elde edilmigtir.
Bilinmeyen oOrnedin DNA igin Olgulen kopya numarasi, standart egrilerden

enterpolasyon yapilarak elde edilir.

3.2.3.3.1.3. RT-PCR Hazirlanmasi
MIR604 cesidi igin;
1. Calisma igin gerekli olan bilesenler yavasga karistirilip santrifujlendi.
Cozulmus reaktifler buz Uzerinde tutulmustur.
2. Buz Uzerinde iki reaksiyon tupunde (biri MIR604 sistemi ve bir Adh1
sistemi i¢in), mastermiks hazirlamak i¢in asagidaki bilesenleri (Tablo 3.6.

ve Tablo 3.7.) asagida belirtilen siraya (DNA hari¢) eklendi.

Tablo 3.6. Misir Adh1 referans sistemi i¢in reaksiyon basgina son hacim /
konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karigimi

Bilesen Son konsantrasyon ML/reaksiyon
LightCycler® 480 Probes Master (2x) 1X 10,000pL
Adh1 ileri Primer 20uM 0,300puL
Adh1 Geri Primer 20uM 0,300uL
Adh1 Prob 20uM 0,200pL
ddH20 4,200pL
Eklenecek DNA Miktari 50ng/pL 5,000uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 20,000pL

Tablo 3.7. MIR604'e 0zgu sistem icin reaksiyon basina son hacim
/konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karigimi

Bilesen Son konsantrasyon ML/reaksiyon
LightCycler® 480 Probes Master (2x) 1x 10,000uL
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MIR604 ileri Primer 20uM 0,600uL
MIR604 Geri Primer 20uM 0,300uL
MIR604 Prob 20uM 0,200pL
ddH20 3,900uL
Eklenecek DNA Miktari 50ng/pL 5,000uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 20,000uL

3. Yavasca karistirihp kisaca santrifijlendi.

4. Test edilecek her bir DNA numunesi igin iki reaksiyon tupua (biri MIR604
ve digeri Adh1 mastermiks igin bir tane) hazirlandi.

5. Her reaksiyon tlupune dogru miktarda mastermiks eklendi (¢ PCR
tekrari igin 15 x 3 = 45 ul mastermiks). Her bir tipe dogru miktarda DNA
eklendi (6rnegin, U¢ PCR tekrari icin 5 x 3 = 15 pyl DNA). Her tlp yaklagik

olarak 5 sn dusuk hizda vortekslendi.

6. Her kuyucukta toplamda 20uL DNA ile birlikte karisim bulunur.
Reaksiyon karisimini asagida toplamak amacli levha dusuk hizda

santrfujlendi (1 dakika icin yaklasik 250 x g).

7. Plate cihaza yuklendi.

8. Tablo 3.11°de ki dongu parametreleri dikkate alinarak PCR caligtirimigtir.

MONB87701 gesidi igin;

1. Calisma igin gerekli olan bilesenler yavasga karistirilip santrifujlendi.

Cozulmus reaktifler buz Uzerinde tutulmustur.

2. Buz uUzerinde iki reaksiyon tupunde (biri MON87701 sistemi ve bir le1

sistemi i¢in), mastermiks hazirlamak i¢in asagidaki bilesenleri (Tablo 3.8.

ve Tablo 3.9.) asagida belirtilen siraya (DNA hari¢) eklendi.

Tablo 3.8. Soya Le1 referans sistemi icin RT-PCR reaksiyon bagina son hacim /

konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karigimi

Bilesen Son konsantrasyon ML/reaksiyon
LightCycler® 480 Probes Master (2x) 1x 10,000pL
Le1 ileri Primer 20 uM 0,375uL
Le1 Geri Primer 20uM 0,375uL
Le1 Prob 20uM 0,125uL
ddH20 5,125uL
Eklenecek DNA Miktari 50ng/pL 4,000uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 20,000pL

Tablo 3.9. MON87701’e 6zgu sistem icin RT-PCR reaksiyon bagina son
hacim /konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karigimi
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Bilesen Son konsantrasyon ML/reaksiyon
LightCycler® 480 Probes Master (2x) 1x 10pL
MON87701 ileri Primer 20 uM 1,5uL
MON®87701Geri Primer 20uM 1,5uL
MON87701Prob 20uM 0,625uL
ddH20 2,375uL
Eklenecek DNA Miktari 50ng/uL 4uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 20,000uL

3. Yavasca karistirihp kisaca santrifijlendi.

4. Test edilecek her bir DNA numunesi igin iki reaksiyon tupu (biri

MON87701 ve digeri Le1 mastermiks igin bir tane) hazirlandi.

5. Her reaksiyon tlupune dogru miktarda mastermiks eklendi (i¢ PCR
tekrari igin 16 x 3 = 48 ul mastermiks). Her bir tipe dogru miktarda DNA
eklendi (6rnegin, U¢ PCR tekrari igin 4 x 3 = 12 pyl DNA). Her tlp yaklagik
olarak 5 sn dusuk hizda vortekslendi.

6. Her kuyucukta toplamda 20uL DNA ile birlikte karisim bulunur.

Reaksiyon karisimini asagida toplamak amacli levha dusuk hizda
santrfujlendi (1 dakika icin yaklasik 250 x g).

7. Plate cihaza yuklendi.

8. Tablo 3.10°daki dongu parametreleri dikkate alinarak PCR c¢alistiriimistir.

Tablo 3.10. Soya MON87701/Le1 sistemleri igin RT-PCR dongu programi

Basamak Asama S'?oack)"k S(L;;e Sinyal Alimi | Déngiiler
1 UNG 50°C 120 Hayir 1
Baslangic o
2 Denatlirasyonu 95°C 600 Hayr !
Denatiirasyon 95°C 15 Hayir
3 Amplifikasyon 45
Yapisma&Uzama 60°C 60 Evet
Tablo 3.11  Misir MIR604/Adh1 sistemleri igin RT-PCR dodngu programi
Basamak Asama S'?oack)"k S(L;;e Sinyal Alimi | Déngiiler
1 UNG 50°C 120 Hayir 1
Baslangic o
2 Denatiirasyonu 95°C | 600 Hayir 1
Denatiirasyon 95°C 15 Hayir
3 Amplifikasyon 40
Yapisma&Uzama 60°C 60 Evet
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3.2.3.4. Verifikasyon Parametreleri

Kullanilan metot ENGL tarafindan yayinlanmis referans bir metot olmasi
nedeniyle yalnizca metodu uygulamaktaki yeterliligin degerlendiriimesi
amaciyla verifikasyon c¢alismalari  gergeklestirilmistir.  Verifikasyon
calismalarinda performans belirleyici kriter olarak asagida siralanan
basliklar secilmigtir:

*  Yanlg Pozitif Orani

* Yanhsg Negatif Orani

*  Yanlig Pozitif Orani

* Yanhsg Negatif Orani

* Inhibisyon Testi

e LOD

* Dogruluk (Trueness)

* Tekrarlanabilirlik

* LOQ kriterleri segilmigtir

3.2.3.4.1. Yanhs Pozitif Orani

MIR604 cesidi igin;
Icerisinde misir bulunmadigi bilinen 6rnekler ile calisilir. Misir aranmasi

calismasinda matriks olarak soya secilmistir. Segilen soya numunesinin
GDO Event spesifik analizi yapilarak GDO negatif oldugu tespit edilmigtir.
Bir analist 3 biyolojik tekrar 2 teknik tekrar ile galisma yapilmigtir.
Ceside spesifik (MIR604) vyanhs pozitif aranmasi; yanhs negatif
calismasinda MIR604 icermeyen misirdan elde edilmis izolatlar segilmistir.
Tek analist 3 biyolojik tekrar 2 teknik tekrar ile galisma yapilmigtir.

MON87701 icin;
Igerisinde soya bulunmadigi bilinen ornekler ile gahlgilir. Soya aranmasi

calismasinda matriks olarak misir secilmistir. Bir analist 3 biyolojik tekrar 2
teknik tekrar ile ¢calisma yapilmistir.

Ceside spesifik (MON87701) yanhs pozitif aranmasi; yanlis negatif
calismasinda MON87701 igermeyen soyadan elde edilmis izolatlar
secilmigtir. Tek analist 3 biyolojik tekrar 2 teknik tekrar ile calisma
yapilmistir.

Yanhs pozitiflik testi igin kabul edilebilir deger <%5°dir[89].

3.2.3.4.2. Yanhs Negatif Orani

MIR604 cesidi igin;
Icerisinde misir veya MIR604 geni bulundugu bilinen ornekler ile ¢alisilir.

Bu deger <%5 olmalidir [80]. Misir aranmasi ve spesifik MIR604 aranmasi
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yanlis negatif calismasinda %1 MIR604 ve ve %0,5 MIR604 iceren
(kantitasyon calismasinda da kullanilan) izolatlar secilmistir. Bir analist 4
ayri izolat 8 replike toplam 32 ¢alisma yapilmistir.

MON87701 gesidi igin;
Icerisinde Soya veya MON87701 geni bulundugu bilinen ornekler ile

cahgsilir. Bu deger <%5 olmahdir [89]. Soya aranmasi ve spesifik
MON87701 aranmasi yanhs negatif ¢alismasinda %1 MON87701 ve ve
%0,1 MON87701 igeren (kantitasyon ¢alismasinda da kullanilan) izolatlar

secilmistir. Bir analist 4 ayri izolat 8 replike toplam 32 ¢alisma yapilimigtir.

3.2.3.4.3. inhibisyon Testi

MIR604 cesidi igin;
Inhibisyon testi, LOQ ve LOD analizlerinde kullaniimak tUzere hedef gen

acisindan negatif olan GD olmayan misir AOCS 0407-A (%0) ve hedef gen
acisindan pozitif olan AOCS 0607-A2 (%100) Sertifikali Referans
Materyalden izole edilen DNA'lar kullanilarak gerceklestiriimigstir.

MON87701 gesidi igin;
Inhibisyon testi, LOQ ve LOD analizlerinde kullaniimak tzere hedef gen

acisindan negatif olan GD olmayan Soya AOCS 0906A (%0) ve hedef gen
acisindan pozitif olan AOCS 0809A (%100) Sertifikali Referans
Materyalden izole edilen DNA'lar kullanilarak gerceklestiriimigtir.

2 GD cesitinden de izole edilen her DNA 4 kere a4 oraninda dilusyon
edilmistir. Bu sayede 1:4,1:16,1:64,1:256 olacak sekilde dilisyonlar elde
edilir. Analiz sirasinda her bir drnekten iki paralel olacak sekilde referans
gen bolgesi igin PCR karisimi hazirlanmisgtir.

Calismada kullanilan kabul kriterleri kontrolu igin 4 dilisyon DNA’si
kullanilarak bir standart egri elde edilmigtir. Standart egrinin R? degeri 2
0.98 ve egim degeri(slope) =-3.1 ile < -3.6 arasinda olmahdir. Ayrica
kullanim dilisyonu icin beklenen Ct degerleri ile Ol¢ilen Ct degerleri
kargilastirilir. ACt olarak adlandirilan bu fark <0.5 olmalidir [89].

3.2.3.4.4. Minimum Tespit Sinin (LOD)
Bir metodun hedef gen bdlgesini saptayabildigi en kugik DNA kopya
sayisidir.

MIR604 cesidi icin;
Uygulamali LOD saptanmasi i¢in %0.045 duzeyli MIR604 hedef gen

bolgesini iceren DNA'lar hedef gen bdlgesinden toplamda 20, 10, 8 ve 5
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kopya igerecek sekilde hazirlanmistir. Daha sonra bu DNA'lar ugerli
tekrarlar halinde galisilmig ve tamaminda hedef gen bdlgesinin (MIR604)
varligi tespit edilmeye calisiimistir. Onarli tekrarlarin tamaminda tespit
dogru sekilde yapilana kadar DNA'lar kopya sayilari dusukten buyuge
olacak sekilde test edilmigtir. Kopya sayisi hesaplamasinin nasil yapildigi
asagida verilmistir.

ENGL metodunda misirin 1 genom agirligi 2,725 pg olarak verilmigtir[89].
Misirin 1 genom agirhgr 2 ,725 pg ise 1000 pg (1 ng) Misir DNA’sinda
1000/2,725 = 366,97 kopya misir genomu vardir. Elde ettigimiz misir
DNA'sinin 50 ng yogunlugu oldugu varsilayarak, 50 x 366,97 = 18348,5
kopya misir genomu oldugu hesaplanmistir. Toplam misir genomu
icerisinde aradigimiz hedef GD dizisinin %0,50ldugunu varsayilarak 50 ng
yogunlukta %0,5 hedef GD dizisi bulunan CRM’den elde edilmis izolatta
18348,5 / 1000= 18,34 kopya hedef GD dizisi bulunmaktadir.

%0,1’lik hedef GD diuzeyi %0,045’lik hedef GD duzeye indirildiginde (0,45
birim misir hedef GD dizisi iceren DNA ile 0,55 birim misir hedef GD dizisi
icermeyen misir (Non-GM, Blank) DNA’si karistirilarak 1 birim %0,045
hedef GD dizisi iceren DNA elde edilir. Her iki DNA da ayni
konsantrasyonda olmalidir) 18,34 kopya x 0,45 =8,25 = 8 kopya hedef
GD dizisi igceren misir DNA elde edilmis olur.

MON87701 igin;
Uygulamali LOD saptanmasi igin %0.045 duzeyli MON87701 hedef gen

bolgesini iceren DNA'lar hedef gen bdlgesinden toplamda 20, 10,8 ve 5
kopya igerecek sekilde hazirlanmistir. Daha sonra bu DNA'lar ugerli
tekrarlar halinde calisimis ve tamaminda hedef gen Dbdlgesinin
(MON87701) varhigi tespit edilmeye caligiimistir. Ugerli tekrarlarin
tamaminda tespit dogru sekilde yapilana kadar DNA'lar kopya sayilari
dusukten buyuge olacak sekilde test edilmigtir. Kopya sayisi
hesaplamasinin nasil yapildigi asagida verilmistir.

ENGL metodunda soyanin 1 genom agirhgi 1,13 pg olarak verilmigstir[89].

1 genom soya 1,13 pg ise 1000 pg (1 ng) soya DNA’sinda 1000/1,13 =
884,95 kopya soya genomu vardir. Elde ettigimiz soya DNA’sinin 50 ng
yogunlugu oldugunu varsayilarak 50x884,95 = 442475 kopya soya
genomu oldugunu buluruz. 50 ng vyogunlukta %0,1'lik hedef GD
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(MON87701) iceren izolatta 44247,5 / 1000= 44,25 kopya hedef GD dizisi
bulunmaktadir. %0,1’lik Hedef GD duzeyi %0,045'lik Hedef GD duzeye
indirildiginde (0,45 birim soya Hedef GD dizisi iceren DNA ile 0,55 birim
soya hedef GD dizisi icermeyen soya (Non-GM-Blank) DNA'’sI karigtirilarak
1 birim %0,045 hedef GD dizisi igeren DNA elde edilir. Her iki DNA da ayni
konsantrasyonda olmalidir) 44,25 kopya x 0,45 =19,91 = 20 kopya/pl
hedef GD dizisi igeren soya DNA elde edilmis olur.

3.2.3.4.5. Dogruluk

MIRG04 igin;

Dogruluk galismasi %1’lik, %0,5’lik DNA’lar kullanilarak gergeklestiriimigtir.
Kalibrasyon egrisi ¢izdirmek icin Tablo 3.12." de verilen duzeyler, dogruluk
igin ise %1 ve %0,5 duzeyleri kullaniimigtir. Tablo 3.12.’de ilgili validasyon
raporunda belirtlen 250 ng’'lik kalibrasyon egrisi ¢izdirmede kullanilan
MIRG604 duzeyleri verilmigtir.

Tablo 3.12. Standart egri numunelerinin% GD degerleri

Ornek Kodu S1 S2 S3 sS4 S5
Reaksiyondaki toplam DNA

miktari(ng/5uL) 250 250 250 250 250

%GD (DNA/DNA) 10 5 1 0,5 0,1

Tablo 3.12.’de yer alan degerler kullanilarak hedef GD (MIR604) bolgesi
igin bir standart egri hazirlanmistir. Yine her iki gen bolgesi igin %1 ve %0,5
oraninda GDO (MIR604) iceren DNA’lar kullanilarak iki farkli duzeyden 4
farkh PCR tekrari icin PCR karigsimi hazirlanmig ve numune olarak analiz
edilmistir.

MON87701 igin;

Dogruluk galismasi ¢alismasi %9, %1 ve %0,1 MON87701 icerdigi bilinen
DNA’lar kullanilarak gergeklestirilmistir. %9’luk DNA standart egri gizimi
icin kullanilirken, %1 ve %0.1 duzeyindeki DNA'lar uygulamali LOQ
belirlenmesinde numune olarak kullaniimistir. %10’luk DNA kullanilarak
Tablo 3.13.de gen kopya sayilari ve DNA miktarlari belirtilen bir seri
dilisyon hazirlanmigtir.

Tablo 3.13.’de yer alan degerler kullanilarak hedef GD (MON87701) bolgesi
igin bir standart egri hazirlanmistir. Yine her iki gen bolgesi igcin %1 ve %0,1
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oraninda GDO (MON87701) iceren DNA’lar kullanilarak iki farkl dizeyden

4 farkli PCR replikesi icin PCR karisimi hazirlanmis ve numune olarak

analiz edilmigtir.

Burada kabul kriteri, gercek degerin (CRM degeri) +%25’i olmall

Tablo 3.13. Standart egri numunelerinin% GD degerleri

Ornek Kodu S1 S2 S3 sS4 S5
Reaksiyondaki toplam DNA
miktari(ng/4uL) 200 66,7 22,2 7,41 1,48
Soya fasulyesi genom kopya sayisi 176991 58997 19666 6555 1311
MON87701 GD soya fasulyesi
genom kopya sayisi 15929 5310 1770 590 118

3.2.3.4.6. Tekrarlanabilirlik

MIR604 cesidi icin; %1 ve %0,5 iceren duzeylerin her biri igin ayri ayri
hesaplanmistir.

MON87701 cesidi icin %1 ve %0,1 iceren duzeylerin her biri icin ayri ayr
hesaplanmistir.

Kabul olarak Rolatif Standart Sapma RSDr
aciklanmistir[89].

3.2.3.4.7. Minimum Olgiim Sinin (LOQ)
LOQ relatif (%) veya absolut (kopya sayisi) olarak hesaplanabilir.
Relatif LOQ (LOQrel): Pozitif %0,1

konsantrasyonunda 3 PCR tekrari olacak sekilde analiz edilir. 3 tekrar

kriteri <25 olarak

kontrol materyali Ornegin
hedef GD ve 3 tekrarda referans gen analiz edilir.

Absolut LOQ (LOQabs): Bilinen pozitif kontrolden (6r:%1) dilisyon serileri
olusturulur ve 3 PCR tekrari yapilir (60,40,20,10,8, 5 ve 1 kopya
yapilmigtir). LOQabs RSD’nin <%25 oldugu son dilusyon serisidir.

Calismamizda LOQabs yontemi kullaniimistir.

3.2.3.4.8. Tekrar Uretilebilirlik

Bu terim test sonuglarinin, ayni metot kullanilarak, benzer test numunelerinin

farkh laboratuvarlarda, farkli personel ve cihazlar ile elde edildigi kosullardir

[77]. Calismada tek analist, tek cihaz olup; bu tanim ileriki 6lgim belirsizligi

hesaplamak i¢in modifiye edilmistir. Bu nedenle tekrar Uretilebilirlik, dogruluk ve
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RSDr hesabinda kullanilan veriler kullanilarak hesaplanmigtir ve ayni 6rneklerin

ikinci dlgumleri farkli cihaz ve analist olmak Uzere ikinci kez analiz edilmemigtir.

3.2.3.4.9. Laboratuvar Sapma (bias) Kontrolu

Laboratuvar sapmasi, ¢ok miktarda 6lcum sonucundan elde edilen ortalama
Olctlen deger ve kabul edilen deger arasindaki farktir [77]. Tekrar Uretilebilirlikte
aciklandigi gibi olgumler farkli analist ve cihazda 2 kez tekrarlanmamis olup
tekrarlanabilirlik hesabinda kullandigimiz 6lgim sonuglarindan yararlanilarak

hesaplanmistir.

3.2.3.4.10. Olgiim Belirsizligi

Tim dlgtimler belirli bir hatadan etkilenir. Olgtim belirsizligi, 6lgim hatasinin ne
denli buyuk olabileceg@i konusunda bilgi verdiginden raporlanan sonucun 6nemili
bir pargasini olusturmaktadir [77]. Tekrar uretilebilirlikte agiklandigi gibi dlgtimler
farkh analist ve cihazda 2 kez tekrarlanmamis ve tekrarlanabilirlik hesabinda

kullanilan 6lgim sonuglarindan yararlanilarak hesaplanmigtir.

3.2.3.4.11. Stabilite Testi

Stabilite testi icin matrisler hazirlanmis, homojenite testi gerceklestiriimis ve 5
ay sure ile +4°C’ de depolanmigtir. Depolamanin sonunda

homojenlik testinde(4.2.1.2.5) oldugu gibi dogruluk ve tekrarlanabilirlik
degerlendirmeleri ayni plate duzeni kullanilarak RT-PCR denemeleri ile
yapilmistir. Burada %25 RSD, degerin iginde olmasi durumunda homojenlik
testi ile karsilastiriimalari yapiimistir.

3.2.4. Laboratuvarlar Arasi Karsilagtirma Testi

Laboratuvarin vyeterliliginin kanitlanmasi ve rutin faaliyetlerinin kalitesinin
surduridlmesinde vyeterlilik deneyleri ve laboratuvarlar arasi karsilastirma
etkinlikleri onemli araglardir. Yeterlilik deneyleri ya da laboratuvarlar arasi
kargilagtirma Olgumleri laboratuvarlarin  egitimi ve risk yonetimi igin
kullanabilirler [39].

Bu calismada, katilimci laboratuvarlardan GDO tespiti igin Uretilen Gida ve Yem
Uriinlerinde  GDO Yeterlilik Test Kiti ve es zamanli polimeraz zincir
reaksiyonuna (RT-PCR) dayanan kendi prosedurleri kullanilarak nitel ve nicel
analizler gergeklestiriimesi istenmistir. Kasim-Aralik 2018 ddneminde
dizenlenen Gida ve Yem Ornekleri icin GDO Yeterlilik Testine katian

laboratuvar sayisi 10 (on)dur. Bu yeterlilik testi kapsaminda katilimci
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laboratuvarlarin her birine ayri ayrn tanimlayici kod numarasi verilmig,
laboratuvarlar kendi kod numaralari hakkinda bilgilendirilmistir. Ayrica her
katilimciya vyeterlilik test saglayicisi tarafindan hazirlanan sonug¢ raporu
gonderilmistir. Raporda yer alan sonuglar ilgili kod numarasi ile katilimci
laboratuvar tarafindan degerlendirilir ve bagka laboratuvarlar ile karsilastirabilir.
Gida ve yem urunlerinde GDO yeterlilik testi, TS EN ISO/IEC 17043 Standardi
sartlarini kargilayacak sekilde ve Tirk Akreditasyon Kurumu (TURKAK) P704
Yeterliik Deneyleri ve Laboratuvarlar Arasi Karsilastirma Programlari
Proseduru gerekliliklerine uygun olarak hazirlanmis ve dizenlenmistir [3,90].

Bu kapsamda hazirlanan GDO yeterlilik test kiti 15 Kasim 2018’de katilimci
laboratuvarlara gonderilmigtir. Her katilimciya, igerisinde HU-1, HU-2, HU-3 ve
HU-4 kodlu 6rnekler igin A ve B olmak Uzere 8 farkli numune bulunan yeterlilik
test kiti, istenen GDO analizlerini gergeklestirmeleri icin ulastiniimistir.
Katilimcilara GD ¢esidin 35S promotor (p35S), nopalin sentaz terminator
(tNOS) ve diger genetik bilesenler igin elde ettikleri analiz sonuglarini da istenen
sonuglarl iceren rapor ile birlikte verme segeneg@i taninmistir. Bu yeterlilik
testinde z-skoru ve yeterlilik icin standart sapma tum katihmci laboratuvarlar

arasindan yalnizca nicel analizi yapmis olan laboratuvarlar igin hesaplanmistir

3.2.4.1. Nitel Analizlerin Degerlendirmesi

Yeterlilik testi saglayicisi olarak yapilan analizler sonucu beklenen degeri
saglayan sonug icin “B” (Basaril), beklenen degeri saglamayan sonug igin “BD”
(Basarili Degil) ifadesi kullaniimigtir. Yeterlilik testi saglayicisi tarafindan
gerceklestirimeyen ancak katilimci laboratuvarlarin sonug bildirdigi analizler igin
laboratuvarlar arasi uyumluluk (consensus) ve literatur bilgisi esas alinarak “U”

(Uygun) ve “UD” (Uygun degil) ifadesi kullaniimigtir.

3.2.4.2. Nicel Analiz Sonuglar istatistiki Degerlendirmesi

Katilimcilar tarafindan gonderilen sonuglara gore HU-1, HU-3 ve HU-4 igin
atanmis deger (assigned value) saglamak Uzere istatistiki analizler
kullanilmigtir. Bu deger ayrica yeterlilik testi icin standart sapma (Standard
deviation for proficiency test) ve z-skoru hesaplanmasinda esas alinmistir [5,
77,91, 92, 93].
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Atanmig deger X, katilimci sonuglarindaki uyumluluga gore turetilir. Yapilan
yeterlilik testinde atanmig degerler katilimci laboratuvar sonuglarinin ortalamasi
alinarak hesaplanmistir [93,94,95, 96].

Bu calismada op degeri tek laboratuvar analizleri validasyon ¢alismasinda elde
edilen verilerin dagilimina dayali olarak belirlenmigtir. Yeterlilik testi icin standart
sapma degeri raporlanan sonuglarin z-skoru hesaplanmasinda kullaniimistir
[93, 94, 95, 96].

Katilimcilarin z-skoru agagidaki formule gore hesaplanmistir:

_ (log10 x — log10 xa)
= -

Z

x= katilimcinin rapor ettigi sonucu

xa= atanmis deger

op = yeterlilik testi igin standart sapma

3.2.4.3. Z-Skoru Degerlendirme

z-skoru degerlendiriimesi agagida belirtilen kriterlere gore yapilmigtir:
v |z| £ 2,0 analiz sonucu uygundur
v' 2,0 <|z| < 3,0 analiz sonucu siphelidir (uyar sinyali)

v |z| 2 3,0 analiz sonucu kabul edilemez (eylem sinyali) [97]
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4. BULGULAR

4.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA, orneklerin hazirlanmasi bolumunde belirtildigi gibi hazirlanan yeterlilik test
kiti matrislerinden ve ticari olarak elde edilen sertifikali referans materyallerden
ekstrakte edilmigtir. Asagida elde edilen veriler gosterilmis ve tartisiimistir
(Tablo 4.1 — Tablo 4.6).

4.1.1. DNA Konsantrasyonu ve Tekrarlanabilirlik

4.1.1.1. Yeterlilik Test Kiti Matrisleri

Yeterlilik test kiti matrislerinin  DNA konsantrasyonu ve tekrarlanabilirlik
sonuglari Tablo 4.1, 4.2, 4.3 4.4’de verilmistir.

Tabloda “ND” saptanamadi, “HU-1A"" ticari misir unu kullanilarak hazirlanan
matristen ekstrakte edilen DNA'y1, “HU-1A?" baska marka bir ticari misir unu
kullanilarak hazirlanan matristen ekstrakte edilen DNA'yi, “HU-3A" matrisin
depolanma asamasinda 1. alt 6rnekleminden ekstrakte edilen DNA'yi, “HU-3A%"
matrisin depolanma agsamasinda 2. alt érnekleminden ekstrakte edilen DNA'yi,
“HU-3A*, matrisin depolanma asamasinda 3. alt érnekleminden ekstrakte
edilen DNA'yi, “HU-3A*” matrisin depolanma asamasinda 4. alt érnekleminden
ekstrakte edilen DNA'yi ifade etmektedir.

“HU-4A" matrisin 1sil islem gdérmesinden dolayi matris DNA’sinin 3’lii havuzda
toplanmasini (3’10 pool) ve “HU-4A%" ise matris DNA’'sinin 2’li havuzda
toplanmasini (2’li pool) ifade etmektedir.

4.1.1.2. Sertifikali Referans Malzeme

Sertifikali referans malzeme olarak “AOCS 0407-A” misir unu, “AOCS 0906-A"
soya unu, “AOCS 0607-A2” %100 MIR604 cesidi ve “AOCS 0809-A” %100
MONB87701 cesitlerinden DNA ekstraksiyonu ve tekrarlanabilirlik sonugclar
Tablo 4.5 ve 4.6’da verilmisgtir.
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Tablo 4.1.

Yeterlilik test kiti matrislerinin DNA ekstraksiyon sonuglari

Ornek Nukleik Asit(ng/puL) | A260 (Abs) | A280 (Abs) 260/280 260/230
546,90 10,937 5,447 2,01 2,08
548,60 10,972 5,419 2,02 2,17
ND
1 ND
HU-1A 391,40 7,827 4,037 1,94 1,94
423,40 8,468 4,267 1,98 2,12
492,80 9,857 4,958 1,99 2,10
441,90 8,838 4,438 1,99 2,05
1490,00 29,799 14,885 2,00 2,19
1049,00 20,98 10,448 2,01 2,32
885,80 17,716 9,141 1,94 2,16
HU 1A2 894,90 17,897 9,180 1,95 2,14
B 1290,00 25,800 12,635 2,04 2,29
1327,10 26,541 12,974 2,05 2,30
1694,90 33,899 16,407 2,07 2,30
1271,60 25,432 12,356 2,06 2,15
807,60 16,151 8,581 1,88 1,37
1197,40 23,948 12,602 1,90 1,59
464,40 9,289 4,953 1,88 1,16
510,00 10,200 5,475 1,86 1,10
960,70 19,215 9,654 1,99 1,72
751,20 15,025 8,208 1,83 1,11
606,00 12,120 6,267 1,93 1,39
766,50 15,330 8,005 1,92 1,49
HU-2A 1586,50 31,730 15,716 2,02 1,73
1180,80 23,617 11,845 1,99 1,65
1145,60 22,911 11,946 1,92 1,28
1087,80 21,756 11,309 1,92 1,40
881,50 17,629 8,871 1,99 1,77
644,40 12,888 6,440 2,00 1,77
1238,60 24,771 12,880 1,92 1,27
1169,90 23,397 11,849 1,97 1,51
975,30 19,506 10,041 1,94 1,60
1046,00 20,920 10,005 2,09 1,91
HU-3A1 908,90 18,178 9,049 2,01 1,89
1544,00 30,880 14,94 2,07 2,06
2120,90 42,419 20,429 2,08 2,08
2042,20 40,844 19,618 2,08 2,01
735,30 14,706 7,222 2,04 1,77
963,20 19,264 9,73 1,98 1,68
HU—3A2 1160,00 23,199 11,352 2,04 1,87
1522,80 30,456 14,756 2,06 2,01
1250,10 25,002 12,528 2,00 1,61
1538,30 30,767 15,059 2,04 1,86
1232,90 24,658 12,721 1,94 1,54
HU—3A3 876,30 17,526 8,866 1,98 1,65
846,90 16,937 8,563 1,98 1,67
1340,80 26,816 13,721 1,95 1,41
1260,70 25,214 12,701 1,99 1,69
HU—3A4 1303,40 26,068 12,95 2,01 1,78
1668,10 33,362 16,493 2,02 1,61
1648,20 32,964 15,802 2,09 1,94
1 169,90 3,397 1,695 2,00 1,79
HU-4A 263,60 5,272 2,597 2,03 1,76
20,00 0,399 0,229 1,75 0,51
165,10 3,302 1,626 2,03 1,49
167,30 3,346 1,658 2,02 1,40
228,60 4,572 2,198 2,08 1,71
2 173,20 3,463 1,719 2,02 1,45
HU-4A 118,70 2,374 1,207 1,97 1,26
69,00 1,380 0,976 1,41 0,60
100,80 2,017 0,994 2,03 1,20
124,50 2,490 1,295 1,92 1,20
213,40 4,268 2,104 2,03 1,57
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Tablo 4.2.

Yeterlilik test kiti

matrislerinin varyasyon katsayisi sonuglari

ORNEK

KONSANTRASYON
(ng/pL)

ORTALAMA

KONSANTRASYON

STANDART
SAPMA

VARYASYON KATSAYISI

HU-1A"

546,90

548,60

391,40

423,40

492,80

441,90

474,166

65,797

13,876

HU-1A2

1490,00

1049,00

885,80

894,90

1290,00

1327,10

1694,90

1271,60

1237,913

283,225

22,879

HU-2A

807,60

1197,40

464,40

510,00

960,70

751,20

606,00

766,50

1586,50

1180,80

1145,60

1087,80

881,50

644,40

1238,60

1169,90

937,431

310,418

33,114

HU-3A'

975,30

1046,00

908,90

1544,00

2120,90

HU-3A?

2042,20

735,30

963,20

1160,00

1522,80

1250,10

1538,30

HU-3A3

1232,90

876,30

846,90

HU-3A*

1340,80

1260,70

1303,40

1668,10

1648,20

1299,215

385,069

29,639

HU-4A"

169,90

263,60

216,75

66,255

30,567

HU-4A2

165,10

167,30

228,60

173,20

118,70

100,80

124,50

213,40

161,45

45,142

27,96
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Tablo 4.3.  Yeterlilik test kiti matrislerinin kontrol grubu DNA ekstraksiyon
sonuglari
Ornek N”(';'g;ﬁgs't A260 (Abs) | A280 (Abs) | 260/280 260/230
412,30 8,246 4,214 1,96 1,98
HU-1B 474,60 9,492 4,818 1,97 2,03
402,40 8,049 4,138 1,95 1,95
403,10 8,061 4,107 1,96 2,02
1261,40 25,228 12,589 2,00 1,81
HU-2B 1240,60 24,812 12,791 1,94 1,66
992,80 19,855 9,923 2,00 1,95
1049,20 20,983 10,629 1,97 1,89
1378,90 27,579 13,41 2,06 2,16
HU-3B 1318,40 26,367 12,868 2,05 2,08
1795,30 35,906 17,359 2,07 2,15
1440,00 28,801 13,904 2,07 2,09
210,30 4,268 2,104 2,03 1,57
127,00 1,141 0,573 1,99 0,95
HU-4B’ 67,00 1,339 0,673 1,99 1,01
97,00 1,141 0,573 1,99 1,95
173,20 3,463 1,719 2,02 1,45
Tablo 4.4.  Yeterlilik test kiti matrislerinin kontrol grubu varyasyon katsayisi
sonuglari
SRNEK KONSANTRASYON ORTALAMA STANDART | VARYASYON
(ng/pL) KONSANTRASYON SAPMA KATSAYISI
412,30
474,60
HU-1B 202.40 423,10 34,628 8,184
403,10
1261,40
1240,60
HU-2B 992.80 1136,00 135,039 11,887
1049,20
1378,90
1318,40
HU-3B 1795.30 1483,15 213,939 14,424
1440,00
210,30
127,00
HU-4B' 67,00 134,90 57,578 42,680
97,00
173,20
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Tablo 4.1 ve Tablo 4.3° de DNA'nin Kkalitesinin bir gostergesi olan
spektrofotometrik okuma ile konsantrasyonlari Olgulmustir. Kaliteli DNA'nin
260/280 nm’de absorbansinin 1.8-2 arasinda olmasi Onerilir. DNA’nin
absorbans degerlerinin  dusuklugu, ortamda protein, fenol gibi diger
kontaminantlarin varligina isaret edebilmektedir. Bu maddeler 280 nm’ de
maksimum absorbans gostermelerinin bir sonucu olarak 260/280 nm’deki
degerleri dusurebilmektedirler. Saf RNA 260/280 nm’ de absorbansi yaklasik 2
olmalidir. Kullandigimiz DNA ekstraksiyon test kitinde RNaz olmadig! igin
260/280 nm’deki absorbans degerleri 1,8’e yakin olmak ile birlikte bu degerin
ustinde gozlenmistir. Nukleik asitlerin safliginin diger bir énemli olgutu ise
260/230 nm’de absorbanslarinin dlgulmesidir. 260/230 nm’de beklenen
absorbans degeri DNA kalitesi bakimindan 2 ile 2.2 arasinda olmasi Onerilir.
Absorbans degeri beklenen bu degerden dusuk ise 230 nm’de absorbansi olan
kontaminantlarin varhgindan suphe edilmektedir[98].

DNA konsantrasyonlari ENGL'nin raporlari ile karsilastirildiginda kullandigimiz
kit bazinda sonuglarin karsilastirilabilir nitelikte oldugu go6zlenmistir[99,100].
Yontemimizde uL bagina 50 ng DNA ekstrakte edilmesi zorunludur.

Tablo 4.2 ve Tablo 4.4'te verilmis olan varyasyon katsayilari sonuglarinda,
ekstrakte edilen misir ve ilgili ¢cesidinin DNA varyasyon katsayisi ENGL’nin
“‘Report on the validation of a DNA Extraction Method from Maize Seeds[99]”
raporu ile karsilastinldiginda tum DNA ekstraksiyonlarinda yontemimizin
istikrarli ve karsilastirilabilir sonuglar verdigi gdzlenmigtir. Ekstrakte edilen soya
ve ilgili ¢esidindeki varyasyon katsayisi “Report on the Validatiton of a DNA
Extraction Method for Soybean Seeds[100]” ile karsilastirildiginda sonuglarin

oldukca benzer oldugu gozlenmistir.
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Tablo 4.5.  Sertifikali referans malzeme DNA ekstraksiyon sonuglari

Ornek N“(':;;:jss't A260 (Abs) | A280 (Abs) | 260/280 260/230
983,50 19,669 9,507 207 224
135130 27.026 12.829 211 223
1089,60 21,792 10,762 2.02 2.26
0407-A 137190 27,437 13,424 204 2.23
(Misir Unu) 691,60 13,832 6,961 1,09 213
959,50 19,189 9,898 1,94 2,09
145820 29,164 12.186 2.06 227
120760 24,152 11,902 203 229
722.20 15.443 7 547 2.05 1,97
1399.80 27,097 13,595 2,06 1,88
AOCS 0906-A | 495,30 9,906 4,814 2.06 171
(Soya Unu) 2016.20 40,324 19.175 2.10 212
1521.20 30423 12,398 211 2.10
1796,90 35,939 16,909 213 216
737.10 14,741 7595 1,94 2.21
724.80 12,496 7 402 1,96 2.25
1004,70 20,094 9.782 2.05 224
AOCiZOGW‘ 1073,60 21,472 10,587 2.03 2,05
(%100 1490,00 29,799 14,885 2,00 2.19
MIR604) 1049,00 20,980 10,448 201 232
885,80 17,716 9.141 1.94 2.16
894,90 17,897 9,180 1.95 214
1119.40 22,389 11.061 2,02 2.30
1000,40 20,007 9.757 2,05 1,88
1492,80 29,856 14,555 2,05 1,78
582,80 11,655 5656 2.06 172
AOCi20809- 1629,80 32,597 15.618 2.09 212
(%100 1586,50 31,730 15,716 2.02 1.73
MONS7701) 1180,80 23,617 11,845 1,09 1,65
1145 60 22,911 11,946 1.02 1.28
1087,80 21,756 11,309 1.92 1,40
958,70 19,174 9.310 2,06 2,05

Tablo 4.5'deki veriler ekstrakte edilen DNA’nin safligi ve miktari hakkinda
yorum yapmamiza olanak vermektedir. Tablo 4.3° deki Turkiye igerisinden
saglanan ve GD icermedigi bilinen soya ve misir unlari ile karsilastirildiginda
AOCS’ den saglanan GD igeren ve GD igermeyen unlardan ekstrakte edilen
DNA'larin miktar ve kalite agisindan veriminin daha yuksek oldugu gozlenmigtir.
Bu duruma DNA ekstraksiyonuna etki eden partikil ¢api ve tanelerin 6gutilme
asamasindaki parametrelerin etkili oldugu bilinmektedir. Varyasyon katsayilari

literattr[99,100] ile karsilastirildiginda istikrarli sonuglar alindigi gézlenmigtir.
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Tablo 4.6.

Sertifikali referans malzeme varyasyon katsayisi sonuglari

ORNEK

KONSANTRASYON
(ng/pL)

ORTALAMA
KONSANTRASYON

STANDART
SAPMA

VARYASYON
KATSAYISI

0407-A
(Misir Unu)

983,50

1351,30

1089,60

1371,90

691,60

959,50

1458,20

1207,60

1139,150

257,714

22,623

AOCS 0906-
A
(Soya Unu)

722,20

1399,80

495,30

2016,20

1521,20

1796,90

1325,267

599,384

45,227

AOCS 0607-
A2
(%100
MIR604)

737,10

724,80

1004,70

1073,60

1490,00

1049,00

885,80

894,90

1119,40

997,700

232,134

23,267

AOCS 0809-
A2

(%100
MON87701)

1000,40

1492,80

582,80

1629,80

1586,50

1180,80

1145,60

1087,80

958,70

1185,022

337,776

28,504
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4.1.2. Safsizlik / PCR inhibisyon Kontrolii

inhibisyonu 6lgmek igin, doért adet 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:264 oranlarinda
seyreltiimis numune, Ct degerleri ile seyreltmenin logaritmasina kargi gizilmigtir
ve "seyreltiimemis" numune icin Ct degeridogrusal regresyon ile hesaplanan
denklemden tahmin edilmistir. Daha sonra, "seyreltimemis" numune igin tahmin
edilen Ct, Olgllen Ct ile karsilagtinimigtir. Degerlendirme, "seyreltimemis"
numune igin Olgulen Ct degeri, hesaplanan Ct degerinden 0.5 donguden fazla
ise PCR inhibitorlerinin mevcut oldugu dikkate alinarak gercgeklestirilir. Adh1 ve
lec genlerine bakilarak PCR inhibisyon kontrolu igin yapilan deneyin PCR
sonuglarl asagida gosterilmigtir (Sekil 4.1 - 4.4). Seyreltimemis ve seyreltiimig
ornekler igin elde edilen Ct degerleri asagida rapor edilmistir (Tablo 4.7-Tablo
4.10).

2.200

2.000
¢
1.800 ’/
#
1.600
1.400
1.200

1.000

Fluorescence

0.800

0.600

0.400

0.200

’ ’
o’ "
0.000 - a0 -

3.00 6.00 .00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00
Cycle

Sekil 4.1. %1 MIR604 ve %0,5 MIR604 misir DNA’si kullanilarak
gerceklestirilen inhibisyon testi FAM ve Yellow 555 kanallarindaki amplifikasyon
egrisi
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Sekil 4.2. %1 MIR604 ve %0,5 MIR604 misir DNA’si kullanilarak
gerceklestirilen inhibisyon testi standart egri goruntusu

%1 MIR604 ve %0,5 MIR604 DNA’sI 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:264 olacak sekilde
seri dilusyonlari hazirlandiktan sonra RT-PCR’da okutulmustur. %1 MIR604 icin
olusturulan kalibrasyon edgrisinin R? degeri 0,9961 ve egimi -3,2887 olarak
bulunmustur ve bu deger -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu igin guven araligi
icerisindedir. %0,5 MIR604 icin ise R? degeri 0,9937 olarak ve egimi -3,1716
olarak bulunmug olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu igin guven araligi
icerisindedir.

Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’ deki verilerde ortalama ACq degeri 4 noktada da
beklenen ACq degerinden kuguk olmasi (1,5-2,5 arasinda) nedeni ile

sonuglarda inhibisyon gozlenmemisgtir.
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Tablo 4.7. Misir alkol dehidrogenaz geninin (Adh1) amplifikasyonu sonrasi
%1 MIR604 6rneginin seyreltiimemis ve dort kat seri olarak seyreltiimis DNA
ekstraktlarinin Cq degerleri ve standart egri

Ornek Ad:: %1 MIR604
Diliisyon Olgiilen Cq Beklenen Cq
Faktorii Cq Ortalama ACq Degeri Logaritma
) 26,24
1 : 4 26.23 26,24 1,99 2 -0,6021
. 28,12
1 : 16 28.19 28,16 1,92 2 -1,2041
. 30,51
1 : 64 30.36 30,44 2,28 2 -1,8062
. 32,09
1 : 256 32.06 32,08 1,64 2 -2,4082
Olgiilen Cq Tahmin
Cq Ortalama Edilen Cq Tahmin Edilen - Ortalama Cq
Calisma 24,20
Diliisyonu 24,29 24,25 24,28 0,03

Tablo 4.8. Misir alkol dehidrogenaz geninin (Adh1) amplifikasyonu sonrasi
%0,5 MIR604 6rneginin seyreltimemis ve dort kat seri olarak seyreltiimis DNA
ekstraktlarinin Cq degerleri ve standart egri

Ornek Ad:: %0,1 MIR604
Diliisyon Olgiilen Cq Beklenen Cq
Faktorii Cq Ortalama ACq Degeri Logaritma
) 26,28
1 : 4 26.12 26,20 1,96 2,00 -0,6021
. 28,23
1 : 16 28.35 28,29 2,09 2,00 -1,2041
. 30,31
1 : 64 30.41 30,36 2,07 2,00 -1,8062
31,95
1 : 256 31,88 1,52 2,00 -2,4082
31,80
Olgiilen Cq Tahmin
Cq Ortalama Edilen Cq Tahmin Edilen - Ortalama Cq
Calisma 24,22
Diliisyonu 24,27 24,25 24,41 0,16
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Cycle

Sekil 4.3. %1 MON87701 ve %0,1 MON87701 soya DNA’si kullanilarak
gerceklestirilen inhibisyon testi FAM kanalindaki amplifikasyon egrisi

%1 MON87701 ve %0,1 MON87701 DNA’sI 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:264 olacak
sekilde seri dilisyonlari hazirlandiktan sonra analize alinmistir. %1 MON87701
icin olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri 0,9950 ve egimi -3,5827 olarak
bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu i¢in guven araligi icerisindedir.
%0,1 MON87701 icin ise R? degeri 0,9923 olarak ve edimi -3,4980 olarak
bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu igin guven aralidi igerisindedir.

Tablo 4.9 ve Tablo 4.10’ daki verilerde ortalama ACq degeri 4 noktada da
beklenen ACq degerinden kuguk olmasi(1,5-2,5 arasinda) nedeni ile sonuglarda

inhibisyon gozlenmemigtir.
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Sekil 4.4. %1 MON87701 ve %0,1 MON87701 soya DNA’siI kullanilarak
gergeklestirilen inhibisyon testi standart egrileri
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Tablo 4.9.

Soya lektin geninin (lec) amplifikasyonu sonrasi %1 MON87701

ornegdinin seyreltimemis ve dort kat seri olarak seyreltiimis DNA ekstraktlarinin
Cq degerleri ve standart egri

Ornek Ad: %1 MON87701
Diliisyon Olgiilen Cq Beklenen Cq
Faktori Cq Ortalama ACq Degeri Logaritma
i 27,96
1 : 4 27.87 27,92 1,98 2,00 -0,6021
. 29,91
1 : 16 30.08 30,00 2,08 2,00 -1,2041
. 31,91
1 . 64 32.16 32,04 2,04 2,00 -1,8062
. 34,18
1 : 256 34.67 34,43 2,39 2,00 -2,4082
Olgiilen Cq Tahmin
Cq Ortalama Edilen Cq Tahmin Edilen - Ortalama Cq
Calisma 25,91
Diliisyonu 25,96 25,94 25,7 0,23

Tablo 4.10. Soya lektin geninin (lec) amplifikasyonu sonrasi %0,1 MON87701
ornegdinin seyreltimemis ve dort kat seri olarak seyreltiimis DNA ekstraktlarinin
Cq degerleri ve standart egri

Ornek Adi: %0,1 MON87701
Diliisyon Olgiilen Cq Beklenen Cq
Faktorii Cq Ortalama ACq Degeri Logaritma
) 28,04
1 : 4 28.00 28,02 1,74 2,00 -0,6021
. 30,01
1 : 16 29.97 29,99 1,97 2,00 -1,2041
. 32,05
1 : 64 32.28 32,17 2,18 2,00 -1,8062
. 33,93
1 : 256 34.70 34,32 2,15 2,00 -2,4082
Olgiilen Cq Tahmin
Cq Ortalama Edilen Cq Tahmin Edilen - Ortalama Cq
Calisma 26,29
Diliisyonu 26,28 26,29 25,86 0,43

4.2. Tek Laboratuvar GDO Analizi

4.2.1. Validasyon Sonuglarinin Ozeti

4.2.1.1. Referans Materyal
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4.2.1.1.1. Yanhs Pozitif Orani

Sonuglar tablolar esliginde verilmistir (Tablo 4.11 - Tablo 4.14).

Tablo 4.11. Misir kontrol grubunda yanhg pozitif orani (Soya aranmasi)

sonuglari
SOYA ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITIF ORANI % 0

Tablo 4.11°de misir iceren Orneklerde soya aranmistir ve 8 farkh oOrnek 2

paralel ¢calisiimistir. Calisilan hig bir 6rnekte soya saptanmamigtir.

Tablo 4.12. Misir kontrol grubunda yanlis pozitif orani (MIR604 aranmasi)

sonuglari
MIR604 ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITIF ORANI % 0

Tablo 4.12°7de GD igermeyen misir matrisi kontrol grubunda yanlis pozitiflik
olarak MIR604 aranmistir. 8 farkh ornek 2 paralel galisiimis olup orneklerde
MIR604 cesidi saptanmamistir. Yanlhs pozitif orani %0’dir.

Tablo 4.13. Soya kontrol grubunda yanlis pozitif orani (Misir aranmasi)

sonuglari

SOYA ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITiF ORANI % 0

Tablo 4.13'de soya igceren orneklerde misir aranmigtir ve 8 farkh 6rnek 2 paralel

cahsilmigtir. Caligilan hi¢ bir 6rnekte soya saptanmamigtir. Yanlis pozitif orani

%0’dir.

Tablo 4.14. Soya kontrol grubunda yanhs pozitif orani (MON87701 aranmasi)

sonuglari
MON87701 ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITIF ORANI % 0
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Tablo 4.14'de GD igcermeyen soya matrisi kontrol grubunda yanlis pozitiflik
olarak MON87701 aranmistir. 8 farkli 6rnek 2 paralel ¢alisiimis olup érneklerde
MONB87701 ¢esidi saptanmamistir. Yanlis pozitif orani %0’dir.

4.2.1.1.2. Yanhs Negatif Orani
Sonuglar Tablo 4.15 ve Tablo 4.16’da verilmigtir.

Tablo 4.15. Misir ve ilgili gesidini iceren matrislerde yanlis negatif orani (misir
aranmasi ve MIR604 aranmasi) sonuglari

MISIR ve MIR604 ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 0
POZITIF 16
YANLIS NEGATIF ORANI % 0

Tablo 4.15'de misir ile ilgili cesidini iceren 8 farkli 6rnek 2 paralel ¢alisiimis olup
orneklerde misir ve MIR604 gesidi aranmistir. Sonuglar hepsinde pozitif oldugu
icin yanlis negatif orani %0’dir.

Tablo 4.16. Soya ve ilgili gesidini iceren matrislerde yanlis negatif orani (soya
aranmasi ve MON87701 aranmasi) sonuglari

SOYA ve MON87701 ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 0
POZITIF 16
YANLIS NEGATIF ORANI % 0

Tablo 4.16'da soya ile ilgili gesidini igeren 8 farkli 6rnek 2 paralel galisiimis olup
orneklerde soya ve MON87701 gesidi aranmigtir. Sonuglar hepsinde pozitif
oldugu igin yanlis negatif orani %0’dir.

4.2.1.1.3. inhibisyon Testi

4.1.2 Safsizlik/inhibisyon kontroli kisminda verildigi gibi hi¢ bir sonugta
inhibisyon gézlenmemisgtir.

4.2.1.1.4. Minimum Tespit Sinin (LOD)

MIR604 cesidi icin 20, 10, 8, 5 ve 1 kopya iceren karigimlar verilmigtir. 20,

10 ve 8 kopyanin tamami pozitif sonug verirken 5 ve 1 kopyalarin tamami
pozitif sonu¢ vermemistir. Bu durumda tum tekrarlarin pozitif oldugu en
dusuk seviye (Practical LOD) 8 kopya olarak verilmektedir.

MON87701 gesidi i¢in 20, 10, 8, 5 ve 1 kopya igeren karigimlar verilmigtir.

20, 10 ve 8 kopyanin tamami pozitif sonu¢ verirken 5 ve 1 kopyalarin
tamami pozitif sonug vermemistir. Bu durumda tum tekrarlarin pozitif oldugu

en dusuk seviye (Practical LOD) 8 kopya olarak verilmektedir.
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4.2.1.1.5. Dogruluk

Dogruluk testi icin yapilan PCR goruntuleri agagida sekiller esliginde verilmigtir(.
Sekil 4.5 — Sekil 4.8). Goruntuler sonucundaki hesaplamalar tablolar ile
verilmigtir Tablo 4.17 ve Tablo 4.18’ de verilmigtir.
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Cycle

Sekil 4.5. %1 ve %0,5 MIR604 misir DNA'sI kullanilarak gergeklestirilen
dogruluk testi icin PCR’dan alinan amplifikasyon egrisi goruntusu

Egim: -3,2626
RZ=0,99

Sekil 4.6. %1 ve %0,5 MIR604 misir DNA’s1 kullanilarak gergeklestirilen
dogruluk testinin PCR’dan alinan standart egri goruntusu

Toplamda 5 noktadan 3 paralel calisilarak standart egri hazirlanmistir.
Olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri 0,99 ve egimi -3,2626 olarak

bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu igin guven aralidi igerisindedir.
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Sekil 4.7. %1 ve %0,1 MON87701 soya DNA’sI kullanilarak gerceklestirilen
dogruluk testi icin PCR’dan alinan amplifikasyon egrisi goruntusu

Egim: -3,2137
RZ=1,00

Sekil 4.8. %1 ve %0,1 MON87701 soya DNA’sI kullanilarak gerceklestirilen
dogruluk testinin PCR’dan alinan standart egri goruntusu

Toplamda 5 noktadan 3 paralel calisilarak standart egri hazirlanmistir.
Olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri 1,00 ve edimi -3,2137 olarak

bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu igin guven aralidi igerisindedir.
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Tablo 4.17. Sertifikali referans materyallerin dogruluk sonuglari

DUZEY | REPLIKELER | ORTALAMA DOG';,U"UK DUZEY | REPLIKELER | ORTALAMA DOG';,U"UK
1,050 0.84
1180 0.76
1% 1180 1,09 10925 | 1% o 0,960 96,00
1100 12
0,900 0.9
0,750 0.9
< 1% 0750 0,83 83,00 1% o 0,940 94,00
e 0,920 116
ﬂé 0,560 0,43
0,600 0,44
0,50% — 00 0,52 104,00 | 0,50% —324 0,440 89,00
0,440 0.44
0,480 0,52
0,470 0,48
0,50% 3478 0,47 93,50 | 0,50% [—o2t 0510 | 101,00
0,450 0.48
0,960 0.95
0,860 0,93
1% 0.890 0,88 88,25 1% 0.85 0,890 89,25
0,970 0,84
0.820 0,92
- 1,140 0.83
S 1% 0.980 0,98 98,00 1% 0.91 0,900 90,75
N 0,980 0.97
z 0,072 0,084
0.108 0,093
=| 0.10% —21% 0,083 83,25 | 0,10% —o3% 0,083 83,75
0,079 0,082
0,072 0,084
0,090 0,082
0,10% 0.110 0,091 91,00 0,10% 0.085 0,082 82,75
0,092 0.08

Tablo 4.17'de verilen sertifikall referans materyallerden hazirlanan %1 ve %0,5
duzeyindeki MIR604 ile %1 ve %0,1 duzeyindeki MON87701 c¢esitleri igin
dogruluk degerleri %75 ve %125 arasinda oldugu igin kabul edilebilir dogruluk

deger araliginda bulunmustur.

4.2.1.1.6. Tekrarlanabilirlik

MIR604 ve MON87701 gesidi i¢in; %1 ve %0,5 iceren diuzeylerin her biri

igin ayri ayri hesaplanmigtir.

Yapilan analizler sonucu %RSD, degeri kabul kriteri olan %25'den kuguk

oldug@ui igin tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir(Tablo 4.18).
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Tablo 4.18. Sertifikali referans materyallerin tekrarlanabilirlik sonuglari

ORNEK ADI:

OLGULEN
GD ORANI

Orneklerin
ortalamasi

Atanmis
Deger

Standart
Sapma

%RSDr

MIR604

1,05

1,18

1,04

1,10

1,093

0,90

0,75

0,75

0,92

0,830

0,84

0,76

1,00

1,20

0,960

0,90

0,90

0,80

1,16

0,940

1,00

0,063

0,092

0,198

0,154

14,41%

0,56

0,60

0,48

0,44

0,520

0,48

0,47

0,47

0,45

0,468

0,43

0,44

0,47

0,44

0,445

0,52

0,48

0,54

0,48

0,505

0,50

0,073

0,012

0,017

0,030

8,44%

MON87701

0,96

0,86

0,89

0,97

0,880

0,82

1,14

0,98

0,81

0,980

0,95

0,93

0,85

0,84

0,890

0,92

0,83

0,91

0,97

0,900

1,00

0,053

0,155

0,055

0,057

10,02%

0,07

0,11

0,07

0,08

0,083

0,07

0,09

0,11

0,09

0,091

0,08

0,09

0,08

0,08

0,083

0,08

0,08

0,09

0,08

0,082

0,10

0,016

0,015

0,007

0,002

14,10%
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4.2.1.1.7. Minimum Olgiim Sinirn (LOQ)

MIR604 ve MON87701 cesitleri icin absolut LOQ (LOQabs): 8 kopya
bulunmustur. Iigili GD cesitleri igcin PCR gérintiileri asagida sekiller esliginde
verilmigtir (Sekil 4.9. — Sekil 4.12).

1.300
1.200
1.100
1.000
0.500
0.800
0.700

0.600

Fluorescence

0.500
0.400
0.300
0.200
0.100

0.000 o202 ’ S ssssssaiii

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 1200 1400 1600 18.00 20.00 22,00 2400 26.00 28.00 30.00 3200 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00
e

Sekil 4.9. MIR604 LOQ testinin PCR’dan alinmig amplifikasyon egrisi
goruntusu

Egim: -3,4746
R2=0,99

Sekil 4.10.  MIR604 GD gesidi icin LOQ testinin standart egri goruntusu

Sekil 4.10da MIR604 GD g¢esidi igin LOQ testinde standart egrinin
olusturulmasinda 5 farkl nokta 3 paralel olarak kullanilmis olup bu egrinin R?
degeri 0,99 ve egim degeri -3,4746 olarak bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda

oldugu igin guven araligi igerisindedir.
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1.100

1.000
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2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00
Cycle

Sekil 4.11.  MON87701 LOQ testinin PCR’dan alinmis amplifikasyon egrisi
goruntusu

Egim: -3,3524
R2=0,99

Sekil 4.12. MON87701 GD ¢esidi i¢cin LOQ testinin standart egri goruntusu

Sekil 4.1227de MON87701 GD cesidi icin LOQ testinde standart egrinin
olusturulmasinda 5 farkl nokta 3 paralel olarak kullanilmis olup bu egrinin R?
degeri 0,99 ve egim degeri -3,3524 olarak bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda
oldugu icin glven araligi icerisindedir.
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4.2.1.1.8. Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar uretilebilirlik, test sonuglarinin, ayni metot uygulanarak, benzer test
numuneleri ile farkh laboratuvarlarda, farkh kisi ve cihazlar ile elde edildigi
kosullardir [77]. Calismamiz da tek analist, tek cihaz olup; master miks, DNA
ekstraksiyon test kiti, referans materyalin kisitli olmasindan dolayi bu tanim
ileriki 6lgum belirsizligi hesaplamak icin modifiye edilmigtir. Dogruluk ve RSD;
hesabinda kullanilan veriler kullanilarak hesaplanmis ve ayni érneklerin ikinci
Olcumleri farkli cihaz ve analist olmak Uzere ikinci kez analiz edilmemigtir.
MIR604 misir c¢esidi ve MON87701 soya cesidi tekrar Uretilebilirlik
hesaplanmasi igin tekrarlanabilirlikteki Olgcim sonuglari kullaniimig ve
hesaplama sonuglari Tablo 4.19° da gosterilmistir. Modifiye edilen istatistiki
verilerce RSDr degerleri %25’ den kuguk bulundugu igin tekrar dretilebilir sonug

alindigi yonunde degerlendirilmigtir.

4.2.1.1.9. Laboratuvar Sapma (bias) Kontrolu

Laboratuvar sapmasi, ¢ok miktarda 6lgum sonucundan elde edilen ortalama
olglilen deger ve kabul edilen deger arasindaki farktir [77]. Olglimler farkli
analist ve cihazda 2 kez tekrarlanmamig olup MIR604 misir ¢esidi ve
MONB87701 soya ¢esidi tekrar Uretilebilirlik hesaplanmasi icin
tekrarlanabilirlikteki 6lcim sonugclari kullaniimistir. Hesaplama sonuglari Tablo
4.20'de gosterildigi gibidir. Modifiye edilen istatistiki verilerce Am<UA oldugu

igin laboratuvar sapma sonucu gozlenmemistir(Tablo 4.20).
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Tablo 4.19. Sertifikali referans materyaller igin tekrar Uretilebilirlik hesaplamasi

Ornek i iy Ortalama d; (mutlak rad; (nisbi
numarasi ' fark) fark)
1 1,05 0,84 0,945 0,21 22,222
2 1,18 0,76 0,970 0,42 43,299
3 1,04 1,04 1,040 0,00 0,000
4 1,10 1,20 1,150 0,10 8,696
5 0,90 0,90 0,900 0,00 0,000
6 0,75 0,90 0,825 0,15 18,182
7 0,75 0,80 0,775 0,05 6,452
8 0,92 1,16 1,040 0,24 23,077
9 0,56 0,43 0,495 0,13 26,263
10 0,60 0,44 0,520 0,16 30,769
11 0,48 0,47 0,475 0,01 2,105
12 0,44 0,44 0,440 0,00 0,000
13 0,48 0,52 0,500 0,04 8,000
14 0,47 0,48 0,475 0,01 2,105
15 0,47 0,54 0,505 0,07 13,861
16 0,45 0,48 0,465 0,03 6,452
Cj 0,720
d; 0,101
rad; 13,218
Sg 0,090
RSDg 11,70%
MIR604 icin RSDr UYGUN
Ornek i iy Ortalama d; (mutlak rad; (nisbi
numarasi ' fark) fark)
1 0,960 0,950 0,955 0,010 1,047
2 0,860 0,930 0,895 0,070 7,821
3 0,890 0,850 0,870 0,040 4,598
4 0,970 0,840 0,905 0,130 14,365
5 0,820 0,920 0,870 0,100 11,494
6 1,140 0,830 0,985 0,310 31,472
7 0,980 0,910 0,945 0,070 7,407
— 8 0,980 0,970 0,975 0,010 1,026
E 9 0,072 0,084 0,078 0,012 15,385
% 10 0,108 0,093 0,101 0,015 14,925
@) 11 0,074 0,076 0,075 0,002 2,667
= 12 0,079 0,082 0,081 0,003 3,727
13 0,072 0,084 0,078 0,012 15,385
14 0,090 0,082 0,086 0,008 9,302
15 0,110 0,085 0,098 0,025 25,641
16 0,092 0,080 0,086 0,012 13,953
Ci 0,505
d; 0,052
rad; 11,263
Sr 0,046
RSDg 9,97%
] MONB87701 icin RSDgr UYGUN
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Tablo 4.20. Laboratuvar sapma kontroll sonuglari

%0,5 MIR604 %1 MIR604 %0,1 MON87701 %1 MON87701
Ornek CRM Ornek CRM Ornek CRM Ornek CRM
numarasi olgiim numarasi olgiim numarasi olgiim numarasi olgiim
1 0,56 1 1,05 1 0,072 1 0,96
2 0,60 2 1,18 2 0,108 2 0,86
3 0,48 3 1,04 3 0,074 3 0,89
4 0,44 4 1,10 4 0,079 4 0,97
5 0,48 5 0,90 5 0,072 5 0,82
6 0,47 6 0,75 6 0,09 6 1,14
7 0,47 7 0,75 7 0,110 7 0,98
8 0,45 8 0,92 8 0,092 8 0,98
9 0,43 9 0,84 9 0,084 9 0,95
10 0,44 10 0,76 10 0,093 10 0,93
11 0,47 11 1,04 11 0,076 11 0,85
12 0,44 12 1,20 12 0,082 12 0,84
13 0,52 13 0,90 13 0,084 13 0,92
14 0,48 14 0,90 14 0,082 14 0,83
15 0,54 15 0,80 15 0,085 15 0,91
16 0,48 16 1,16 16 0,08 16 0,97
ORTALAMA 0,484 ORTALAMA 0,955 ORTALAMA 0,085 ORTALAMA 0,925
S, 0,047 S, 0,156 S, 0,011 S, 0,080
Cm 0,484 Cm 0,955 Cm 0,085 Cm 0,925
CCRM 0,50 CCRM 1,00 CCRM 0,10 CCRM 1,00
A, 0,015 A, 0,044 A, 0,014 A, 0,075
Ucrm 0,062 Ucrm 0,125 Ucrm 0,012 UcrMm 0,125
Um 0,0119 Um 0,039 Um 0,002 Um 0,020
ua 0,063 ua 0,13 ua 0,012 up 0,126
Ua 0,127 Ua 0,261 Ua 0,025 Ua 0,253
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4.2.1.1.10. Olgiim Belirsizligi
Olglim belirsizligi, 6lgiim hatasinin ne kadar biiyiik olabilecegi hakkinda bilgi

verir ve bu nedenle raporlanan sonucun énemli bir parcasidir [77]. Calismada

farkl analist ve cihaz kullaniimamigtir. Tekrarlanabilirlik hesabinda kullanilan

Olcim sonugclarindan yararlanilarak hesaplanmistir.

MIR604 misir gesidi ve MON87701 soya ¢esidi icin dlgum belirsizligi hesabi
Tablo 4.21°de gosterildigi gibidir.

Tablo 4.21. Sertifikali referans materyaller kullanilarak o6lgum belirsizligi
hesabi
RSDgr 11,697 RSDgr 9,970
n 16 n 16
UCRM 0,125 UCRM 0,125
CCRM 1,00 pay CCRM 1,00
< o
= c 0,955 Ny c 0,925
x Ubias%o 12,830 < Ubias%o 12,746
= RSU% | 17,360 Q RSU% | 16,182
X u 0,165 % u 0,149
U 0,331 ° U 0,299

0,955 + 0,165 Olgum
belirsizligi

saptanmistir

0,925 + 0,149 Olcim
belirsizligi
saptanmistir

11,697 9,970
n 16 n 16
UCRM 0,062 UCRM 0,012
<« CCRM 0,50 S CCRM 0,10
2 c 0,484 o’% c 0,085
% Upias% 12,830 z Upias% 12,746
0 RSU% 17,360 = RSU% 16,182
3 u 0,084 S u 0,016
U 0,168 R U 0,032
0,484 + 0,084 dlglim 0,085 + 0,016 dlglim
belirsizligi belirsizligi

saptanmistir saptanmistir

%1 MIR604 ile yapilan hesaplamalar sonucu 0,955 £ 0,165, %0,5 MIR604 ile
yapilan hesaplamalar sonucu 0,484 + 0,084, %1 MON87701 ile yapilan
Olcimlerde 0,925 + 0,149, %0,1 MON87701 ile yapilan dlgimlerde ise 0,085 +
0,016 olgum belirsizligi hesaplanmistir(Tablo 4.21).
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4.2.1.2. Yeterlilik Test Kiti

4.2.1.2.1. Yanhs Pozitif Orani

Calismada elde edilen yanlis pozitif orani hesaplama sonuglari Tablo 4.22,
4.23, 4.24 ve 4.25'de verilmistir.

Tablo 4.22. HU-1A igin yanhs pozitif orani sonuglari

SOYA ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITIF ORANI % 0

Tablo 4.22°de misir iceren yeterlilik test kiti matrislerinde soya aranmistir ve 8
farkh ornek 2 paralel galisilmistir. Calisilan hi¢ bir ornekte soya saptanmamis
olup yanlis pozitif orani %0’dir.

Tablo 4.23. HU-1B igin yanlhs pozitif orani sonuglari

MIR604 ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITIF ORANI % 0

Tablo 4.23’de misir iceren yeterlilik test kiti kontrol grubu matrislerinde MIR604
aranmigtir ve 8 farkli drnek 2 paralel gahsilmigtir. Caligilan hi¢ bir ornekte

MIR604 cesidi saptanmamis olup yanhs pozitif orani %0’dir.

Tablo 4.24. HU-2A igin yanhs pozitif orani sonuglari

MISIR ARANMASI ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITIF ORANI % 0

Tablo 4.24’de soya igeren yeterlilik test kiti matrislerinde misir aranmistir ve 8
farkh ornek 2 paralel ¢aligiimigtir. Caligilan hi¢ bir drnekte misir saptanmamis

olup yanlis pozitif orani %0’dir.

Tablo 4.25. HU-2B igin yanlhs pozitif orani sonuglari

MON87701 ARANMASI 1.ANALIST
CALISMA SAYISI 16
NEGATIF 16
POZITIF 0
YANLIS POZITIF ORANI % 0
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Tablo 4.25'de soya iceren yeterlilik test kiti matrislerinde MON87701 aranmistir
ve 8 farkli 6rnek 2 paralel calisiimistir. Calisilan hi¢ bir ornekte MON87701
cesidine saptanmamis olup yanlis pozitif orani %0’dir.

4.2.1.2.2. Yanhs Negatif Orani

Calismada elde edilen yanhs negatif orani hesaplamalari Tablo 4.26 ve 4.27°de
verilmistir

Tablo 4.26. HU-1A, HU-3A ve HU-4A icin yanlis negatif orani sonugclari

MISIR ve MIR604 ARANMASI 1.ANALIST
CALISMA SAYISI 32

NEGATIF 0

POZITIF 32

YANLIS NEGATIF ORANI % 0

Tablo 4.26'da misir ile ilgili cesidini iceren 8 farkli 6rnek 4 paralel ¢alisiimis olup
orneklerde misir ve MIR604 gesidi aranmistir. Sonuglar hepsinde pozitif oldugu
icin yanlis negatif orani %0°dir.

Tablo 4.27. HU-2A, HU-3A ve HU-4A icin yanlis negatif orani sonugclari

SOYA ve MON87701 ARANMASI 1.ANALIST
CALISMA SAYISI 32

NEGATIF 0

POZITIF 32

YANLIS NEGATIF ORANI % 0

Tablo 4.27°de soya ile ilgili gesidini igeren 8 farkli 6rnek 4 paralel galisiimis olup
orneklerde soya ve MON87701 gesidi aranmistir. Sonuglar ¢alisma sayilarinin
tamaminda pozitif oldugu igin yanlis negatif orani %0’dir.

4.2.1.2.3. inhibisyon Testi

inhibisyon testinde beklenen 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 oranlarindaki
dilisyonlarin beklenen deger ve Olgllen deger arasindaki fark 1,5 ve 2,5
araliginda oldugu igin inhibisyon gézlenmemistir.

4.2.1.2.4. Minimum Tespit Sinin (LOD)

20, 10, 8, 5 ve 1 kopya igeren karisimlar hazirlanmigtir. HU-1A, HU-1B,
HU-2A, HU-2B, HU-3A, HU-3B icin 20 ve 10 ve 8 kopyanin tamami pozitif
sonu¢ verirken 5 ve 1 kopyalarin tamami pozitif sonug vermemistir. Bu
durumda tum tekrarlarin pozitif oldugu en diuguk seviye (uygulamal LOD) 8
kopya olarak veriimektedir. HU-4A ve HU-4B islenmis matrislerinde ise
LOD degeri 10 olarak bulunmustur.
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4.2.1.2.5. Homojenlik Testi

Dogruluk ve tekrarlanabilirlik olugturulan HU-1A, HU-2A, HU-3A matrisleri igin
Olculmustur. Verilen PCR amplifikasyon egrilerinde HU-1A ve HU-3A igin
MIR604 cesidi ¢alisildigindan ayni PCR amplifikasyon egrisi altinda verilmis ve
ayni sekilde HU-2A ve HU-3A igin MON87701 cesidi ¢alisildigi igin ayni PCR
amplifikasyon egrisi ile Sekil 4.13 — Sekil 4.16 arasinda verilmistir. HU-4A 1sil
islem goérdugunden dolayi yapilan deneyler sonucu istikrarli bir nicel sonug
alinamamasindan dolayi laboratuvarlararasi karsilastirma testi igin kalitatif
dizeyde MIR604 ve MONS87701 cgesitlerinin pozitif deger verip vermedigi
Olculmustur. HU-4A ile ilgili PCR amplifikasyon egrileri Sekil 4.17.- Sekil 4.20.

arasinda verilmigtir.
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Cycle

Sekil 4.13. HU-1A ve HU-3A MIR604 cesidi icin yapilan dogruluk
degerlendirmesinde olusan PCR amplifikasyon egrisi goruntisu
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Sekil4.14.  HU-1A ve HU-3A MIR604 g¢esidi igin yapilan dogruluk
degerlendirmesinde kullanilan standart egri

HU-1A ve HU-3A matrisleri icin olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri
0,99534 ve egimi -3,5582 olarak bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu

icin guven arahgi igerisindedir.
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Sekil 4.15.  HU-1A ve HU-3A MIR604 g¢esidi igin yapilan dogruluk
degerlendirmesinde olusan PCR amplifikasyon egrisi goruntisu

Egim: -3,2954
2900 R2=0,99
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Sekil 4.16. HU-2A ve HU-3A MON87701 c¢esidi igin yapilan dogruluk
degerlendirmesinde kullanilan standart egri

HU-2A ve HU-3A matrisleri MON87701 c¢esidi icin olusturulan kalibrasyon

egrisinin R? degeri 0,99 ve edimi -3,2954 olarak bulunmus olup -3,1 ile -3,6

arasinda oldugu icin guven araligi igerisindedir.
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Sekil 4.17. HU-4A MIR604 hedef dizisi homojenlik degerlendirmesinde olusan
PCR amplifikasyon egrisi gérintisu

&
¥=-3.2778x + 8.8189
R? = 0.99882

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
log(diizey)

Sekil 4.18. HU-4A MIR604 hedef dizisi homojenlik degerlendirmesinde
kullanilan standart egri
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HU-4A matrisinin MIR604 gesidi icin olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri
0,99882 ve egimi -3,2778 olarak bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu

icin guven arahgi igerisindedir.
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Sekil 4.19. HU-4A MON87701 hedef dizisi homojenlik degerlendirmesinde
olusan PCR amplifikasyon egrisi goruntusu

Egim: -3,4061
R? = 1,00 RN

Sekil 4.20. HU-4A MON87701 hedef dizisi homojenlik degerlendirmesinde
kullanilan standart egri

HU-4A matrisinin MON87701 cesidi igin olusturulan kalibrasyon egrisinin R?
degeri 1,00 ve edimi -3,4061 olarak bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu

icin guven arahgi igerisindedir.
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4.2.1.2.5.1. Dogruluk

HU-1A, HU-2A, HU-3A ve HU-4A matrisleri igin dogruluk sonuglari Tablo
4.28'de verilmigtir. Tablolarda gosterildigi Uzere HU-1A ve HU-2A matrisi ilgili
cesitleri igin %75-125 araliginda olup bundan sonraki analizler i¢in uygun
bulunmustur. HU-3A MON87701 c¢esidi igcin %75-125 araliginda olup sonraki
analizler i¢in uygundur. HU-3A MIR604 c¢esidi ve HU-4A matrislerinin ilgili
cesitleri %25’lik araligin disinda oldugu i¢in bundan sonraki stabilite analizi i¢in

nitel analiz Uzerinden degerlendirmeleri yapiimigtir.
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Tablo 4.28. Matrislerin dogruluk sonuglari

s 5| 3 82| 3
x m < = fl m < 5
N X - 4 S N X - 4 S
- | ': < © o) : < =)
= o - D = o - D
| x o | x o
4 (@) (] 4 (@) (]
1,56 0,98
2] X 1,20 . 0,85
2 1% 106 1,23 123,00 1% 154 1,15 115,25
<Et 1,10 1,24
1,46 0,98
< 3 3
< 0,96 1,25
o) L 0 )
2 1% 069 1,01 100,75 1% 152 1,19 119,75
0,92 1,04
2,02 2.15
[7] 0 1,97 o 2,15
2 2% 198 1,08 99,00 2% 230 2,15 107,50
§ 1,95 2,10
2,10 1,90
< 3 3
3 2% 2,19 2,16 108,00 2% 1,78 1,82 91,00
2 ° [T 219 ’ ’ ° 1,82 ’ ’
2,16 1,78
= 1,80 2,30
E 2% 1,82 1,91 95,50 2% 2,28 1,08 99,00
< 2 ? 2,03 ’ ' ° 1,66 ; ,
] cs) 1,99 1,68
2= 1,93 2,00
- "é, 2% 1,83 1,81 90,50 2% 1,94 2,01 102,75
= ? 1,75 ’ ’ ? 2,10 ’ ’
s 1,73 2,18
< 0,99 0,44
S . 2,07 . 0,67
3 2 2% 063 1,05 52,50 2% 075 0,67 33,88
° = 0,51 0,85
2n 1,08 1,47
I-—
4 0,62 0,78
> 9 ’ 0 ;
g 2% 112 0,83 41,88 2% 073 0,82 41,00
0,53 0,30
= 0,85 3,31
E 2% 0,58 0,67 33,88 2% 1,93 1,91 95,63
Z ° [ 032 ’ ’ ° [ 097 ’ ’
$o 0,94 1,42
22 147 0,07
"é, 2% 1,04 1,05 52,61 2% 1,31 1,18 59,06
'E ? 0,75 ’ ’ ? 1,57 ’ ’
= 0,93 0,86
0,75 0,93
I 0,93 0,97
g g 2% 0.71 0,84 42,00 2% 0.72 0,82 41,38
;.r_E, 0,97 0,69
[72]
T2 0,27 0,11
m 3 3
= 0,23 0,13
o) L 0 ]
<Ez 2% 0.18 0,20 10,13 2% 015 0,17 8,38
0,13 0,28
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4.2.1.2.5.2. Tekrarlanabilirlik
HU-1A, HU-2A, HU-3A ve HU-4A matrisleri igin tekrarlanabilirlik sonuclari
tablolarda verildigi gibidir(Tablo 4.29 — Tablo 4.30).

Tablo 4.29. HU-1A ve HU-2A matrisinin tekrarlanabilirlik sonuglari

ORNEK g:g,glen Orneklerin | Atanmig | Standart

ADI: Orami Ortalamasi Deger Sapma

%RSDr

1,56
1,20
1,06
1,10
1,46
0,96
0,69
0,92
0,98
0,85
1,54
1,24
0,98
1,25
1,52
1,04

1,23 0,227

1,00 0,324

1 24,28%

1,15 0,305

HU-1A MATRISI

1,20 0,244

2,02
1,97
1,98
1,95
2,10
2,19
2,19
2,16
2,15
2,15
2,20
2,10
1,90
1,78
1,82
1,78

1,98 0,036

2,16 0,051

2 2,73%

HU-2A MATRISI

2,15 0,050

1,82 0,051

Tablo 4.29°’da HU-1A ve HU-2A matrisinin tekrarlanabilirlik sonuglari verilmigtir.
Bu sonuglarda %RSD, degeri %25'den kuguk oldugu icin olusturulan matrislerin

sonuglari tekrarlanabilirdir.
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Tablo 4.30. HU-3A ve HU-4A matrisinin MON87701 ve MIR604 gesitlerinin

tekrarlanabilirlik sonuglari

ORNEK
ADI:

Olgiilen
GDO Orani

Orneklerin
Ortalamasi

Atanmis
Deger

Standart
Sapma

%RSDr

HU-3A MATRISI(MON87701)

1,80

1,82

2,03

1,99

1,91

1,93

1,83

1,75

1,73

1,81

2,30

2,28

1,66

1,68

1,98

2,00

1,94

2,10

2,18

2,05

2,00

0,116

0,090

0,358

0,106

10,36%

HU-3A MATRISI(MIR604)

0,44

0,53

0,45

0,67

0,52

1,08

1,12

1,15

1,6

1,23

0,78

0,75

0,99

0,85

0,84

0,63

0,51

0,62

0,73

0,62

2,00

0,106

0,243

0,106

0,089

18,60%

HU-4A MATRISI(MON87701)

0,58

0,32

0,85

0,75

0,63

0,86

0,97

0,93

0,97

1,04

0,94

1,31

1,42

1,57

1,93

1,47

2,20

1,79

2,00

0,231

0,051

0,224

0,335

20,71%

HU-4A MATRISi(MIR604)

0,75

0,93

0,71

0,97

0,84

0,27

0,23

0,18

0,13

0,20

0,93

0,97

0,72

0,69

0,83

0,11

0,13

0,15

0,28

0,17

2,00

0,129

0,060

0,143

0,077

21,20%
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Tablo 4.30°’da HU-3A ve HU-4A matrisinin tekrarlanabilirlik sonuglari verilmigtir.
Bu sonuglarda %RSD, degeri %25'den kuguk oldugu icin olusturulan matrislerin

sonuglari tekrarlanabilirdir.

4.2.1.2.7. Minimum Olgiim Siniri (LOQ)

HU-1A ve HU-1B matrisi i¢cin uygulamali degeri 8 kopya bulunmustur. HU-
2A ve HU-2B matrisi igin uygulamali LOQ degeri 8 kopya bulunmusgtur. HU-
3A ve HU-3B matrisi icin (MON87701 ve MIR604 cesidi dizisi) igin
uygulamali LOQ 8 kopya bulunmustur. HU-4A ve HU-4B matrisi icin
(MON87701 ve MIR604 cesidi dizisi) uygulamah LOQ 10 kopya
bulunmustur.

Sonuglarin PCR amplifikasyon egrisi goruntuleri Sekil 4.21. — Sekil 4.24.

arasinda verilmigtir.

1.400
1300 - >/_,-
1.200 -

1100

1.000 /

0.900 /

0.800

0.700

Fluorescence

0.600 /

0.500 // /
/)

0.400 /

0.300

0.200

0.100

0.000 - 020

3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00
Cycle

Sekil 4.21.  HU-1A ve HU-3A LOQ testinin PCR’dan alinmig amplifikasyon
egrisi goruntusu

Egim: -3,4433
R?=0,99

118



Sekil 4.22.  HU-1A ve HU-3A i¢in LOQ testinin standart egri goruntusu

HU-1A ve HU-3A matrisinin MIR604 ¢esidi i¢in olusturulan kalibrasyon egrisinin
R? degeri 0,99 ve edimi -3,4433 olarak bulunmus olup -3,1 ile -3,6 arasinda

oldugu igin guven araligi igerisindedir.

1.300
1.200
1.100
1.000
0.900
0.800
0.700

0.600

Fluorescence

0.500
0.400
0.300
0.200

0.100

0.000 - wall8u

-0.100
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 1200 1400 16.00 18.00 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00
Cycle

Sekil 4.23. HU-2A, HU-3A ve HU-4A LOQ testinin PCR’dan alinmig
amplifikasyon egrisi goruntusu

Egim: -3,1736
R?2=0,99 TS

Sekil 4.24.  HU-2A, HU-3A ve HU-4A icin LOQ testinin standart egri goruntusu
HU-2A, HU-3A ve HU-4A matrisinin  MON87701 c¢esidi i¢in olusturulan

kalibrasyon egrisinin R? degeri 0,99 ve egimi -3,1736 olarak bulunmus olup -3,1
ile -3,6 arasinda oldugu igin guven araligi icerisindedir.
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4.2.1.2.8. Stabilite Testi

Yeterlilik test kiti matrislerinin olugsturulmasindan dagitima ¢ikmasina kadar
gecgen 6 aylik surede stabilitede ne kadar degisimin oldugunu saptamak igin
dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri dlglilmustir. ilk asamada homojenlik
testinde oOlcllen ve dogruluk testinde %25’lik sinirin diginda kalan sonuglar
nitel olarak stabilite testine sokulmustur. HU-1A, HU-2A ,HU-3A ve HU-4A
icin yapilan stabilite testlerinde PCR goruntileri Sekil 4.25 ve Sekil
4.34’'degosterilmistir. Dogruluk ve RSD, degerleri asagida Tablo 4.31,
4.32,4.33 ve 4.33’de Ornekler igin siraylaverilmigtir.

2.000
1.800
1.600
1.400
1.200

1.000

Fluorescence

0.800
0.600
0.400

0.200

0.000 200,

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 1 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00
Cycle

Sekil 4.25. HU-1A icin yapilan stabilite testi dogruluk degerlendirmesinde
olusan PCR amplifikasyon egrisi gértntisu

14
12
10
+ g
6 Y= -3.4313x + 8.4791
R? =0.99807
4
2
0
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
log(diizev)

Sekil 4.26. HU-1A icin yapilan stabilite testi dogruluk degerlendirmesinde
kullanilan standart egri
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HU-1A matrisinin MIR604 gesidi icin olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri
0,99807 ve egimi -3,4313 olarak bulunmustur ve -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu

icin guven arahgi igerisindedir.

1.300
1.200
1.100
1.000
0.300
0.800
0.700

0.600

Fluorescence

0.500
0.400
0.300
0.200

0.100

0.000 =00

-0.100
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 1200 1400 16.00 18.00 20.00 22,00 2400 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00

Cycle

Sekil 4.27. HU-2A ve HU-3A MON87701 cgesidi icin yapilan stabilite testi
dogruluk degerlendirmesinde olusan PCR amplifikasyon egrisi goruntisu

Egim: -3,3713
R2=1,00

Sekil 4.28. HU-2A ve HU-3A MON87701 cgesidi icin yapilan stabilite testi
dogruluk degerlendirmesinde kullanilan standart egri

HU-2A ve HU-3A matrisinin MON87701 c¢esidi i¢in olusturulan kalibrasyon
egrisinin R? degeri 1,00 ve egdimi -3,3713 olarak bulunmustur ve -3,1 ile -3,6

arasinda oldugu icin guven araligi igerisindedir.
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2.000 et L LI LD

1.600
2
@ 1.200
o
o
5 0800
[T

0.400

0.000 =200,

400 800 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00 44.00

Cycle

Sekil 4.29. HU-3A MIR604 cesidi icin yapilan stabilite var/yok analizi
degerlendirmesinde olusan PCR amplifikasyon egrisi gortntisu

ACt

y=-3.4313x + 8.4791
R? = 0.99807

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
log(diizey)

Sekil 4.30. HU-3A  MIR604 c¢esidi icin  yapilan stabilite analizi
degerlendirmesinde kullanilan standart egri

HU-3A matrisinin MIR604 gesidi icin olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri

0,99807 ve eg@imi -3,4313 olarak bulunmustur ve -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu

icin guven araligi icerisindedir.
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2.000

1. SESREEsRERES
EEREEREES

1.800 ’g:w:ﬂﬂi—-»-—-*
1600
1400
1200

1.000

Fluorescence

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000 M

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 1200 1400 16.00 18.00 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 3200 34.00 36.00 3800 40.00 42.00 44.00
Cycle

Sekil 4.31.  HU-4A, MIR604 hedef bolgesi i¢in yapilan stabilite testinde olusan
PCR amplifikasyon egrisi gérintisu

14
12

&
¥=-3.2013x + 8.8128
R?=0.99725

o N B~ O

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
log(diizey)

Sekil 4.32. HU-4A, MIR604 hedef bdlgesi igin yapilan stabilite testi
degerlendirmesinde kullanilan standart egri

HU-4A matrisinin MIR604 gesidi icin olusturulan kalibrasyon egrisinin R? degeri

0,99725 ve eg@imi -3,2013 olarak bulunmustur ve -3,1 ile -3,6 arasinda oldugu

icin guven araligi icerisindedir.
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1.200
e

> —
0.500 /

0.600 //f/"?"
/’v,’ /

0,000 /

4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00 44.00
Cycle

Fluorescence

0.300

0.000

Sekil 4.33. HU-4A, MON87701 hedef bdlgesi i¢in yapilan stabilite testinde
olusan PCR amplifikasyon egrisi goruntusu

o
“ 35,000
Egim: -3,4236

y N
28.000 | R° =100

120 160 200 240 2.80 3.20 3.60 4.00 440 480 5.20 5.60 6.00
Log Quantity

Sekil 4.34. HU-4A, MON87701 hedef bolgesi igin yapilan stabilite testi
var/yok analizi degerlendirmesinde kullanilan standart egri

HU-4A matrisinin MON87701 cesidi igin olusturulan kalibrasyon egrisinin R?
degeri 1,00 ve egimi -3,4236 olarak bulunmustur ve -3,1 ile -3,6 arasinda

oldugu igin guven araligi igerisindedir.
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Tablo 4.31. Yeterlilik test kiti matrisleri icin stabilite testi nicel analiz dogruluk
sonuglari

@ X @ X
< <
> - = X > - = X
N X < =) N X < =)
=] - 2 = = - "4
L” o o "‘ o o
- a - a
0,99 0,65
[ o 0,75 o 1,02
2 1% 092 0,90 91 1% 071 0,76 76,00
<Et 0,97 0,66
< 0,94 0,82
< 0,82 0,75
0, 0,
2 1% 084 0,87 88 1% 078 0,88 88,00
0,90 1,17
1,27 1,19
[7] 0 1,07 0 1,17
& 2% 130 1,20 60 2% 116 1,23 61,50
§ 1,18 1,40
< 1,70 1,52
o 1,48 1,11
0, L) ) )
2 2% 138 1,50 75 2% 121 1,34 67,00
1,42 1,50
1,29 1,18
» _ . 1,28 . 1,68
& § 2% 162 1,51 76 2% 151 1,54 77,00
§ N 1,85 1,81
<Z 1,42 1,60
(y2]
= 0 1,46 o 1,30
2= 2% 139 1,51 76 2% 185 1,58 79,00
1,76 1,56

Homojenlik dogruluk testlerinde HU-1A, HU-2A ve HU-3A MON87701
cesitlerinin dogruluk degerleri %25'den kuguk bulundugu icin stabilitede nicel
olarak dogruluk testi analizleri yapilmigtir. Bu testler sonucunda HU-1A ve HU-
3A stabilite dogruluk testlerinde dogruluk degeri %25’den kuguk bulundugu igin
uygundur ve bunun yani sira HU-2A matrisinin dogruluk degeri %25’in
Uzerindedir. Bu nedenle laboratuvarlararasi karsilastirma testinde HU-2A igin
TS EN ISO/IEC 17043 dokumaninda da belirtildigi Uzere deney numunesi
uzerinde bir veya daha fazla 0Ozelligin belirtimesi veya tanimlanmasi
amaglandiginda yapilan nitel analiz geklinde analiz sonucunun istenmesine

karar verilmistir[3].
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Tablo 4.32. Yeterlilik test Kkiti

sonuglari

matrisleri

stabilite testi

tekrarlanabilirlik

testi

ORNEK
ADI:

Olgiilen
GDO Orani

Orneklerin
Ortalamasi

Atanmis
Deger

Standart
Sapma

%RSDr

HU-1A MATRISI

0,990

0,750

0,920

0,970

0,910

0,940

0,820

0,840

0,900

0,880

0,650

1,020

0,710

0,660

0,760

0,820

0,750

0,780

1,170

0,880

1,00

0,109

0,055

0,175

0,195

16,92%

HU-2A MATRISI

1,272

1,072

1,307

1,188

1,200

1,706

1,488

1,381

1,428

1,500

1,196

1,172

1,164

1,409

1,230

1,529

1,117

1,213

1,509

1,340

2,00

0,104

0,143

0,116

0,208

11,25%

HU-3A MATRISI (MON87701)

1,290

1,280

1,620

1,850

1,510

1,420

1,460

1,390

1,760

1,510

1,180

1,680

1,510

1,810

1,540

1,600

1,300

1,850

1,560

1,580

2,00

0,275

0,171

0,274

0,223

15,58%

HU-4A

MATRISI
(MIR604)

0,130

0,190

0,140

0,150

0,190

0,190

0,210

0,200

2,00

0,029

0,007

9,66%

HU-4A
MATRISI
(MONB87701)

0,660

0,920

0,670

0,750

0,960

0,950

1,020

0,976

2,00

0,147

0,037

10,17%

Tablo 4.32°deki RSD;, degerleri %25’'den kuguk oldugu i¢in uygundur.
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Tablo 4.33. Yeterlilik test kiti matrisleri stabilite testi nitel(var/yok) analiz
dogruluk sonuglari

ORNEK ADI | ARANAN GD GESIDI | VAR/YOK (+/-) DOGRULUK
+
+
1 +
"
- -
v +
2 i :
= MON87701 - 100%
g. 3 *
) +
T ¥
"
"
4 +
"
"
"
1 +
"
- -
— +
= MIR604 * 100%
+
S ¥
5 3 ¥
T ¥
"
"
4 +
"
"
"
1 +
"
"
"
2 +
- MON87701 - 100%
v +
"
= +
< ¥
> 4 :
T ¥
"
"
1 +
MIR604 - 100%
2 :
"
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Tablo 4.33'de HU-2A MON87701 gesidi, HU-3A MIR604 cesidi ve HU-4A
MON87701 ve MIR604 cesidi dogruluk degerleri %25 arahgr diginda
kaldigindan stabilite nitel olarak Ol¢ulup dogruluk degerleri %100 olarak
bulunmustur.

4.3. Laboratuvarlar Arasi Karsilastirma Testi

4.3.1. DNA Konsantrasyonu ve Degisim Katsayisi

Laboratuvarlarin yeterlilik test kiti matrislerinden ekstrakte ettikleri ortalama
DNA konsantrasyonlari ile DNA konsantrasyonlarina ait degisim katsayilari
Tablo 4.34°de verilmigtir.

Laboratuvarlarin  DNA ekstraksiyonu laboratuvarimizda elde edilen DNA
ekstraksiyonlari ile karsilastirildiginda daha dusuk oldugu gozlenmigtir. PCR
cihazi ve kullanilan yontem farkliigi bakimindan elde edilen DNA
konsantrasyonlari arasinda farklar olabilmektedir.

DNA ekstraksiyon verilerinden elde edilen degisim katsayilari laboratuvarlarin
kullandiklart metodun kontrol edilebilirliginin 6nemli bir gostergesidir. Tablodaki
verilere gore U-3 laboratuvarinin HU-3 yeterlilik test kiti matrisinde degisim
katsayisi HU-3A icin 64,45 ve HU-3B icin 96,44 olup oldukga yuksektir. Tabloya
gore U-3 laboratuvarinin HU-4A matrisi igin ekstrakte edilen DNA’lardan 49,23
ve HU-4B matrisi icin 35,87 degisim katsayisi elde ettigi hesaplanmistir.
Degisim katsayisinin degeri ne kadar artar ise yontem uUzerine kontrol
edilebilirik o kadar uzaklastigi icin U-3 laboratuvarinin kullandigi DNA
ekstraksiyonu metodunun gézden gegirmesi bundan sonraki analizlerinde daha

verimli sonuglar almasi bakimindan énemlidir.
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Tablo 4.34. Katilimci laboratuvarlarin Yeterlilik Test Numunesi i¢in Ortalama
DNA Konsantrasyonu Degerleri (Mean) ve Degisim Katsayisi (Coefficient of

variation) degerleri

Laboratuvar

Ortalama DNA
Konsantrasyonu (ng/uL)

Degisim Katsayisi

7 HU-1A HU-1B HU-1A HU-1B

< U-1

E U-2 73,00 102,00

Z U-3 67,45 72,10 18,55 27,06

2 U-4 284,38 442,85 0,35 0,67

» U-5 50,00 42,50 13,64 32,41

= U-6 155,33 21,56

g U7 33,86 28,17 4,67 33,98

> U-8 150,20 155,74

iy U-9 1237,91 423,10 22,87 8,18

T U-10 474,00 443,45 13,87 9,93
o | Hu-2A HU-2B HU-2A | HU-2B

< U-1

E U-2 205,00 124,00

Z U-3 97,15 93,75 27,58 0,37

2 U-4 1168,25 1166,55 0,01 0

» U-5 37,00 36,00 13,93 11,44

= U-6 96,33 2,16

g U-7 38,54 35,88 18,78 | 17,99

> U-8 75,80 65,53 3,64

iy U-9 937,43 1136,00 33,11 [ 11,88

T U-10 848,23 1251,00 2421 [ 1,17
o | Hu-3A HU-3B HU-3A | HU-3B

< U-1

E U-2 63,00 75,00

Z U-3 88,75 210,35 64,45 | 96,44

2 U-4 883,32 1067,30 1,09 0,03

» U-5 40,38 59,85 3,70 11,25

= U-6 78,00 8,00

g U-7 23,98 29,27 9,25 88,81

> U-8 107,96 173,59

X U-9 1291,21 1483,15 29,63 | 14,42

T U-10 1072,85 1348,65 22,94 3,17
Ed PN HU-4B HU-4A | HU-4B

= U-1

E U-2 123,00 67,00

z U-3 166,30 136,40 49,23 | 3587

3 U-4 226,99 233,80 043 0,60

- U-5 118,39 56,60 159  |20,68

= U-6 94,66 8,98

< U-7 11,09 6,42 2,61 54,91

> U-8 104,12 79,11 49,93

A U-9 161,45 56,95 27,96 | 22,56

T U-10 216,75 61,00 30,56 9,27
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4.3.2. Genetik Elementler Nitel Sonucu

Tablo 4.35'de verilen HU-1A igin tum laboratuvarlarin genetik elementler igin

nitel sonuglari uygun bulunmustur.

Tablo 4.35. HU-1A icin genetik elementler nitel sonucu

p35S tNOS bar pFMV
Uyumluluk %100 o Uyumluluk %100 o
Saptanmadi gYUTIﬂUKPM.?.? Saptanmadi s U)t/umlulgk l(]ﬂoot'f
(Negatif) aptandi (Pozitif) (Negatif) aptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi Saptandi) Saptanmadi) Saptanmadi)
s s s s
5 LOD | D 5 LOD | D 5 LOD D 5 LOD D
(] (] (] (]
u-1
U-2 - 10 | U + 10 | U - 10 | U
U-3 - 10 | U + 10 U] - [ 10| U - 10 | U
u-4 - 10 | U + 10 | U - 10 | U
u-5 - U + ujl - U - U
u-6 - U + U - U
u-7 - 10 | U + 10 | U - 10 | U
u-8 - 10 | U + 10 | U - 10 | U
u-9
u-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi.

Tablo 4.36'da, yeterlilik testi sonuglarinda U-6 ve U-8 laboratuvarlarinin tNOS

saptanmasindaki degerleri uygun olmadigi, ancak diger katilimci

laboratuvarlarin sonuglarinin beklenen degere uygun oldugu gorulmustar.

Tablo 4.36. HU-1B icin genetik elementler nitel sonucu

p35S tNOS bar pFMV
Uygm';"“k %J 00 Uyumluluk %71,4 Uyumluluk %J 00 Uyumluluk %100
?ﬁ:;arz?) ! Saptanmadi (Negatif) S?ﬁf;arz?) ! Saptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi Saptanmadi) Saptanmadi Saptanmadi)
s s s s
g too| | £ |tob| D | E oo | D | & Lob | D
n n n n
uU-1
U-2 - 10 | U - 10 U - 10 U
u-3 - 10 | U - 10 U - 10 | U - 10 U
u-4 - 10 | U - 10 U - 10 U
U-5 - U - ) - U - U
u-6 - U + uUbD - U
u-7 - 10 | U - 10 U - 10 U
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U-8

+ 10 | UD

U-9

U-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi.
Tablo 4.37°de yeterlilik testi sonuglarinda U-7 ve U-8 laboratuvarlarinin farkli

saptama bdlgeleri icin degerlerinin uygun olmadigi, buna karsin diger katilimci

laboratuvarlarin sonuglarinin beklenen degere uygun oldugu gorulmustar.

Tablo 4.37. HU-2A icin genetik elementler nitel sonucu

p35S tNOS bar pFMV
Uyumnluluk %85,7 Uyumnluluk %85,7 Uyg;"p'g‘r‘]'r‘n?(}loo Uyumluluk %85,7
Saptanmadi (Negatif) Saptanmadi (Negatif) (Negatif) Saptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi Saptanmadi)
g g g g
(% LOD D (% LOD D (% LOD | D (% LOD D
u-1
U-2 - 10 U - 10 U - 10 U
u-3 - 10 U - 10 U - 10 | U - 10 U
u-4 - 10 U - 10 U - 10 U
u-5 - U - U - U - U
u-6 - u | - U - U
u-7 - 10 U - 10 U + | 10 | UD
uU-8 + 10 uUD + 10 UD - 10 U
u-9
u-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi.

Tablo 4.38’de yeterlilik testi sonuglarinda U-3 ve U-8 laboratuvarlarinin p35S
saptanmasindaki degerleri uygun olmadigi ve U-8 laboratuvarin tNOS bdlgesi

icin uygun olmadigini, ancak diger katilimci laboratuvarlarin sonuglarinin

beklenen degere uygun oldugu gorulmustar.

Tablo 4.38. HU-2B icin genetik elementler nitel sonucu

p35S tNOS bar pFMV
0,
Uyumluluk %71,4 Uyumluluk %85,7 Uyg;‘"g‘r‘]'r‘nfgloo Uyumluluk %100
Saptanmadi (Negatif) Saptanmadi (Negatif) (segatif) Saptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi Saptanmadi)
O O O O
] ] ] ]
g Lob | D E | oo | D | E too [D | E [LoD| D
n n n n
uU-1
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u-2 - 10 u - 10 U - 10 U
U-3 + 10 ub - 10 U - 10 | U - 10 U
u4 - 10 u - 10 U - 10 U
u-5 - u - u - u - U
u-6 - u - u - U
u-7 - 10 u - 10 U - 10 U
U-8 + 10 ub + 10 ub - 10 U
uU-9

U-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi.

Tablo 4.39'da vyeterlilik testi sonuglarinda U-8 Ilaboratuvarin p35S
saptanmasindaki degerlerinin  uygun olmadigi, ancak diger katilimci

laboratuvarlarin sonuglarinin beklenen degere uygun oldugu goralmustar.
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Tablo 4.39. HU-3A icin genetik elementler nitel sonucu
p35S tNOS bar pFMV
Uyumnluluk %85,7 Uyumluluk %100 Uyg;"p'g‘r‘]'r‘n?(}loo Uyumluluk %100
Saptanmadi (Negatif) Saptandi (Pozitif) (Negatif) Saptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi) Saptandi) Saptanmadi Saptanmadi)
s s s s
ug) LOD D ug) LOD D ug) LOD D ug) LOD D
uU-1
U-2 - 10 U + 10 U - 10 U
U-3 - 10 U + 10 U - 10 | U - 10 U
u-4 - 10 U + 10 U - 10 U
u-5 - U | + U - ujl - U
U-6 - U + U - U
u-7 - 10 | U | + 10 | U - |10 U
U-8 + 10 uUD + 10 U - 10 U
u-9
u-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptand, (-): Saptanmadi.

Tablo 4.40° yeterlilik testi sonuglarinda U-6 ve U-8 laboratuvarlarinin tNOS

saptanmasindaki degerlerinin uygun olmadigi ve U-8 laboratuvarin p35S

saptanmasindaki

degerinin

uygun

olmadig,

ancak

diger katilimci

laboratuvarlarin sonuglarinin beklenen degere uygun oldugu gorulmustar.
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Tablo 4.40. HU-3B icin genetik elementler nitel sonucu
p35S tNOS bar pFMV
Uyurnluluk %85,7 Uyumnluluk %71,4 Uyg;"p'g‘r‘]'r‘n?;oo Uyumluluk %100
Saptanmadi (Negatif) Saptanmadi (Negatif) (Negatif) Saptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi Saptanmadi)
s s s s
ug) LOD D ug) LOD D ug) LOD | D ug) LOD D
uU-1
U-2 - 10 U - 10 U - 10 U
U-3 - 10 U - 10 U - 10 | U - 10 U
u-4 - 10 U - 10 U - 10 U
u-5 - u | - U - uj - U
U-6 - U + UD - U
u-7 - 10 | U | - 10 | U - 110] U
U-8 + 10 uUD + 10 UD - 10 U
u-9
u-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptandi, (-): Saptanmad..
Tablo 4.41°de verilen sonuglar katilimci laboratuvarlarinin HU-4A icin genetik

elementlerin nitel sonucunu igermektedir.

Laboratuvarlardan sadece U-5

laboratuvari tNOS terminatorinu saptayamamistir. U-5 laboratuvarinin HU-4

matrisleri i¢cin Tablo 4.34’deki ekstraksiyon sonuglarina baktigimizda normalde

daha az DNA konsantrasyonu bekledigimiz bu matristen diger matrislere gore
daha fazla miktarda DNA elde ettikleri

laboratuvarlarin elde ettikleri ve ilettikleri deger beklenen degere uygundur.

gorulmektedir.

Diger katihmci

Tablo 4.41. HU-4A icin genetik elementler nitel sonucu
p35S tNOS bar pFMV
Uyumluluk %100 Uyumluluk %85,7 Uygm';"“k %J 00 Uyumluluk %100
Saptanmadi (Negatif) Saptandi (Pozitif) ?ﬁ:;arz?) ! Saptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi) Saptandi) Saptanmadi Saptanmadi)
s s s s
S Lob | D S | ob | D | & too| b| & |Lob| D
n n n n
uU-1
u-2 - 10 | U | + 10 | U - 110 U
U-3 - 10 U 10 U - 10 | U - 10 U
u-4 - 10 | U | + 10 | U - 110] U
U-5 - ) - UD - U - U
U-6 - U + U - U
u-7 - 10 U + 10 U - 10 U
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U-8

U-9

U-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi.

Tablo 4.42’de yeterlilik testi sonuglarinda U-4 ve U-6 laboratuvarlarinin tNOS

saptanmasindaki

degerlerinin

uygun

olmadig,

ancak diger

katilimcl

laboratuvarlarin sonuglarinin beklenen degere uygun oldugu goralmustar.

Tablo 4.42. HU-4B icin genetik elementler nitel sonucu

p35S tNOS bar pFMV
Uyurnluluk %100 Uyumnluluk %71,4 Uyg;"p'g‘r‘]'r‘n?;oo Uyumluluk %100
Saptanmadi (Negatif) Saptanmadi (Negatif) (Negatif) Saptanmadi (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug: (Beklenen sonug:
Numarasi Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi Saptanmadi)
g g g g
(% LOD D (% LOD D (% LOD | D (% LOD D
u-1
U-2 - 10 U - 10 U - 10 U
U-3 - 10 U - 10 U - 10 | U - 10 U
u-4 - 10 U + 10 UD - 10 U
u-5 - U - U - U - U
U-6 - U + UD - U
u-7 - 10 U - 10 U - 10 U
u-8 - 10 | U | - 10 | U - |10 U
u-9
u-10

LOD: Tespit Limiti, U: Uygun, UD: Uygun Degil, D: Degerlendirme, (+): Saptand, (-): Saptanmadi.
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4.3.3. Tip Belirleme Nitel Sonucu

Tablo 4.43" de HU-1A i¢in katimci laboratuvarlar tarafindan iletilen tip
belirleme nitel sonuglar verilmigtir. Raporlanmasi gereken matrisler iginde
MIR604, GA21, 3272, MIR162, DAS40278-9 cesitleri bulunmaktadir. Tim
laboratuvarlarin sonuglari basarili bulunmustur ve sonuglar beklenen degerler
ile uygun bulunmustur. GA-21, 3272, MIR162 ve DAS40278-9 GD gesitleri icin
bu calisma kapsaminda verifikasyon ¢alismasi yapiimamakla birlikte U-9 ve U-
10 katilimci

guvence altina alinmigtir.

laboratuvar olarak c¢alismada kullanilan sonuglarin tutarhligi

Tablo 4.43. HU-1A icin Tip Belirleme Nitel Sonu¢ ve Degerlendirme

MIR604 GA21 3272 MIR162 DAS40278-9
Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100
Saptandi Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi
(Pozitif) (Negatif) (Negatif) (Negatif) (Negatif)
Laboratuvar (Beklenen (Beklenen (Beklenen (Beklenen (Beklenen sonug:
sonug: sonug: sonug: sonug: )
Numarasi Saptandi) Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmad)
O O O O O
=) =} =} =) =}
S |LOD | D S |LOD | D S |LOD | D S |LOD | D S | LOD D
(] (] (] (] (]
u-1
u-2 - U
U-3 + B | - Ul - Ul - Ul - U
u-4
u-5 + B | - Ul - Ul - Ul - U
uU-6 + B
u-7 - U
uU-8 - 10 | U
u-9 + 8 B
u-10 +| 8 | B

LOD: Tespit Siniri, D: Degerlendirme, B: Bagarili, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi,
(-): Saptanmadi

Tablo 4.44’ de HU-1B igin laboratuvarlardan tip belirleme nitel sonuglarini

raporlamalari istenmigtir. Raporlanmasi gereken matrisler icinde MIRG604,

GA21, 3272, MIR162, DAS40278-9 cesitleri bulunmaktadir. U-6 laboratuvari
disinda diger katiimci laboratuvarlarin sonuglar basarili  bulunmus olup
katihmci laboratuvarlarin tamami igin sonuglar beklenen deger ile uygun

bulunmustur.
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Tablo 4.44. HU-1B igin Tip Belirleme Nitel Sonu¢ ve Degerlendirme

DAS40278-
MIR604 GA21 3272 MIR162 890 8
Uyumluluk %80 | Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100 | Uyumiuluk
%100
Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi
(Negatif) (Negatif) (Negatif) (Negatif) ,ﬂ tif
Laboratuvar Bekl Bekl Bekl Boone
Numarasi (Beklenen sonug: (Be em‘en (Be en(Ien (Be em‘en (Be en(_en
Saptanmadr) sonug: sonug: sonug: sonug:
Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi)
On O O O O
> > > > >
S LOD D S |LOD | D |§ LOD | D S |LOD | D |§ LOD | D
N (] (] (] (]
uU-1
uU-2 - U
U-3 - B | - Ul - uj - Ul - U
u-4
u-5 - B | - u| - u| - u| - u
uU-6 + BD
u-7 - U
uU-8 - 10 | U
u-9 -| 8 B
u-10 - 8 B

LOD: Tespit Siniri, D: Degerlendirme, B: Bagarili, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi,

(-): Saptanmadi

Tablo 4.45 de HU-2A igin laboratuvarlardan tip belirleme nitel sonuglarini

raporlamalar istenmistir. Raporlanmasi gereken matrisler icinde MON87701,
CV127, DP305423, MON87708, MON87769 cesitleri bulunmaktadir. Tum
laboratuvarlarin sonuglari basarihdir. U-9 ve U-10 kodu ile yeterlilik testine

katilan bu tezin gergeklestirildigi laboratuvar olarak yalnizca MON87701 soya

igin sonug verilmigtir.

Tablo 4.45. HU-2A igin Tip Belirleme Nitel Sonug ve Degerlendirme

MONB87701 Cv127 DP305423 MONS87708 MON87769
Uvamiuluk %100 | Uyumluluk %100 | Uyumiuluk %100 | Uyumluluk %100 UV;T(')‘B'“"
y o Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi 0
Saptandi (Pozitif) . . . Saptanmadi
(Negatif) (Negatif) (Negatif) (Negatif)
Laboratuvar Bekl . (Beklenen (Beklenen (Beklenen (Beklenen
Numarasi ( esinf:nZ?)HUQ' sonug: sonug: sonug: sonug:
P Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi)
On O O O O
> > > > >
S LOD D S |LOD | D |§ LOD | D S |LOD | D |§ LOD | D
N (] (] (] (]
u-1
uU-2 + B - u| - u| - u| - U
u-3 + B | - Ul - uj - uj - U
U-4 + B
u-5 + B | - Ul - uj - uj - U
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uU-6 + B
u-7 + B - u| - u| - Ul - U
U-8 +| 5 B -1 10 |U | - 10 | U | - 10 | U | - 5 | U
u-9 + 8 B
u-10 +| 8 B

LOD: Tespit Siniri, D: Degerlendirme, B: Bagarili, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi,
(-): Saptanmadi

Tablo 4.46’° da HU-2B igin laboratuvarlardan tip belirleme nitel sonuglarini
araporlamalari istenmistir. Raporlanmasi gereken matrisler icinde MON87701,
CV127, DP305423, MON87708, MONS87769 cesitleri U-6
diginda basarili

bulunmaktadir.

laboratuvari tum katilimci laboratuvarlarin  sonuglari
bulunmustur. U-9 ve U-10 nolu katiimci laboratuvar olarak yer alan Hacettepe
Universitesi Gida Mihendisligi Arastirma Laboratuvari ise yalnizca MON87701

GD cesidi i¢cin sonug vererek diger laboratuvarlar ile sonuglar bakimindan

tutarhligr gosterilmigtir.

Tablo 4.46. HU-2B igin Tip Belirleme Nitel Sonu¢ ve Degerlendirme

MONB87701 Cv127 DP305423 MON87708 MON87769
Uyumluluk %88,9 | Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100 | Uyumluluk %100 UV;T(')‘B'“"
Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi s t° d
(Negatif) (Negatif) (Negatif) (Negatif) ?,E’l :g”;‘ig :
Laboratuvar Bekl . (Beklenen (Beklenen (Beklenen (Beklenen
Numarasi ( g etnen sodnug. sonug: sonug: sonug: sonug:
aptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi) Saptanmadi)
g g g g g
5 LOD D S |LOD| D |5 LOD | D S |LOD| D |5 LOD | D
N (] (] (] (]
u-1
U-2 - B | - Ul - Ul - Ul - U
U-3 - B | - Ul - Ul - Ul - U
u-4 - B
U-5 - B | - Ul - Ul - Ul - U
uU-6 + BD
u-7 - B | - Ul - Ul - Ul - U
U-8 -| 5 B |-|10|ul-|10|u|l-|10]|u|l-]|5]uU
u-9 -| 8 B
u-10 - 8 B

LOD: Tespit Siniri, D: Degerlendirme, B: Bagaril, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi, (-):

Saptanmadi
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Tablo 4.47° de HU-3A igin laboratuvarlardan tip belirleme nitel sonuglarini
raporlamalari istenmigtir. Raporlanmasi gereken matrisler icinde MIRG604,
GA21, 3272, MIR162, DAS40278-9 misir gesitleri ve MON87701, CV127,
DP305423, MONS87708, MONS87769 soya cgesitleri bulunmaktadir. Tim

laboratuvarlarin sonuglari basarili bulunmustur.

Tablo 4.47. HU-3A icin Tip Belirleme Nitel Sonu¢ ve Degerlendirme

MIR16 DAS40 MON87 DP305 MON87 MON&87
MIR604 | GA21 3272 S 87 | cv1z27 ONg o
2 278-9 701 423 708 769
x x ©_| x ©_|lx © _|Jx ©_|x _ |x ©_|x ©_|x T x O
S.08¢ |20 88| 2. 8E |20 8E 208|282 RS2 8|2 o828

5 | 5250 [ERE8| ErEf ExcdEce|Era|EreERe|Eref ERER

2 5T 8L |52z | 52z |50 2Z/5°0Z|50 8L |52z 5 0Z|5 822|582

D<ﬁ o] o] n o] n o] n o] n o] o] n o] n o] n o] n

=

2 = = = = = = = = =

Z §..5 g .. g .. $.8| 5..8 | 6..8| 6.8| 5.8 | 5.8 | .8

x SSe S SE SSE | §SE| 58| 55| 58| 58| 58| §5¢

g L2 QL 2 c L 2 c L2c | Q=2c¢c QL 2 c L 2 c L 2c L 2c QL 2 c

5| 385 | 388 | 898 |38t | 398|898 | 888|382 388|392

= Q" Q”g 0 |2c | 0"F |25 | 27§ | 275 | 2"g | 2”F

é (%] (%] 2] (%] (%] (%] (%] (%] (%]

o

]

5 (0] (0] (0] (0] (0] (0] (0] (0] (0] (0]
€ € £ € € € € € € €
= = = = = = = = = =

S| 2 (g2 2 |g|g|s|2|2|2|2l 2|2 2|5 2|5 B
& 2 5| 2|5 2 G|2| 5|2 5|26 2 |5|] & |5| ¢ |5 2
w o w o w o wn o | »W o w o |n o (D) o w o w o
Be)] o)) o)) o)) o)) o)) o)) o) O O
5] 5] 5] 5] 5] 5] 5] 5] 5] 5]
a a a a a a a a a a

u-1

uU-2 - U + B | - ] - U - U - U

uU-3 + B - U - U - U - U + B | - ] - U - U - U

u-4 + B

uU-5 + B - U - U - U - U + B | - ] - U - U - U

u-6 + B + B

u-7 - U + B | - ] - U - U - U

uU-8 - U + B | - ] - U - U - U

U9 | + B + | B

U-

10 + B + B

D: Degerlendirme, B: Bagarili, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi

Tablo 4.48 de HU-3B igin laboratuvarlardan tip belirleme nitel sonuglarini
raporlamalari istenmigtir. Raporlanmasi gereken matrisler icinde MIRG604,
GA21, 3272, MIR162, DAS40278-9 misir gesitleri ve MON87701, CV127,
DP305423, MON87708, MON87769 soya cesitleri bulunmaktadir. U-6
laboratuvari kontrol grubu matrisinde MIR604 ve MON87701 cesidini saptamig

olup basarisiz olmustur. Diger katihmci laboratuvarlarin sonugclari basarili
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diger

bulunmus olup U-9 ve U-10 kodlu arastirma laboratuvari iginde

laboratuvarlarin sonuglari ile uygun bulunmustur.

Tablo 4.48. HU-3B i¢in Tip Belirleme Nitel Sonu¢ ve Degerlendirme
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D: Degerlendirme, B: Bagarili, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi

Tablo 4.49° da HU-4A igin laboratuvarlardan tip belirleme nitel sonuglarini

Raporlanmasi gereken matrisler icinde MIR604,

istenmistir.
GA21, 3272, MIR162, DAS40278-9 misir cgesitleri ve  MON87701, CV127,

raporlamalari

uU-5

bulunmaktadir.
laboratuvari HU-4A matrisinde MIR604 ve MON87701 g¢esidini saptayamamig

MON87769 soya cesitleri

MON87708,

DP305423,

basaril

Diger katilimci laboratuvarlarin sonuglari

ve basarisiz olmustur.

bulunmustur.
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Tablo 4.49.

HU-4A icin Tip Belirleme Nitel Sonu¢ ve Degerlendirme
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D: Degerlendirme, B: Bagarili, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi

Tablo 4.50° de HU-4B igin laboratuvarlardan tip belirleme nitel sonuglarini

raporlamalari istenmistir.

Raporlanmasi gereken matrisler icinde MIR604,

GA21, 3272, MIR162, DAS40278-9 misir cgesitleri ve  MON87701, CV127,
DP305423, MON87708, MONS87769 soya cesitleri
laboratuvari HU-4B matrisinde MIR604 ve MON87701 cesidini saptamis ve

basarisiz olmustur. U-3 laboratuvari MIR604 cesidini saptamisg ve basarisiz

bulunmaktadir.

U-6

olmustur. U-4 laboratuvari ise HU-4B matrisinde MON87701 ¢esidini saptamig

ve basarisiz olmustur.

bulunmustur.

Diger katilimci

141
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Tablo 4.50. HU-4B i¢in Tip Belirleme Nitel Sonu¢ ve Degerlendirme
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D: Degerlendirme, B: Bagarili, BD: Bagarili Degil, U: Uygun, UD: Uygun Degil, (+): Saptandi, (-): Saptanmadi
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4.3.4. Genel Degerlendirme

Tablo 4.51° de tum katilimci laboratuvarlarin sonuglarinin karsilastirilmasindaki
uyumluluk sonuglari, bagarili sonuglarin sayisi, uygun sonuglarinin sayisi ve
yuzdesinin bir 6zeti sunulmustur. Genel degerlendirme kapsaminda uyumluluk
sonucu uygun sonuglarin en dusuk yuzdesi HU-4B’'de yanlis pozitiflik %60
olarak saptanmistir. Bundan bagka %71,4 ile HU-1B ve HU-4B’de tNOS yanlig
pozitiflik, HU-2B’de p35s yanlis pozitiflik sonuclari elde edilmistir. Bu verilerden
de anlasilacagi Uzere kontrol gruplarinin analizinde GD igeren gesitleri ile olasi

kontaminasyonu en buyuk hata payini olugturmaktadir.

Tablo 4.51. Laboratuvarlar Arasi Uyumluluk Sonuglari, Basarili Sonuglarin
Sayisi ve Yuzdesi, Laboratuvarlar Arasi Uyumluluga Bagl Uygun Sonuglar

Uyumluluga
Numune Analit Uyumluluk Basasr:)l’lss(l)nug Toplgar:;’lsscl)nug So%i%lll:rm
Yiizdesi
HU-1A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-1B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-2A Saptanmadi 6 7 85,7
HU-2B Saptanmadi 5 7 71,4
p35S
HU-3A Saptanmadi 6 7 85,7
HU-3B Saptanmadi 6 7 85,7
HU-4A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-4B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-1A Saptandi 7 7 100,0
HU-1B Saptanmadi 5 7 71,4
HU-2A Saptanmadi 6 7 85,7
HU-2B Saptanmadi 6 7 85,7
tNOS
HU-3A Saptandi 7 7 100,0
HU-3B Saptanmadi 5 7 71,4
HU-4A Saptandi 6 7 85,7
HU-4B Saptanmadi 5 7 71,4
HU-1A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-1B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-2A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-2B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-3A bar Saptanmadi 7 7 100,0
HU-3B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-4A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-4B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-1A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-1B pFMV Saptanmadi 7 7 100,0
HU-2A Saptanmadi 6 7 85,7
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HU-2B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-3A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-3B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-4A Saptanmadi 7 7 100,0
HU-4B Saptanmadi 7 7 100,0
HU-1A Saptandi 5 5 100,0
HU-1B Saptanmadi 4 5 80,0
HU-3A Saptandi 5 5 100,0
MIR604
HU-3B Saptanmadi 4 5 80,0
HU-4A Saptandi 4 5 80,0
HU-4B Saptanmadi 3 5 60,0
HU-1A Saptanmadi 2 2 100,0
HU-1B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-3A Saptanmadi 2 2 100,0
GA21
HU-3B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-4A Saptanmadi 2 2 100,0
HU-4B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-1A Saptanmadi 2 2 100,0
HU-1B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-3A Saptanmadi 2 2 100,0
3272
HU-3B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-4A Saptanmadi 2 2 100,0
HU-4B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-1A Saptanmadi 2 2 100,0
HU-1B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-3A Saptanmadi 2 2 100,0
MIR162
HU-3B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-4A Saptanmadi 2 2 100,0
HU-4B Saptanmadi 2 2 100,0
HU-1A Saptanmadi 5 5 100,0
HU-1B Saptanmadi 5 5 100,0
HU-3A Saptanmadi 5 5 100,0
DAS40278-9
HU-3B Saptanmadi 5 5 100,0
HU-4A Saptanmadi 5 5 100,0
HU-4B Saptanmadi 5 5 100,0
HU-2A Saptandi 9 9 100,0
HU-2B Saptanmadi 8 9 88,9
HU-3A Saptandi 9 9 100,0
MON87701
HU-3B Saptanmadi 8 9 88,9
HU-4A Saptandi 8 9 88,9
HU-4B Saptanmadi 7 9 77,8
HU-2A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-2B Saptanmadi 4 4 100,0
Ccv127
HU-3A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-3B Saptanmadi 4 4 100,0
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HU-4A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-4B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-2A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-2B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-3A Saptanmadi 4 4 100,0
DP305423
HU-3B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-4A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-4B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-2A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-2B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-3A Saptanmadi 4 4 100,0
MON87708
HU-3B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-4A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-4B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-2A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-2B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-3A Saptanmadi 4 4 100,0
MON87769
HU-3B Saptanmadi 4 4 100,0
HU-4A Saptanmadi 4 4 100,0
HU-4B Saptanmadi 4 4 100,0
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4.3.4. Nicel Analiz Sonuglari

Laboratuvarlarin nicel analiz sonuglari Tablo 4.52, 4.53, ve 4.54°de
Ozetlenmistir. Burada hesaplanan z-skorlarinin sonuglarina ait grafikler Sekil
4.35, 4.36 ve 4.37'de verilmistir. HU-1A i¢in atanmig deger 1,107°dir. Tum
laboratuvarlarin z-skoru -2 ile 2 arasinda oldugu ve analiz sonuglarinin z-skoru
acisindan uygun oldugu deg@erlendirilmistir. HU-3A matrisinin MON87701 ¢esidi
icin atanmig deger %1,666°dir ve matrisler ile ilgili nicel analiz raporlayan tum
laboratuvarlarin z skoru -2 ile 2 arasinda kaldigindan analiz sonuglari uygundur.
HU-4A icin laboratuvarlardan uygulanan yeterlilik testi kapsaminda yalnizca
nitel analiz istenmistir. Buna karsin katilimci laboratuvarlarin nicel analiz
sonuglarini iletmeleri nedeni ile %1,072 olan atanmis degere karsilik tum
laboratuvarlarin z-skoru sonucu -2 ile 2 arasinda kaldigi ve analiz sonuglarinin

uygun oldugu belirlenmigtir.

Tablo 4.52. HU-1A, HU-3A ve HU-4A numuneleri nicel sonuglari ve z-skorlari

HU-1A HU-3A HU-4A
Hedef: MIR604 Hedef: MON87701 Hedef: MON87701
Laboratuvar Atanmis deger: %1,107 Atanmis deger: %1,666 Atanmis deger: %1,072
Numarasi
Sonug (%) z-skoru Sonug (%) z-skoru Sonug (%) z-skoru
u-1
uU-2
u-3 1,20 0,2 0,99 -1,0 0,77 -0,2
u-4
u-5 1,23 0,3 2,17 0,5
U-6 1,70 0,0 1,45 0,2
u-7
U-8
u-9 1,15 0,1 1,93 0,3 1,20 0,1
u-10 0,85 -0,6 1,53 -0,2 0,86 -0,2

*Bu ¢alismada, yalnizca HU-1A ve HU-3A matrisinden nicel analiz sonucu istenmisgtir.

Nicel sonug¢ beklenen HU-1A ve HU-3A matrisleri ve nitel sonug beklenen HU-
4A matrisi icin katihmci sayisi, atanmis degerler ve yeterlilik testi igin standart
sapma degerleri Tablo 4.53’de verilmigtir. HU-4A matrisi i¢in laboratuvarlarin
nicel analiz sonuglarini belirtmeleri Uzerine bu verilerde Tablo 4.53'de

gOsterilmigtir.
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Tablo 4.53. Atanmis Degerler ve Yeterlilik testi icin standart sapma

Numune Analit Kggl;lrzlcl Atanmig Deger Yeterlilik t:::)irir?;n standart
HU-1A MIR604 4 1,107 0,181
HU-3A | MON87701 5 1,666 0,228
HU-4A | MON87701 4 1,072 0,261

Katilimci laboratuvarlarin z skorlari Tablo 4.54’te gosterilmigtir. Sonuglara gore
tum laboratuvarlarinin z skorlar1 2 ve -2 degeri arasindadir.

Tablo 4.54. 1zIs2 Olan Z-skorlarinin Sayisi ve Yuzdesi
. [zI<2 olan < o
Numune Analit Katilimci Sayis| Atanmig Deger Y%lzI<2
HU-1A MIR604 4 1,107 % 100
HU-3A | MON87701 5 1,666 % 100
HU-4A |MON87701 4 1,072 % 100

HU-1A matrisi igin katilmci laboratuvarlarin z-skorlari Sekil 4.35'de verilmistir.

Z-skoru
3
2
1
0,2 03 0,1 0,6
0 - — . W Z-skoru
-1
2
-3
z=2 degeri igin 2,541 (w/w) z= -2 degeri igin 0,482 (w/w) sinirdir.
Sekil 4.35. HU-1Ai¢in Z-skorlari, MIR604
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HU-3A matrisi igin katilmci laboratuvarlarin z-skorlari Sekil 4.36’da verilmistir.

Z-skoru

0,0 0.3 -0,2

-1.0 [ e —

0 — B 7-skoru
e

z=2 degeri igin 4,76 (w/w) z= -2 degeri i¢cin 0,583 (w/w) sinirdir.

Sekil 4.36. HU-3A i¢in Z-skorlari, MON87701

HU-4A matrisi i¢in katilimci laboratuvarlarin z-skoru $Sekil 4.37°de verilmigtir.

Z-skoru

0.5
-0.5 0.2 0.4
| | — B Z-skoru

z=2 degeri igin 3,581 (w/w) z= -2 degderi igin 0,32 (w/w) sinirdir.
Sekil 4.37. HU-4A icin Z-skorlari, MON87701
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada, genetik modifiye organizma tespiti icin yeterlilik test Kkiti
geligtiriimigtir.  Farkli icerikte matrislerde MON87701 soya ve MIR604 misir
cesitlerini icerecek sekilde geligtirilen yeterlilik test kiti kullanilarak Tuarkiye'de
GDO analizi yapan 8+2 (8 adet kamu gida kontrol laboratuvari ve 2 adet
Hacettepe Universitesi Gida Muhendisligi Arastirma Laboratuvari) laboratuvar
katimi ile laboratuvarlar arasi karsilastirma calismasi duzenlenmis ve TS
ISO/IEC 17043 standardina uygun bir sistematik uygulanmigtir.

Bu calisma, Turkiye'’de TS EN ISO/IEC 17043 No'lu uluslararasi standardi
kapsaminda YT/LAK kiti ile dizenlenen ilk laboratuvarlar arasi ortak g¢alisma
niteligindedir. Laboratuvarlar arasi metot birligi, standart sonuglarin elde
edilmesi ve GDO ile taklit ve tagsisin saptanmasi konusunda yogun olarak
kargilagilan problemlerin agilmasi hedeflenmigtir.

Bu calisma ile YT/LAK testi geligtiriimesi ve uygulanmasi ile yeni bir sureg,
sistem ve hizmet tesisi saglanmigtir. Dolayisi ile bu ¢alisma ile yurt diginda
uretilen drun olan YT/LAK test materyali, YT/LAK test saglama hizmeti,
sistematigi ve bilgi birikimi Glke icerisinde Uretilmesinin surekliligi konusundaki
ilk adim atilmigtir.

Ulkemizde YT/LAK test materyali gelistiriimesi ve yaygin kullaniminin
saglanmasi Olgumlerin dogrulugu ve bu konuda yurtdisina bagimhligini
azaltmasi acisindan onemlidir.

Diger 6nemli bir nokta ise Turkiye’de GDO analiz laboratuvari 6rnek kabul edip
analiz yapabilmek icin yaklasik 50- 60 GDO c¢esidini analiz ediyor olmalidir. Bu
durumda her GD g¢esidi igin en az yilda bir kez YT/LAK testine girmelidir. Bir
cesit icin YT/LAK testi bedeli 700 Euro ( 4.417 TL + %18 KDV) oldugu
dusunulirse her yil yaklagik 50 adet GDO analiz laboratuvari en az 10 gesit
GDO ig¢in yeterlilik testine girmis olsa yurt digina 350.000 Euro (2.208.500 TL +
%18 KDV) kadar laboratuvar gelirlerimizden gitmektedir. Uretilen yeterlilik test
kiti uluslararasi tedarikgiler ile karsilastirildiginda matrislerin verifikasyonu ile
baglayan ve rapor olusturulmasina kadar gegen suregte %75’lik bir oranda
maliyet bakimindan daha uygun bulundugu hesaplanmistir. Ulusal ve akredite
bir YT/LAK materyalinin ve sistematiginin gelistirilip, uygulanmasi bu tutarin tlke
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icinde kalmasini saglayacaktir. Ayrica ulusal duzeyde ticari bir firmaya da
YT/LAK testi saglayicisi niteligi kazandirilacaktir.

Bu calisamada ilk asama yeterlilik test kiti matrislerinin  GD c¢esit ve GD
olmayan unlarin homojen karisimi saglanarak olusturulmasidir.

Ikinci asama DNA ekstraksiyonu yénteminin optimize edilmesi agsamasidir. Kit
kullanilarak ekstrakte edilen DNA’lardan miktar ve kalite bakimindan basarili
sonuglar alinmigtir. Bu DNA’lardan degisim (varyasyon) katsayisi hesaplanip
literatur ile karsilagtirmali olarak degerlendiriimis ve gecerliligi gosterilmigtir
[99,100].

Uglincli asama tek laboratuvar GDO analizleri verifikasyonudur. Bu asamada
matrislerde kullanilan GD g¢esitlerine spesifik primer prob dizileri; PCR
sartlarinin yuratulecedi parametreler, yanlis negatif orani, yanlhs pozitif orani,
inhibisyon testi, minimum tespit siniri, dogruluk, tekrarlanabilirlik, minimum
Olcim siniri, tekrar Uretilebilirlik, laboratuvar sapma kontrold, dlgim belirsizligi
gibi verifikasyon parametreleri ve son olarak stabilite testi yapilarak
laboratuvarlar arasi kargilastirma testi 6ncesi analizler gergeklestirilmistir.
Doérdincu asama laboratuvarlar arasi karsilastirma testidir. Katilimci
laboratuvarlardan istenen nitel, nicel analizler degerlendiriimis ve sonuglara
gore laboratuvarlarin z-skorlari hesaplanmigtir. Rapor ve degerlendirmeler
tamamlandiktan sonra laboratuvarlara katilim sertifikalari iletilmistir.

Calismanin ilgili asamalarinda alinan sonuglar su sekilde 6zetlenebilir;

1. DNA ekstraksiyonu inhibisyon testlerinde tahmin edilen degerlere karsi
dlgiilen degerlerin tiimi 0.5 déngiiden az olup lineer regresyonun R?si, tim
DNA ornekleri igin > 0.99'dur. Elde edilen veriler, hazirlanan matrislerdeki misir
ve soya unlarina uygulanan ekstraksiyon yonteminin, sonraki RT-PCR bazli
tespit uygulamalari igin uygun miktar ve kalitede DNA urettigini teyit etmektedir.
Yuksek varyasyon katsayisi olan ornekler literatir sonuglari ile karsilastirilip
benzer oldugu goérulmastir [90,91]. DNA ekstraksiyonu asamasi basari ile
gerceklestirildikten sonra tek laboratuvar analizlerine gegilmistir.

2. RT-PCR sonugclarina gore RSDr degerleri referans materyallerde ve yeterlilik
test kitindeki matrislerde %25'den az oldugu igin uygundur. Dogruluk degerleri
referans materyaller ve matrisler icin %75-%125 arasinda bulundugu igin

uygundur.
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3. HU-2A ve HU-4A matrislerinde dagitim oncesi yapilan stabilite testi sonucu
istatistiki olarak %25’lik dogruluk sinirinin diginda kaldigi i¢in laboratuvarlardan
yalnizca nitel analiz sonucu istenmistir. Yeterlilik test kiti matrislerinde
orneklerden nitel ve nicel analiz istenmelerine gore bir c¢agri mektubu
hazirlanmigtir ve belirtilen sureler dahilindeki kayitlar sonucu yeterlilik test Kkiti
dagitima ¢ikmistir.

4. Laboratuvarlararasi kargilagstirma testinde laboratuvarlarin tarafimiza
bildirimlerine gore U-1 laboratuvari yogunluktan dolayr sonuglarini
aktaramamistir. U-6 laboratuvari yeterlilik test kiti icerisinde kontrolu ile birlikte
olan materyalleri (A ve B gruplari) karigtirmis olup analizi istenen tum kontrol
gruplarinda istenen GD c¢esidinin elementleri (promotor, terminator) ve GD
cesidini saptamistir. U-6 laboratuvarinin sonuglari laboratuvarimiza yaptiklari
geri donuste belirtildigi gibi kendi icinde tutarlidir ve nitel analizlerindeki
olumsuzluklar bu kapsamda ayri ayrn degerlendirilmistir. Ancak U-6
laboratuvarinin bu calisma sonuglari kendisi iletildiginde sorunun kaynagini
belirleyip ¢6zmek Uzere asil dlgimlere yansimasinin énine gegcmek amaciyla
duzeltici ve Onleyici faaliyet gerceklestirmesi gerekmektedir.

5. Laboratuvarlarin tNOS terminator genetik elementini icermeyen orneklerde
yanlis pozitiflik saptamalar diger énemli bir sonugtur. Bu nedenle, gonderilen
ornek ile toprak kokenli bir bakteri olan ve tNOS terminatorinun kaynagini
olusturan Agrobacterium tumefaciens ile katiimci laboratuvar ortaminda
kontamine oldugu veya katilimci laboratuvar personelinin galisma esnasinda bu
genetik elementi iceren diger vyeterlilik test kiti matrisleri ile
kontaminasyonundan kaynaklanabilecegi yorumlanmistir.  Ancak katilimci
laboratuvarlaridan tNOS elementi igin yanhs pozitif sonu¢ alan laboratuvarlarin
duzeltici ve Onleyici faaliyette bulunmasi gereklidir.

6. Laboratuvarlarin FMV promotorunu icermedigi bilinen matrislerde bu
promotord saptamalari yine analize alinan DNA’'nin  kontaminasyonu ile
aciklanabilir. Ancak katilimci laboratuvarlarin bu konuda duzeltici ve oOnleyici
faaliyette bulunmasi onerilir.

7. Laboratuvarlarin p35S promotorana icermedigi bilinen matrislerde p35S
promotorinu saptamalarinin nedeni p35S promotorunun kaynagi karnabahar

mozaik virusi oldugundan dolayr ortamin bu virGsin genetik materyali ile
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kontaminasyonu sonucu olabilecegi degerlendirilmistir. Laboratuvarlarin bu
analiz igin de duzeltici ve onleyici faaliyet dizenlemesi esastir.

8. HU-4A gibi i1sil islem gormls matrislerde beklenen tNOS terminator genin
bulunamamasi 6gutme sirasindaki ortam sartlari, DNA ekstraksiyonu igin
ogutmenin yetersiz partikil ¢api (verim dusuklugu), vyetersiz DNA
konsantrasyonu, pipetleme esnasindaki DNA’nin homojen dagilmamasi, isil
islem sonucu degrade olmus DNA, personel ve DNA ekstraksiyon metodundan
kaynaklanabilir. HU-4A 6rnegini analiz eden ve beklenen elementi bulamayan
laboratuvarlarin  sonuclari bakimindan analiz agamalarini geriye donuk
degerlendirmesi ve duzeltici ve Onleyici faaliyette bulunmasi esastir.

9. Yeterlilik test kitleri igcn nicel analiz raporunu veren laboratuvarlarin z- skorlari
-2 ve +2 arasinda bulundugundan analiz sonuglari uygundur.

10. Laboratuvarlararasi karsilastirma testi sonrasinda U-4 laboratuvar “35S,
NOS, FMV tarama analiziyle tespit edilemeyen ancak denetime tabi olan soya,
pamuk ve misir tipleri icin yeterlilik testi bulamiyoruz. Dizenlediginiz yeterlilik
testinde ihtimal olarak verdiginiz MON 87701 soya tipi diginda diger tipleri de
kapsayan yeterlilik testi yapilmasina uzun suredir ihtiya¢c duyulmaktadir. En
azindan bu programinizla soya tipleri konusunda bu ag¢igi kapatsak
da ileriki programlariniz igin soya, pamuk ve misir tiplerini kapsayan tek bir
matrisi planlamaya almaniz birgok laboratuvarin ihtiyacini karsilayacaktir’
seklinde geri donusu, yeterlilik testinin dogru ve kesin analiz sonuglari igin ne
kadar 6nemli oldugunu, Turkiye’de GD analizi yapan laboratuvarlarin test
bulunmayip bu konuda adim atanlarin desteklenmesi gerektigini ve bu testler
olmadan laboratuvarin dogru ve kendinden emin sonuglar veremeyecegini
O0zetlemektedir.

Sonug olarak olugturulan yeterlilik test kiti ile, literatire uygun olarak tek
laboratuvar GDO analizleri verifikasyonu ve laboratuvarlar arasi kargilastirma
testi analizleri basarili sekilde yudrutulerek Uretilen test kitinin validasyonu
saglanmistir. Test sonuglari ve istatistiki analizler kapsaminda olusturulan
yeterlilik test kiti yurt disindan getirilen testlere bir alternatif olusturabilme
kapasitesindedir.

Bu galismada yeterlilik testlerinde daha nadir yer verilen MON87701 ve MIR604
cesidi igin yeterlilik testi uygulanmistir ve ileri galismalarda diger GD cesitleri
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icin de laboratuvarlar arasi kargilagstirma ve yeterlilik testleri ¢alismalari

surdurulmesi gerekliligini ortaya koymustur.
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EKLER
EK-A

Olgiim Belirsizligi Hesaplama Yolu

Tek laboratuvar tekrar Uretilebilirlik
Denklem 1

¢;: 2 analitik sonucun ortalamasi

Ci1tCio

Denklem 2
d; : 2 analiz sonucu arasindaki mutlak fark
d; = |Ci,1 — Ci2
Denklem 3
rad,;: Analizler arasindaki bagil fark

rad; = % x100

Denklem 4
RSDy, (S,) : Tek laboratuvar analizleri tekrar Uretilebilirlik standart sapmasi
d : Ortalama fark
d,, : Olgilen analit miktarina goére degisken
Sp= L
Denklem 5
RSD, : Tek laboratuvar analizleri bagil standart sapma

rad : Ortalama bagil fark
RSD, =

Method ve Laboratuvar Sapma KontrolU
Denklem 6

A,,: Olglilen ortalama deger ve sertifika degeri mutlak farki
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c,,: Olglilen ortalama deger

Ccrym- Sertifika degeri

Ap = ey — ccrul
Denklem 7
u, : Sertifikali deger ve 6lgum belirsizliginin birlestiriimesi
Uy, : Olglilen sonucun 6lgiim belirsizligi

ucry - Sertifikali degerin olgim belirsizligi

_ 2 2
Up = Up t Ucpy
Denklem 8
Uy, : Olglilen sonucun élgiim belirsizligi

n : Bagimsiz analiz sonuglari

Denklem 9
Genigsletilmig belirsizlik U, , %95’lik glven araligina denk gelir ve u,'nin kapsam
faktora k=2 ile carpimindan elde edilir.
U, : sonug ve sertifikali deger arasindaki farkin genisletilmis belirsizligi
Uy =upx?2
Degerlendirme:
Eger A,,< U, Olgulen deger ve sertifikali deger arasindaki fark arasinda onemli

bir fark yoktur. Bu olay sapma yoktur olarak yorumlanir.

Sapma ile ilgili belirsizlik bilegenlerinin tahmini
Denklem 10

2 2
Upiasr = JRSDR + (2 x100)

n CCRM
Denklem 11
RSU : Bagil standart belirsizlik

RSU = \JRSDZ + u?,,..

Olglim belirsizliginin degerlendirilmesi

Denklem 12
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u : Olglim belirsizligi
U, - Mutlak standart belirsizlik

c : Olglim sonucu

u = JuZ + (c xRSU)?
z-skoru Hesaplamasi
Denklem 13
u : Rapor edilen sonug
X: Atanmig deger

o : Standart sapma igin hedef deger
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EK-B

Laboratuvarlara Gonderilen Davet Mektubu

HACETTEPE UNIVERSITESI
Miihendislik Fakuiltesi
Gida Miihendisligi Bolimii
01/11/2018

Sayin Yetkili,

GDO analizleri igin dis kalite kontrol unsuru olan laboratuvarlar arasi karsilastirma ve yeterlilik testleri
genellikle yurtdisindan saglanmaktadir. Gida ve yem driinlerinde GDO tespitinin yeterli ve dogru
Olglimu igin laboratuvarlar arasi karsilastirma ve yeterlilik testleri oldukg¢a 6nemlidir ve hem ulusal hem
uluslararasi 6lgekte yapilan GDO tip ve miktar analizlerinin kabul gérmesi adina bu testlerden iyi sonug
almak gerekliliktir.

Bu calismada, gida ve yem urinleri igin GDO Yeterlilik Test Kiti sertifikali referans materyale dayali
olarak hazirlanmistir ve igerigindeki matrisler asagidaki gibidir:

v’ Tek Cesit islenmemis Matris (soya ve misir unu)

v’ Karisik Cesit islenmemis Matris (soya ve misir unu)

v’ Karisik Cesit islenmis Matris (Biskiivi)

Katilimci laboratuvarlardan bu calisma kapsaminda GDO tespiti igin tretilen Gida ve Yem Uriinlerinde
GDO Yeterlilik Test Kiti ile laboratuvarlarin kendi prosedurleri kullanilarak es zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ile nitel ve nicel analizler gergeklestirilmesi beklenmektedir.

Analiz stiresince takip edilen prosedir EK1’de verilen bilgiler dogrultusunda test sonuglari ile birlikte
iletilmelidir. Test seti laboratuvara ulastigi zaman +4 ile -20°C arasinda saklanmasi 6nerilmektedir.
Analizden sonra ise, katilimcilarin her 6rnek igin esik dongti degerleri ve RT-PCR’in verimligi (PCR
efficiency) degerlerinin tarafimiza iletilmesi gerekmektedir (EK2).

Bu ¢alismaya katilacagini bildiren laboratuvarlara 12-16 Kasim 2018 tarihinde 6rneklerin gonderilmesi
planlanmaktadir. Analiz raporlarinin ve deneyle ilgili istenilen sonuglarin génderilmesi icin 6rneklerin
laboratuvara ulasmasindan itibaren katilimcinin 3 hafta siiresi olacaktir.

Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bélimi’nce iretilen Gida ve Yem
Ornekleri igin GDO VYeterlilik Test Kiti katilimci laboratuvarlara dagitim siireg maliyeti tarafimizca
karsilanacaktir.

Katilimci laboratuvar kitin kendilerine ulasmasindan itibaren Ug hafta icerisinde elde ettigi sonuglari
ekli formlar kullanilarak remziye@hacettepe.edu.tr adresine iletmelidir. Sonuglar her laboratuvara ait
kod numarasi ile anonim olarak saklanacak ve sadece projede yer alan 6gretim uyeleri ile katilimci
laboratuvarlar arasinda tartigilacaktir. Bu ¢alisma sonuglari katilimcilarin tim haklari sakli kalmak
kosulu ile yayinlanabilir.

Katilimci laboratuvarlara test sonucunu iceren “Katilim Sertifikasi” verilecektir.

Birlikte gerceklestirecegimiz bu g¢alisma icin saglayacaginiz katki tiim taraflar ve ililke ekonomisi
acisindan gok 6nemli yer tutacaktir. Ayiracaginiz zaman ve emek igin tesekkir ederiz.

Saygilarimla,

Dog. Dr. Remziye YILMAZ
Proje Yurituclsu

Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii 06800 Beytepe Ankara
Telefon: (+90312) 2977110, Faks: (+90312) 2992123, web: http://www.food.hacettepe.edu.tr
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HACETTEPE UNiVERSITESi
Miihendislik Fakiiltesi
Gida Mihendisligi Bolimii

Gida ve Yem Uriinlerinde GDO Yeterlilik Test Kiti

Tek Gesit islenmemis Matris

Yeterlilik testinin bu kategorisi islenmemis matrislerden olusmaktadir. Matrisler tek tip un
icermektedir. Tablo 1’de belirtilen trln kodlarinda misir ve soya gesidi igin nitel ve misirin ilgili cesidi
icin nicel analiz istenmektedir.

Tablo 1. Tek gesit islenmemis matris

Sevkiyat Tarihi Uriiniin Kodu Matriks Analitler Yaklasik boyut (g)
Misir
o 0,
HUL %100 Misie Uny Potansiyel GDO Cesitleri
HU-2 %100 Soya Unu 202

Potansiyel GDO Cesitleri

Karisik Cesit islenmemis Matris
Yeterlilik testinin bu kategorisi islenmemis matristen olugmaktadir. Matris karisik un (soya ve misir)
icermektedir. Tablo 2’de belirtilen triin kodunda misir ve ilgili gesidi igin nitel soya ve ilgili cesidi igin
nicel analiz istenmektedir.
Tablo 2. Karigik Gesit islenmemis Matris
Sevkiyat Tarihi Uriiniin Kodu Matriks Analitler Yaklasik boyut (g)
Misir ve Soya
Hi< KansikeUn Potansiyel GDO Cesitleri
Karisik Cesit islenmis Matris
Yeterlilik testinin bu kategorisi islenmis matristen olusmaktadir. islenmis matrisin icerdigi karisik un
(soya ve musir) 1sil islemden gegmistir (biskivi). Tablo 3’de belirtilen Griin kodunda nitel analiz
istenmektedir.
Tablo3. Karisik gesit islenmis matris
Sevkiyat Tarihi Uriiniin Kodu Matriks Analitler Yaklasik boyut (adet)
HU-4 Biskuvi Misir ve Soya 4
Potansiyel GDO Cesitleri

Potansiyel GDO cesitleri Tablo 4 ve Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 4. Potansiyel GDO Cesitleri (Misir listesi)

Bt11 misir MON810 misir TC1507 misir MON88017 misir
Bt176 misir GA21 misir MON863 misir Diger GDO Cesitleri
NK603 misir MIR604 misir MON89034 misir

Tablo 5. Potansiyel GDO Cesitleri (Soya listesi)
Roundup Ready®(40-3-2) soya MON89788 soya = MONS87701soya Diger GDO Cesitleri

Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bolimii 06800 Beytepe Ankara
Telefon: (+90312) 2977110, Faks: (+90312) 2992123, web: http://www.food.hacettepe.edu.tr
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HACETTEPE UNiVERSITESi
Miihendislik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Bolimu

EK-1
Katilimcilarin Tarafimiza iletmesi Gereken
Gida ve Yem Uriinlerinde GDO Tespiti Yeterlilik Test Kiti ile Takip Edilen Analiz Prosediirii

1. Laboratuvarin Tespit Limiti (LOD):

2. PCR karisimi hazirlama tablosu:
Karigim igerigi Tlp basina disen hacim
Mix
Primer 1
Primer 2
Probe
PCR gradient H,O
DNA 6rnegi
Toplam hacim

3. RT-PCR agamalari:
Sicakhk  Sure Dongl sayisi Hizlanma orani  Veri alma modu

(°C) (cycle number) (Ramp rate)* (Acquisition mode)
On-inkiibasyon

Kuantifikasyon

Sogutma
* En distk hizlanma oranini (ramp rate) seginiz.

4. RT-PCR cihazinizla ilgili bilgi veriniz (marka, model vb.):

Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miithendisligi Bolimii 06800 Beytepe Ankara
Telefon: (+90312) 2977110, Faks: (+90312) 2992123, web: http://www.food.hacettepe.edu.tr
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HACETTEPE UNiVERSITESi
Miihendislik Fakiiltesi
Gida Mihendisligi Bolimii

EK-2
Katilimcilarin Tarafimiza iletmesi Gereken Analiz Sonuglarn

1. Lutfen asagidaki tablolari doldurunuz

1.1. DNA izolasyon Sonuglari

Ornek Adi Konsantrasyon (ng/mL) Ratio (Azs0/280)
Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3 Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3
HU-1
HU-2
HU-3
HU-4

1.2. Nitel Analiz (Var/Yok Testi) :
Ornek Adi Ct (esik dongii degeri)
Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3
HU-1
HU-2
HU-3
HU-4

1.3. Nicel Analiz (Miktar Tayini) :

Ornek Hedef Bolge Referans Bolge % GM orani
Adi (Ct ve Kopya sayisi) (Ct ve Kopya sayisi)
Tekrar1  Tekrar2  Tekrar3  Tekrar1l Tekrar 2 Tekrar 3
HU-1
HU-3

2. Lutfen esik dongu degerlerine (Ct value) ait analiz sonuglarinin ekran goérintilerini de rapora
ekleyiniz (Lutfen esik dongli degerlerine ait ekran gorintulerinde 6rnek adinin ve amplifikasyon
egrisine ait ekran gorintllerinde 6rnek adinin ve diger parametrelerin goriindiigiinden emin
olunuz).

Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miithendisligi Bolimii 06800 Beytepe Ankara
Telefon: (+90312) 2977110, Faks: (+90312) 2992123, web: http://www.food.hacettepe.edu.tr
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EK-C

Sertifika Ornegi

HACETTEPE UNIVERSITESI MUHENDISLIK FAKULTESI
GIDA MUHENDISLIGI BOLUMU

GIDA VE YEM URUNLERINDE GDO YETERLILIK TESTI
KATILIM SERTIFIKASI
Kasim-Aralik 2018

GIDA KONTROL LABORATUVAR]

GIDA VE YEM URUNLERINDE GDO YETERLILIK TESTI’NE KATILMISTIR. *

Prof. Dr. Halil VURAL Dog. Dr. Remziye YILMAZ
Boliim Bagkam Ogretim Uyesi

*Yeteslilik testt soma; raporu tarafimza posta yolu e géaderilmigtir.
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FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

HACETTEPE UNIVERSITESI
(7 YUKSEK LISANS/DOKFORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIiVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI BASKANLIGI’'NA

Tarih: 12/09/2019

Tez Baghg! / Konusu: GIDA VE YEM URUNLERINDE GDO TESPITi iCIN YETERLILIK TEST KiTi GELISTIRILMESI

Yukarida baghgi/konusu gosterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, ¢) Ana béliimler d) Sonug¢ kisimlarindan
olugan toplam 168 sayfalik kismina iliskin, 12/09/2019 tarihinde $ahsm/tez danismamm tarafindan Turnitin adl
intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin
benzerlik orani % 6 ‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakea hari¢
2- Alintilar haric /dédas-
3- 5 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Gahigmasi Orjinallik Raporu Ahnmasi ve Kullamlmasi Uygulama
Esaslari'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez ¢galismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

8 y $ g g g g Y 12.08. 203

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve imza
AdiSoyadi: TAHA TURGUT UNAL

Ogrenci No: N16128465

Anabilim Dali: Gida Mithendisligi

Programn: Yiiksek Lisans

Statiisii: [X] Y.Lisans  [] Doktora [ Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR.

Cemtye SilaAR

(Unvan, Ad Soyad, imza)
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ANANEN

cv

Adi Soyadi: Taha Turgut Unal

Dogum Tarihi: 18.03.1993

Unvani: Yiksek Lisans Ogrenci

Egitim

1999-2011 TED Karabuk Koleji

2011-2016 Hacettepe Universitesi Gida Mihendisligi Lisans

2016-2019 Hacettepe Universitesi Gida Mihendisligi Yiiksek Lisans
Yuksek Lisans Tezi

Gida ve Yem Uriinlerinde GDO Tespiti igin Yeterlilik Test Kiti Geligtiriimesi
Projeler

Seker Pancari ve Sekerden izomalt Eldesi Fizibilite Raporu (Prof. Dr. ismail
Hakki BOYACI) 2015

Toz Ayran Projesi (Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI) 2016

iklim Degisikligi ve Gida Glivencesi Hakkinda Farkindaligin Olgtimi ve
Geligtiriimesi (Dog¢. Dr. Remziye YILMAZ) 2017

Konuk Bilim insani Projesi (Hacettepe Universitesi-Michigan State University)
2017

v Mevlana projesi GDO Risk degerlendirmesinde omik teknolojilerin kullanim

imkanlari, Michigan State Universitesi, ABD, 2019

v/ Erasmus, Michigan State Universitesi, ABD, 2019

Staj Deneyimleri

Oylum St Uriinleri Fabrikasi 2014

Luket Et Fabrikasi 2015

is Deneyimleri

Golden Age Hotel Yalikavak Bodrum 2017

Onemli Katihm Belgeleri

FAO — Regional biosafety training course on GM Risk analysis, monitoring and
inspections

ALTIGEN - Gida glvenliginde g-PCR tekniginin kullanim olanaklari
Gida Muhendisligi 8. Ogrenci Kongresi

ilgi Alanlar

v MatLab

v Phyton

v C

v C#

v Yabanci Dil
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