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1. Giris

Giiniimiizde, Yesil Baris (Green Peace), Diinya'nin dostlar1 (Friends of the Earth) ve diger ilgili
gruplarin aktif bir anti-GM teknoloji politikas1 nedeniyle kiiresel tarimda, gida ve yem
temininde genetik modifikasyon teknolojisinin kullanimi olduk¢a karmasiktir. Bu eylemin bir
sonucu olarak insanlarin tiiketimi i¢in tiiretilen biiylik miktardaki (GDO’lu maddeler), AB
tarafindan ortadan kaldirilmistir. Bu anti-GDO varsayimi, son zamanlarda ¢iftlik hayvanlarmin
iiretiminde genetigi degistirilmis bilesenlerin kullanimina yonelik olmaya baslamistir. Hayvan
yeminde genetigi degistirilmis yagli tohum ve tahil girisi ile Avrupa Komisyonu (EC), 2001
yilinda GDO tabanli teknolojilerin siirecini yeniden baslatmak i¢in yasal degisiklikler
onermistir. Bu politikanin basarisi durumunda ise, EC’nin ekonomisi iizerinde Onemli
ekonomik sonuglar doguracaktir. Béylece, GDO'lar ile iliskili bilimsel ve giivenlik konulariyla

ilgili sorularin agikliga kavusturulmasi, biiylik 6nem tagimaktadir.

2. Genetigi degistirilmis gidalarin giivenligi iizerine tammlar

GDO kullanarak elde edilen bu gidalar dahil olmak {izere, gidalarin glivenlik ve risk
degerlendirmesi, genel risk degerlendirmesi araliginda kabul edilmektedir.

Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization) ve Gida ve Tarim Orgiitii (Food and
Agriculture Organization) tiiyesi Ulkelerinin, genetigi degistirilmis gidalarin dogas1 ve
giivenligi ile ilgili ¢6ziim bulmak i¢in bazi tanimlar agiklamstir.

Tanimlar asagidaki sekilde belirtilmistir:

e "Genetigi degistirilmis mikroorganizmalar (GDM)" - Cogalm dogal
rekombinasyon yoluyla ve/ya da dogal olmayan bir yaklasimla genetik materyalinin
(DNA) degistirildigi mikroorganizmalardir (bakteriler, mayalar veya ipliksi mantarlar).
Bu teknoloji, genellikle "Modern biyoteknoloji*, "gen teknolojisi”, "rekombinant DNA
teknolojisi" veya "genetik miithendisligi" olarak adlandirilmaktadir.

e "Modern biyoteknoloji'', in vitro (yapay kosullarda) niikleik asit teknikleri ve hiicre
fuzyonu (protoplast flizyonu ve hibridizasyon) ile rekombinant da dahil olmak tizere
hiicrelere ya da organellere niikleik asit direkt transfer uygulamasi anlamina
gelmektedir.

GDM’lar vasitastyla liretilen gida ve gida maddeleri ile ilgili olarak, asagidaki siniflandirmalar

onerilmistir:
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e Canli GDM’lar igeren ya da bunlardan olusan iirlinler.
e Cansiz GDM’lar igeren ya da bunlardan olusan iiriinler.
e GDM ile fermantasyon islemleri vasitasi ile elde edilen iiriinler. Fermantasyon islemi

sonrasinda, GDM’lar ortadan kaldirilmistir.

3. Gida giivenligi degerlendirme siireci

3.1. ilke

Mikrobik fermentasyon teknolojisi, tarihsel olarak da kanitlanmis olan, besin degeri yliksek ve
hijyenik kalitede gida iiretimi i¢in rasyonel bir mekanizma saglamaktadir. Mikrobiyal
fermentasyon islemleri, genel gida liretiminin yaklasik %4 ‘linli saglamaktadir. Bu fermentasyon
stireci; ekmek, eksi hamur, kefir ve krema, yogurt, peynir, tursu, fermente et, sirke, sarap ve
bira gibi besinleri icermektedir. Modern biyoteknolojik yaklagimlarin son zamanlarda gida
iiretimine girisi, gida giivenligi i¢in yeni konularin detaylandirilmasini gerektirmektedir.

Bu amagla uygulanan genel gecer prensiplere istinaden gidada GDM’larin giivenlik
degerlendirmesinin genel prensipleri, mikroorganizmalarin dogasina ve gidadaki kullanimina
ozgidiir. Bu ilkeler, GDM’lan igeren yeni gidalarin gilivenlik degerlendirmesiyle ilgili
anlagmalar ve biiyiik dl¢iide esdegerlik kullanimina iliskin oneriler yoluyla FAO / WHO,
OECD, WHO / ILSI, EC tarafindan kabul edilmistir. Bunlar, 6zel durumlarda gerekli olan
testlerin kapsaminin belirlenmesi i¢in glivenlik degerlendirme siirecinin ve karar semasinin
hazirlanmas1 i¢in bir rehber gelistirmenin yami sira, biiyiik olgiide esdegerlik kavramini
kullanarak entegre edilmis adim adim yaklagiminin ve vaka bazli ¢alismalarin uygulanmasini
hedeflemektedir. EC Yonetmeligi 1829/2003 uyarinca, piyasaya GD gida ve yem siiriilmesine,
¢evrenin yani sira insan ve hayvan sagligi lizerinde yol agabilecekleri herhangi bir riskin

tanimlanmig bilimsel degerlendirmesinden sonra yetki verilmektedir (Direktif 2001 / 18 / EC).

3.2.  Belirli hususlar
GDO(M)’lardan iiretilen gidalarin giivenliginin degerlendirilmesi i¢in degerlendirme
prosediiriiniin hazirlanmasi, asagidaki 6nemli ilkelere tabi tutulmaktadir:
e Dezavantajli olanlar (bagisiklik sistemi zayiflamis kisiler, yaslilar ve bebekler) dahil
olmak iizere insan niifusunun saglik agisindan degerlendirilmesi.
e Degerlendirme yontemleri agisindan bilimsel verilerin, giivenlik degerlendirmesinin ve
iyl uygulamalarin gerceklestirilmesinin arka plant olarak uygulanmasi. Giivenlik

degerlendirmesinin, elde edilen yeni verilere gore revize edilmesi.
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Genetik modifikasyon isleminin detayli tanimlanmast — 6rn; eksik veya fazla DNA
dizileri, alici mikroorganizmalari, nihai dondr organizmalari, GDM’larin yapiminda

uygulanan vektorlerin yapilari; konstrakt; elde edilen GDM’nun tanimi.

Bu ilkeler, GDM’larin uygulanmasi ile iiretilmis olan gidalarin giivenlik degerlendirmesi igin

birka¢ 6nemli nedeni dikkate alarak uygulanmalidir:

3.3.

Insanlarin gidaya ya da GDM nun kendisine maruz kalma yolu.

Gen ifadesinden, konaktaki metabolik yollardan DNA bozulmasindan gelen olasi
ikincil etkilerle ilgili bilgiler.

Kullanilan besin ortaminin (makro ve mikro besinleri) detayli ozellikleri ve yan
urunlerin tretimi: endojen toksik maddeler, alerjenler ve fizyolojik aktif maddeler.
Mikroplar ve bitkiler arasindaki dogal farkliliklarin ve GDM iizerindeki gida matrisinin

etkisinin tanimi.

Ek unsurlar

Giivenlik degerlendirmesinde asagidaki unsurlar dikkate alinmalidir:

Metodolojik 6zellikler: Genetik modifikasyon i¢in kullanilan teknikler, yeni DNA’nin
beklenen protein ekspresyon Urininiin nitelendirilmesi; sus belirlenmesi ve
karakterizasyonu (alici, verici, GDM’nun kendisi).

Konukgu sus: Dogal yasam alani, insanlar tarafindan kullanim gec¢misi, patojenik
potansiyeli, giivenlik ve besin degerlendirmesi (potansiyel toksisite ve besleyici
yonleri).

Cevresel olaylar: Gen transferi ve genetik istikrar.

GDM’dan elde edilen gidalar: GDM iceren gida bilesimi, isleme, pisirme ve saklama
etkileri.

GDM: GDM’nin, gastrointestinal flora ve memeli konak arasindaki etkilesimi;

bagisiklik sistemi tizerindeki etkisi.

4. Genetigi degistirilmis gidalar ve insan saghg - potansiyel riskler

4.1. Genetigi degistirilmis gidalarin uygulanmasinin insan saghgi iizerinde yarattigi

riskler

GDM’larin yardimi ile elde edilen gidalarin giivenliginin degerlendirilmesi, genellikle

asagidaki aragtirmalar sonucunda gerceklestirilmektedir:
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e Dogrudan saglik etkileri (toksisite).

e Alerjik reaksiyona neden olma olasilig1 (alerjik 6zellikler).

e Beslenmeyle ilgili ya da toksik etkilere neden olan belirli bilesenlerin tanimlanmasi.
e Eklenen gen stabilitesinin degerlendirilmesi.

e Genetik modifikasyon ile iliskili beslenme etkilerinin tanimlanmas.

e Gen eklemeden kaynaklanan beklenmedik etkiler.

4.2. Risk degerlendirme yaklasimlari

Genetigi degistirilmis gida uygulamasinin, insan sagligi lizerindeki baslica etkileri, alerjik
reaksiyona neden olma (alerjen 6zellikler), gen transferi ve agik dollenme olmak iizere ii¢ ana
ybnde 6zetlenir,

o Alerjen o0zellikler: Geleneksel olarak yetistirilen gidalar, genellikle alerjenik
ozellikleri bakimindan test edilmez. GDM’lu gidalar i¢in temel sorun, aktarilan genin
protein lirliniiniin, alerjik olmadigini1 kanitlamaktir. GDM’lu gidalarin test edilmesi i¢in
olan protokoller, FAO ve WHO tarafindan degerlendirilmistir. Su anda piyasada
bulunan GDM’lu gidalarin alerjik etkisi goriillmemistir.

¢ Gen aktarimi: GD gidalardan, insan viicudundaki hiicrelere ya da gastrointestinal
sistemde olusan mikroorganizmalara gen aktarilma imkani, aktarilan genetik
materyalin, insan sagligimi olumsuz etkileyip etkilemeyecegi konusunda endige
yaratmaktadir. Bu olay, yukarida da bahsedildigi gibi, makro/mikro diizeyde
GDM’larin olusumunda kullanilan antibiyotik direnci i¢in genlerin organizmalarin
icine transferiyle ilgilidir. Bu nedenle, antibiyotik direnc genlerini dahil etmeden
teknolojilerin kullanilmasi, bu transfer i¢in olasiligin diisiikk olduguna bakilmaksizin,
cesaret vericidir. En son yapilan FAO /WHO uzman paneli, bu alanda calisan bilimsel
topluma bu politikayr 6nermektedir.

Asagidaki 6rnekte, bu olayin bir agiklamasi verilmistir. Antibiyotiklerin tipta ve tarimda yaygin
halde kullanilmasindan dolay1 antibiyotik direnci yaygin hale gelmistir. Bununla ilgili, mideye
girmis bitki DNA'sindan bagirsak mikroflorasina yapilan herhangi bir nadir transfer olayinin,
insan saglig1 lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmayacagi konusunda goriis birligi vardir. Ama
bazi transgenik misir ¢esitlerinde meydana gelen ampisilin diren¢ geni bla - TEM, ruminal
E.coli suslarinda zaten bulunmaktadir ve insan bagirsak suslarmin % 10 - 50 de ampisiline

kars1 zaten direnclidir. BOyle bir olay olursa ve insan patojenleri, gen transferi yoluyla
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antibiyotik diren¢ kazanirsa, transgenik malzemeleri besleyerek yeni bir rotanin agilmasi
miimkiin olacaktir.

e Dis dozlasma (Kendi soyu disindan iireme): Bu terim, GD bitkilerden geleneksel
iiriinlere ya da ilgili tiirlere gen transferi olarak tanimlanmaktadir. Bu, gida giivenligi
ve emniyeti lizerine dolayli etkisi nedeniyle, GDO kullanilarak elde edilen iirtinlerin
geleneksel tohumlardan elde edilen tiriinlerle karistirllmasiyla gergeklesebilir. Boyle
bir riskin olabilecegi gercegini gosteren bazi olaylar vardir: Ornegin, Amerika Birlesik
Devletleri'nde insan tiiketimi i¢in liretilmis olan misir iirlinlerinde, sadece yem amagh
kullanilan bir misir tiiriiniin izleri ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, bazi iilkeler (Arjantin,
Kanada, Gliney Afrika, ABD, AB), her iki tiiriin (GD ve konvansiyonel) de yetistirildigi
(musir, soya fasulyesi, kolza tohumu, hindiba, kabak, patates) alanlarin diizglin bir
sekilde ayrilmasi dahil olmak iizere karistirmayi azaltmak i¢in bazi Onlemler
uygulamigtir.  Suanda uluslararast piyasada bulunan tim GD friinler,
mikroorganizmalardan gelen genler kullanilarak tasarlanmisti. Ug temel dzelliklerden
birisi ile nitelendirilmektedirler: bocek hasarina kars1 direng, viral enfeksiyonlara karsi

direng ve bazi herbisitlere (bitki dldiiriiciilere) kars1 direng.

4.3. GDM’lara ozgii giivenlik konulari

Bitkileri degistirmek i¢in kullanilan rekombinant DNA teknikleri, genetigi degistirilmis
mikroorganizmalarin tasariminda kullanilanlara benzemektedir. Yukarida belirtildigi gibi,
mikroorganizmalarin farkli genetik Ozellikleri karistirilmaktadir ve giivenlik nedenleriyle
dikkate alinmalilardir. Gida tiretimine uygun mikroorganizmalar Gram + ve Gram - bakteriler,
maya ve filamentli mantarlardir. Baz1 ortak teknikler mevcut olmasina ragmen, genomlarinin
ve rekombinant genetik teknolojilerinin farkliliklar1 bulunmaktadir.

Tasarimla bir birlestirme alan1 uygulanabilecegi ve istenmeyen bir DNA, kolayca
cikarilabilecegi icin, bakterilerde homolog (estiirel) rekombinasyonunun kullanilmasinin,
onemli bir avantaji vardir. Boylece, tanitilan DNA’nin se¢imi ve bakimi i¢in giivenli gida
kullanimi ile uyum iginde olan uygun se¢im yontemlerinin gelistirilmesi ile bir homolog gen
sistemi tasarlanabilir. Bu 6zellikler, genetik modifikasyon proseddrleri Gzerinde kontrolu
kolaylastirmaktadir.

Bazi bakteri ve mayalarin genom dizisi verilerinin var olmasi sebebiyle son zamanlarda
GDM’larin giivenlik degerlendirmesi artmigtir. Belirli bir mikroorganizma i¢in tam genom

dizisinin elde edilmesi, belirli bir gen teknolojisinin Slgiilmesi ve degerlendirilmesi igin
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gercekci bir bilimsel temel olusturmaktadir. Genom sonrasi analitik yontem ve teknik
cihazlarin gelistirilmesi, tiim genom diizeyinde gen ekspresyonu analizi i¢in giivenilir bir firsat
vermektedir. Mikro dizi DNA teknolojisinin basarisi, niikleik asit problar1 aracilifiyla
genomun bUtin genlerinin arastirilmasini saglamistir. Bu nedenle, farkli suslar ve ortamlarda
bireysel genlerin varlig1 ve gen ekspresyonu gosterilebilir. Proteomikteki gelismeler, biitiin
hiicrelerden izole edilmis proteinlerin, iki boyutlu jel elektroforezi ile ayrilmasini ve analiz
edilmesini saglamaktadir. Bu sekilde, farkli ortamlardan gelen suslar arasinda bir karsilastirma
yapilabilmektedir. Kiitle spektrometresi kullanilarak, tek bir protein tespit edilebilir ve boylece
ayrilan protein noktalarinin belirli genlerle olan iligkisini kolaylagtirabilir. Gida islemede
kullanilan mikroorganizmalar, nihai iirlinde canli bulunabilmektedir ve tiiketicinin igine
sokulabilmektedir. Bu nedenle, organizmalar ve tiiketici arasindaki etkilesim (dogrudan veya
dolayli) i¢in bir potansiyel ger¢ekten de bulunmaktadir. Bu nedenle, gida islemede kullanilan
mikroorganizmalarin; patojenik, toksijenik veya alerjik olmadigini ve genetik modifikasyonun
bu organizmalarin giivenli durumlarim1 degistirmedigini kesin olarak kanitlamak c¢ok
onemlidir. Bu baglamda tiiketilen GDM’larin akibeti ve gastrointestinal sistem ve bagirsak
mikrofloras1 {izerindeki etkileri dikkate alinmalidir. Burada, beslenme yoluyla insanlar
tizerindeki etkilerini goz onilinde bulundurarak GDM’larin hayvan sagligi diizeyi lizerine de
etkilerine dikkat etmek onemlidir. Ifade edilmis olan en genel endiselerden birisi de
degistirilmis gen dizilerinin, bagirsak mikroorganizmalarina ya da konukcu hiicrelere transferi
olasiligidir. Beslenme kaynakli DNA parcalarinin nadir kazanimi, goz ardi edilemez ve
ruminant beslenmelerde normalde mevcut olmayan genlerin olas1 etkileri goz Oniinde

bulundurulmalidir.

5. Gida iiretiminde GDM ’lar

Gida giivenliginin belirli bir yonii, esas olarak gida tiretiminde GDM 'larin uygulanmasini
ilgilendirmektedir. Burada, GDM ve yiyecekte ya da mide-bagirsak yolunda yer alan diger
mikroorganizmalar arasinda olast bir gen transferi tartisilmaktadir. Ayrica, se¢im i¢in
kullanilan genetik belirleyicilerin giivenligi (6rnegin - antimikrobiyal diren¢ geni) ve bagirsak
mikroflorast ile potansiyel GDM etkilesimi ve bagisiklik sisteminin  tepkisi
degerlendirilmektedir. Bu baglamda, bu alandaki mevcut bilgi durumuna dair ve bilimsel

yontemlere dayali olas1 saglik risklerinin tahmini i¢in bir degerlendirme yapilmistir.
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5.1. Genetik degistirme teknikleri

5.1.1.

Klasik yontemler

Mikroorganizmalarin genom modifikasyonu i¢in klasik yontemler iki tipe ayrilir:

5.1.2.

Kendiliginden ortaya ¢ikan ve ¢evredeki farkli fiziksel ve kimyasal faktorlerin neden
oldugu mutasyonlarin se¢imi. Kendiliginden olan mutasyonlar, bir nikleotidin
digerinin yerine konmasi, bir veya daha fazla niikleotidin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi
ya da diger yeniden olusum tipleri nedeniyle kalitsal DNA molekiiliindeki
diizenlenmelerin sonucudur. Cift iplikli DNA'da hareketli (transpozibil) elementlerin
yeni yerlere dogru hareketi nedeniyle bir siirii kendiliginden olan mutantlar ortaya
cikmaktadir. Bu tiir elementler; bitkiler, hayvanlar ve mikroplar i¢in tipiktir.

Yakindan iliskili organizmalar arasinda DNA degisimi. Mikroorganizmalarda bu tip bir
gen modifikasyonu, kromozomal ya da plazmid DNA aracilig1 ile yeni genetik bilgi
girigini ilgilendirmektedir. Bu olay, dondr mikroorganizmanin kromozomundan alinan
DNA’nin  alict  mikroorganizmanin  DNA’sma  entegre edildigi zaman
gerceklesmektedir. Kendi kendine ¢ogalan plazmidler, donoriin DNA’sin1, alicinin
kromozomal DNA ile entegre edilmeden aliciya transfer etmektedir. Bu nedenle,
plazmit DNA, donér olanlara kiyasla ¢ok farkli organizmalara aktarilabilmektedir.
Kendi molekiliinde bulunan belirleyiciler (6rnegin antibiyotik direnci) sayesinde
plazmidin hareketi kolayca gozlenebilmektedir. Gen transferinin li¢ farkli klasik tipi,
bakterilerin ayirt edici ozelligidir. Bu ii¢ mekanizmanin dogal olarak olustugu
diistiniilmektedir:

DNA aracili transformasyon (DNA, "¢iplak" DNA olarak aktarilmaktadir).
Transdiksiyon - DNA transferine bir viriis aracilik etmektedir.

Konjugasyon — DNA, donér ve alici hiicreler arasinda hiicre-hiicre temasi sirasinda
aktarilmaktadir.

Molekiiler teknikler

Mutagenez ve gen aktarim yontemlerindeki son molekiiler teknolojik gelismeler, oldukca

ilgisiz organizmalardan gelen DNA’nin sokulabildigi mikroorganizma yelpazesini ciddi

derecede genisletmistir. Tiir bariyeri ve alem bariyeri artik asilmaz engeller degildir.

Bakterilerde kullanilan mevcut yontemler, eklenen gen rekombinant yapilarin, belirli

bolgelerden kromozom ya da plazmide entegre edilmesini saglar. Bununla birlikte, gen

degistirme siiregleri, giivenlik degerlendirmelerine tabi tutulmalidir. Su 6nemli 6zellikler, bir
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tartisma konusudur: eklenen gen(ler) acgisindan konak¢i mikroorganizmanin kendine has
ozelikleri, vektor ve konstragin 6zellikleri; DNA transferi yontemleri.

Bakteriler, konukgu mikroorganizmalar olarak kullanildigi zaman, giivenlik degerlendirmesi
prosediirii, bir yiyecek ya da bir gida bileseni olarak bu mikroorganizmanin giivenli tiiketim
gecmisini gerektirmektedir. Bu kanit yok ise, konagm giivenligi saglanmalidir. Okaryotik
konakg1 i¢in, ayni giivenlik degerlendirmeleri uygulanmaktadir.

Eklenen gen(ler), ayn1 mikrobik tiirden ya da evrimsel olarak daha uzak bir organizmadan
alinabilir. Eklenen gen liriinlerinin, gidada giivenli kullanim 0ykiisii olmalidir ya da giivenligi
ispat edilmelidir. Eklenen DNA pargasi ne kadar kisa olursa, gida giivenligi degerlendirilme
prosediirii o kadar azaltilmis/ kolaylastirilmis olacaktir.

Vektor ve yapinin 6zellikleri ile ilgili olarak - kullanilan vektér, GDM genomunun bir pargasi
ise, replikonlar, promotor, secici belirleyiciler, baglayicilar ve DNA'nin herhangi bir bagka
parcast dahil olmak iizere tiim DNA dizisi karakterize edilmelidir. Vektor, gidada giivenli
kullanim ge¢misi olan mikroorganizmalardan niikleotid dizisi igcermelidir. Secici belirleyiciler,
cok titizlikle ve giivenli kullanima dayali olarak se¢ilmeli ve antimikrobiyal direng
belirleyicilerden kaginilmalidir. Kullanim durumunda, GDM genomundan uzaklastirilmast
igin 6zel yontemlerin uygulanmalidir (6rn, diziye 6zgii rekombinasyon). Okaryotlar igin,
sentromer plazmidler, maya yapay kromozomu, oldirict faktor belirleyicilerine dayali
plazmidler gibi belirli klonlama vektorleri tasarlanmistir.

DNA transferi yontemlerinden bahsetmisken - konuk¢u genomda baslica genetik
diizenlemeleri en aza indiren fiziksel, kimyasal ve biyolojik doganin DNA transferi
yontemlerini kullanmak i¢in 6neriler bulunmaktadir. Biitiinlestirici vektorlerin kullanilmasi
durumunda, kromozomun entegrasyon alaninda yan bdlgelerin niikleotid dizileri, karakterize
edilmelidir. Bu bilgiler, kullanilan yontemlerin riskini tahmin etmek i¢in gereklidir.
Okaryotlarda, in vitro degistirilmis ya da olusturulmus gen yapilarmin, spesifik kromozomal
bolgelere yoneltilmis entegrasyonu i¢in ve bazi tiirlerde uygulanabilen genlerin silinmesi i¢in
giivenilir yontemler vardir.

Bu yontemlere dayanarak, transgenik yapilar olusturulmustur ve bu yapilar, hiicrelerin bitkisel
bliylime donemlerinde oldukga istikrarhidir. Yerel mikrofloranin ilgili suslari ile eslestirme
yoluyla rekombinasyon olasiligi bulunmaktadir. Kullanilan suglarin genetik 6zellikleri iyi
bilinmedigi zaman, olasi rekombinant olaylariyla ilgili yetersiz bilgi, yabanci genlerin
mekanizmasini ve entegrasyon bolgesini 6ngdrmeyi imkansiz kilar. Bu nedenle, maya ve

filamentli mantarlarin genetik manipiilasyonunda kullanilan yontemin, cesitli bolgelerde
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entegrasyon saglamasi miimkiindiir, bu da GDM’larin biyoteknolojik 6zelliklerinde ve genetik
dengesinde farkliliklarin olugsmasina neden olabilir.

5.1.3. Klasik ve molekiiler yaklasimlarin karsilastirilmasi

Mikroorganizmalarin genetik modifikasyon metodolojisi ile ilgili "klasik" ve "molekiler"
terimleri, zaten belirtildigi gibi, genetik degiskenligin artirilmasi ile ilgilidir. Bu etki, spontan
veya mutajenle baslatilmis degisim, hibridizasyon ya da gen transferi ile klasik yontemler
kullanilarak elde edilmektedir. Bu yontemler, gen degisiklikleri i¢in molekiiler yontemlerle
karsilastirildiginda dogru degildir ve herhangi bir seye yonelik degildir ve daha az etkilidir.
Ama DNA degisiklikleri ve gen transferine neden olan klasik ya da molekiiler tekniklerle
mikroorganizmalarin genetik modifikasyonlar1 arasinda kavramsal olarak higbir ayrim
olmadigina hig¢ sliphe yoktur.

Sekil 1, mikroorganizmalarin genetik modifikasyonunu ve g¢evreye girmeleri igin yollari
gostermektedir. Burada; laboratuvarda, alanda ya da biiyiik Olgekli ortam girislerinde
degerlendirme asamalarinda klasik ya da molekiiler 1slah yontemlerinin uygulanip

uygulanmamasi noktasinda her iki yontem de biitiinlesmistir.

Sekil 1:

Biyolojik malzeme Genetik
kayanag| modifikasyonlar (klasik
ve molekiler

v

v
Istenilen

mikroorganizmanin
secimi

\4
Laboratuvar /buytk Blylk oélgekli giris

Olcekili testlerin
dederlendiriimesi

A 4

Bu kavrami karakterize eden temel biyolojik ilkeler, 'Saha Testi Genetigi Degistirilmis
Organizmalar: Karar Cercevesi (1989)' raporunda agiklanmistir:
e Ortama girmesi konusunda karar vermek icin birincil odak noktasi, siirecin kendisi

ile degil, genetik modifikasyon ve se¢im ile elde edilen Grlnd(r.
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e  Uriiniin nitelendirilmesinde, kullamilan siirecle ilgili bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadur.
Ama siirecin dogasi, iiriinlin az ya da ¢ok denetlenip denetlenmemesine karar
vermek i¢in yeterli bir kriter degildir.

e Molekuler ya da klasik yontemlerle degistirilmis mikroorganizmalarin tepkileri,
ayni fiziksel ve biyolojik yasalara dayanmaktadir. Klasik degisikliklerin {irtinleri
hakkindaki bilgi birikimi; goreceli giivenlik ve risk degerlendirmesi acisindan

molekdler tekniklerin uygulanmast ile elde edilen bir iiriin izerinde uygulanabilir.

5.2.  Genetigi degistirilmis gidalarin kontrolii i¢cin molekiiler yontemler

5.2.1. Sus belirleme yontemleri

Konuk¢u mikroorganizmanin taksonomik durumu, giivenlik degerlendirmesinin éneminin bir
ozelligi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, genetik manipiilasyonlar i¢in kullanilan
mikroorganizmalar, uygun bir yontem kullanilarak taksonomik olarak incelenmelidir. Bu,
bilimsel, tiretim ve gilivenlik acisindan yeterli bir sekilde karakterize edilmelidir. Su anda,
mikroorganizmalarin taksonomik durumunun uygun karakterizasyonu i¢in en kesin arag,
DNA/DNA hibridizasyon teknigi ve 16S rRNA dizi tespitidir. Bu yontemler, arastirma
altindaki mikroorganizmalarin taksonomik durumu hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Su
anda, fenotipik karakterizasyonu i¢in standart biyokimyasal / fizyolojik yontemler, piyasadadir
ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Sus karakterizasyonu i¢in dnemli bir 6zellik de, patojenik
ozellikleri hakkindaki bilgidir.

Genetik modifikasyon isleminin uygulanmasindan sonra, elde edilen GDM suslari, konuk¢u
mikroorganizmalarin giivenli 6zelliklerini siirdiirmelidir. Yeni sus, glivenligini degerlendirmek
icin fenotipik ve genotipik oOzellikler dahil olmak iizere ayn1 yontemler ve dogruluk ile
karakterize edilmelidir. Konuk¢u ve GDM arasindaki dogru bir karsilagtirma; restriksiyon
analizi, rastgele arttirtlmis polimorfik DNA analizi (RAPD PCR), amplifiye parca uzunluk
polimorfizmi (AFLP), protein profilleme gibi mevcut molekiiler teknikler kullanilarak
yapilabilir. Analiz, ayrica genom siralamasina genisletilebilir.

GDM giivenlik degerlendirmesi agisindan incelenmesi gereken diger onemli faktorler de
sunlardir: genetik modifikasyonun, konuk¢u mikroorganizmanin 6zellikleri, genetik sistemin
stabilitesi, gen yapisinin islevsel 6zellikleri Gizerine etkisi.

Tiim bu 6zellikler, GDM’lar tarafindan elde edilen iiriinlerin ve ¢evre tizerindeki etkilerinin

giivenlik degerlendirmesi siirecinde 6nemlidir.
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Uretim suslar, kirletici suslar1 ya da patojenleri tanimlama ydntemleri, genotip ve fenotip
diizeyde uygulanan tekniklerden olusmaktadir. Genotip yontemler, rDNA dizileme analizi,
DNA baz kompozisyonu ve DNA/DNA hibridizasyon gibi araglar1 igermektedir.

DNA dizileme, 6zellikle rDNA dizileme analizi, rDNA dizilerinin karsilastirmali ¢alismalarini
amaclamaktadir. Bu, uygun primerler kullanilarak PCR ile parcalar1 ya da hemen hemen tiim
16S veya 23S rDNA molekiiliinii dogrudan dizileme yoluyla gerceklestirilir.

DNA baz oranmi (mol yizdesi G + C), bakteri taksonlarinin standart taniminin bir pargasi olan
klasik bir genotipleme yontemidir. Gozlenen aralik, tiir icinde en fazla % 3 ve bir familya iginde
en fazla% 10'dur. Bakteriler arasinda G + C igerigi, % 24 ve 76 arasinda degismektedir.
DNA/DNA hibridizasyonu, hem ¢ok ¢esitli mayalar ve mantarlarin, hem de hemen hemen tiim
bakterilerin belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir.

Bu yontemlerin taksonomik ¢ozlintirligi ile ilgili olarak DNA/DNA hibridizasyonu, sadece
tirlerin karakterizasyonu i¢in kullanilirken, rDNA dizileme analizi ve DNA baz
kompozisyonu, familya ve tiirlerin tanimlanmasi igin kolayca uygulanmaktadir. Genotipleme
yontemlerinin, bakteri ve mayalar icin ve kicuk 6lgiide de mantarlar (sadece rDNA dizileme
analizi) i¢in yararli uygulamalar1 bulunmaktadir.

Fenotipleme molekiiler yontemler, hiicresel yag asitleri parmak izi ve toplam hiicresel protein
elektroforetik desenleri icermektedir. Bu yoOntemler o6zellikle bakteri tanimlamada
kullanilmaktadir ve ilki familya ve tiirlerin seviyesi i¢in gegerliyken, ikincisi rutin olarak
tiirlerin tanimlamas1 i¢in kullanilmaktadir.

5.2.2. Tipleme yontemleri

Molekiiler biyoloji tekniklerinin tanitilmasiyla tiirleri ve ayrica belli bir tiirlin izolatlarini
birbirinden ayirt etmek i¢cin DNA tabanli tipleme yontemleri, tasarlanmigtir. Bu yontemleri
uygulayarak elde edilen veriler, sadece ¢evrede degil ayn1 zamanda gidalardaki besin bozucu
mikroorganizmalarin ya da patojenik olanlarin yayginlagtirilmasi ve siirerligi hakkinda bilgi
saglayabilir. Bu nedenle, DNA tabanli tipleme yontemleri, epidemiyolojik amagli kullanilabilir
ve tek bir izolattan kaynaklanan ¢akisik fakat bagimsiz enfeksiyonlar: ve salgin hastaliklar
ayirt etmeye yardimci olabilir. Bu, koruyucu ve hijyenik tedbirlerin uygulanisim
kolaylastirabildigi i¢in 6zel bir 6nem tasimaktadir.

Genotipleme yontemleri genellikle teknik yonlere dayanarak kategorize edilmektedir. Buna
gore, asagidakiler listelenebilir:

e DNA dizileme;
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e Plazmid ve/veya genomik DNA’nin endoniikleaz desen analizini kisitlama (6rnegin
Kisitlama Parcast1 Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Pulse Field (Darbeli alan) Jel
Elektroforezi (PFGE));

e Prob-tabanli teknikler (ctiketleme yontemleri);

e PCR temelli teknikler (6rnegin, Rastgele arttirilmis polimorf DNA (RAPD) ve
Arttirilmis parga uzunluk polimorfizmi (AFLP) gibi amplifiye yontemleri).

Kisitlama Par¢asi Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), bu molekil boyunca 6- ve 8- mer dizisinin
konumu ve sayisi ile ilgili DNA molekiillerinin (kromozomlar, plazmidler ve dkaryotlardaki
mitokondrial DNA) dogal degiskenligi arastirmaktadir. Bdyle bir DNA’y1 restriksiyon
endoniikleazi ile kesme, Agaroz Jel Elektroforezi (AGE) ile ayrilabilen ve etidyum bromid ile
boyamadan hemen sonra (sinirlt sayida par¢anin, olmasi durumunda, 6rnegin 50’den az) ya da
etiketlenmis belirli problar ile hibridizasyondan (melezleme) sonra goriilebilen farkl
uzunluktaki parcalarin tiretimiyle sonuglanir.

Pulse-Field Jel elektroforezi (PFGE), kromozomlar gibi biyik DNA molekillerinin
ayrilmasinda basvurulan bir tekniktir. Bu, sinirli sayida parca {ireten nadir kesme restriksiyon
endoniikleazlariyla kesim sonrasi elde edilen biiyilk DNA pargalarinin ayrilmasi icin de
uygulanabilir. Son derece polimorfik olan kromozomlar/biiyiikk parga desenleri, sus
tanimlanmasi i¢in ¢ok yararhdir.

Prob tabanli yontemler (etiketleme yontemleri). Bu yontemler, bir niikleik asit par¢asinin i¢ine
ya da sonuna prob ekleme ile ilgilidir. Temel yontemin farkli varyasyonlari, ¢esitli faktorlere
bagli olarak bulunmaktadir. Niikleik asit tiirii, biiyiikliigii ve miktariyla ilgili olarak 3 've 5' u¢
etiketleme, centik translasyonu ile rastgele etiketleme ve rastgele birincil etiketleme olmak
iizere 4 etiketleme yontemi siralanabilir. Etiketleme molekiilii hususunda, yani dogasiyla ilgili,
radyoaktif ve radyoaktif olmayan etiketlemeler kesfedilebilir. Radyoaktif olmayan etiketleme
floresan, kemo-luminesans ya da enzimatik reaksiyonlar1 kullanirken, radyoaktif etiketlemede
ise radyoizotoplar, otoradyografi ile tespit edilmektedir.

PCR tabanli teknikler (amplifikasyon yontemleri). Bu yontemlerde, niikleotid dizisinin in vitro
enzimatik amplifikasyonu, sus tanimlama amaciyla incelenmektedir. Temel PCR protokolii ve
modifikasyonlari, bir DNA’nin ilgi dizisinin, saptama ve lretim tiplemenin, kirletici ve
patojenik suslarin cogaltilmasi i¢in giiclii araglardir. Bir gida iirlinlinde bulunan bir
organizmanin dogrudan tanimlanmasini hedefleyen PCR tabanli yontemlerin genis ¢esitliligi

icinde, RAPD ve AFLP analizleri, en yaygin olarak kullanilanlardir.
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Rastgele arttirilmis polimorf DNA (RAPD), bir hedef sekans ile ilgili 6ncesinde herhangi bir
bilgi olmaksizin bir DNA bdélgesinin ¢ogaltilmasina dayali rastgele bir tip PCR yontemidir.
Rastgele 10-mer primerlerin tasarlanmasi ve diisiik kesinlikte kontrol amplifikasyon
kosullarinin uygulanmasiyla genel olarak tek 6zgiin bir dizi amplifiye dizisi elde edilebilir. Bu
son durum, RAPD-PCR’nin, mikroorganizma populasyonlari arasindaki farki ortaya koymak
icin giivenilir bir yontem olarak kullanimina katkida bulunmaktadir.

Amplified (Cogaltilmig) Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), tiirler aras1 ve tiir i¢i ayrim i¢in
uygulanabilen, bireyler arasindaki polimorfizm tespiti icin son derece hassas bir yontemdir.
Bu, bir havuzdan se¢ilmis DNA parcalarinin PCR gegisli RFLP’idir. AFLP, baz1 parcalarin
secici amplifikasyon (¢ogaltilmasi) ile arttirilmis parcalarin uzunlugunda polimorfizm igin
inceleme yapar. Yontem, elde edilen parcalarinin PCR amplifikasyonunu takiben genomik
DNA’nin 2 restriksiyon endoniikleazi ile sindirimini igerir. Restriksiyon parcalari, deneyde
kullanilan endoniikleazlara 6zel adaptorlerle (cogaltilmanin) amplifikasyonunun 6ncesinde
modifiye edilir ve boylece primer baglanma yerleri olarak gorev yapar. Sadece primerler
sekansi ile tam olarak eslesen parcalarin amplifiye edilecek olmasi nedeniyle, primerlerin
kendisi adaptorlere baglanacak ve ¢ok 6zel bir amplifikasyon (¢cogaltma) saglayacak sekilde
tasarlanirlar.

5.2.3. Sus tespit ve izleme yontemleri

Burada, sadece genotipleme yoOntemleri, yani ayirt etme etkisinin; bakteriler, mayalar ve
mantarlarda familya, tiir ve sus diizeyinde tespitini kapsayan DNA problar1 {izerinde durularak

yukarida listelenmis olan tiim tipleme teknikleri incelenmistir.

5.3. GDM’larin tespiti ve olciilmesi icin molekiiler yontemler

5.3.1. GDM tespiti

Saglik ya da endiistriyel amagli kullanilacak ilk Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO)
modifiye edilmis suslar olan Escherichia coli ve insulin Ureten Saccharomyces cerevisiae dir.
Bu donemden itibaren ¢ok sayida rekombinant mikroorganizma hayata gecirilmistir.
Smurlandirict kosullar altinda endiistriyel biyoreaktorlerde kullanilirlar ve bu tiir islemler,
genellikle bir GDO tespit teknolojisi gergeklestirilmesini gerektirmemektedir.

Boyle 6zel bir ihtiyacin sonucu, doksanlarin ortasinda dogal ortamda genetigi degistirilmis
(GD) hayvan ve bitkilerin girmesi ile ortaya ¢ikt.

GDO'lu iriinler, agirlikli olarak gidalarda giivenlik degerlendirmesi ve gevrenin potansiyel

degisikligi icin, ozellikle Bati Avrupa'da, onemli bir tartisma baslatmistir. Tiiketicilerin
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endiselerini gidermek i¢in GDO bulundurmadigi garanti edilen gidalar 6ne siiriilmiistiir.
Ancak, gida hazirlamada sadece hammaddeler degil, ayn1 zamanda, nihai Grinln i¢inde kiguk
miktarlarda bulunabilen, bitki kokenli ¢ok sayida katki maddeleri de kullanilabilir. Bu, 6rnegin
soya fasulyesinden elde edilen lesitin ile olan durumudur. Lesitin, ¢ikolatali hazirliklarda
kullanilan bir¢ok endiistriyel tariflerde, c¢ikolatalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Analiz edilecek hedef, saflastirilmis lesitinin kendisi (genetigi degistirilmemis soya
fasulyesinden elde edilen lesitinle aynidir) degildir, ancak degistirilmis bazt DNA dizileri ya
da onlar tarafindan kodlanmis olan rekombinant protein(ler)dir. ikinci bahsedilen, sadece eser
(iz) miktarda bulunabilir, bu nedenle tespit edilmeleri icin cok hassas yontemler gereklidir.
5.3.2. Tespit yontemlerinin cesitleri
GDO ya da onun tiirevinin saptanmasi, Ozellikle genetik modifikasyon ya da uruni ile
baglantili olan (genetik degisim ile baglantili rekombinant protein) baslica hedef (DNA
dizisinin kendisi ve en sonunda da RNA) olan molekilinin tespit edilmesi ile
gerceklestirilebilir. Mevcut yontemlerin biiylik bir kismi, DNA tespiti ile ilgilidir ve sadece
birkag teknik, RNA ve protein tespiti uygulanmaktadir. Bu durumun nedenleri su sekildedir:
e DNA, PCR kullanilarak hizl1 ve etkin bir sekilde ¢cogaltilabilir ve saflagtirilabilir. RNA
ve proteinlerin ¢ogaltimi, daha karmasik ve zaman alic1 bir siiregtir.
e RNA stabil degilken, DNA stabil bir molekiildiir. Protein, gida isleme sirasinda kolayca
sicaklik denatiirasyonuna tabi tutulur, bdylece stabilitesi ¢esitli dis faktorlere baglidir.
e Modifikasyon unsuru, niikleer DNA ise, onun miktar1 ve GDO miktarinin dogrusal
bagimlilig1 vardir. Ancak, bu tiir bir iliski, GDO miktar1 ve RNA/Protein arasinda
nerdeyse hi¢ gbzlenmez.
¢ Genetik modifikasyon, DNA diizeyinde yapildigi i¢in, bu degisimi ayni seviyede tespit
etmek mantiklidir.
Gilinlimiizde, tiim ticari GDO’lar, yabanci niikleer DNAya sahiptir.
5.3.3. Protein bazh yontemler
Bu yontemlerin temeli, immanolojiktir ve "antijen-antikor™ tirtund ve klasik ELISA analizinin
spesifik baglanmasinda yatmaktadir. Antijen-antikor reaksiyonu, yabanci molekdilii ayirt eder,
buna baglanir ve bdylece de elde edilen baglanmis kompleks, genellikle bir kromojenik
reaksiyon ile tespit edilir. Antijeni tespit etmek i¢in gereken antikor, saflastirilmis antikorun
kendisine ulasmadan gelistirilemez, saflagtirilmis antikor, ya yapay olarak amino asit dizisinde

sentezlenebilir ya da ¢alisilan GDO’dan saflastirilir.
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Genel olarak, bir transgenin trund, kiclk bir polipeptid ya da herhangi bir dokuda ve bitkinin
yasam dongiisiiniin herhangi bir aninda kuvvetli bir yapisal promotoriin kontrolii altinda ifade
edilebilen bir proteindir. Bu sekilde, protein analitik bir hedef olusturmak i¢in yeterli miktarda
bulunmaktadir. Ancak, daha yeni GD bitkilerde, istenen protein, sadece uyarilabilir bir
promoterin kontrolii altinda (6rnegin, baski altinda, belirlenen yasam siiresi boyunca, vb.)
iiretilir. Bu durumda, rekombinant proteinin varliginin tespit ve analizi genellikle yeterli
degildir.
5.3.4. RNA temelli yontemler
Bu yontemlerde, RNA molekili ve bir primer (RNA ya da DNA sentetik oligonikleotid)
arasindaki 6zel baglanma gergeklestirilir. RNA molekiiliiniin baglangicinin tamamlayicisi olan
primer, onunla eslesir ve bu da DNA’ya benzer bir ¢ift sarmalli heterodubleks ile sonuglanir.
Ters transkriptaz kullanilarak bir DNA molekiilii yeniden sentezlenebilir, bu da daha sonra
PCR ile ¢ogaltilabilir ve tespit edilebilir. Bu yontemin bir dezavantaji, 6zel primerlerin, tespit
edilecek RNA bilesimi hakkinda bilgi sahibi olmadan tasarlanamayacag1 gergegidir.
5.3.5. DNA tabanh yontemler - PCR uygulamasi
DNA tabanli yontemler, esas olarak spesifik bir DNA parcasinin PCR teknigi ile cogaltilmasina
dayanmaktadir. Jel elektroforezi, cogaltilmis {iirlinlerinin goriintiilenmesi i¢in rutin olarak
kullanilmaktadir. Bu tek basina da gergeklestirilebilir ya da restriksiyon endoniikleaz kesimi
(RFLP-PCR) ile birlestirilebilir. Temel PCR protokoliiniin daha sofistike bir varyanti, ¢ift
sarmalli DNA boya interkalasyonu vasitasiyla ve floresan 15181 yayarak Tm profilinin
belirlenmesini igermektedir. Sicakligin artmastyla, DNA mn Iki ipligi ayrilmaya baslar ve
buna bagl olarak da odlgiilebilir 151k emisyonu azalir. Tm, DNA uzunlugundan ¢ok bir DNA
dizisine 6zgii bir 6zelliktir. Son olarak da, bunun alternatifi, problar1 kullanmak ve DNA ya da
RNA ile hibridizasyon gergeklestirmektir. Bir prob, uygun tasarlanmis ise, dogal ve herhangi
bir yabanci dizisi arasinda ayrim yapabilir. Probu, radyoaktif ya da radyoaktif olmayan
bilesiklerle etiketlemek, mevcut molekiiliin tespitini kolaylastirmaktadir. GDO analizi igin, jel
elektroforezi ve hibridizasyon teknikleri su anda en sik kullanilan tekniklerdir.
Temel PCR protokolii kullanilarak GDO'larin varligi i¢in gida Orneklerinin taranmasi,
asagidaki prosediirden olusmaktadir:

e Numunelerden alinan DNA ekstrakti ve bilinmeyen GDO igeriginin standartlari;

e Birka¢c PCR’nin spesifik primerler ile birlesmesi (viral 35S CaMV ya da Tnos

destekleyicileri gibi genellikle diizenleyici dizileri ile bilinen);

e DNA pargalarinin, bir agaroz jel elektroforezi lizerinde goriintiilenmesi;
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e Goriintii analizi yazilimi kullanilarak analiz ve yari-nicel analiz.
Multipleks PCR bazli yontemlerle birkag DNA dizisi taranabilir ve tek bir reaksiyonda tespit
edilebilir. Ancak, multipleks testin gelistirilmesi, dikkatli test etme ve onaylama gerektirir.
Cesitli amplikonlart ayirt etmek i¢in, amplifikasyon parcalari havuzunun, analiz edilmesi
gerekmektedir. Bu, jel elektroforeziyle ve parga boyutunun karsilastirilmasiyla 6zel
hibridizasyon problarinin yardimiyla ya da 6zel olarak etiketlenmis primerler kullanilarak
yapilabilir.
Bu teknigin biiyiik bir avantaji, GDO’dan tiiretilmis DNA’nin varligina dair numuneyi test
etmek i¢cin daha az reaksiyonun gerekli olmasidir. Ayrica, daha fazla miktar analizleri
gerceklestirmek gerekirse, prosediir nispeten pahali oldugu i¢in, hangi GDO’nun niceligini
belirleyecegini bilirseniz iyi olur. Belirli bir GDO’nun tespiti, onaylanmis ve onaylanmamis
GDQO’lar hakkindaki bilgimiz baglaminda da 6nemlidir.
Diger bir yaklasim da PCR tabanh miktar belirleme yontemlerini uygulamaktir. PCR bazli
miktar belirleme, hem ¢ogaltma islemi boyunca (gergek zamanli PCR) hem de islem sonunda
(son nokta PCR) gerceklestirilebilir.
Son {irlin analizleri, genellikle miktar1 belirlenecek olan ve PCR'den 6nce amplifikasyon
karigimina ilave edilen (bilinen az miktarda) ve miktari belirlenecek hedef ile birlikte gogaltilan
bir rakip olmak tizere iki DNA hedefine ait amplifiye DNA birlesiminin karsilagtirilmasina
dayanmaktadir: Bu siirece ayn1 zamanda rekabetci nicel PCR denmektedir. Bu, hedef DNA ve
rekabet¢ci DNA, ayn1 miktarda amplifikasyon {irlinii verirse, DNA 'nin baglangi¢ miktarinin da
ayni oldugu varsayimina dayanmaktadir.
Gergek zamanli PCR analizinde, PCR sirasinda sentezlenen bir iirtiniin miktari, PCR’daki
floresan 6l¢limii ile dogrudan tahmin edilir. Sentezlenen DNA miktart ile ilgili floresan yayan,
ticari olarak temin edilebilen melezlestirme problari bulunmaktadir. Sentezlenen {iriiniin
miktari, eklenen floresan boyanin yayilmasiyla da tahmin edilebilir ama burada 6zel olan ve
0zel olmayan iirlinler arasinda ayrim yapmak miimkiin degildir. Bu yontemin avantaj1 sudur:
dinamiklerde, olusturulan iiriiniin sadece miktar1 takip edilmekle kalmaz, ayn1 zamanda, belirli
bir miktar PCR {iriinii olusturmak i¢in gerekli olan belirlenmis dongii sayis1 da tespit edilebilir.
Gergcek zamanli PCR daha karmasik ve pahali ekipman gerektirmektedir; rekabet¢i PCR’dan
daha hizli ve daha spesifiktir.
5.3.6. Tespit etme sireci

Tespit etme islemi, asagidaki bireysel asamalardan olusan bir prosediirii icermektedir:
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1. Ornekleme. Numune alma stratejisi, GDO ya da tiirevlerinin miktarna dair giivenilir
bir sekilde tahmin yiiritmek i¢in karmasik istatistikleri igerir.
2. Homojenizasyon. Bu asama, numunenin homojenizasyonunu igerir.
3. ILzolasyon/saflastirma. Bu adim, bir DNA, RNA ya da proteinin izolasyonu ve
saflastirilmasi ile ilgilidir. Bu adimdaki en kritik faktorler, test edilecek makromolekiillerin
miktar1 (konsantrasyonu), saflig1 ve kalitesidir. Burada yine istatistikler bulunmaktadir.
4. Mevcut olma/yokluk analizi. Bu asamada, GDO’nun veya tiirevinin varliginin ya da
yoklugunun belirlemesi i¢in analizler gergeklestirilir. Yukarida da belirtildigi gibi, gesitli
alternatif yontemler mevcuttur; bu yontemlerin her birisi, farkli GDO tiirevleri arasinda
ayrim yapmak i¢in farkli bir yetenek ve yanlis (+) ve (-) sonuglart ile ilgili farkl giivenilirlik
sunmaktadir. Bir tespit yontemi secerken dikkate alinmasi gereken diger 6nemli noktalar
da sunlardir: Tespit edilecek olan molekiiliin tamamen bozulmus olma olasilig1, yani artik
tespit edilemez olmasi; gida isleme sirasinda tespit etme yoOnteminin saptamak icin
tasarlandigi molekiiliin, c¢ikarilmis olma olasilig;; bir GDO karisimi {izerinde
gerceklestirilecek olan analizin ve tanimlama igleminin daha karmasik ve zaman alict olma
olasiligi gibi konular dikkate alinmalidir.
5. Tamimlama. Tespit edilen molekiiliin belirlenmesi amaciyla, yanlis (+) reaksiyonlari
cikarmak ve bulunan molekiiliin kimligini teyit etmek icin genellikle herhangi bir (+)
sonucun dogrulanmasi gerekmektedir.
6. Miktar belirleme. Modifiye edilmis malzemenin nicel tahmini, bu asamada
gerceklestirilir. Yine burada miktar belirleme, her zaman bazi standartlar1 gerektirdiginden
istatistikler dnemlidir.
1. Analiz sonuglarinin yorumlanmasi.

5.3.7. Tespit etme yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar

Tespit etme ve miktar belirlemenin sinirlari, ti¢ gruba ayrilabilir:
1. Mutlak limitler - % 95 dogru tespit olasiligi elde etmek i¢in ilk dongiiniin baginda var
olmasi gereken en diisiik kopya sayisi;
2. Bagil smirlan - tespit edilebilir genetigi degistirilmis malzemelerin en diisiik nispi
orant;
3. Pratik sinirlar - tanimli bir numune igin gegerli sinirlar

Su andaki mevcut DNA tabanli yontemlerin 6zgiilliigli, dort gruba ayrilabilir:
1. Genis kapsamli bir GDO’yu, onlar1 tanimlamadan tespit eden tarama yontemlert;

2. Belirli bir genetik modifikasyon tiirii igin tarama yontemleri;
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3. GDO’larm tespiti i¢in bazen kullanilan konstrakt 6zel yontemler;
4. GDO'’larn tespiti i¢in kullanilan degisime 6zel yontemler (hala laboratuvar gelistirme

asamasinda; ticari amaclh kullanilmamus).

5.4. Gen transferi degerlendirilmesi

5.4.1. Prokaryotik mikroorganizmalar

Cesitli mekanizmalar, prokaryotlar icinde DNA transferi i¢in tipiktir ve kalitimsal 6zelliklerin
transferiyle sonuclanabilir.

DNA transferinin bu mekanizmalari, bakterilere olumsuz segici baskiy1 siirdiirmek i¢in etkin
bir ara¢ saglayabilen yeni genetik bilgilerin benimsenmesi ile gevresel degisikliklere tepki
olarak bir avantaj saglamaktadir. Bu tiir bir olay; antimikrobiyal maddelerin tarim, saglik,
veterinerlik ve tip alanlarmma girmesi nedeniyle, antimikrobiyal diren¢ genlerinin
mikroorganizmalarin biitliinline yayilmasidir. Prokaryotik sistemler icinde yaygin bir gen
transferi mekanizmasi, dondr hiicrelerinde bir plazmidin ya da kromozomda konjugatif
transpozonlarin varligina dayanan konjugasyondur. Hiicreler arasi dogrudan iletisim, bu
genetik unsurlara, plazmidin ya da transpozonun (lerin) kopyasii (larini) alict hiicrelere
aktarmalarin1 saglar. Bakterilerde, bircok plazmid tanimlanmistir ve bazilari, kendi transfer
imkanlarindan yoksundur. Bu durumda, bu, diger plazmidler tarafindan kolaylastirilmaktadir.
Bakteri hiicreleri i¢ginde mevcut olan plazmid sayisi, farkli olabilir ve bu 6zellik, farkli niglerde
yasayan bakteriyel popiilasyonlarda yaygindir. Hareketli olan bu genetik unsurlar - plazmidler
ve transpozonlar- genellikle hicrelere yeni ozellikler kazandirabilmektedir. Dogadaki
benzersiz bir olay da (ayn1 zamanda deneysel kosullarda da) bakterilerden dkaryotik hiicrelere
(mayalar, ipliksi mantar, bitki ve hayvan hucreleri) konjugatif gen transferidir.

Bakterilerin, hiicre dist DNA'y1 sitoplazmalari i¢ine aktif alimlarini temel alan baska bir gen
transfer silireci de dogal doniisiimdiir. Bu durumun, biiyiik trofik ve taksonomik gruplarda
meydana gelen smrli sayidaki bakterilerin bir 6zelligi oldugu bulunmustur. Bu siirecin
(transferin), "kompetans" olarak adlandirilan niifus artisinin belirli bir biiyiime fazinda etkili
bir sekilde gerceklesebilecegi tespit edilmistir. Doniisiim, kromozomal DNA parcalar ya da
plazmidleriyle gerceklestirilebilir. Bu siire¢, yabanci DNA’larin bakteri hiicrelerine
girebilecegi kompetans fazini karakterize eden belirli fiziksel ya da kimyasal kosullarda
gerceklesebilir. Bu tiir bir doniisiim, genellikle gen teknolojisinin gergeklestirilmesinde

kullanilmaktadir.
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Gen transferinin Gcuncd tirt — transduksiyon- da mikrobiyal nifuslarda ve topluluklarda
meydana gelmektedir. Buraya kadar, buna, son konake¢1 hiicrenin DNA’sin1, tesadiifi bir sekilde
dolduran ve o hiicreyi donér yapan ve sonrasinda da alic1 bir hiicreye aktaran bakteriyel virtisler
aracilik etmistir.

Yukarida agiklanan ii¢ mekanizmanin 6zglnliigli, dondr/alic1 hiicrelerin genetik iliskisine
baghdir. Gen transferi, bu mekanizmalar kullanilarak bir tiiriin liyeleri arasinda oldugu gibi
farkli cins ve tiirlerin iiyeleri arasinda da gergeklesebilir. Bu mekanizmalar tarafindan
gerceklestirilen "yatay gen transferi" genis ¢apli calisilmakta ve bakteri tiirlerinin genomik
yapist i¢in ¢ok onemli olarak kabul edilmektedir. Bu olguya dair yapilan arastirmalar, ayrica
tiim genom sekans analizini de kapsamaktadir.

Dogal gen transferi alanindaki aragtirmalar, ¢esitli transfer olaylarinin; toprak, rizosfer, yaprak
yiizeyi, sediment, nehir epitoplari, gida maddeleri, bagirsak yolu ve memeli agiz boslugu dahil
olmak iizere bakterilerin dogal habitatlarinda meydana gelebilecegini isaret etmistir.

Yabanct DNA'nin, alict hiicreye verimli transferinden sonra, bu DNA, genomik entegrasyon
yoluyla (6rn; homolog rekombinasyon) ya da plasmid olusumu ile (replikasyon kaynaginin
varligi durumunda) genoma yerlestirilebilir. Bu islem, farkli sebeplerle (niikleotid dizi
homolojisi eksikligi ya da restriksiyon endoniikleazlarinin varligi gibi) askiya alinabilir. Yeni
genetik bilginin, alicitya bir avantaj saglamasi ve dogal ekosistemdeki degisiklikler boyunca
canli kalmasini saglamas1 durumunda, selektif basincin dayanilabilir oldugu niifus diizeyinde
muhafaza edilme egilimi gosterdigi agiktir. Bu nedenle, gen transferi, prokaryotik
mikroorganizmalarin dogasinin tipik bir olgusu olarak kabul edilebilir. Bu, birka¢ gen takimi
iiretiminin yani sira, bir gen ya da gen kombinasyonunun dolagiminin, mikrobiyal niifuslarin
yasayabilmesinde 1yi firsatlar sagladigi ortamin segici basincindaki degisikliklere dogal bir
tepkidir.

Rekombinant yapilarin biiylik c¢apta yayilmasini saglayabilecek olan bakteriyel topluluk
icindeki gen transferinin dogal karakterini géz Oniinde bulundurarak genetik degisiklik
uygulama siireci boyunca bir kromozomal entegrasyon yaklasimi kullanmak daha 1yidir. Belirli
kosullar altinda segici avantajlar saglayabilecek olan genlerin, hedef yapiy1 tasiyan yapilarin
icine dahil edilmesinden de kagimilmalidir (6rn, antibiyotik direnci belirleyicileri). Istenen bir
konstraktin hazirlanmasi siirecinde, diger genomlarin igine rastgele entegrasyonu tesvik

edebilen her gen dizisinin elenme siireci uygulanmalidir.
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5.4.2. Okaryotik mikroorganizmalar

Okaryotik hiicreler, daha karmasik yapilariyla prokaryotik hiicrelerden ayrilmaktadir: Onlar,
iyi gelismis ¢ekirdege sahiptir.

Bu mikroorganizmalarda (maya ve filamentli mantarlar) gen transferi islemi, bakteriler igin
onceden tanimlanmis olanlardan da farklidir.

Dogal hiicre melezleme ve genetik rekombinasyon, esas olarak seksiiel ya da paraseksiiel hiicre
dongilislinii sahip tiirler i¢inde gerceklesmektedir. Bu olaylar, ciftlesme, mayoz boliinme ve
sporiilasyon yoluyla eseyli tireme ile 6karyotik hiicrelerde siirmektedir. Eseyli yagsam dongiisii
ve anastomoz, niikleer flizyon ve haploidizasyona sahip mikroorganizmalarda gen transferi,
kromozomlarin kademeli kaybi ile ger¢eklesmektedir. Baz1 cinslerde, tiirler aras1 melezleme,
ayn1 zamanda yakindan iligkili tiirler arasinda da olusabilir.

Mayadan, memeli hiicrelerine sentetik gen aktarimi, maya yapay kromozomlart (YAC 'lar)
kullanilarak yapilmistir. Bunlar, gen tedavisinde vektorler olarak mikemmel potansiyellere

sahiptir.

5.5. Mikroorganizmalarin genetik stabilizasyonu

Mikroorganizmalar, yiiksek Okaryotlarda siki diizenlenmis kromozomlardan genetik olarak
cok daha az stabildir. Hizli bliylime oranina sahiptirler ve tek hiicreli varliklar olmalariyla
degisen ortama cabuk uyum saglayabilmektedirler. Boylece, daha yiiksek 0karyotlara kiyasla
genetik olarak daha kolay degisebilmektedirler. Yukarida da belirtildigi gibi, yatay gen
transferi icin olan birka¢ mekanizma, daha 6nce tanimlanmistir. Hareketli DNA partikiilleri;
genellikle yeni fenotipik 0zelliklerin, genlerin inaktivasyonunun, gen kayiplarinin ve
genomunun dengesizliginin ortaya c¢ikmasina yol acan bakteriyel genetik materyalin
degisikliklerinden sorumludur. Bu hareketli DNA parcaciklari; ekleme dizisini (IS),
plazmidleri, profajlari, transpozonlar1 icermektedir. Bir¢ok bakteri susu, ¢ok sayida farkli IS
unsurlaria sahiptir ve bunlarm bir boliimii, genellikle aktif bir sekilde transpozisyona neden
olmaktadir.

Okaryotik mikroorganizmalarm genomu da DNA degisikliklerine tabi tutulmaktadir. Bunlar
da fiziksel, kimyasal kosullara ve yetistirme sistemine bagli olarak biiyiime siireci boyunca bir
dizi diizenlenmelerden ge¢mektedir. Baz1 durumlarda, siirekli kiiltiirler, kabul edilen yeni DNA
dizilerinin stabilizasyonu icin etkili segici araclardir. Genellikle bu degisiklikler, hareketli

unsurlarin (6rn; Ty retrotranspozonlari) ve kromozom segmentlerinin kendiliginden olusan
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transpozisyonlar1 ile ortaya ¢ikmaktadir. Son olay, kromozomal uzunluk polimorfizminde
acikca ortaya konmustur.

Mikroorganizmalarin genetik degiskenlik olgusu, GDM’larda rekombinant DNA’nin
dengesini etkileyebilir. Bu olasilik, GDM’larin genetik dengesinin degerlendirilmesi
durumunda dikkate alinmalidir.

Klonlanmis genin (lerin) lokalizasyonu (kromozomal ya da plazmit), rekombinant DNA
molekulunin genetik dengesini ciddi derecede etkilemektedir. Bu, rekombinant DNA’nin
akibeti i¢cin uygun vektor sistemi se¢imini ¢ok dnemli kilmaktadir. Yiiksek kopya sayilt bir
vektor ya da kromozom rekombinant DNA’ya entegre olan bir vektor kullanildiginda, yeni
genetik bilginin stabilitesi, temel biyolojik mekanizmalara bagli olacaktir. Transfer edilen
genetik materyalin genetik dengesi, konak mikroorganizmasininki gibi olacaktir. Transfer
edilen genetik malzemenin yiliksek dengesi; iliman fazlarin baglanma yerinin yani sira,

transposonlarin konumuna ve IS unsurunun eklenmesine dair derin bilgi gerektirmektedir.

5.6.Mikrobiyal patojenite

Genellikle, fermente gidalarin (6rn; laktik, propiyonik, asetik asit bakterileri, mayalar
(Saccharomyces, Kluyveromyces), Penicillium, Aspergillus gibi bazi ipliksi mantarlar) iiretimi
icin biyoteknolojide kullanilan mikroorganizmalar, insan kullanimi i¢in giivenli kabul
edilmektedir. Insanlarla uzun bir ortak yasam hikayeleri bulunmaktadir ve genellikle giivenli
ve nonpatojen olarak kabul edilmektedir. Siddetli kor hastalig1 olan hastalarda bazi enterik
laktik asit bakterilerin neden oldugu ¢ok nadir bakteriyemi ve endokardit durumlariyla ilgili
bazi veriler vardir. Bu vakalar, bu mikroorganizmalarin higbir sekilde gida kaynakli patojenler
oldugunu gostermez.

Gida kaynakli patojenlerin, gidada ya da insan mide-bagirsak kanalinda istilaci ve/veya toksik
etkisi bulunmaktadir. Diger bir grup mikroorganizma olan firsatg1 patojenler, genel olarak
saglikli bir kisi i¢in tehlikeli degildir, ancak saglik riski tasiyan kisilerin durumunda, bazi
riskler teskil etmektedir. Son zamanlarda, molekiiler teknikler kullanilarak bir¢ok gida
kaynakli ve firsat¢1 patojenlerin genomlari, tamamen sekanslanmistir ve patojenik etkiden
sorumlu olan genler belirlenmistir. Bu basarilar, gida endiistrisinde kullanilan farkl
mikroorganizmalarin genomlarinda, benzer genetik bilginin tanimlanmas: i¢in bir firsat
sunmaktadir. Gida fermantasyonun da kullanilan mikroorganizmalarin sekanslanmis birkag
genomuna ait verilerinin degerlendirilmesi, bilinen patojenite dzelliklerine sahip olmayan iki

ornegi (Saccharomyces cerevisae, Lactococcus lactis) gostermektedir.
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Sonug olarak, uzun vadeli giivenli kullanim ve yakin zamanda elde edilen genetik kanitlar, gida
endiistrisinde kullanilan mikroorganizmalarin ¢ogunlugunun genetik ge¢misinin, patojenite
adalarina ve patojenite i¢in diger belirleyicilere sahip olmadigini gostermektedir.

Patojenite i¢in bu ana hususlarin yani sira, dikkate alinmasi gereken bazi ek etkiler de
bulunmaktadir.

Metabolik tutarsizlik, "sessiz" genlerin ifadesi, mikrop ve bagirsak bagisiklik sistemi
arasindaki cross-talk iletisiminin degisimi gibi genetik manipiilasyon sonuglarindan
kaynaklanan genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin bazi istenmeyen etkileri, ana
hatlariyla belirtilebilir. Bu etkiler, Laktik asit bakterileri, mayalar (asetaldehid, formik asit,
biyojenik aminler) ve mantarlar Penicillium camamberti (roqueforti) (siklopiazonik asit veya
roquefortin), toksinleri kodlayan bazi genlerin ifadelerinde; istenmeyen immun tepkilerinin
ortaya ¢ikmasinda; GI yolunun diger hiicrelerinde (6rn. enterositler) istenmeyen reaksiyonlarda
temelde toksik etkisi olmayan ortak metabolitlerin miktarini, kabul edilemez bir miktara

cikarmakla ilgilidir.
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OC 4: TEHLIKELI KIRLETICI MADDELERIN
BiYOREMEDIASYONU

1. insan ve hayvan sagh@ icin GDM’larin  ve tiirevi iiriinlerin risk

degerlendirmesi

1.1. GDM’lar icin biiyiik olciide esdegerlik kavramm

Insan ve hayvan tiiketimi i¢in elde edilen ve uygulanan GDM ve iiriinler, bir grup tek bilesikten
canlt GDM’larin saf kiiltiirlerine kadar degisiklik gostermektedir. Amino asitler ve vitaminler
gibi saflagtirilmig triinler, ilk grup igin tipik birer 6rnektir, ama probiyotik kiltlr ya da sit
urdinleri starterlar, ikinci grubu temsil etmektedir. Canli GDM’lar bulunmayan iriinlerin yani
sira canli GDM’larin yasamaya devam ettigi siit {riinleri gibi genetigi degistirilmis
mikroorganizmalarin her iki ikisine de ara bir yer verilir. Sonuncusu, mikrobiyal hucrelerinin
parcalanmasi ile {iretilen ham enzim preparatlar1 gibi transgenik olayin izlerini icerebilir. Bu
hususlar 1s181nda, ti¢ grup GDM ya da tiiretilmis gidalar ve yemler ayirt edilebilir (bkz. Tablo
1).

Tablo 1:

Grup Tanim

Grup 1 GDM’lardan elde edilen tanimlanmis tek bilesikler ya da bilesiklerin
karisimi1 (6rn; amino asitler, vitaminler, saf enzimler).

Grup 2 Canli GDM’lar bulunmayan ve klonlanmis (yabanci) herhangi bir agik
okuma cergevesinin birim uzunlugunu igermeyen kompleks {iriinler
(6rn; pargalanmis hiicre ekstreleri, bazi yem enzimleri, sarap, bazi
biralar, vs.).

Grup 3 Canli GDM’lar1 ya da genetigi bozulmamis klonlanmig (yabanci)
DNA’lar1 igeren kiiltiirler ve iirlinler (6rn; canli ya da 1s1 ile 6ldiiriilmiig
startir kiiltlirler ve probiyotik kiiltiirler, baz1 biralar, peynirler ve
yogurtlar, vs.)
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Gidalar ve yemler, yukarida bahsedilmis olan gruplardan elde edilen iirlinleri i¢erdigi zaman,
farkli degerlendirme prosediirleri uygulanabilir (Sekil. 2). En yogun inceleme, canli GDM
iceren lirlinler i¢in 6ngoriilmektedir. Tek bilesik {izerinde bir risk degerlendirmesi yapmak i¢in,
iiretim sistemi ile ilgili sinirli bir bilgi gerekmektedir. GDM’larin bir iiriinden elde edilememesi
ancak {iriinlin saflastirilmasinin sinirli olmasi durumunda, risk degerlendirmesi i¢in gereken
bilgiler, tek iirtinler i¢in gerekenden daha genis kapsamlidir. GDM’nun, iiriin i¢inde inaktive
edilmis oldugu siireci ve transgenik olayin izlerinin {iriinde tespit edilebilme derecesini
anlamak gereklidir. Canli GDM’lar, bir iiriinde yasamaya devam ediyorsa, gerekli bilgiler,
bilimsel bir risk degerlendirmesi saglamak amaciyla kapsamli olacaktir.

Risk degerlendirmesinin incelenme diizeyi, modifikasyonu kendisinin yani sira alic1 ve verici
suslarin kullanim gecmisi ile ilgilidir (klonlanacak dizilere bagli olarak). Gida ve yem
zincirlerindeki mikroorganizmalarin giivenliginin nitelikli karinesi (qualified presumption of
safety (QPS) yerlestirildiginde, GDM’larin risk degerlendirme prosediirleri daha az
incelenecektir. Boyle bir durumda, risk degerlendirmesi zaten parental/alici/verici suslara ya
da ayni nihai kullanim i¢in QPS durumunda olan taksonomik gruba verilmis olan QPS

yeterliliginde listelenmemis olan ilgili bilgileri hedef almalidir.

Cevresel risk dederlendirmesi yoktur
Hayir
@ Gida/yemde herhangi
bir rekombinant DNA
bulunuyor mu? Evet

’/ J117
@ GDM'nin gevreye Hayr

aktariima yetenegdi var mi?

~

Hayir

|
@ Evet GDM gevrede yasamina
devam eder mi?

Evet

GDO ve alici ¢evre arasindaki etkilesimin degerlendiriimesi:

Hayatta kalma ve yasamini sirdirme ve segici avantaj potansiyel;
Rekombinant gen transferi potansiyeli;

Ortamdaki yerli mikroorganizmalarla etkilesim;

insan sagdlig zerine etkiler;

Hayvanlar tzerine etkiler;

Bitkiler tzerine etkiler;

Biyokimyasal stirecler Gizerine etkiler

A N NN

Sekil 2: GDM’larin ve triinlerinin ¢evre risk degerlendirmesine yonelik yaklagim
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1.2. Karsilastirmal yaklasimin uygulanmasi

GDM degerlendirme stratejisi, sadece amaglanan degisikliklerin degerlendirilmesine degil,
ayn1 zamanda, genetik manipiilasyon isleminin beklenmedik sonuglarina da dayanmaktadir.
GDM’yu veya GD yiyecegi ya da yemi, geleneksel karsiti (esdegeri) ile karsilastirir. Bu
karsilagtirmali yaklasim, giivenli kullanim ge¢misi olan geleneksel bir karsitin, belirli bir
GDM’nun ¢evre, gida ve yem riski degerlendirmesi i¢in bir referans noktasi olarak
alinabilecegi anlayisina dayanmaktadir. Bunu karakterize etmek i¢in, OECD (OECD, 1993a
ve OECD, 1993b), ILSI (ILSI, 1999) ve WHO/FAO (WHO/FAO 2008) tarafindan daha detayli
gelistirilen "asinalik" ve '"biiyiik Olgiide esdegerlik" kavramlarimi gelistirmistir. Risk
degerlendirme, geleneksel karsit1 ile ilgili yeni ya da degistirilmis tehlikeleri tanimlamay1
hedeflemektedir. Bu karsilastirmali arastirmalar, risk degerlendirmesinin ilk adimi olarak
kullanilabilir. Daha sonra, ikinci asamada, hem amaglanan hem de istenmeyen farklilklar tespit
edilmeli ve bunlarin ¢evre ve gida /yem giivenligi ve beslenme etkileri degerlendirilmelidir.
“Asinalik’’, “’bilgi tabani’’, “’glivenli kullanim ge¢misi’” ve “’biiyiik Olclide esdegerlik’’
kavramlar1 hakkinda asagida bilgi verilmistir.

Ne "Bilgi kiitlesi" kavrami, ne de "giivenli kullanim ge¢misi" zarara yol agilmayacagini garanti
edemez. Parental mikroorganizmaya, taninmis bir QPS statiisii verilmesi halinde, giivenli
kullanim ge¢misiyle ilgili mevcut tiim bilgiler, zaten degerlendirilmis olacaktir.

Mikrobiyal genomun dogal ¢esitliligi, gidalarda belirgin hale gelir ve bu, ¢ok karmasik
mikrobiyal birlikler olarak islenmeleri sirasinda yaygin bir olay olabilir. Ayrica, gidalarin
kimyasal ve fiziksel faktorleri/6zellikleri, gen ifadesini etkiler ve degisimlere sebep olur.
Gidalarla yapilan laboratuar deneylerinde ya da sindirim sirasinda mide-bagirsak sisteminde
cesitli veriler elde edilebildigi i¢in, glivenlik degerlendirmesi sirasinda bu 6zellik g6z 6niinde
bulundurulmalidir. Bu nedenle, biiyiik él¢giide esdegerlik kavrami, GDM’larin kendisine ve
GDM kullanilarak elde gidalara uygulanmalidir. Burada, ¢ok kiigiik farkliliklar,
mikroorganizmalarin patojenik ve patojenik olmayan suslarini ayirt edebilecegi igin, buylk
olciide egdegerlik kavraminin uygulamasimin ¢ok hassas yapilmasi gerektigini belirtmek
gerekmektedir.

Biyiik élgiide esdegerlik kavraminin temel 6zellikleri, GDM’larin bilesimine ve fenotipine
Ozgii bir analiz yapilmasinin ve geleneksel parental sus analizi ile karsilastiriimasinin dahil
edilmesidir. Bu baglamda, FAO ve WHO 2000 yilindaki raporlarinda, yeni molekiiler
yontemlerdeki ilerlemelerle temas halinde kalmanin gerekli oldugunu belirtmistir. Bu

yontemlerin uygulamalari, ayrintili analitik bilgi elde etmek i¢in gii¢lii bir ara¢ saglamakta ve
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konvansiyonel ve genetigi degistirilmis mikroorganizmalar arasinda basaril1 bir karsilastirmay1
kolaylastirabilmektedir. Bu bakimdan, DNA mikrodizilerini ve proteomik teknikleri
kullanmak, ozellikle uygundur. Mikroorganizmalarin, bir dizi analitik teknikle metabolik
profillemeleri, metabolik diizenlemenin, beklenen sonug¢ oldugu GDM degerlendirmelerinde

0zel bir degere sahip, gelismis bir yaklagimdir.

Tablo 2

The concept Description

“familiarity” and “body of | Majority of GMM strains used for food / feed purposes
knowledge” belong to well characterized microbial species. Such
“familiarity” permits the risk assessor to draw on previous
knowledge and experience with the introduction of similar
microorganisms into food and environment, as well as to the
results from risk / safety analysis, performed before scale up
of technologies (OECD, 1993a). This term is replaced by the

new one — “body of knowledge”.

“substantial equivalence” | This concept is based on the underlying principle that an
existing microorganism with a “history of safe use” as food
or feed can serve as comparator when assessing the safety of
GM food and feed (OECD, 1993b). Detailed description is
given in ILSI (ILSI, 1999) and EFSA Scientific Colloquium
on QPS (EFSA, 2004).

Bu tiir bir teknigin uygulanmasi, normal varyasyonlarda bir arka plan degerlendirmesi ve tespit
farkliliklarin degerlendirilmesi gerekliligi ile sinirlidir. Rutin glivenlik degerlendirmelerinde,
bu teknikleri dikkate almadan dnce énemli adimlar gergeklestirilmelidir:
e Kendi tekrarlanabilirliklerinin ve saglamliklarimin garantisi i¢in metodolojinin
dogrulanmasi
e Performanslarin1 degerlendirmek i¢in anlagmaya varilmasi (6rn; "normal degisim"
olarak kabul edilebilen bir dizilimdeki/profildeki ¢esitli farkliliklarin tanimai)

e "Normal degisim" olarak kabul edilmeyen profildeki her bir farkin degerlendirilmesi.
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1.3. Amaglanan ve istenmeyen etkiler
Amaclanan etkiler: Bu etkilerin, genlerin ya da DNA dizisinin girisinin ya da
inaktivasyonunun sonucu olarak meydana gelmeleri beklenir ve genetik modifikasyonun
hedefi ile yakin iligkilidir. GDM bilesiminde amaglanan bu modifikasyonlar, ebeveyin ile
kiyaslandiginda farkhidir ve tek bir bilesik (yeni elde edilen protein) olarak Slg¢iilebilir ya da
hiicresel metabolik akida degisebilir.
Istenmeyen etkiler: Gergeklestirilen gen manipiilasyonunda beklenmeyen, GDM ve izogenik
muadili arasindaki fenotipik farkliliklarda ortaya ¢ikan degisikliklerdir. Bu istenmeyen etkiler,
asagidaki nedenlerden dolayi olabilir:

e Metabolik yollarin entegrasyonu;

e Genetik duzenlenme;

e Metabolik dizensizlikler ve pleiotrofik etki;

e Yeni flzyon proteininin sentezi.

1.4 GDM’lara maruz kalma

Gida tiretiminde GDM uygulanmasinin istenmeyen etkilerini 6nlemek icin, ilk etapta, bir
pazarlama Oncesi giivenlik degerlendirmesi yapilmalidir. Besin zinciri tizerindeki herhangi bir
etkisi izlenmelidir. Giivenlik degerlendirmesi sirasinda, su Onemli faktorler dikkate
alimmalidir: GDM tiiketimi olasiligi; GDM/iirlin/gen tipi; niifus diizeyinde potansiyel tehlike
degerlendirmesinin gerceklestirilmesi.

Niifusun GDM’lara maruz kalmasi durumunda potansiyel tehlikelerin 6l¢iilmesi i¢in olan
yontemler, belirlenmelidir. Bu baglamda, 6nceki istisarelerden ¢ikan sonuclara dikkat etmek
onemlidir:

"Belirli bir kiiltiir bitkisinin besin seviyelerinde gerceklesen bir degisiklik, genel beslenmeyi de
etkileyebilir. Bu gibi durumlarda, besin icerigindeki ve biyo-kullamilabilirlikteki ve zaman,
isleme ve depolama dengelerindeki degisiklikleri belirlemek ve ayrica genetigi degistirilmig
gida uygulanmasimin bir sonucu olarak beslenme modellerindeki degisiklikleri izlemek ve
tiiketicilerin beslenme ve saglik durumlart iizerine potansiyel etkilerini degerlendirmek
onemlidir. Ancak, tiiketicilerin beslenme durumlarinin etkilerinin degerlendirilmesi, tiim
onemli beslenme degisiklikleri igcin onemlidir ve genetigi degistirilmis gidalarin
uygulanmasina ozgii degildir” (FAO / WHO, 2008).

FAO/WHO (2008) tarafindan belirtildigi gibi, GDM’lar yardimiyla elde edilen gidalar dahil

olmak tizere herhangi bir gidanin, uzun vadeli potansiyel saglik etkisini tahmin etmek ¢ok
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zordur. Bu, insan popiilasyonundaki biiyiik genetik ¢esitlilik ve izlenen etkilerin karmagiklig
nedeniyledir. Belirli sorular1 cevaplandirmak igin belirli aragtirmalar planlanmadig siirece,
konvansiyonel gidalarin arka planina kars1 herhangi bir etkiyi tespit etmenin ¢ok zor oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle, GDM’ya maruz kalmanin izlenebilirligi i¢in 6zel yontemlerin

gelistirilmesi ¢ok dikkat gerektirmektedir.

1.5 Bagirsak mikroflorasi iizerine etkiler
Bir insanin Omrii boyunca gastrointestinal sisteminde, biiyiikk miktarlarda canli
mikroorganizmalar (10**’e kadar) yasamaktadir. Mikrofloranin olusmasi, neredeyse 400 tiirii
kapsamaktadir. Bunun biiyiikk bir kismi, yeterli tekniklerin olmayisi nedeniyle analiz
edilemedigi i¢in iyi bilinmemektedir. Mevcut klasik ve molekiiler yaklagimlarin, tim bu
mikroorganizma g¢esitliligini agiklamak i¢in yeterince etkili olmadigi distiniilmektedir.
Mikrobiyal niifusun tipi; agiz boslugu olusumuna ve miktarina (baskin mikrobik tiirleri; laktik
asit bakterileri, streptokoklar ve bazi anaerobik tiirler olan) mideye (gecici asite kars1 dayanikli
mikroplar), ince bagirsaga (mikroflora gib kolon tarafindan doldurulan), mikrobiyal
varliklarm, 102 gram/kuru agirhga kadar ulasabildigi kolona gére sonradan degismektedir.
Kolonu kolonize eden niifusa, Bifidobacterium, Eubacterium, Bacteroides ve Clostridium gibi
anaeroblar hakimdir. Laktobasil, enterokok ve koliform gibi mikroaerofilik ve fakultatif
anaeroblarin biiyiikliikleri genellikle -3 ve 4 arasindadir. Gastrointestinal sistemde yasayan bu
endojen mikroflora, GI’y1 isgal etme egiliminde olan eksojen mikroflorasina karsi temel bir
engel teskil etmekte ve s6zde kolonizasyon direncini saglamaktadir.
Mide-bagirsak (GI) mikroflorasinin, nicel ve nitel agidan bilesimi, asagida bahsedilen bir dizi
faktore baghidir:
e cevresel faktorler - beslenme tirii, uygulanan antimikrobiyal tedavi, dezenfektanlar,
gida katki maddeleri, meslek, iklim
e Konak iligkili faktorler - yas, cinsiyet, bagirsak hareketliligi, transit zamani, pH, safra
asitleri savunmasi vb.
e GI mikroflorada tiirlerin karsilikli iliskisi - besin alim orani, oksijen, H*, H:S,
antimikrobik maddelerin Gretimi, organik asitler, NH3
Tiim bu faktorler, GI mikroflorasinin genel durumu hakkinda ortak bir tutuma sahiptir.
GI mikroflora ve farkli memeli konaklar - iliskili yapilar ve fonksiyonlar arasinda bazi
etkilesimler vardir. Bu etkilesimler, organlar, hiicre ve molekiiler gibi farkli diizeylerde

bulunabilir ve hicresel diizeyde prokaryotik-okaryotik ¢apraz baglantilari; organik asitler,
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niikleotitler vb. iiretimi; enterohepatik dolasimla etkilesim; gutla iligkili bagisiklik sisteminin
(GAIS) gelisimi; intestinal motilite ve enterocystic mitoz tzerine etkisi olarak 6zetlenebilir.
Bunlar, bireyin yasi ve saglik durumuna baglidir. Bu nedenle, eksojen mikrofloranin hayatta
kalmasi (GDM’lar dahil), yerli GI mikrofloranin ve yukarida belirtilen konak-iliskili
faktorlerin etkisini bastirma kabiliyetlerine tabidir. Ayrica, kolonizasyon direnci, hayatta
kalmanin degerlendirilmesinde yer almaktadir, ama bu mekanizmalar, iyi anlasilamamustir.
Bazen mikroplar, bagirsak liimeninden c¢ikip baska bir yerde goriinebilir. Bu davranisi
tanimlayan terim, translokasyondur. Yapay ortamda, mikroplarin bagirsakta hayatta kalmasini
belirlemek zor bir istir. Bu nedenle, insan GI sistemini uyaran uygun hayvan modellerinin
se¢imi ve hastalarla deneyler gerekmektedir. Bu arastirmalar, giivenilir sus belirleme
metodolojisi ile desteklenmelidir.

GI sistemi i¢ine girmis GDM’larin, sindirimde hayatta kalmasi durumda, bu organizmalar
gecici olarak ortaya cikabilir ya da farkli bir zaman i¢in kendini bagirsaga yerlestirebilir. Bu
durum, ilgili bir zaman dilimi i¢in tespit edilen mikroorganizmalarin sabit bir seviyesi ile
Ol¢iilmiis olan kolonizasyon terimi ile tanimlanmaktadir.

Yetiskinlerin gastrointestinal sisteminin, eksojen mikroorganizmalarla uzun omiirli (daimi)
kolonizasyonu ¢ok nadirdir. Ancak eger olursa, bazi probiyotik suslarin uygulanmasi, normal
mikrofloranin, oral uygulamadan haftalar sonra fasiyesden ve kolon mukozasindan
alinabilecegini isaret etmektedir. Iki bagirsak gecis siiresinden daha uzun bir siire,
mikroorganizmalarin GI sistemde hayatta kalmalarini tanimlamak i¢in, "devamlilik" terimi
kullanilmustir.

Gastrointestinal sisteme yerlesmesinden bagimsiz olarak (tespit edilmis olan ya da olmayan)
GDOM girisi olmasi durumunda, memeli konak¢inin, mikroflora ile etkilesime girme olasilig
bulunmaktadir. Bagirsak florasi iizerine beklenen etkisi, kismen GDM tarafindan ifade edilen
fonksiyonlara (fenotipik ifadesi) ve dolayisiyla yatay gen transferine bagl olabilir.

GDO’nun, memeli konak iizerindeki etkisi, dogrudan ve dolayli olarak tanimlanabilir.
Dogrudan etkisi, yukarida belirtilmis olan tiim yapilar ve fonksiyonlar tizerindeki toplam etkisi
ile karakterize olmaktadir ve dolayli etkiye ise, endojen mikroflorayla ve 6zellikle de aktif
unsurlarla etkilesime girerek aracilik edilebilir. Her iki tiir etkilesim (dogrudan/dolayli) de,
canli olmayan mikroorganizmalar, fonksiyonel 6zelliklerini (yani bagisiklik modiilasyonu,
kimyasal baglayici, hiicre yapismasi) koruduklari i¢in, bu mikroorganizmalar tarafindan
provoke edilebilmektedir. Toksinler ve enzimler gibi biyolojik olarak etkin bilesiklerin bazi

salgilar1 ongoriilebilir.
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Gen transferi olasiligi, daha 6nce tartisilmistir. Bu yiizden, GDM’nun, bagirsak mikroflorasi
ve gastrointestinal sistemde yasamasi ile iliskisine dayanan bagirsaktaki mikroorganizmalar
arasindaki konjuge transferini diistinmek mantiklidir. Bu etki, kalic1 ya da kolonize eden suslar
ile beklenebilir. Gegici suglarin, bu baglamda diisiik etkisi bulunmaktadir. Su anda, bagirsak
sisteminde Olgiilebilir bir DNA siirekliliginin var olduguna dair higbir siiphe yoktur. Bitki ve
rekombinant DNA’nin; kan sistemine, doku hiicrelerine ve hatta memeli konakg¢inin

cekirdegine bile girebildigi tespit edilmistir.

1.6 Bagisiklik sistemi iizerine etki

Bagisiklik modiile potansiyelinin degerlendirmesine iliskin FAO/WHO danisma sonucu, vaka
bazli hususlarm gerekli olmasidir. Ornegin, bu kuruluslar, alerjik 6zelliklerle ilgili, gesitli
onerilerde bulunmustur.

Bagirsak mikroflorasi ve bagisiklik sisteminin durumu arasindaki etkilesimi gosteren bulgular
vardir. GD bitkilerin aksine, GDM’larin da GI sisteme yerlesmis olduguna, bdylece de
potansiyel bagisikligi modiile edici etkilere neden olduguna dikkat edilmelidir.

2. Gelecege dair ongoriiler
GDO ve tiirevlerinin tespiti i¢in giinlimiizde mevcut olan yontemler, bir gida maddesindeki iki
farkl1 malzemeyi ayirt edemez. Bu yontemler, sadece tiir diizeyinde GDO igerigini tespit etmek
ve O0lgmek icin kullanilabilir.
Su anda Avrupa'da GDO’lar1 i¢in onay isteyen sirketlerin, kendi GDO’lari agiklayan sekans
bilgilerini gizli tutmalarina izin verilmektedir. Bu sekilde, bilim adamlarinin, tespit etme
yontemleri tasarlamak igin gereken temel bilgileri eksiktir.
Tespit edilecek ilgili molekiillerin izolasyonu ve bunlarin nicel ve nitel analizleri i¢in daha iy1
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir ve son zamanda da gelisme asamasindadir. Gelismelerin
cogu, asagidakiler araciligiyla artmus Ozgiilliik saglayabilen DNA yontemleri iizerinde
durmaktadr:

e Ekleme ve entegrasyon kismi arasindaki kavsagi hedefleyen PCR yontemleri;

e Suglular i¢in kullanilanlara benzer GDO’ya 6zgii parmak izi yontemleri;

e Kalitsal hastalik yatkinligini belirleyenlere benzer teshis edici mikro-diziler.
Son olarak endiistri kontrol yetkilileri ve uluslararasi standartlar1 kullanan akredite
laboratuarlar tarafindan yapilan GDO analizlerini satin alan digerleri icin yeterlilik testleri

organize edilmelidir.
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3. Kapanis sozleri

Giivenlik degerlendirme siireci asagidakileri esas almalidir:

Iyi tanimlanmus bir dizi sorunun uygulanmasi yoluyla vaka bazl1 temel

Pratik araglar saglayan, biiyiik Ol¢lide esdegerlik kavraminin uygulanmasi yoluyla
klasik olarak elde edilmis ve GDM gidalar1 arasindaki benzerlik ve farklarin
belirlenmesi i¢in karsilastirmali yaklagim

Gida matrisi  {lizerinde GDM’larin  etkilerinin  degerlendirilmesi  yoluyla
mikroorganizmalarin i¢sel 6zelliklerine iliskin 6zel hususlarin tanitimi

Memeli GI sisteminde patojenite ve sureklilik gibi ek parametrelerin incelenmesi
yoluyla iiretilen gidalara ve GDM’lara biiyiik olgiide esdegerlik kavraminin
uygulanmasi

GDM’nun 6zel kullanimlarinin ve GDM’ya maruz kalmalarin dikkate alinmasi-
GDM’lar, canli ya da cansiz formdaki gidalarin ayrilmaz bir parcasi olabilir.

GDM degerlendirmesi, giivenlik ve beslenme agilarindan yapilmalidir - Gida
iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar, iirliniin besin kalitesi ve glivenligi i¢in temel
Oneme sahiptir.

GDM’larin veya parcalarin memeli konuk¢unun bagisiklik sistemi tizerindeki etkisinin
degerlendirilmesinde ek  dikkate ihtiyag  duyulmaktadir-Gl  sistemindeki
mikroorganizmalar, bagisiklik sistemini etkilemektedir ve gida tiretiminde GDO(M)
uygulanmasi, manipiilasyon i¢in kullanilan sistemle ilgili 6zel giivenlik
degerlendirmesi ihtiya¢ duymaktadir.

GDM’dan gut mikroflorasina olasi gen transferinin dikkatli degerlendirilmesi —
gidalardan gelen genetik materyalin, yapay ortamda bagirsak mikroflorasina ve memeli

hlcrelerine transfer potansiyeline sahiptir.

e Konak mikroorganizmanin gidada giivenli kullanim geg¢misine olan siddetli gereklilik-

kullanilan konak mikroorganizmalar, gidada kullanmak iizere giivenli bir statiye sahip

olmalidir; glivenli kullanim agisindan secici bir isaret, ¢ok dikkatli secilmelidir ve son

GDM’da antimikrobiyal diren¢ belirtici genlerden kagmilmalidir ve bu genler dahil

edilmemelidir.

Sekil 3’te, risk degerlendirme siirecinin dnerilen gelecekteki gelisimine dair genel bir bakis

acist gosterilmistir.
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Sekil 3: Risk degerlendirme siirecinin 6nerilen gelecekteki gelisimine dair genel taslak
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http://www.agbiotechnet.com/topics/GMsafety.asp

http://www.safetyalerts.com

ECO-Center 2014-1-BG01-KA204-001645


http://www.agbiotechnet.com/topics/GMsafety.asp
http://www.safetyalerts.com/

