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Giris: Genetik Modifiye Organizmalarin (GDO) kontrol analizlerinin ilk asamasinda GDO tarama analizi yer
almaktadir. GDO’lu iiriinlerin %90’ 1ndan fazlasinda genetik modifikasyonu gosteren bolgeler; 35S promotor,
NOS terminator ve FMV promotor bolgeleridir. Ticari kitler de genel olarak bu boélgeleri taramak igin
iretilmistir. Bu bolgeler tarandiginda daha az ileri analize ihtiya¢ duyulmaktadir. Ticari kitler kullanim
kolaylig1 saglamasi nedeni ile tercih edilmekte ancak analiz maliyetini artirmaktadir. Bu ¢aligmada multipleks
test materyalinin laboratuvar i¢i metot olarak hazirlanmasi ile maliyetin diisiiriilmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve yontem: Calismada ilk etapta bilesenler uygun oranlarda karistirilarak GDO tarama testi
hazirlanmistir. Bu tarama testi ile daha sonra sertifikali referans madde (CRM), gida ve yem matrikslerinde
validasyon ¢aligmalari gerceklestirilmistir.

Tartisma ve sonug: Planlanan bu ¢alisma sonucunda LOD (tespit limiti) seviyesi 10 DNA kopyasi olan hassas
ve analiz maliyeti ticari kite oranla daha diisiik multipleks GDO tarama testi gelistirilmistir. Bu testin yanlis
negatiflik ve yanlis pozitiflik oranlart %0 bulunmustur. Asimetrik LOD sonucu tiim boélgeler i¢in 10
kopya/10000 kopya olmustur. Sartlardaki kiigiik degisiklikler ile 30 DNA kopyasinin pozitif sonu¢ vermesi bu
tarama testinin saglamlik kriterine uygun oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: GDO; 35S; NOS; FMV; multipleks; validasyon; PCR

Abstract

Introduction: Genetically Modified Organisms (GMO) screening analysis is the first step of the GMO control
analysis. Regions showing genetic modification in more than 90% of GMO products are 35S promoter, NOS
terminator and FMV promoter regions. Commercial kits are also generally produced to scan these regions.
Less further analysis is needed when these regions are scanned. Commercial kits are preferred due to their ease
of use, but they increase the cost of analysis. In this study, it was aimed to reduce the cost by preparing the
multiplex test material as an in-laboratory method.

Materials and methods: In the study, the GMO screening test was prepared by mixing the components in
appropriate proportions in the first stage. With this screening test, validation studies were carried out on
certified reference material (CRM), food and feed matrices.

Discussion and conclusion: As a result of this study, a multiplex GMO screening test with a LOD (limit of
detection) level of 10 DNA copies was developed. False negative and false positive rates of this test were
found to be 0%. The result of asymmetric LOD was 10 copies/10000 copies for all regions. The positive result
of 30 DNA copies with minor changes in the conditions showed that this screening test complied with the
robustness criteria.

Keywords: GMO; 35S; NOS; FMV; multiplex; validation; PCR

Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii tarafindan yaymlanmistir.
Published by Central Research Institute of Food and Feed Control, Bursa, Tiirkiye


https://orcid.org/0000-0003-4611-9106
mailto:perturkmen@mehmetakif.edu.tr
https://orcid.org/0000-0002-6777-273X

24 Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 31:23-32 (2024/1)

1. Giris

Biinyelerine yabanci genler dahil edilerek genetik
yapilar1 degisiklige ugratilan, yabanci genleri
genomlarina entegre eden ve bu oOzellikleri
gosteren  organizmalara  “genetik  modifiye
organizma (GDO)” denir (Sen ve Altinkaynak,
2014). GDO’lar; dogada kendiliginden polenlesme
veya tozlasma yoluyla gerceklesmesi miimkiin
olmayan, laboratuvar sartlarinda genetik zincirde
degisiklikler gerceklestirmek suretiyle olusturulan
yeni organizmalar seklinde tanimlanabilir (Kagit
Ve Aslan, 2022). Ya da baska bir tanimla GDO’lar,
sahip olduklar1 gen dizilimleri biyoteknolojik
yontemlerle  degistirilerek  yeni  Ozellikler
kazandirilmis  organizmalardir  (Giingdr ve
Demiryiirek, 2021). Yeni bir 6zellik i¢in organizma
genomuna dogal canli organizmalardan alinan bir
parca DNA ya da birkag kiiciik DNA pargasindan
olusan sentetik bir kombinasyonun eklenmesi ile
bu islem gerceklestirilir (Atsan ve Kaya, 2008).

Genetik modifiye (GD) bitkiler, dogal yapilarinda
olmayan bir veya birden fazla genin bir sekilde
genoma eklenerek bitkinin bir pargasi haline
getirilmesi ile olusturulur. Diinya capinda GD
bitkilerin tiretimi siirekli artmaktadir (Clive, 2009).
Kullanim amaglar1 tarim iiriinlerine viriis, mantar,
bakteri, parazit, herbisit ve boceklere Kkarsi
dayaniklilik kazandirilmasi; sicaklik, kuraklik,
rutubet ve tuzluluk gibi olumsuz faktorlere kars
tolerans  kazandirilmasi;  albenilerinin  ve
dayanikliliklarinin  artirilmasi, tat, aroma ve
kokularmin  degistirilmesi, meyve olusturma
siirelerinin ~ kisaltilmasi, besin  degerlerinin
iyilestirilmesi, sekonder metabolit (as1, ilag)
iretiminin ~ saglanmas1  ve  verimliliklerinin
artirtlmasidir. Gelistirilmelerinden bu yana; birgok
alanda giindelik hayatimiza giren GDO’larin, en
yaygin uygulama alani buldugu sektorler, tarim ve
gida sektorii olmustur. Ancak, uzun siiredir
ozellikle gida olarak tiikettigimiz GDO’larin ve
tirevlerinin, insan saglhgi iizerinde; alerjik ve
toksik etkiler olusturma, antibiyotiklere direng
gelisimine neden olma, kanser olusumunda rol
oynama gibi olumsuzluklara yol agabilecegini
savunan tartigsmalar yapilmaktadir (Sen ve
Altinkaynak, 2014).

Niifus artis1 nedeniyle meydana gelen beslenme
yetersizligi sorununun giderilmesi amaciyla birim
alandaki verimin artirilmasi, ekilebilir alanlarin
arttirlmasindan daha fazla Oonem kazanmis ve
caligmalar bu yonde yogunlasmistir. Yesil devrim
donemi de denilen 1965-1985 yillarinda klasik
1slah yontemlerinin yani sira giibre, hormon, tarim
ilaglar1 ve yeni teknolojik makineler kullanilarak
tarimsal iirlinlerin kalite ile veriminde kayda deger

artis saglanmistir. Ancak zamanla tarim ilaglariin
toprakta birikmesi ile sagliga zararli olmalari,
klasik  1slah  yoOntemlerinin  uzun  siiregte
gerceklesmesi, yiiksek is gilici maliyeti gibi
dezavantajlardan dolay1 yesil devrim ihtiyaglar
kargilayamaz hale gelmistir. Artan ihtiyaglardan
dolay1 yeni arayislar sonucunda GDO’lar ortaya
cikmistir (Arvas ve Kaya, 2019). Tarimda GDO
kullanimin1 savunanlarin temel iddiasi, insan
niifusunun  artmasina bagli olarak ihtiyag
duyulacak gida maddesinin yetersiz kalacagindan,
gelecekte insanligin GDO’lu tohumlara muhtag
olacagidir (Kagit ve Aslan, 2022).

Uluslararas1  Zirai-Biyoteknoloji  Uygulamalari
Kurulusu (ISAAA) verilerine gore biyoteknolojik
tiriinlerin ticarilestirilmesinin 24. y1l1 olan 2019'da,
29 tilkede 17 milyona yakin ¢iftci tarafindan 190,4
milyon hektar biyoteknolojik mahsul ekilmistir. ik
biyoteknolojik mahsuliin ticarilestirildigi 1996
yilinda 1,7 milyon hektarlik ilk ekimden itibaren,
2019 yili ekimi yaklasik 112 katlik bir artisa isaret
etmektedir. Bu nedenle, biyoteknolojik mahsuller,
modern tarim tarihinde en hizli benimsenen mahsul
teknolojisi olarak kabul edilmektedir (ISAAA,
2023).

GDO’larin riski ilk olarak 1975’teki Asilomar
Konferansi’nda tartisilmigtir.  Arastirmacilarin
endisesi daha ¢ok rekombinant DNA teknolojisi
sonucu, toplum saghigini tehdit edecek viriislerin
yaratimi ve sizintisi konusunda olmustur. GDO’lar1
giivenlik ve beslenme acisindan degerlendirmek
iizere 1990, 1996 ve 2000 yillarinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO)
goriismeler  diizenlemistir. GD gidalara
yerlestirilen yeni proteinlerin  allerjenitesinin
degerlendirilmesi i¢in 2000 yilinda bir karar agaci
olusturulmustur. Buna gore allerjenite risk
degerlendirme prosediirlerinin  giivenilirliginin
artirilmasi gerektigi kararina varilmistir (Ocal ve
Isikl1, 2019).

Tiirkiye’de uygulamaya konan Biyogiivenlik
Kanunu’nun ikinci bolimii madde 5’te Tiirkiye
sinirlart igerisinde GDO’lu bitki veya hayvan
dretimi  yasaklanmistir. Ayrica bir bagka
yasaklanan konu ise Tirkiye’ye kurul karar
dahilinde ithal edilmis olan GDO’lu {irlinlerin
amaci disinda kullanilmasidir (Anonim, 2010).
Boylece hayvan yemi olarak ithal edilen GDO’lu
tarim irlinlerinin baska bir alanda kullanilmasi
mevzuat ile yasaklanmistir (Kagit ve Aslan, 2022).

GDO olugturulmasinda en sik kullanilan promotor
ve terminator dizileri olarak; karnabahar mozaik
viriisiine (Cauliflower mosaic virus, CaMV) ait
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35S promotoru, figwort mozaik viriisiine ait FMV
promotoru ve Agrobacterium tumefaciens’den
alman nopalin sentez NOS terminatdrii kullanilir.
GDO tarama islemi sirasinda bu spesifik gen
bolgeleri hedef alinmaktadir. Bu sekilde iiriin
icerisinde GDO’nun varlig1 tespit edilmis olur.
Bundan sonraki asamada ise GDO’nun tiirii ve
miktarinin tespitine gegilir (Cetinkaya vd., 2019).

GDO’larda hedef dizilerin ¢esitliligi nedeni ile
tespit tekniklerinin cesitleri de siirekli artmaktadir.
Analitik ¢abayr en aza indirmek, ancak ileri
analizlere gegmeden Once bir 6n se¢im yaparak
gergeklesebilir.  Bunun igin  kullanilacak bir
multipleks PCR Kit ile birden fazla bolge
taranabilir. ~ Karnabahar mozaik  viriisiiniin
(Cauliflower mosaic virus, CaMV) 35S geni,
Agrobacterium  tumefaciens'in ~ sentez  geni
nopalinin sonlandiricis1 yani NOS geni, figwort
mozaik virlisliniin promoter geni FMV ve toprak
bakterisi Streptomyces hygroscopicus'un bar geni
GDOQ'larda en yaygin kullanilan dizilerdir (Dorries
vd., 2010). Bu diziler gen aktarimini saglayan
dizilerdir. Istenilen gen dizisini eklemek igin
kullanilan bir nevi araci gen dizileridir.

GDO bolgelerini tespit etmek amaciyla yapilmig
tarama testleri ile ilgili literatiirde yeralan bazi
calismalar su sekildedir; Ddrries vd. (2010)
GDO’larda yaygin kullanilan bolgelere yonelik
(35S/NOS/FMV/bar/plant) yaptiklar1 bir ¢aligmada
multipleks tarama testi gelistirip ticari kit olarak
(foodproof GMO Screening Kiti, BIOTECON
Diagnostics GmbH, Potsdam, Germany) piyasaya
sunmuglardir. Hangerliogullar1 ve Yilmaz (2023)
da foodproof GMO Screening Kiti kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada bu kalitatif tarama testlerinin
giivenilir sonuglar verdigini, dolayisiyla kontrol
laboratuvarlarinda  izleme  igin  basariyla
kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Cottenet vd.
(2019) daha genis bir araligi kapsamak icin, iki
tane real-time PCR reaktifi tasarlamigtir. Bunlarin
ilki altt GD bolgesini (p-35S, t-NOS, p-FMV, t-E9,
Pat ve CrylAb/c), ikincisi bunlari icermeyen GD
tiplerinden olan 6 GD tipini (DAS-40278-9, VCO-
1981-5, 305423, CV127, GHB614 ve 73496)
kapsayan PCR reaktifleridir. Bu yontemde fast
PCR kullanilmig ve sonu¢ alma siiresinde daha
fazla azalma saglanmistir. Bahrdt vd. (2010)
yilinda yaptiklar ¢alisma ile GDO hedeflerinden
en az birini iceren ve 100'den fazla onayh
GDO'nun taranmasint saglayan bir hekzapleks
real-time PCR tarama testi gelistirmis ve
validasyon calismalar1 ile dogrulamiglardir. Guo
vd. (2012), yaptiklar1 ¢alisma ile 90'dan fazla
onayli GDO tipinin igerdigi 8 bdlgeyi (CP4-
EPSPS, bar, pat, CrylAb, CrylAc, CrylA (b/c),
mCry3A ve Cry3Bbl) bir arada tarayan

quadrupleks PCR testi gelistirmis ve hassasiyetini
(LOD) 80 kopya olarak tespit etmislerdir.
Waiblinger vd. (2008), gida iiriinlerinde GDO’lar1
tespit etmek i¢in bir P35S ve t-NOS dupleks real-
time PCR tarama yOnteminin validasyonunu
laboratuvarlar ~ arast  ortak  calisma  ile
gerceklestirmiglerdir. Tespit limitini 10 DNA
kopyas1 olarak bulmuslardir. Sistemin dogruluk ve
hassasiyetini 6lgmek icin 35S/NOS pozitif olan
Btl1, sadece NOS pozitif olan GA21 ve sadece
35S pozitif olan MON810 CRM’leri kullanilmstr.
Dogrulama verilerinin ¢ogu Avrupa GDO
Laboratuvarlar1 Ag1 (ENGL) minimum performans
gereksinimlerini  karsilamigtir. Grohmann vd.
(2017), 6 GD soya fasulyesi tipinin (MON 87701,
MON 87708, MON 87769, DP-305423, CV-127
ve DAS-68416) 6’I1 olarak tarama testini
gelistirmigler ve laboratuvarlar arasi ortak ¢aligma
ile validasyon calismalart gergeklestirmislerdir.
Debode vd. (2017), GDO tespiti i¢in iki singlepleks
(tE9 ve pea lektin) ve bir dubleks (pat/bar) gercek
zamanlt PCR yonteminin validasyonu igin
laboratuvarlar arasi c¢aligmalar yapmiglardir. Bu
yontemin amaca uygun oldugunu ve GDO tarama
tespiti icin kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
Huber vd. (2013), pentapleks metot ile 5 GDO
bolgesinin  (P-35S, t-NOS, ctp2-cp4-epsps)
laboratuvarlar arasi g¢aligma ile validasyonunu
gerceklestirmigler ve hedeflenen diziler i¢in 20
kopyanin altinda tespit limitine ulasmiglardir. Bu
tarama testi ile diinya ¢apinda uygulanan en yaygin
GDO bolgelerinin  tespit edilebilecegini, bu
metodun rutin GDO analizinde uygulanmasi ile
GDO taramasi ig¢in maliyet ve zaman agisindan
tasarruf saglanacagini séylemislerdir. Eugster vd.
(2014), tetrapleks (P-35S, t-NOS, T-35S and P-
FMV) real-time PCR metodu gelistirmis ve
dogrulamiglardir. Ayrica sistemin saglamligini
laboratuvarlar arasi testlerle de gostermislerdir. Bu
yontemin, GDO boélgelerini tespitinde hassas ve
giivenilir bir tarama prosediirii sagladigi sonucuna
varmiglardir.

Bu ¢aligsma ile gida, yem ve tohumlarda multipleks
GDO tarama testi gelistirilmesi ve validasyon
yapilmast planlanmistir. Literatiirde yer alan
caligmalardan farkli olan yami Tiirkiye’deki kamu
ve Ozel laboratuvarlarinda metot birlikteligi
kapsaminda ¢alisilmasi  gereken  bdlgelerin
hedeflenmis olmasidir. Bunlar; 35S, NOS, FMV,
plant gen bolgeleri olup ayni zamanda ticari
kitlerin de hedefledigi bolgelerdir. Bu kapsamda
her bir gen bolgesi icin gerekli primerler ve farkl
boyalar ile boyanmis problar temin edilmistir.
Dupleks ve single iki metot birlestirilerek tripleks
seklinde bir multipleks metot olusturmak
amaclanmigtir. Farklt bolgelere ait primer-
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problarin aymi miks igerisinde Dbirlestirilip
karistirilmas: ile multipleks tarama miksi elde
edilmistir. Daha sonra bu kitin metot validasyonu
gergeklestirilmigtir.

Biyogiivenlik Kanunu cercevesinde Tiirkiye’de
GDO analizleri kamu ve o6zel gida kontrol
laboratuvarlarinda yapilmaktadir. GDO tarama
analizlerinde ¢ogunlukla ticari kit metodu
kullanilmaktadir. Kit metodu, kullanim kolaylig1
ve hassasiyeti nedeni ile tercih edilmektedir. Ancak
oldukc¢a pahali olan GDO analizlerinde maliyetin
onemli kismim1 kit maliyeti olusturmaktadir.
Tanimlama (var/yok) analizleri igin kit fiyatlar
degisken olmakla birlikte 6-46 €/test seklindedir
(Gruden vd., 2012). Bu durum analiz yaptirmak

durumunda olan sanayici, ¢ift¢i ve ireticide
memnuniyetsizlik yaratmaktadir. Kit metodu
yerine, laboratuvar ortaminda kit benzeri metot
olusturulmast  maliyet  acisindan  avantaj
saglayacaktir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal
2.1.1. Master miks ve oligoniikleotit primerler

Calismada PCR master miksi olarak TaqMan™
Universal PCR Master Miks (Cat no: 4304437)
kullanilmigtir. Tarama test materyali i¢in kullanilan
primer-prob gen dizilimleri ise Cizelge 1°de
listelenmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan primer-problar ve gen dizilimleri

Adi Oligoniikleotidler =~ DNA dizilimi (5’ to 3°) Referans
355 Forward primer GCC TCT GCC GAC AGT GGT European
oromotor  REVerseprimer  AAG ACG TGG TTG GAA CGT CTTC (CZ%TE}SS'OH

Probe FAM-CAA AGA TGG ACC CCC ACC CAC G- BHQ1 Waibli’nger vd.

Forward primer CAT GTAATG CATGACGTT ATTTATG European
NOS Reverse primer TTG TTT TCT ATC GCG TAT TAAATG T Commission
terminator p (2011);

Probe YY-ATG GGT TTT TAT GAT TAG AGT CCC GCA A-BHQ1 Waiblinger vd.
EMY Forward primer CAA AAT AAC GTG GAAAAGAGCT European

Reverse primer TCTTTT GTG GTC GTC ACT GC Commission
promotor (2017)

Probe CY5-CTG ACA GCC CAC TCA CTA ATG C-BHQ2 '

Forward primer ATT GAG CCT TGG TAT GGA AACCT Taberlet vd

; aberlet vd.

Plant Reverse primer GGATTT GGC TCAGGATTGCC (1991)

Probe FAM-TTA ATT CCAGGG TTT CTC TGA ATT TGA AAG TT - TAMRA

2.1.2. Sertifikal referans malzemeler (CRM) ve
numuneler

Asimetrik LOD caligmalart igin 35S iceren A5547
(AOCS 0707-C8), NOS igeren FG72 (AOCS 0610-
A5), FMV igeren 87705 (AOCS 0210-A2) soya
CRM’leri; LOD, yanlis negatiflik ve saglamlik
caligmalarinda 35S-NOS-FMV’yi iceren
MON89034 (AOCS 906-E2) musir CRM’i
kullanilmistir. Yanlhis pozitiflik (YP) ve yanlis
negatiflik (YN) caligmalarinda iglenmis gida olarak
biskiivi, islenmemis gida olarak misir 6zii, yem
olarak damitik misir + ¢6ziinlir madde (DDGS) ve
tohum olarak da misir tohumu calisilmistir.
Caligma negatif kontrolii olarak sterilize su
kullanilmustir.

2.2. Yontem

Calisma 6ncesinde CRM’ler ve numunelerin DNA
izolasyonlar1  gergeklestirilmistir. Hazirlanacak
GDO tarama testinin validasyonu i¢in yapilacak
caligmalar Cizelge 2’deki gibi planlanlanmistir.
Calisma  parametreleri ve sayilari  rehber

dokiimanlara gore belirlenmistir (Broeders vd.,
2014; ENGL, 2015; ENGL, 2017; Anonim, 2018;
ENGL 2021).

Cizelge 2. Validasyon calismasinda yapilan
analizler ve tekerriir sayilart

Materyal LOD Asimetrik Saglamlik YP YN

CRM 40 30 30

Islenmis 10 10
Gida

Islenmemis 10 10
Gida

Yem 10 10
Tohum 10 10
Toplam 40 30 30 40 40
Genel 180

Toplam

Cizelge 3 ve 4’te PCR master miks karigim oranlari
verilmistir. GDO tarama analizinde 35S, NOS,
FMYV birlestirilerek iiglii metot seklinde, plant geni
(bitki DNA’s1) analizi ise tek bagina galisilmistir.
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Cizelge 3. Plant tarama analizi PCR master miks ¢6zeltisindeki bilesenlerin oranlari

Bilesen tiirii Bilesen adi Konsantrasyon Hacim (pL)

Reaktif ¢ozeltisi TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 1x 12,5
Forward primer (10 M) 300 nM 0,75

Plant primer-prob Reverse primer (10 uM) 300 nM 0,75
Prob (10 uM) 200 nM 0,5

Su Nuclease free water 55

Numune DNA 5

Plant geni ¢aligmasi ile hem bitkisel DNA elde edilip
edilmedigi yani izolasyon kontrolii hem de inhibisyon

kontrolii saglanmistir. Numune miktar1 maksimum 40
ng/puL olacak sekilde ayarlanmistir.

Cizelge 4. GDO tarama analizi PCR master miks ¢6zeltisindeki bilesenlerin oranlari.

Bilesen tiirii Bilesen adi Konsantrasyon Hacim (pL)
Reaktif ¢ozeltisi TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 1x 12,5
Forward primer (10 pM) 100 nM 0,25
35S primer-prob Reverse primer (10 pM) 100 nM 0,25
Prob (10 uM) 100 nM 0,25
Forward primer (100 pM) 1000 nM 0,25
NOS primer-prob Reverse primer (100 uM) 1000 nM 0,25
Prob (10 uM) 200 nM 0,5
Forward primer (10 pM) 340 nM 0,85
FMV primer-prob Reverse primer (10 pM) 340 nM 0,85
Prob (10 uM) 120 nM 0,3
Su Nuclease free water 3,75
Numune DNA )

2.2.1. DNA izolasyonu ve spektrofotometre
ol¢iimleri

CRM ve numunelerin DNA izolasyonunda ticari
kit GENESpin DNA Ekstraksiyon Kiti (Eurofins
GENESpin, 2016) protokolii uygulanmigtir. DNA
izolatlarimin spektrofotometrik ol¢timleri Thermo
Scientific Nanodrop 2000 Spektrofotometre ile
gergeklestirilmistir.

2.2.2. Real-time PCR ve
kosullar

amplifikasyon

Tium validasyon calismalar1 Qiagen Rotor Gene Q
cihazinda yapilmistir. Saglamlik ¢alismasi igin
farkli marka PCR cihazi olarak Applied
Biosystems 7500 Fast kullanilmigtir. PCR sartlart;
UNG 50°C’de 120 sn, baslangi¢ denatiirasyonu
95°C’de 600 sn, 45 dongli amplifikasyon
(denatiirasyon 95°C’de 15 sn, annealing ve uzama
asamas1 60°C’de 60 sn) seklinde ayarlanmustir.
Okumanin yapildig1 son asama i¢in FAM, YY ve
CY5 boyalar seg¢ilmistir.

2.2.3. Tespit limiti (LOD)

Tespit limiti, bir test numunesinde gilivenilir bir
sekilde tespit edilebilen minimum analit miktar

olarak tanimlanir. 35S, NOS ve FMV bdlgelerini
iceren %100 MON 89034 misir CRM’inden 20, 10,
5 ve 1 kopya zorunlu olmak iizere en az 3 farkh
seviyede (beklenen LOD istii ve alti olacak
sekilde) seyreltmeler yapilmig ve her biri 10 tekrar
seklinde GDO tarama analizine tabi tutulmustur.
Bu parametrede yanlis negatif oraninin %5’den az
olmasi gereklidir. Bu durum 10 PCR tekrarmin
pozitif olmasi ile saglanabilmektedir. Bu nedenle
her ii¢ bolgenin de 10 tekrar 6l¢lim sonucunun
pozitif oldugu en diisiik seviye LOD degeri olarak
kabul edilmigtir.

2.2.4. Asimetrik LOD (LODasym)

Asimetrik LOD (LODasym) multipleks Kalitatif
PCR testleri i¢in validasyon parametrelerinden
biridir. LODasym i¢in hedeflenen bolgenin diisiik
miktardaki analitinin, diger bolgelerdeki yiiksek
konsantrasyondaki analit varlig1 karsiliginda tespit
edilebilirligi  ol¢iilmigtir.  %95’lik  giiven
seviyesinde yanlis negatif sonuglarin  %5’i
gegmemesi gerekmektedir.

GDO tarama testi ile yapilan LODasym ¢alismasi
icin sadece 35S bolgesini iceren %100°lik A5547,
sadece NOS bolgesini igeren %100’lik FG72 ve
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sadece FMV  bolgesini igeren  %100’lik
MONS7705 Soya CRM’leri kullanilmistir. Metot,
hedef bdlgenin 10 kopya, diger bolgelerin 10000
kopya analit varliginda (1:1000 oraninda), 10’ar
paralel seklinde teste tabi tutulmustur.

2.2.5. Saglamhk

Bu yontemin saglamlik testi, deney kosullarindaki
kasitlt sapmalar ile test edilmistir. Saglamlik
caligmalart 35S, NOS ve FMV’yi iceren MON
89034 ile LOD'nin 3 kat1 olarak 3’er tekerriir olarak
calisilmistir. Prosediire uygun faktorlere karsi
degistirilmis faktorler caligilarak test edilmistir.
Saglamlik c¢alismasinda kullanilan faktorler su
sekildedir:

e Termal dongiileyicideki degisiklik igin;
iki farkli marka PCR cihazi kullanilmistir
(Applied Biosystems 7500 Fast ve Qiagen
Rotor Gene Q 5’plex).

e Master miks  konsantrasyonundaki
degisiklik icin konsantrasyon %10
azaltilip %10 artirlmustir.

e Reaksiyon hacmindeki degisiklik igin;
reaksiyon hacmi 1 pl azallip 1 pl
artirilmustir.

e Primer ve prob konsantrasyonlarindaki
degisiklik icin konsantrasyon %30
azaltilmigtir.

e Tavlama (annealing) sicakligindaki
degisiklik i¢in sicaklik 1°C azaltilip 1°C
artirilmastir.

2.2.6. Yanhs pozitiflik

Yanlis pozitiflik orani, bilinen negatif bir 6rnegin
kullanilan metotla pozitif olarak tanimlanmasi
olasilig1 olup ylizdesel olarak ifade edilmektedir.
Yem, tohum ve gidalarda (islenmis ve islenmemis)
her bir iirlin i¢in 2 ekstraktta 5 tekrarli calisma
yapilmigtir. Calismada %95 giiven araliginda
asagida belirtilen formiile gore yanlis pozitif orani
hesaplanmustir.

% Yanlis Pozitif Sonug = (Pozitif tespit edilen
negatif Ornek sayis1 / Bilinen tim negatif
orneklerin sayis1) x 100

2.2.7. Yanhs negatiflik

Yanlis negatiflik orani, bilinen pozitif bir 6rnegin
kullanillan metotla negatif olarak tanimlanmasi
olasilig1 olup yiizdesel olarak ifade edilmektedir.
Yem, tohum ve gidalarda (islenmis ve islenmemis)
her bir iirlin i¢in 2 ekstraktta 5 tekrarli ¢alisma
yapilmstir. Verifikasyonu yapilan gen bolgelerini
icerecek  sekilde maksimum esik  degeri
seviyesinde CRM ile spike yapilarak elde edilen
pozitif numuneler teste tabi tutulmustur. Calismada
%95 giiven araliginda asagida belirtilen formiile
gore yanlig negatif orani hesaplanmustir.

% Yanlig Negatif Sonu¢g= (Negatif tespit edilen
pozitif 6rnek sayisi / Bilinen tiim pozitif 6rneklerin
sayis1) x 100

Cizelge 5. Calismada kullanilan CRM ve numunelerin DNA miktar ve safliklari

Numune ad1 Icerigi

Niikleik asit Saflik

konsantrasyonu (ng/pl) (260 nm/ 280 nm)

CRM MON89034

CRM MONS87705 FMV igeren %100 Soya

CRM FGT72 NOS igeren %100 Soya
CRM A5547 35S iceren %100 Soya
Islenmis gida Biskiivi A

Islenmis gida Biskiivi B

Islenmemis gida Misir 6zii A
Islenmemis gida Misir 6zii B

Tohum Misir tohumu A

Tohum Misir tohumu B

Yem DDGS A

Yem DDGS B

FMV, NOS ve 35S igeren %100 Misir

65,5 1,84
110,9 1,84
119,4 1,78
111,8 1,81
36,6 1,68
34,2 19
104,6 18
1215 1,52
70,5 1,71
89,5 1,63
23,7 1,38
36,4 1,34
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3. Tartisma ve sonuc
3.1. DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen izolatlarin
DNA miktar1 (niikleik asit konsantrasyonu) ve
safliklar1  nanodrop  spektrofotometre  ile
Olgiilmiistiir. CRM’ler tek, numuneler ise iki
paralel seklinde izole edilmistir. Cizelge 5°te
gosterilen CRM’lerin DNA miktarlar1 daha sonraki
asamalarda  kopya  sayis1  ayarlamalarinda
kullanilmigtir. Numuneler ise maksimum 40 ng/ul
olacak sekilde ayarlanmustir.

DNA ve RNA cozeltileri 15181 kismen 280 nm’de
ve protein gozeltileri 260 nm’de sogurdugundan
260 ve 280 nm (A260/A280) Ol¢iim araligindaki
bir oran, niikleik asitlerin saflik degerini verir.
DNA ve RNA yaklasik olarak 1,8 ve 2,0
degerlerinde A260/A280°e¢ sahiptir. Saf DNA
yaklasik 1,8 saf RNA ise yaklasik 2,0 degerini
vermelidir. Eger proteinden kaynaklanan bir
kontaminasyon varsa A260/A280 yukarida verilen
degerlerden daha az olacaktir (Somma, 2006).
Saflik 2,0’m istii bir degerde ise RNA’se ile
muamele veya saflastirma kolonu gibi uygulamalar
ile bu deger dusiiriilebilir. Ancak diigiik degerdeyse
yiikseltilmez, oldugu gibi analize alimir. DNA
izolasyonu sonucunda CRM ve numunelerin
safliklart ve miktarlari bu calisma igin yeterli
olarak elde edilmistir.

3.2. Tespit limiti (LOD) cahismasi

%100’lik MON89034 misir CRM’i ile hazirlanan
20, 10, 5, 1 DNA kopyast ve 10’ar tekerriirlii
yapilan LOD c¢alismas1 sonucu Cizelge 6’da
verilmistir.

Cizelge 6. LOD ¢aligsmasi analiz sonuglari

Pozitif sonug sayisi

K
opya sayist 35S NOS FMV  Plant

20 10010 10710 10/10 10710

10 1010 1010  10/10  10/10

6/10 8/10 6/10 6/10
4/10  3/10 1/10 4/10

Mevcut calismada LOD degeri biitiin bolgelerde
tekrarlarin tiimiiniin tespit edildigi en diisiik deger
olan 10 kopya olarak bulunmustur. Dérries vd.
(2010) gelistirdikleri foodproof GMO Screening
Kiti (BIOTECON Diagnostics GmbH, Potsdam,
Germany) ile belirlenen bolgelere
(35S/NOS/FMV/bar/plant)  yonelik  yaptiklar
calismada da tespit limitini 10  hedef
kopya/reaksiyon olarak belirlemislerdir. Iki gercek
zamanli PCR reaktifinin tasarlandigi bir diger
calismada ise FAST PCR kullanilmis ve sonug

alma siiresinde daha fazla azalma oldugu ifade
edilmistir. Ayrica ayni1 aragtirmada yontem genis
bir tarama kapasitesi gostermis ve LOD degerinin
20 kopyanin altinda oldugu rapor edilmistir
(Cottenet vd., 2019). Taranan bolge sayisi arttikca
hassasiyetin azalmas1 s6z konusu olabilir. Nitekim
Guo vd. (2012), yaptiklar ¢alisma ile quadrupleks
PCR testi ile hassasiyeti (LOD) 80 kopya olarak
tespit etmislerdir. Bunun tersi olarak es zamanli
daha az bolgenin taranmast ise hassasiyeti
arttirabilir. Ornegin iki singlepleks (tE9 ve pea
lektin) ve bir dubleks (pat/bar) real-time PCR
yonteminin laboratuvarlar arast c¢aligmalar ile
validasyonu sonucunda LOD degeri 5 kopya olarak
bulunmustur (Debode vd., 2017).

3.3. Asimetrik LOD (LODasym) ¢calismasi

CRM’lerin seviyesini 10/10000 DNA kopyast
seklinde ayarlayarak yapilan LODasym sonuglari
Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Asimetrik LOD galigmasi analiz
sonugclari

Kopya sayist ayarlanmis CRM Pozitif sonug sayisi

karigimi 35S NOS FMV

10 kopya 35S

10000 kopya NOS 10/10  10/10 10/10
10000 kopya FMV

10000 kopya 35S

10 kopya NOS 10/10 10/10 10/10
10000 kopya FMV

10000 kopya 35S

10000 kopya NOS 10/10  10/10 10/10
10 kopya FMV

LODasym c¢alismasi ile multipleks GDO tarama
testinde hedeflenen bolge icin diisiik miktardaki
analitin, diger bolgelerin yiiksek
konsantrasyondaki analit varlig1 karsiliginda tespit
edilebilirligi ol¢tlmiistiir.

Calisma sonucunda diger bolgelerin 10000 kopya
varliginda hedef bdlgenin 10 kopyasi tespit
edilmistir. Tiim paralellerde pozitif sonu¢ vermesi
nedeniyle (%95°’lik giiven seviyesinde, yanlis
negatif sonuglarin %5’1 gegmemesi ile) elde edilen
sonuglar kabul kriterini karsilamaktadir. Bahrdt vd.
(2010) yaptiklari ¢alisma ile GDO hedeflerinden en
az birini iceren 100'den fazla onayli GDO'yu
kapsayan bir hekzapleks, real-time PCR tarama
testi gelistirmisler ve LODasym g¢alismasi ile diger
tim GDO hedeflerinin 1000 kopyasinin varliginda
her bir GDO sisteminin hassasiyetini < 10 hedef
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kopyasi olarak tespit etmislerdir. Huber vd. (2013),
gelistirdikleri pentapleks metodun LODasym
degerini diger hedeflerin 20000 kopyasinda P-35S,
pat ve ctp2-cp4-epsps hedefleri i¢in 20 kopya, T-
NOS i¢in 1040 kopya bulmuslardir. T-NOS en
diisiik duyarlhiliga sahip bolge olmustur. Debode
vd. (2017), pat/bar dupleks metodunun LODasym
analizi i¢in Bt11 ve Bt176 CRM’leri her iki hedef
icin  1:1000  asimetrik hedef seviyesinde

Cizelge 8. Saglamlik ¢aligmasi analiz sonuglari

karigtinllmistir. Diger hedefin 20000 kopyasinda
bir hedefin 20 kopyas:t analiz edilmistir. Alt1
tekrarly analiz ile beklenen elde edilmis ve 20
kopya tespit edilmistir.

3.4. Saglamhik ¢calismasi

Analiz  prosediirinde  kiiciik  degisiklikler
uygulanarak yapilan saglamlik analizinin sonuglari
Cizelge 8’de verilmistir.

Pozitif sonug sayisi

Faktorler
35S NOS FMV Plant
Kontrol Normal sartlarda 3/3 3/3 3/3 3/3
Farkli marka PCR cihazi ABI 3/3 3/3 3/3 3/3
) %10 azaltilinca 3/3 3/3 3/3 3/3
Master miks konsantrasyonu
%10 artirilinca 3/3 3/3 3/3 3/3
) ) 1 pl azaltilinca 3/3 313 313 3/3
Reaksiyon hacmi
1 pl artirthinca 3/3 313 313 3/3
Primer konsantrasyonu %30 azaltilinca 3/3 313 313 3/3
Prob konsantrasyonu %30 azaltilinca 313 313 313 3/3
1 °C azaltilinca 3/3 3/3 3/3 3/3
Tavlama sicaklig1
1 °C arttirilinca 3/3 3/3 3/3 3/3

Tim sartlarda 30 DNA kopyasinin pozitif sonug
vermesi GDO tarama testinin saglamlik kriterine
uygun oldugunu gostermistir. Grohman vd. (2017),
saglamhik c¢alismasin1 6 farkli real-time PCR
cihazinda  caligarak  yapmuslardir.  Analiz
sonuglarinda olagandisi bir duruma rastlanmadigi
bildirilmistir. Debode vd. (2017) gelistirdikleri
metodun saglamlik calismasi igin, master miks
bilesenlerinde (%30 daha az primer, %30 daha az
prob, master miksin 1 pl az veya ¢ok kullanilmasi),
cihaz kullaniminda (2 farkli cihaz) ve tavlama
sicakliklarinda (standart kosullara kiyasla 1 °C'den
az/fazla) degisiklikler yaparak kontrol etmislerdir.
Bu c¢alisma 20 kopya iizerinde test edilmistir.

Olumsuz bir durum ile karsilasilmadigi
bildirilmistir. Huber vd. (2013), mpPCR testlerinin
saglamlik  caligmasim1  tavlama sicakliginda

degisiklik (£1°C), toplam primer-prob karigiminda

%20 varyasyon ve farkli cihazda ¢alisma seklinde

uygulamislardir.  Uygun  sonuglar  alindigi

bildirilmistir.

3.5. Yanhs pozitifik ve yanhs negatiflik
calismasi

Yanlis pozitiflik ve yanlis negatiflik ¢aligmalarinda
islenmis gida olarak biskiivi, islenmemis gida
olarak musir 6zii, yem olarak DDGS ve tohum
olarak da musir tohumu olmak {izere 4 {iriin grubu

kullanilmistir. Her bir iirlin igin 2 ekstrakta 5
tekrarlt toplam 40 calisma yapilmistir. Yanlis
negatiflikte ise numuneler MON89034 CRM’i ile
kirletilerek hazirlanmis ve ayn1 sekilde 2 ekstrakta
5 tekrarli toplam 40 ¢alisma yapilmistir.

Yanlis pozitiflik c¢aligmasinda negatif oldugu
bilinen orneklerden 10’ar reaksiyon sonucunda
toplam c¢aligilan 40 negatif 6rnegin hicbirinde
yanlig pozitif sonug alinmamustir. Yanlis negatiflik
calismasinda ise, negatif matrikslerin MON89034
ile kirletilmesi ile olusturulan 35S/NOS/FMV
bolgelerini igeren kirli 6rneklerden 10’ar reaksiyon
sonucunda, toplam calisilan 40 pozitif Ornegin
hepsinden pozitif sonug alinmaigtir.

Buna gore bu ¢alismanin sonucunda %YP ve % YN
orani %0 olarak bulunmustur. %95 giiven aralig1
temel alinarak sonuglar uygun bulunmustur.
Grohmann vd. (2017), 6’11 mpPCR yontemlerinde
720 PCR analizinin verileri degerlendirmis ve
%0,3 yanlis pozitif oran1 ve %3,9 yanlis negatif
orani  gozlemislerdir. Huber vd. (2013),
gelistirdikleri test materyali ile 54 farkli CRM test
etmigler daha sonra bu CRM’leri gida, yem ve
tohum numunelerine karigtirarak c¢aligmislar, bu
¢alismanin sonucunda YN ve YP oranlarint %0
olarak belirtmislerdir.
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4. Sonug

Bu calisma ile laboratuvar i¢i metot olarak elde
edilen GDO ve bitki (plant) geni tarama testlerinin
validasyon caligmalart gercgeklestirilmistir.
Metodunun laboratuvar sartlari altinda
gecerliligini, uygunlugunu, tekrarlanabilirligini ve
giivenilirligini ispatlamak amaciyla yapilan bu
calismalar sonucunda elde edilen bulgularin
degerlendirilmesiyle bahsi gegen bu metodun
uygun ve giivenilir oldugu ve bu yontemin tiim
gidalar, tohumlar ve yemlerde GDO tarama
analizleri i¢in kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Tarama testinin LOD degeri 10 DNA kopyasi
olarak tespit edilmistir. Bu deger ayn1 zamanda
bircok ticari kitin de LOD degeri olup Tiirkiye’deki
GDO  laboratuvarlarinda  metot  birlikteligi
acisindan da tavsiye edilen LOD degeridir.
Calisma ile laboratuvarlarda kullanilabilecek, ticari
kit hassasiyetinde ve daha ekonomik bir GDO
tarama testi elde edilmistir. Laboratuvarlarda
kullanilan ticari tarama kitleri genel olarak ithal
edilmekte olup yiiksek {icretler ile temin
edilmektedir. Kit giderleri analiz maliyetindeki en
onemli kalemi olusturmaktadir. Ancak bu
calismadaki  gibi  primer-problar  bir  kez
sentezletilip temin edildiginde seyreltilerek c¢ok
fazla reaksiyonda kullanilabilir. Bu ¢aligmanin asil
maliyet  kalemini PCR master  miksi
olusturmaktadir. Ancak bu da ticari kit maliyetine
nazaran daha ekonomiktir. Bu c¢alismada PCR
master miksi olarak kullanima hazir ticari bir iiriin
kullanilmistir.  Analiz maliyetini daha fazla
diisiirmek i¢in PCR master miksi bilesenleri (Taq
DNA Polimeraz, dNTP'ler, Mg*?, vs.) ayri ayri
temin edilerek laboratuvar ortaminda da PCR
master miksi hazirlanabilir.

Metot ekonomik avantaj saglamasina ragmen daha
fazla iggiicii ve hassasiyet gerektirmektedir. Primer
problarin tek tek hazirlanip, hesaplanmasi ve
birlestirilmesi esnasindaki hata ve bulagsmalardan
kaynaklanabilecek yanlis sonuglara karsi azami
dikkat gostermek gerekmektedir.

Bu calismada plant taramasi analizi gogalabilir
bitki DNA’s1 kontrolii olmasinin yani sira
inhibisyon kontrolii olarak da kullanilmistir. Ancak
bitkisel DNA’nin tespit edilmedigi durumlarda
DNA izolat1 pozitif kontrol igeren bir master miks
ile caligilarak inhibisyon olup olmadigi tespit
edilmelidir. Sonucun negatif bulunmas1 numunede
inhibisyon oldugu anlamina gelir. Bu durumda
analizin devami i¢in inhibisyonun giderilmesi
gerekecektir. Sayet bu metotta inhibisyon kontrolii
dordiincii bir boya ile farkl bir kanalda, multipleks
metodun iginde yapilacak olsa idi sarf ve isgiicii
acisindan  avantaj  saglayacakti.  Multipleks

kanallarin artmasinin yanlis pozitiflik ya da
negatiflik ihtimalini arttirabilecegi endisesi ile bu
caligmada dordiincii kanal kullanilmamistir. Bagka
bir calismada metot gelistirilerek inhibisyon
kontroliinii de icerecek sekilde tasarlanabilir.
Boylece bitki geni kolay elde edilebilen iiriinlerde
plant taramasi yapilmadan iki yerine tek PCR
kuyucugunda islemin tamamlanmasi avantaj
saglayabilir.
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