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GDO ANALIZLERINDE KULLANILAN CRM iZOLATLARININ
KONTROLLU MUHAFAZA KOSULLARINDA TEKRAR KULLANIM
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

OZET

Genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) avantaj ve dezavantajlari tartisilmakla
beraber potansiyel yararlari nedeniyle halen yaygin olarak {iretilen triinlerdir.
Uriinlerde GDO varliginin tespiti kalitatif tarama ve tiplendirme analizleri ile
belirlenirken, miktar analizleri kantitatif testlerle yapilmaktadir. GDO analizlerinden
tiplendirme analizlerinde pozitif kontrol olarak ve miktar analizlerinde kalibrasyon
egrisi hazirlamada sertifikali referans maddeler (CRM) kullanilmaktadir.

Analizlerde kullanilan CRM’ler her seferinde taze olarak hazirlanmaktadir. Ancak bu
materyallerin ¢ok pahali olmasi ve hazirlanan miktarin tek seferde kullanilamamasi bu
analizi yapan laboratuvarlar i¢in 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu soruna ¢éziim
olarak analizlerden geriye kalan CRM izolatlarinin tekrar kullanilabilme olanaklarinin
belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Deoksiribo niikleik asit (DNA)’e uygulanan
dondur-¢ozdiir islemlerinde DNA’nin degrade olup olmadigi ile ilgili bitkisel
tiriinlerde yeterli bilimsel veri bulunmadig fark edilmis olup ¢alismalarin ise daha ¢ok
parazit, viriis ve kan 6rnekleri ile sinirl oldugu goriilmiistiir.

Planlanan bu c¢alisma ile bitkisel iiriinlerde GDO miktar analizlerinde kullanilan
CRM’lerden elde edilen DNA izolatlarinda kontrollii muhafaza kosullarinda dondur-
¢Ozdiir uygulamasi 1ile meydana gelebilecek degradasyonun belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amacla soya (DP-305423-1) ve misir (DAS-40278-9) genini igeren
CRM‘lerden Eurofins Genespin Kit Metodu ile DNA izolasyonu yapilmis, elde edilen
izolatlara belirli sikliklarla dondurma (-20+2°C) ve laboratuvar kosullarinda (22+2°C)
¢ozdiirme islemleri uygulanmistir. Avrupa Birligi Referans Laboratuvar1 (EURL)
metodlar1 kullanilarak Applied Biosystems 7500 Fast Real time PCR System
cihazinda GDO miktar analizi yapilmis, elde edilen veriler SPSS paket programina
gore istatistiki olarak degerlendirilerek dondur-¢6zdiir uygulamasinin ¢alisilan CRM
izolatlar izerinde etkisi 6nemsiz bulunmustur.

Anahtar kelimeler: GDO, DNA, CRM, Analiz, Muhafaza, Dondur-Cozdiir
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INVESTIGATION OF REUSE CAPABILITIES OF CRM ISOLATES USED
IN GMO ANALYSIS IN THE CONTROLLED STORAGE CONDITIONS

SUMMARY

Although the advantages and disadvantages of genetically modified organisms
(GMOs) are discussed, they are still widely produced due to their potential benefits.
Detection of the presence of GMO in the products is determined by qualitative
screening and typing analyzes, while quantity analyzes are carried out by quantitative
tests. Certified reference materials (CRM) are used as positive controls in typing
analyzes from GMO analyzes and in calibration curves in quantity analyzes. The
CRMs used in the analyzes are prepared fresh each time.

However, the fact that these materials are very expensive and that the prepared amount
cannot be used at one time poses an important problem for the laboratories performing
this analysis. As a solution to this problem, it is important to determine the possibilities
of reuse of the CRM isolates remaining from the analyzes. In the freeze-thaw processes
applied to deoxyribo nucleic acid (DNA), it was found that there was not enough
scientific data on plant products about the degradation of DNA and the studies were
found to be mostly limited to parasites, viruses and blood samples.

The aim of this study was to determine the degradation of freeze-thaw application of
DNA isolates obtained from CRMs used in GMO quantity analysis of plant products
under freeze-thaw application under controlled storage conditions. For this purpose,
DNA isolation was performed by using Eurofins Genespin Kit Method from CRMs
containing soy (DP-305423-1) and corn (DAS-40278-9) gene, and freeze (-20+2 °C)
thawing (22+2 °C) processes were applied to the obtained isolates at certain
frequencies. GMO Quantitative analysis was performed on Applied Biosystems 7500
Fast Real Time PCR System using the European Union Reference Laboratory (EURL)
methods. The obtained data were evaluated statistically according to SPSS package
program and the effect of freeze-thaw application on the CRM isolates studied was
insignificant.

Keywords: GMO, DNA, CRM, Analysis, Storage, Freeze-Thaw
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1. GIRIS

Genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) modern biyoteknolojik yontemler
kullanmak suretiyle gen aktarilarak elde edilmis, insan disindaki canli organizmalardir
[1]. Modern biyoteknoloji kullanilarak elde edilen bu genetigi degistirilmis
organizmalar ve tirlinleri diinyada giivenirlilik kontrolleri devam eden iiriin gruplari
arasinda yer almaktadir. Avantaj ve dezavantajlari halen diinyada tartigilmakla beraber
bazi potansiyel yararlar1 yaygin olarak iretilmelerini gerektirmektedir. Tarimsal
biyoteknolojide bocek direnci, herbisit toleransi, antibiyotik stres toleransi, {iriin
verimliligi, Urtin kalitesi, kuraklik ve tuzluluga direng, hastalik direnci ve tozlasma
kontrol sistemi nedeniyle tercih edilmektedir. Uluslararasi Tarimsal Biyoteknoloji
Uygulamalarmi1 Edinme Servisi (International Service for the Acquisition of
AgriBiotech Applications - ISAAA)’nin verilerine gore diinyada 32 adet bitki tiiriinde
526 tip genetik modifikasyon yapilmistir. Bu 526 tip icerisinde en ¢ok c¢aligma
yapilanlari ise sirasiyla misir (238), pamuk (67), patates (49), kanola (42), soya (41)
olusturmaktadir. Diinyada yaklasik 200 milyon hektar alanda GDO’lu bitki ekimi
yapilmaktadir ve elde edilen {iriinlerin %50°sini soya, %31’ini misir, %13 iinii pamuk,

%35’ini kanola ve %1 ini de digerleri olusturmaktadir [2].

Diinyada GDO politikalar1 ABD ve AB’nin farkli tutumlar1 nedeni ile iki yonde
geligmis ve Tiirkiye bu kapsamda Avrupa Birligi (AB) ile uyum siirecinde oldugundan
risk esasli ihtiyatilik ilkesini benimsemistir [3]. Ulkemizde bilimsel ve teknolojik
gelismeler ¢ercevesinde, modern biyoteknoloji kullanilarak elde edilen genetik yapisi
degistirilmis organizmalar ve Uriinlerinden kaynaklanabilecek riskleri engellemek,
insan, hayvan ve bitki sagligi ile cevrenin ve biyolojik c¢esitliligin korunmast,
stirdiiriilebilirliginin saglanmas1 amaciyla biyogiivenlik sisteminin kurulmasi ve
uygulanmasi, bu faaliyetlerin denetlenmesi, diizenlenmesi ve izlenmesi ile ilgili usul

ve esaslar 5977 sayil1 Biyogiivenlik Kanunu ile belirlenmistir [1].

Ulkemizde GDO firiinlerinin resmi analizleri Tarim ve Orman Bakanligi’na bagh
kamu ve 6zel gida kontrol laboratuvarlari tarafindan yapilmaktadir. Ulkemizde

GDO’larin gida amagli kullanilmasi yasak oldugundan gida bileseni olarak ithalatina

1



izin verilmemektedir. Bakanlik tarafindan onay verilen genleri igeren yem ve yem
hammaddelerinin ithalati ise etikette belirtmek sartiyla serbesttir. Yem amaglh
onaylanan gen ¢esitleri i¢in GDO’lu olarak etiketlenmesini gerektiren esik deger %

0,9 olarak uygulanmaktadir [3].

GDO analizlerinin ilk asamasi DNA’nin ekstraksiyon ve saflastirilmasini igeren DNA
izolasyonu olup analizin en uzun siiren kismini olusturmaktadir. GDO analizlerinde
numunede saptanan GDO varliginin dogrulanmasi (tiplendirme analizlerinde pozitif
kontrol) ve miktarinin belirlenmesi (kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda) sertifikali
referans maddeler (Certificate Reference Material - CRM) ile gergeklestirilmektedir.
Bu nedenle analizlerde kullanilan CRM’lerden izolasyon sonrasi elde edilen niikleik

asitlerin kalitesi ve saflig1 PCR analizi i¢in ¢ok dnemlidir.

Buna ilaveten DNA ekstraktlarinin eldesinde kullanilan ekstraksiyon metodu,
kullanilan ¢ozeltiler, safliklar (6zellikle bulagsma kaynakli safsizliklar), iyon giicii, tiip
materyali kalitesi, UV 1518in zararlari, depolama boyunca sicaklik ve nem orani da
analizleri etkileyen faktorlerdendir [4]. PCR sinyallerini etkileyen hatalar ancak analiz
sonrasinda fark edilebilmekte ve analizin tekrarlanmasina neden olmaktadir.
Dondurulup ¢ozdiiriilen izolatlarin miktar analizi gibi yiliksek hassasiyet ve maliyet
gerektiren bir analiz i¢in kullanilmasi durumunda ise DNA’nin degrade olup

olmadiginin bilinmesi gerekmektedir.

[zolasyon sonrasi elde edilen DNA izolatlarmin tekrar kullanilabilme olanaklari
diisiiniildiiginde, DNA nin degrade olup olmadig ile ilgili bitkisel tiriinlerde yapilmig
calismaya rastlanmamistir. DNA’nin muhafaza yontemleri ile ilgili c¢alismalar
incelendiginde dondur-¢ozdiir uygulamasinin DNA degradasyonu iizerine etkileri

parazit, bakteri, viriis, kan ve doku ornekleri ile sinirli kalmaktadir.

Bitki DNA’sinda yapilmis bu calisma ile dondur-¢ozdiir isleminin izolat haldeki
DNA’nin degradasyonuna neden olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir.
Boylece CRM izolatlarinin etkin sekilde kullanilabilecegi zaman diliminin
belirlenmesi ve analiz tekrarinin ortadan kaldirilmasi ile zaman ve maliyet agisindan

avantajlar saglanacag: diigiiniilmiistiir.

Bu kapsamda GDO rutin analizlerinde en sik karsilasilan DP-305423-1 soya ve DAS-
40278-9 musir genini iceren CRM’ler kullanilmistir. GDO igeren bu CRM’lerden

izolatlar hazirlanmistir. Bu izolatlara belirli sikliklarla -20+2°C’de dondurma ve



laboratuvar kosullarinda (22+2°C) ¢6zdiirme islemleri uygulanmigtir. DNA diizeyinde

meydana gelen degisimler Real Time PCR’da izlenmistir.

1.1 Sertifikalh Referans Maddeler (CRM)

Avrupa Komisyonu’nun 1829/2003 sayil1 yonetmeligi geregince gida ve yemde % 0,9
tizerinde GDO bulunmas1 durumunda etikette belirtilmesi gerektigi vurgulanmaktadir
[5]. Onay siirecindeki % 0,1 diizeyinde GDO igeren yemlere de etikette belirtiimek
kosuluyla izin verilmektedir. Bu yasal diizenlemelerin uygulanmasi sertifikali referans
maddelerin ve valide edilmis metodlarin kullanilmasini gerektirmektedir [6]. Gida
veya yem triinlerinde GDO igeriginin miktarinin belirlenmesi, esasen iyi tanimlanmis
DNA sekanslariin saptanmasina, ¢ogaltilmasina ve nispi olarak dl¢lilmesine dayanir.
Spesifik bir DNA sekansinin 6l¢lilen miktarinin baska bir DNA sekansinin 6l¢iilen
miktartyla iliskilendirilmesi sonucunda bir DNA fragman oran1 ortaya gikar. Olgiilen
bir floresan sinyalini ¢alisilan DNA fragmaninin miktar1 veya kiitlesi i¢in karakteristik
bir miktara doniistiirmek i¢in qPCR'nin kalibre edilmesi gerekir [7]. Bu amagla farkli

formlarda elde edilmis referans maddeler kullanilir.

CRM’ler; laboratuvarlar tarafindan elde edilen test sonuglarina giiveni artiran kalite
giivence araglaridir. Kesin referans degerleri ve veriler saglayarak laboratuvar

cthazlariin kalibrasyonunda anahtar rol oynarlar [6].

Olciilmekte olan analitin tanimlanmasi ve oOl¢iim biriminin standart, basit ve
uluslararas1 kabul gormiis bir dilde anlagilmas1 dnemlidir. Ayrica, laboratuvarlar ve
metotlar arasindaki uyumu dogrulamak, metot validasyonu ve dogrulamasi ig¢in

sertifikali referans materyallerinin kullanilmas1 6nemlidir [8].

Analizlerde kullanilabilecek referans materyallerin farkli formlart mevcuttur. Bunlar:
bilinen bir analiti iceren sertifikali materyal, bilinen bir analiti iceren bir numuneden
ekstrakte edilmis DNA, hedef analitin plazmid kopyalari, hedef analitin PCR
amplikonu ya da hedef analit olarak dizilimi bilinebilen sentetik oligamerler
olabilmektedir [8].

Diinyada CRM f{iretimi konusunda 6ne ¢ikan firmalar AB'deki Referans Malzemeler
ve Olgiimler Enstitiisii (IRMM), Amerikan Petrol Kimyagerleri Dernegi (AOCS) ve
Japonya'daki NipponGene’dir. CRM’lerin toz, ekstrakt ve plazmid halinde {iretimi
yapilabilmektedir. IRMM agirlikli olarak kiitle fraksiyonu olarak ifade edilen toz



CRM'leri ve plazmid CRM'leri gelistirirken AOCS ekstrakt ve toz halde CRM’ler
gelistirmektedir [9].

Uretilen CRM’lerin gegerli kilinmasinda (validasyon) kullanilan metot performans
parametreleri Ortak Arastirma Merkezi (Joint Research Centre, JRC)’nin 2015 teknik
raporunda ayrintili olarak belirtilmistir. Bu parametreler arasinda dogruluk, kesinlik,
ozgiilliik, dinamik aralik, R? katsayisi, amplifikasyon verimliligi, tespit limiti (LOD),
Olctim limiti (LOQ), vb. yer almaktadir. Rapor yontem gelistiren ve optimizasyon
yapan kurumlar ile validasyon belirleme yontemleri gelistirmek ve teklif etmek isteyen

bagvuru sahipleri i¢in hazirlanmstir [10].

CRM’lerin varligina dayanarak bir ¢ok iilke gectigimiz yillarda kendi izlenebilirligi ve
etiketleme yasal diizenlemelerini kendi ihtiyaglarima gore ayarlamislardir. Avrupa
Birligi i¢in izin alinacak bir GDO durumu s6z konusu ise CRM’ler 6n kosulu
olusturmaktadir. Trapmann (2002)’de CRM’lerin iiretim, sertifikasyon ve kullanim
islemlerinin Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (International Organization for
Standardization, ISO) ve Referans Topluluk Biirosu (Community Bureau of
Reference, BCR) rehberlerine uyumlu bir sekilde gergeklestirildigini bildirmistir
(Unal, 2019°da atifta bulunuldugu gibi). Uretim ve sertifikalandirma islemlerini de
Avrupa Komitesi Ortak Arastirma Merkezi- Referans Materyal ve Olgiimleri Enstitiisii

(EC-JRC-IRMM) yapmaktadir [11].

Ulkemizde GDO analizi yapan kurumlar i¢in onaylanmis metodlarin dogrulamasi
(verifikasyon) yapilirken JRC’nin 2011 “Verification of analytical methods for GMO
testing when implementing interlaboratory validated methods ” ve 2015 “Definition
of Minimum Performance Requirements for Analytical Methods of GMO Testing ”
rehberleri esas alinarak hazirlanmis ve 2018’de Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii

tarafindan yayinlanmis “GDO Analizlerinde Verifikasyon Rehberi” kullanilmaktadir.

CRM’ler her bir GD g¢esit i¢in bitkinin tohum ya da meyve kisimlarindan elde edilir.
Bu amagla GD ve GD olmayan bitki kisimlar1 gravimetrik olarak karistirilarak O-
1000g/kg araliginda CRM’ler iiretilir. Kuru toz formunda elde edilen bu CRM’lerin

tiretim asamalar1 agsagidaki gibi siralanabilir [11];
Temel malzeme karakterizasyonu

1. Tanenin yiizey kisimlarinin temizlenmesi

2. Ogiitme



Gravimetrik karistirma

3
4. Argon gazi altinda siselerin kapatilmasi
5. Etiketleme

6

Son triin kontrold.

2017 yilinda yaymlanan JRC Teknik Raporlari’nda “GDO analiz sonuglarinin ifade
edilmesinde kullanilan 6l¢iim birimi ilgili kalibrantin onaylandigr 6l¢iim birimidir.”
ifadesi yer almaktadir. CRM’lerin 6l¢ii biriminin ifadesinde; kalibrant kiitle kesri i¢in
CRM sertifikasina sahipse, sonuglarin kiitle kesri olarak, kalibrant DNA kopya
numarasi orani i¢in onaylanmigsa sonuglarin DNA kopya numaralarinin bir orani
olarak ifade edilmesi gerektigi; (AB) 619/2011 sayili Tiiziikk uyarinca, ikinci
sonuglarin  bir doniisim  faktdrii uygulanarak GD  kiitle fraksiyonuna

dontistiiriilmesinin 6nemi vurgulanmistir (Wu, 2019°da atifta bulunuldugu gibi) [9].

Kaltenboeck ve dig. (2005) niikleik asit hedeflerinin tespitinin, tibbi, biyolojik,
cevresel ve gida ile ilgili teshis uygulamalarda onemli bir ara¢ oldugunu
vurgulamislardir (Réder ve dig., 2010°da atifta bulunuldugu gibi) [12]. Cesitli metodik
parametreler arasinda giivenilir ve 6l¢iilebilir verileri saglamak icin kararli standartlar
sorunu en biiylik 6neme sahiptir. Bu DNA standartlar1 6l¢iiliir, seri olarak seyreltilir
ve daha sonra kalibrasyon ¢izgisi i¢in kullanilir. Bu iiretim prosediirii ayrintili oldugu
icin DNA standartlarinin depolanmasi arzu edilir. Standartlarin uzun siireli
depolanmasi maliyet ve zamandan tasarruf saglarken, DNA ¢ozeltileri bozulmaya
egilimlidir [12]. Hedef analit bozulmasini en aza indirmek i¢in referans materyallerin
liretici tarafindan belirtilen dogru kosullar altinda depolanmasi énemlidir. Ornegin,
matriks bi¢cimindeki veya ekstrakte DN A'daki referans malzeme ideal olarak -20°C'de
saklanabilir. Referans maddeler, diger reaktifler gibi, laboratuvarda her yeni lot

kullanildiginda giivenilirlik acisindan test edilmelidir [8].

1.2 GDO Analizleri

Kiiresel tarim ve gida sektoriinde karsilagilan zorluklarin ortadan kaldirilmasi
amaciyla genetigi degistirilmis organizmalar ve transgenik bitkilerin sayisinda her
gecen gilin artis gozlenmektedir. Yemlerde kullanilan GDO’nun gida zincirine de
girmesi beraberinde bir¢ok tartisma ve endiseye neden olmustur. Bu endiselere yanit
olarak, bir¢ok ulusal ve uluslararasi otorite, GDO'larin ve tiriinlerinin kullanimini ve

nakilini yonetip kontrol etmek i¢in kurallar ve diizenlemeler getirmistir. Bu
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diizenlemelerin uygulanmasini garanti altina almak i¢in GDO’larin dogru ve hassas
bir sekilde belirlenmesini saglayan analitik metodlarin gelistirilmesi zorunlu hale
gelmistir [13, 14].

GDO analizinde kullanilan referans metodlarin onaylanmasi ISO ya da Uluslararasi
Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (The International Union of Pure and Applied
Chemistry, IUPAC) gibi uluslararasi bir kurulus tarafindan valide edilmelerini
gerektirir. Avrupa Birligi Genetigi Degistirilmis Gida ve Yem Referans Laboratuvari
(The European Union Reference Laboratory for Genetically Modified Food and Feed,
EU-RL GMFF) tarafindan da yasal diizenlemelere uyum gergevesinde dogrulamalari

yapilarak ilgili kurumlarin hizmetine sunulur [13].

GDO analizleri hakkinda yol gosterici bilgi saglayan asagida yer alan veritabanlari

bulunmaktadir.

e GDO Analizleri Igin Referans Metotlarin Ozetleri (Compendium of reference
methods for GMO analysis)

e GDO Metotlar1 (GMOMETHODS)

e CropLife Uluslararast Tespit Yontemleri Veritaban1 (CropLife International
Detection Methods Database)

e Cin GDO Tespit Yontemi Veritaban1 (Chinese GMO Detection Method
Database-GMDD) [15].

Bugiine kadar uygulanmig GDO tespit yontemleri arasinda iki temel yontem karsimiza
cikmaktadir. Bunlar genin ifade edildigi proteini saptayan proteine dayali yontemler

ve degistirilen gen dizilimini saptayan niikleik asite dayali yontemlerdir [16].

1.2.1 Protein temelli yontemler

Genellikle immiinolojik testler olarak adlandirilan protein bazli saptama yontemleri,
bitki dokularinda ve bunlarin tiirevi trilinlerde spesifik bir proteinin varligini veya
miktarini belirlemede kullanilir. Proteinin tanimlanmasi o proteine 6zgii antikorlar ile
miimkiindiir. Mevcut kullanimlar1 siklikla enzime bagli bir immiinosorban testi

(ELISA) veya yatay akis seritleri (Lateral Flow Strips) seklindedir.

Protein bazli saptama yontemleri genellikle ticari olarak kit formatinda bulunur ve
tohum matrikslerinde yaygin olarak kullanilir.Protein bazli saptama yontemleri, ayni

proteini ifade eden biyoteknolojiden tiiretilen farkl: iiriinler arasinda ayrim yapamaz.



Ayrica, proteinler genellikle isleme ile denatiire edildiginden, protein bazli tespit
yontemleri islenmemis veya az islenmis iirlinler (6rn., tahil, un) iizerinde kullanim i¢in
daha uygundur. Bununla birlikte, belirli islenmis {riinler i¢in de metodlar zaman

zaman gelistirilmistir [17].

1.2.2 Niikleik asit temelli yontemler

Niikleik asit temelli tespit metodlar1 arasinda sensorler, mikrodizilimler ve farkli

sekillerde modifiye edilmis PCR’lar yer almaktadir.

1.2.2.1 PCR teknikleri

Belirli bir biyoteknolojik iiriin igeren spesifik bir DNA sekansini saptamanin en yaygin
teknigi polimeraz zincir reaksiyonudur (PCR). Bu teknik, bir sekansin varligin1 veya
yoklugunu belirlemek icin kalitatif olabilir veya biyoteknolojik olarak tiiretilmis bir
irinden DNA miktarin1 belirlemek i¢in kantitatif olabilir. “Ceside 6zgii PCR
yontemleri (Event-Spesifik Methods)”, belirli bir biyoteknoloji tiirevi iiriine 6zgii
DNA dizilerini tespit etmek i¢in tasarlanmistir. Bir¢ok ¢esitte ortak olarak bulunan

DNA dizilerini tespit eden yontemlere ise “tarama yontemleri” denir.

Bugiine kadar modifikasyonlar yapilmig PCR’lar arasinda Geleneksel PCR, Ters
Transkriptaz PCR (reverse transcriptase), icice PCR (Nested), Coklu PCR (Multiplex),
Hot Start PCR, In situ PCR, Ters PCR (Inverse), Kantitatif PCR ve Dijital PCR yer
almaktadir [11].

Proteinlere kiyasla niikleik asitlerin daha stabil olmast PCR kullaniminin
yayginlagsmasina neden olmustur. Hassas, spesifik ve giivenilir olmasi, islenmis
triinlerde bile diisiik diizeydeki GDO miktarimin tespit edilebiliyor olmasi PCR’1n
baslica avantajlaridir [18, 19]. Ancak, PCR’in avantaji olarak goriilen yiiksek
hassasiyet 6zelligi kimi zaman kullanicilar igin dezavantaja ddniisebilmektedir. iz
miktarda DNA kontaminasyonunda bile kontaminant, hedef DNA (g¢ogaltilmak
istenen gen bolgesi) olarak algilanip ¢ogalabilir. Bu da “yanlis pozitiflere” (yani, bir
numunede bir iirliniin bulunduguna dair hatali isaret) ve dolayisiyla yaniltict sonuglara
neden olabilmektedir [17]. Bu sebeple analiz i¢in kullanilan alanlarin DNA’dan
arindirilmis ortamda yapilmasi onem tagimaktadir. Fiziki ayrimin yapildigi ortamlarda

calismanin Kontaminasyon riskini azalttigi bilinmektedir. Dekontaminasyonun



engellenmesi ise yanlis pozitif sonuglarin minimuma indirilmesi ag¢isindan zorunlu

hale gelmistir [20].

PCR in vitro bir tekniktir. Bir niikleik asit zincirine ait 6zel bir boliimiiniin enzim
kullanilarak ¢ogaltilmasi ve olusan triinlerin miktarina paralel olarak artan floresan
sinyalin dl¢lilmesi prensibine dayanir. Metottaki sicakliklar DNA’nin denatiirasyonu
(¢ift zincirin ayrilmasi), primer eslesmesi (primerlerin baglanmasi) ve primer uzamast
(zincirin uzamasi) sirasinda gerekli 1s1ya gore belirlenmistir. Denatlirasyon sirasinda
yiiksek sicaklik gerekmektedir. Bu nedenle; reaksiyonda kullanilacak enzim
uygulanacak sicakliklara dayanikli olmalidir. Tag/AmpliTaqg DNA Polimeraz yiiksek
sicakliklarda c¢alisabilmesi sebebiyle reaksiyon ig¢in en uygun enzim olarak

kullanilmaktadir.

Denatiirasyon, baglanma ve uzamadan olusan reaksiyonlar ‘Bir dongili’ olarak kabul
edilir. Her dongii sonunda olusan DNA zinciri, kendisinden sonraki dongiiniin kalib1
olabilme o6zelligindedir. Basarili bir amplifikasyon sonrast olusan ilk firiinler, iKi
primer baglanma bolgesi arasindaki uzakliktan daha fazla uzunluga sahip, boyut olarak
farkli DNA molekiilleridir. Bir sonraki dongii ise istenen uzunluktaki DNA
zincirlerinin olustugu dongiidiir. Bu dongiiniin triinleri diger amplifikasyon
dongiilerinde dogrusal bir sekilde gogaltilarak reaksiyon i¢in temel ¢ikt1 olusturulur.
Amplifikasyon, reaksiyon baslangicindaki ana zincirin reaksiyon sonundaki kopya

sayisi olarak asagidaki formiille ifade edilir:
(2" -2n)x (1.1)

Formiildeki n; Déngii sayisi, 2n; ik ve ikinci dongiiden sonra elde edilen uzunlugu
bilinmeyen friinler, x; DNA ana zincirinin kopya sayisidir. 2n degeri 2" ile

karsilastirildiginda 6nemsizdir [20].

Template Denatiirasyonu: Denatiirasyon yaklasik 93-96°C sicakliklarda, biitiin
enzimatik reaksiyonlarin durdugu, DNA’nin ¢ift sarmal yapisini olusturan iki es zincir
arasindaki kuvvetli hidrojen baglarinin ¢6ziilerek eslesmemis bazlarin sayisinda artigin
meydana geldigi bir asamadir. Reaksiyonun tamamlanabilmesi i¢in ¢ift sarmal (ds)
DNA’nin tamaminin tek sarmal (ss) DNA’ya doniismesi gerekir. Baslangigtaki
dsDNA’nin yarisiin (ss) DNA’ya doniistiigii sicakliga Tm (erime sicakligi) adi
verilir. Denatiirasyon, reaksiyon i¢in hazirlanan ¢oziiciiler, kullanilan tuzlarin

derigimleri ve pH’dan etkilenen bir asamadir. Tuz derisiminin diisiik, pH’nin yiiksek



olmasi ve formaldehit benzeri organik ¢oziiciilerin ortamda bulunmasi1 Tm degerini
diistiriir. DNA’y1 olusturan niikleotid ¢iftlerinin orani yani G/C ve T/A oranlart da Tm
degerini etkiler. G/C oraninin T/A oranina gore yiiksek olmast Tm degerinin daha
yiiksek olmasina neden olur. Ornegin %60 G/C’ye sahip Serratia marecescens 94°C

Tm’e sahipken, %40 G/C igeren Pneumococcus 85°C Tm’e sahiptir.

4 déngit
— istenen gen ::: —
Q. T T —
2. déngii
——— m— -----ge 35 déngfl
kalp DNA < <
===
2 bl < 16 _
4 kogya 8 kopya l6kepva 32 kopra 2 = 88 milvon kopyva

Sekil 1.1 : PCR’da DNA’nin iissel cogalmasi [20].

Primer Eslesmesi: Bu asamada sicakligin diismesiyle (genellikle 55-65°C) beraber iki
es SSDNA zinciri arasinda yeniden baglanma gergekleserek dsDNA olusur. Tek zincir
primerler ile tek zincir hedef DNA arasinda hidrojen baglari olusur ve kirilir. Primerler
hedef DNA’ya tam olarak eslestiginde primer ile ana zincir arasindaki baglar daha
saglam ve uzun siireli olur. Primer-template ikilisi olarak bilinen bu kiigiik dsDNA’ya
DNA polimeraz baglanir ve ana zinciri kopyalar. Yeni bazlar eklenerek primer-

template ikilisi arasindaki iyonik bag kuvvetlenerek kirilmayacak diizeye gelir.

Primer Uzamasi: DNA polimerazin reaksiyona girmesi ve dNTP’lerin ortamda olmasi
ile primer uzamasi gergeklesir. Boylece baslangi¢ kopya sayisi iki katina ¢ikar. Bu
asamada kullanilan enzimin sicaklifa dayanikli olmasi gerekir. Bu nedenle Taq
Polimeraz enzimi kullanilir. Tag DNA Polimerazin optimum c¢aligma sicaklig
72°C’dir. Primerler uzadik¢a, yapi olusan iyonik c¢ekim kuvveti nedeniyle geri
dontistimstiz hale gelir. Bagarili bir uzama olabilmesi i¢in primerlerin tam eslesmesi

gerekir. Primerler tam olarak eslesemezse (uyusmama) Yyiiksek sicaklik,



gevsemelerine neden olur ve uzama gergeklesmez. Ana DNA’nin esi olan bazlar
primere 3’ ucundan baglanir. DNA polimeraz enzimi ana zinciri 3’-5’ yoniinde
okurken, 5’-3” yoniinde de dNTP (ATP,GTP,TTP,CTP) ekler. Bu asama igin 1
dakikalik bir zaman yeterli iken ¢ogaltilacak DNA’nin uzun olmasi durumunda bu siire

daha fazla olabilir [20].

Real Time PCR’da kantitatif analizler yapilabilmektedir. Ger¢ek zamanli PCR ile
DNA olgtimii ilkesine gore, elde edilen Ct degerleri ile reaksiyon tiiplerindeki
baslangic sablon miktarinin logaritmas1 arasinda dogrusal bir iliski oldugu
bildirilmigtir [21]. Holst-Jensen ve dig. (2003), GDO'larin nispi miktarinin
belirlenmesi i¢in delta Ct yontemi ya da standart egri yonteminin kullanilabilecegini
ileri stirmiislerdir. Delta Ct yontemlerinin gerektirdigi niceliksel kalibrantlar, standart
egri yonteminden farklidir. Livak ve dig.’ne (2001) gore delta Ct metodunda standart
bir egri olusturmak i¢in, belirli GDO yiizdelerine (% 10, % 5, % 2, % 1) sahip bir dizi
referans materyale ihtiya¢ duyulur ve bu materyallerle delta Ct degerlerine kars1 %
GDO grafigi cizdirilir (Wu, 2019°da atifta bulunuldugu gibi) [9].

Standart egri metodu ise rutin analizlerde en ¢ok kullanilan yontemdir. Standart egri
yonteminde, seri seyreltmeler igin kalibrant olarak en yiiksek GDO yiizdesine sahip
tek bir CRM yeterlidir. Kalibrasyon grafigi ilk hedef kopya sayisinin logaritmasina
karst Ct degerleri cizdirilerek elde edilir. Hedef ve ve referans gen kisimlari igin
standart egriler elde edilir. Hedef ve referans kisimlarin kopya sayilari karsilastirilarak
% GDO igerigi belirlenir. [9, 22].

Gercek zamanli PCR yonteminin 0Ozgiilliigli, hem amplifikasyon reaksiyonunu
olusturmak ve izlemek i¢in kullanilan yaapiya hem de sinyali izlemek i¢in kullanilan
cihaza baglidir. Bu amagla ¢esitli yapilar gelistirilmistir. Bunlardan SYBR Green |,
kullanilarak yapilan PCR analizlerinde boya dsDNA’ya baglandigindan spesifik
olmayan baglanmalar da gergeklesebilir. Bu problemin iistesinden gelmek i¢in erime

egrisi analizi gereklidir [22].

qPCR’da izlenen sinyaller i¢cin daha spesifik stratejiler de mevcuttur. Bu bir
hibritlenme yoluyla (bir molekiiler isaret) olabilecegi gibi (6rn. FRET problari)
hidroliz problari ile de olabilir (6rnegin Tagman® problar1) [23]. FRET problari
eslesme fazinda DNA pargaci@inin (amplikon) merkezi bolgesi ile hibritlesir.

Hibritlesme sonras1 verici sondiiriilerek alicinin hassasiyeti artirilir. Hidroliz probu
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tekniginde probun bir ucu sondiiriicti molekiil diger ucu ise florofor ile etiketlenmistir.
Prob amlikon ile eslesir ve uzama fazinda polimeraz enzimi probu hidrolize ederek

floresan emisyonu olusur [24].
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Sekil 1.2 : Farkli PCR prensipleri: 1. SYBR Green; 2. FRET (Floresan Rezonans
Enerji Transferi); 3. TagMan (5 -3~ degradasyon problari) [22].

Hibridizasyon tabanli yaklagimlar (6r. mikroarraylar ve biyosensorler); genellikle
geleneksel PCR veya izotermal sistemlerle amplifikasyondan sonra, spesifik
yontemler segilen hedeflerle hibridizasyonuna bagli oldugundan, yiiksek ozgiilliik
seviyeleri goz ontline alindiginda GDO izleme i¢in yaygin olarak gelistirilmistir. Bu
yontemlerde tespit genellikle optik, piezoelektrik ve elektrokimyasal tekniklere

dayanir [25, 26].

1.2.2.2 Sensorler

Biyosensorler biyolojik bir olayr dlgiilebilir bir sinyale c¢eviren analitik cihazlardir
[27]. Biyosensorler, spesifik biyomolekiillerin (proteinler veya DNA) gida kontroli
ve biyogiivenlikte basit, hizl1 ve ekonomik bir sekilde degerlendirilmesi i¢in uygun bir
teknoloji olarak ortaya cikmistir. Proteinleri (immiinosensorler) veya DNA'y1
(genosensorler) tespit etmeyi amaglayan biyosensorler, optik, elektrokimyasal veya

piezoelektrik transdiiksiyona dayanmaktadir. Kolay minyatiirlestirilmesi ve basit
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enstriimantasyonu nedeniyle ¢ok uygundur. Ayrica, biyosensorler yiiksek hassasiyet,
ozgiilliik ve hizli olmalarindan dolay: ticari cihaz olarak kullanilma potansiyeline
sahiptir. Biyosensorlerin iginde yer alan Gen Sensorleri (Genosensorler) ise; belirli bir

¢esidin (event) hibridizasyon reaksiyonundan olusturulan DNA biyosensorleridir [28].

1.2.2.3 Mikrodizilimler

Mikrodiziler (DNA ¢ipleri) biyomolekiillerin yiliksek verimli analizi i¢in 6nemli
araclardir [29, 30]. Niikleik asit ve protein profillerinin paralel taranmasi icin
mikrodizilerin kullanim1 son zamanlarda ilag kesfi ve biyobelirte¢ tanimlamasi igin bir
endistri standardi haline gelmistir. DNA ¢iplerinin bagarisi, DNA problarinin
hareketsizlestirilmesi i¢in kullanilan kimyaya baglidir. Ayrica yiizeye bagl problarin
iyi erisilebilirligi ve islevselligi, baglanti yogunlugu ve baglanti kimyasinin tekrar
iretilebilirligi de 6nem tasimaktadir [31, 32]. DNA'larin hareketsiz hale getirilme
(immobilizasyon) sekli bir mikrodizinin 6zelligini belirler. Genel olarak, uygun bir
immobilizasyon stratejisinin se¢imi, hem yiizeyin kendisi hem de yiizeyin
fizikokimyasal Ozellikleri ile belirlenir. Farkli stratejilerle gelistirilen DNA
mikrodizilerinin, yiizeydeki DNA problarinin hareketsizlestirilmesi i¢in ortak bir
kritik adimi1 vardir. Bugiine kadar gelistirilen immobilizasyon teknikleri arasinda
fiziksel  adsorpsiyon;  kovalent immobilizasyon; ve  streptavidin-biyotin

immobilizasyonu yer almaktadir [33].

1.3 DNA’nin Yapisi ve DNA Kararhhgini Etkileyen Faktorler

DNA, yapisinda fosforik asit ve deoksiriboz bulunduran iki paralel zincirin, piirin ve
pirimidin bazlar1 ile ¢apraz olarak baglanmasi sonucu olusan sag el sarmal dzelliginde
yapist olan bir molekiildiir. Sahip oldugu bilgi niikleotidlerin diziliminde saklanir.
Okaryot bir hiicrede DNA nin biiyiik bir kismi ¢ekirdek igindedir ve bu kromozomal
DNA olarak adlandirilir. Cift kath bir zar ile ¢evrilmis, sitoplazmadan bu sekilde
ayrilmigtir. Bunun disinda, mitokondri ve kloroplast i¢inde de ekstra kromozomal
DNA bulunabilmektedir [20].

DNA ¢ift zincirli sarmal yapis1 nedeniyle bilinen en kararlt molekiillerden biridir. Bu
yapisal o6zelliginden dolayr omurgali bir hayvanin milyonlarca yillik DNA’s1 bile
korunabilmektedir [34]. Ancak DNA cekirdek ya da organelden ¢ikarildiginda ayni

durum s6zkonusu degildir. DNA kullaniminda kritik nokta, kendisine zarar veren bir
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maddeye maruz kalan izole edilmis DNA'nin bilgisinin biitiinliigiinii korumaktir. DNA
kararli bir molekiil olmasina ragmen, DNA'min biitiinliigi cevresel faktorlere ve

ozellikle de zamana baghidir [35].

DNA'nin transferi sirasinda karsilastigi mekanik, ¢evresel ve fiziksel faktorler,
DNA’y1 siklikla pargalar halinde birakmasi sonucu potansiyel olarak genomik analiz
icin kritik olan uzun vadeli bilgilerin kaybedilmesine neden olmaktadir. DNA
bilgilerinin korunmasina yonelik mevcut yontemler ¢ogunlukla DNA'nin ¢iiriimesini
geciktirir, ancak zamanla, 6zellikle pargalanma meydana geldiginde, DNA hasarina
kars1 ¢cok az koruma saglar [35]. Bonnet ve dig. (2010) tarafindan su ve oksijenin
varliginin  DNA’nin hidroliz ve oksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Lee,
2010°da atifta bulunuldugu gibi) [4]. Bu nedenle, DNA'y1 kolay ve ekonomik olarak
etkin bir sekilde korumak zordur. DNA’nin muhafazasi sirasindaki tehditlerin varligi
DNA’da depiirinasyon (biiyiik bir bozunma islemi), deprimidinasyon ve deaminasyon,
baz veya seker oksidasyonu, capraz baglama ve tek zincirli DNA kopmalari olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Nihayetinde DNA analizinde yaygin olarak kullanilan
amplifikasyon prosediirleri sirasinda siirdiiriilen zengin bir hata kaynagi olusmaktadir

[36].

Rice ve dig. (2018) "degradasyon" tanimi igerisinde enzimatik olmayan niikleik asit
hasarindan veya enzim/organizma kontaminasyonuna bagli niikleik asit bozulmasi
gibi spesifik olmayan niikleik asit hasarindan bahsetmislerdir. Genel olarak,
"degradasyon" niikleik asit boliinmesini, niikleik asit manipiilasyonu veya niikleik asit
kiitiiphanesi formasyonu uyarinca kasith, sekansa spesifik veya baska sekilde
olusturulmus diger modifikasyonlar1 hari¢ tutar. DNA degradasyonu, hidroliz,
oksidasyon, enzimlerin verdigi hasar, parcalanma, bozunma, ciirlime, mekanik
kuvvetler, ultraviyole 151k ve buz kristalleri tarafindan kesilme olaylarindan herhangi
biri veya daha fazlasi ile meydana gelebilir. DNA hasar1 zaman iginde, 6rnegin
depolama sirasinda meydana gelebilir veya alternatif olarak, DNA'nin depolanmasi
sirasinda saklama sicakligindan bagimsiz olarak DNA degradasyonu meydana

gelebilir [35].

Niikleik asit degradasyonu, ¢esitli nedenlerle olabilir. Depolanan niikleik asit
orneklerinde zamanla meydana gelen veya oda sicakliginda depolanan 6rneklerde
meydana gelen enzimatik olmayan DNA bozunmasi 6zellikle 6nemlidir. Enzimatik

olmayan niikleik asit degradasyonu, UV radyasyonu, oksidasyon, hidroliz, kesme veya
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karisiklik gibi fiziksel stresi veya serbest bir 3 'hidroksil grubu tarafindan bir niikleik
asit molekiiliiniin bir i¢ bag1 iizerine molekiiler parcalanacak veya bir kement
olusturacak niikleofilik baglanmay1 igerir. Ayrica, spesifik olmayan endoniikleaz
aktivitesi, tek zincirli ¢entiklenme veya ¢ift zincirli kopma, toparlanma endoniikleaz
aktivitesi, transpozaz aktivitesi, DNA uyusmazIigi onarimi veya baz eksizyonu veya
diger enzimatik aktivitelerden kaynaklanan niikleik asit hasari, faz bilgisi kayb1 ve /

veya fiziksel baglant1 bilgisi kayb1 gibi niikleik asit hasari ile sonuglanir [35].

Enzimatik degradasyon ise eksojeniktir. Numunenin toplanmasi, tasima sirasindaki
steril olmayan kosullar ya da izolasyon sirasindaki steril olmayan c¢evreden

kaynaklanir [35].

1.4 DNA Muhafazasinin Metadolojisini Belirleyen Faktorler

DNA muhafazasinin metodolojisini belirleyen baglica faktorler arasinda DNA’nin

kaynagi, sicaklik, siire ve saflik en belirleyici faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

1.4.1 DNA’nin kaynagi

Okaryotik organizmalar gerek hiicre yapilar1 gerekse igerdikleri kalittm materyalleri
acisindan prokaryotik organizmalara gore cok daha karmasik yapida canlilardir.
Okaryotlarda hiicreyi olusturan organeller membranlar ile birbirlerinden ayrilmis
durumdadir. Birden fazla sayida ¢ift zincirli DNA molekiillerinden olusan kalitim
materyalleri membranlarla smrlanmis niikleus icerisinde yer alir. Okaryotik
organizmalarda niikleus igerisinde yer alan genom DNA’lar1 disinda organellerinden

mitokondri ve kloroplastlarda da kendilerine 6zgii DNA molekiilleri bulunur [37].

CRM’ler arasinda DNA kaynagina dayali karsilastirma yapildiginda; Allnutt ve dig.
(2017) tarafindan plazmid CRM’lerinde yapilan saflik ve miktar tespitinin teorik
olarak bitki materyallerine dayanan CRM’lerde yapilanlardan daha kolay oldugu
bildirilmistir [38].

1.4.2 DNA’nin depolama sicakhig ve siiresi

DNA muhafazasinda 4 farkli sicakliga bagli yontem bulunmaktadir. Bunlar -20°C,
-80°C, -196°C ve kurutma yontemiyle oda sicakliginda muhafaza yontemleridir.
Bunlardan siire olarak orta vadede (aylarca) saklamak i¢in -20°C ve -80°C uygun

sicakliklardir. Kurutulmus DNA ise oda kosullarinda uzun vadede (yillarca) muhataza
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edilebilmektedir. Kisa siireli (haftalar) depolamalar i¢in ise 4°C’de porsiyonlanarak

muhafaza edilebilecegi bildirilmistir [34].

1.4.3 DNA’nin safhigi

Izole edilen DNA’lar igerdikleri bulasan miktarma gére fakli safliklarda
olabilmektedir. Her ne kadar DNA izolasyon sirasinda saflagtirma islemlerinden

gecirilse de kimi zaman istenilen saflik elde edilememektedir.

DNA’nin muhafazasinda major tehditlerden birisi niikleaz kontaminasyonunun
varhigidir [35]. DNA molekiilii niikleazlara kars1 duyarli oldugundan bu bulasanlardan
kolayca etkilenebilmektedir. Bununla beraber Schuster and Appleby (1983) tarafindan
iyi safliktaki DNA’nin muhafaza sirasindaki dondur-¢ozdiir dongiilerinden

etkilenmedigi bildirilmistir (Gaikwad, 1998’de atifta bulunuldugu gibi) [34].

1.5 DNA’min Bozunma Kinetigi Uzerine Arastirmalar

GDO analizlerinde numunede saptanan GDO varliginin dogrulanmasi (tiplendirme
analizlerinde pozitif kontrol) ve miktarinin belirlenmesi (kalibrasyon egrisinin

hazirlanmasinda) sertifikali referans maddeler (CRM) ile gergeklestirilmektedir.

Analizlerde kullanilan CRM’lerde yer alan niikleik asit kalitesi ve safligt PCR
analizini etkileyebilmektedir [39]. Buna ilaveten DNA ekstraktlarinin eldesinde
kullanilan ekstraksiyon metodu, kullanilan ¢ozeltiler, safliklar (6zellikle bulasma
kaynakli safsizliklar), iyon giicii, tiip materyali kalitesi, UV 15181n zararlari, depolama
boyunca sicaklik ve nem orani da analizleri etkileyen faktorlerdendir [4]. PCR
sinyallerini etkileyen bu hatalar ancak analiz sonrasinda fark edilebilmekte ve analizin

tekrarlanmasina neden olmaktadir.

Bellete ve dig. (2003) tarafindan DNA’nin dondur-¢ozdiir uygulamasma kars1
dayanimu ile ilgili yapilan bir ¢alismada farkli saklama hacimleri ve kopya sayilar1 da
ele alinmis, 21 kez dondur-¢cézdiir uygulamasi yapilan izolatlardan 0,1 mL’lik
izolatlarin 3 kez, 1 mL’lik izolatlarin ise 14 kez dondur-¢6zdiir uygulamasimdan sonra
stabil kalmadigi bildirilmistir. Bu durum daha diisiik hacimlerde saklanan 6rneklerde
biiyiik hacimdekilere gore daha hizli bir donma gergeklestiginden, degradasyona yol
acan niikleik asit kesilmelerinin daha fazla olacag ile aciklanmistir. Ancak ¢aligma

sadece parazit DNA’sinda yapilan dondur-¢6zdiir uygulamalarini igermektedir [40].
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Al-Warid (2014) tarafindan fekal kaynaklardan elde edilen Cryptosporidium oocysts
DNA’sinda dondur-¢ozdiiriin etkileri lizerine yapilan bir ¢alismada, drnekler lysis
enzimi ilavesinden hemen sonra derin dondurucu ve siv1 nitrojen ile 2 farkli dondur-
¢Ozdiir dongiisiine tabi tutulup elektroforez kullanilarak goriintiilleme yapilmstir.
Caligma sonunda siv1 nitrojen ile yapilan uygulamanin DNA bozunumunda daha az

etkili oldugu bildirilmistir [41].

Comert ve dig. (2013) tarafindan Hepatit C virlis (HCV) RNA’smin saklama
kosullarinin stabilite {lizerine etkilerinin incelendigi ¢alismada, HCV tasiyan plazma
ornekleri hem oda sicakliginda hem de 10 kez dondur-¢ozdiir uygulanarak Real Time
PCR ile amplikasyona birakilmistir. HCV RNA stabilitesinin EDTA/sitrat ig¢inde
korundugu ve 10 kez dondur-¢ézdiir isleminden sonra HCV RNA
konsantrasyonlarinda istatistiki olarak onemli bir fark olusturmadig: bildirilmistir.
Ancak arsivdeki numunelerle ilgili herhangi bir ¢alisma planlanirken arastirmacilarin
¢oklu dondur-¢6zdiir dongiilerinin viral yiiklerin stabilitesi iizerine etkilerini bilmeleri

gerektigini savunmuslardir [42].

Sanlidag ve dig. (2005) tarafindan hepatit B viriisiit DNA’sinda 10 kez dondur-¢ézdiir
yapilan Orneklerde sadece 7 pg/mL olan Ornek haricinde digerlerinin DNA

diizeylerinde istatistiki olarak degisiklik olmadig1 bildirilmistir [43].

Influenza RNA’sinda uzun siire depolamanin ve dondur-¢dzdiir uygulamasimin
etkilerinin Real Time qPCR ile incelendigi bir baska ¢alismada ise; 100 puL olarak
hazirlanan RNA transkriptleri -80 °C, -20 °C, 4 °C ve 25 °C de 84 giin boyunca
muhafaza edilmistir. RNA kopya sayisinin -80 °C ve -20 ‘C’de 56 giin, 4 °C’de 21 giin
ve 25 °C’de 7 giin degismedigi goriilmiistiir. -80 "C’de yapilan dondur-¢ozdiir
calismalarinda ise RNA transkriptlerinin 9 kez dondur-¢6zdiir dongiisiine kadar stabil
oldugu yani kopya sayisinda istatiksel olarak 6nemli bir degisme gézlemlenmedigi,
10. dongiiden itibaren kopya sayisinin onemli Ol¢iide azaldigi bildirilmistir. Uzun
siiren depolama g¢alismalarinda ise 3 yil boyunca -80 °C’de muhafaza sonucu viral
yiikte degisiklik gdzlemlenmemistir. 3 y1l -80 °C’de muhafaza edilen orijinal 6rneklere
ve izolatlara ayr1 ayr1 dondur-¢6zdiir islemi uygulanmis ve izolat olarak uzun siire
muhafaza edilen orneklerin orijinal 6rneklere gore daha fazla kayiba ugradigi tespit
edilmistir. RNA stabilitesini gdsteren en 1yi belirleyicinin RNA kopya sayist oldugu
kabul edilerek baslangic RNA konsantrasyon degerleri diisiik olan (< 3 kopya)

orneklerin zaman i¢inde en ¢ok degisen ornekler oldugu sonucuna varilmistir [44].
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Tam kan Orneklerinde yapilan baska bir ¢aligmada, dondur-¢ézdiir uygulamalarinin
say1s1 arttikca genomik DNA ‘nin degradasyon diizeyinin artig gosterdigi belirtilmistir.
Coklu dondur-¢6zdiir uygulamalarinin amplifikasyonunun basarisinit olumsuz yonde

etkileyebilecegi miktar sonucunu degistirebilecegi ileri siiriilmiistiir [45].

Kenneth ve dig. (1990) kan 6rneklerinde DNA ¢oklu dondur-¢6zdiir uygulamasinin
etkilerini arastirdiklar1 calismada, DNA ekstraksiyonundan sonra 1, 5, 10, 20, 40 kez
uygulanan dondur-¢ozdiir uygulamalarinin  ardindan elektroforezle yapilan
goriintiilemede bant numarasinda bir degisiklik olmadigin1 ancak DNA veriminde

azalmanin oldugunu gozlemlemislerdir [46].

Referans malzemelerin DNA temelli yapilan analizlerin hassasiyetini belirledigi
bilinmektedir. Bu malzemelerle ilgili ¢aligmalar incelendiginde 2007°de Schaudien ve
dig. tarafindan {i¢ farkli DNA standardinda Real Time PCR ile yapilan bir ¢caligmaya
rastlanmustir. iki farkli muhafaza yéntemi (su iginde ve % 50 gliserolde) ile 16 kez
dondur-¢ozdiir uygulanan standartlarda su iginde muhafaza edilenler 4 dondur-
¢ozdiire dayanirken gliserol iginde bu say1 16’ya ¢ikmustir [47]. Fakat caligma bitkisel

standartlar1 icermemektedir.

Farkli caligma alanlarindaki arastirmacilar tarafindan DNA’nin stabilitesi lizerine
hangi mekanizmalarin nasil etki ettigi konusunda bir ¢alisma da 2010°da Rossmanith
ve dig. tarafindan yapilmistir. Bakteri standardinda (L. monocytogenes ve Salmonella
typhimurium‘a ait) yapilmis bu ¢alismada dondur-¢ézdiir uygulamalari da ele alinmig
ve 20 dondur-¢ozdiir sonrasindaki A Ct degerleri degerlendirilmistir. Uzun genomik
DNA’larda dondurup ¢6zdiirmenin etkisi varken, kisa zincirli oligo-niikleotitlerde ise
herhangi bir degisimin olmadigr bildirilmistir. Ct degerlerindeki artisa neden olan
mekanizmanin dondur-¢ozdiir sirasindaki buz kesmelerinden kaynaklandigi ileri
stirilerek DNA diizeyindeki degradasyon Ct degerleri ile iliskilendirilmistir [48].
Kanser alanindaki c¢alismalarda da DNA’nin stabilitesine onem verilmis yakin
zamanda Fan ve dig. tarafindan kanser dokusundan elde edilen DNA, RNA ve protein
orneklerinde benzer bir ¢alisma yapilmigtir. Dondur-¢ézdiir dizayni -80 “C’de 1, 3, 5,
7, 9 kez seklinde olusturulan bu ¢alismada 9 kez dondur-¢6zdiir uygulamasindan sonra
bile DNA/RNA’nin biitiinliigiiniin bozulmadig1 sonucuna vartlmistir [49]. Dort farkli
doku 6rneginde yapilan baska bir ¢alismada ise farkli doku tiplerinde farkli sonuglar
alinmis, baz1 dokular i¢in artan dondur-¢6zdiir ile RNA degradasyonu ve diizensiz gen

ekspresyonu olustugu belirlenmistir [50].
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Serum, kan ve HCV o6rneklerinde ¢oklu dondur-¢ozdiir uygulamalarinin RNA ya da
DNA diizeylerinde belirgin bir kayiba neden olmadig: bildirilmistir [51, 52, 53].

Baska ¢alismalarda ise kan ve HCV 6rneklerinde ¢oklu dondur-¢6zdiir uygulamasinin

DNA ya da RNA’da degradasyona neden oldugu bildirilmistir [54, 55, 56].

DNA’nin muhafazasinda kullanilan dondur-¢ozdiir dongiisti uzun yillardir kullanilan
ancak dezavantajlarinin tam olarak belirlenemedigi bir problemdir. Bu dongiiniin
kabul degerleri aslinda nihai kullannom amacina ve ekstraksiyon tipine baghdir.
Dondur-¢6zdiir uygulamalarinin DNA degradasyonu iizerine etkisini azaltmak i¢in
EDTA gibi gliserol/DMSO igeren bir soliisyon icerisinde, diisiik iyon dayanimli, hafif
alkalin tamponlu bir ortamda depolanmasi Onerilmistir. Buna ragmen DNA

degradasyonu olusabilmektedir [57].

Biitiin bu calismalar incelendiginde, c¢oklu dondur-¢ozdiir uygulamasinin DNA
ve/veya RNA iizerinde herhangi bir degradasyona neden olmayacagi veya olabilecegi
ile ilgili farkli sonuglar elde edildigi goriilmiistir. Bu farkliliginin numunenin
kaynagindan (virilis, bakteri, parazit), numune matriksinden (kan, doku, referans
madde), niikleik asit ¢esidinden (DNA, RNA), ekstraksiyon yonteminden (klasik, kit)
analiz yonteminden (PCR, Elektroforez, Real Time PCR), dondur-¢ozdiir uygulama
parametrelerinden (sicaklik, siire, say1) veya ilave koruyucu maddelerin (gliserol,
EDTA gibi) kullanimindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayni1 zamanda
bitkisel kaynakli numunelerde DNA’nin dondur-¢6zdiir uygulamalarina dayanimi ile

ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamasi 6nemli bir eksiklige neden olmaktadir.

Bu calisma ile 6zellikle bitkisel kaynakli numunelerle ¢alisan laboratuvarlarin GDO
analiz prosediirlerinde yer alan dondur-¢ozdiir uygulamalarinda DNA’nin

stabilitesinin belirlenmesi amacglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Sertifikah referans malzemeler (CRM)

Caligmada GDO analizlerinde en sik karsilasilan bitki spesifik tiirlerden soya ve misir
CRM’leri kullanilmistir. Avrupa Referans Materyallerinden (European Reference
Materials - ERM) den temin edilen CRM’lere ait bilgiler Cizelge 2.1 ve Sekil 2.1°de

verilmigtir. CRM’ler analize alinincaya kadar karanlikta ve 4°C’de muhafaza

edilmistir.
Cizelge 2.1 : Calismada kullanilan CRM’ler.
I Sertifika degeri
CRM bilgil o
» 4 Konsantrasyon Belirsizlik
Tiirii Sertifika ismi a/kg % (9/kg)
Sova DP-305423-1 ERM-BF426¢ 10,0 1 +1,0
y DP-305423-1 ERM-BF426d 100 10 +7
M DAS-40278-9 ERM-BF433c 10,0 1 +0,9
B DAS-40278-9  ERM-BF433d 100 10 +8

Sekil 2.1 : Calismada kullanilan CRM’ler.

Calismada kullanilan CRM’lerden soyaya ait DP305423-1 tipi A.B.D’de ytiiksek oleik
asit icerigi kazandirmak amaciyla Agrobacterium aracili genetik modifikasyonla
gelistirilmistir. DAS40278-9 musir tipi ise Ingiltere’de herbisit tolerans1 amaciyla
direkt DNA transferi ile gelistirilmistir [58, 59].
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2.1.2 DNA izolasyon Kiti

Calismada kullanilan izolasyon kiti Eurofins GENESpin’den temin edilmistir [60].
Izolasyonda kullanilan kimyasallara ait bilgiler Cizelge 2.2°de verilmistir. Bu kitler

analize alinincaya kadar oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Cizelge 2.2 : izolasyon kimyasallari.

Bilesen Etki/Amag

Hiicre ve ¢ekirdek duvarlarinin pargalanarak genomik
DNA’nin ekstraksiyonu (Kimyasal pargalama)

Lysis Buffer

Proteinaz K Proteinlerin pargalanmasi

Binding Buffer DNA’nin kolona baglanmasi

cQw Niikleik asitlerin deterjanlardan yikanarak saflagtirilmasi
Etanol DNA’nin kolona baglanmasi

Yikama Cozeltileri
(Wash Buffer-W1 ve W2)
Elution Buffer DNA’nin kolondan ayrilmasi

Niikleik asitlerin deterjanlardan yikanarak saflastirilmasi

2.1.3 RNase A ¢ozeltisi

DNA izolasyonunda RNase inhibisyonu i¢in Sigma-Aldrich marka R6513 RNase
enzim ¢ozeltisi kullanilmistir. Calisma siiresi boyunca -20°C’de muhafaza edilmistir.
2.1.4 Reaktif cozeltisi

Miktar analizlerinde kullanilmak {iizere Thermo Fisher Scientific marka reaktif
¢ozeltisi (TagMan Universal PCR Master Mix) kullanilmistir. Cozeltiye ait bilgiler
Cizelge 2.3’te verilmistir ve analize alinincaya kadar karanlikta ve 4°C’de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 2.3 : Reaksiyon ¢ozeltisine ait bilgiler.

Reaktif ¢ozeltisi icerigi Soya Masir

(TagMan) Etki/Ama¢ icin icin
AmpliTaq Gold® DNA Primer uzamasinda X X
Polimeraz, UP (Ultra Saf)

Urasil-N glikozilaz (UNG) PCR .urunlerlndein sonraki yeniden X

amplifikasyonu 6nlemek

dNTPler ve dUTP Primer uzamasinda X X
ROX™ Pasif referans Rox boyasina dayali i¢ referans olarak X X
Optimize edilmis tampon X X

. . DNA’nin etkin denatiirasyonunda
bilesenleri
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2.1.5 Primer ve problar

Miktar analizinde kullanilan primer ve problara ait bilgiler Cizelge 2.4 te verilmistir.

Cizelge 2.4 : Primer ve problara ait bilgiler.

Primer Oligoniikleotidler Adi DNA dizilimi (5’ to 3°)

Forward primer DAS-40278-9_5°-f1 5" CAC gAA CCA TTg AgT TAC AATC 3’
DAS-40278-9 Reverse primer DAS-40278-9_5°-r3 5> Tgg TTC ATT gTA TTC Tgg CTT Tg 3’
hedef dizilim

Probe

DAS-40278-9_5°-S2

5” 6FAM- CgT AgC TAACCT TCATTg TAT
TCC g-TAMRA 3’

Forward primer MaiJ-F 5’ TTg gAC TAg AAA TCT CgT gCT gA 3’
HMG referans  Reverse primer mhmg-R 5" ¢gCT ACA TAg ggA ¢gCC TTg TCC T 3’
dizilim Brobe o 5" 6FAM- CAA TCC ACA CAA ACg CAC gCg

9 TA-TAMRA 3

Forward primer DP305-f1 5’—~CGTGTTCTCTTT TTG GCT AGC -3’
DP-305423-1 Reverse primer DP305-r5 Z’({TG; G ;‘ CC AAT GAATAC ATA ACA CAA
hedef dizilim -

Probe DP305- 6-FAM 5'— TGA CAC AAATGATTT TCATAC

P AAA AGT CGA GA -3 TAMRA
Forward primer Lel for2 5’—~CCAGCTTCGCCGCTTCCTTC-3

Lel referans
dizilim

Reverse primer

GMO3-126 Rev

Probe

Lel Probe

5’ - GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC -
3

6-FAM 5 —CTT CAC CTT CTATGC CCC TGA
CAC -3’ TAMRA

2.2 Yontem

GDO miktar analizleri 2 basamaktan olusur. Bunlar numunenin parcalanip DNA

izolatlarinin hazirlanip ve safliklarinin kontrol edildigi izolasyon Basamagi ile GDO

miktarinin belirlendigi Miktar Tayini Basamagidir. Bu basamaklarin igerigi ve

basamaklarda kullanilacak cihazlara ait bilgiler Sekil 2.2 ve Cizelge 2.5’de verilmistir.

Cizelge 2.5 : Basamaklarda kullanilan cihazlara ait bilgiler.

Basamaklar Basamak asamalari Cihaz Marka / Model / Resim
Hiicrelerin pargalanmasi Santrifiij Hettich/Mikro 22r
Vorteks Ika/Ms1
Calkalamali kuru blok 1sitict Biosan/Ts-100
DNA baglanmasi Vorteks lka/Ms1
Santrifiij Hettich/Mikro 22r
izolasyon Yikama ve kurutma Santrifiij Hett!ch/ Mikro 22r
DNA eliisyonu Santriflij Hettich/Mikro 22r
Saflastirma Vorteks Ika/Ms1
Santrifiij Hettich/Mikro 22r
Niikleik asit Nanodrop Thermo
konsantrasyonu ve DNA Scientific/Nanodrop 2000
saflik dlctimil
Nihai reaksiyon karigimi Santrifiij Sigma/1-14K
hazirligi Plate santrifiij VWR/PCR Plate Spinner
Miktar tayini Vorteks lka/Ms1
Realtime PCR okumasi Realtime PCR Applied Biosystems/ 7500

Fast Real time PCR
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Sekil 2.2 : GDO analiz basamaklari.

2.2.1 DNA izolasyon basamagi

Calismada numune ve standart hazirhginda kullanilacak izolatlar i¢in izolasyon
basamag1 6 asamadan olusmaktadir ve her bir asamaya ait bilgiler Cizelge 2.6’da

verilmigtir.

Cizelge 2.6 : DNA izolasyon basamag1 asamalari.

Asama

icerigi

1. Hiicrelerin
parcalanmasi

2. DNA baglanmasi

1.1. Kapaklar gevsetilir, homojenize numuneden 0,2 g 2 mL’lik
santriflij tlipiine tartilir.

1.2. 550 puL Lysis Buffer ve 10 pL Proteinaz K eklenerek
vortekslenir. 65°C’de 30 dk. tutulur

1.3. 20 uL Rnase enzimi eklenerek oda sicakliginda 30 dk.
tutulur.

1.4. 14000 rcf’de 10 dk. santrifiij yapilir.
2.1. Alinabildigi kadar temiz ve berrak kisim yeni 2 mL’lik tiipe
almir.

2.2. Alinan kisim kadar Binding Buffer ve etanol ilave edilir ve
30 sn vortekslenir.

2.3. Karigim filtreli tiipe aktarilir. 11000 rpm’de 1 dk. santrifiij
yapilir.
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Cizelge 2.6 (devam) : DNA izolasyon basamag1 asamalari.

Asama Icerigi
3. Yikama ve kurutma 3.1. Alta gegen kisim dokiilerek filtreye 400 pL CQW eklenir.
11000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilir.

3.2. Alta gecen kisim dokiilerek filtreye 700 L. W1 eklenir.
11000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilir.
3.3. Alta gecen kisim dokiilerek filtreye 200 pL W2 eklenir.
11000 rpm’de 2 dk. santrifiij yapilir.

3.4. Filtreye yeniden 200 L. CQW eklenir. 11000 rpm’de 2 dk.
santrifiij yapilir.

4. DNA Eliisyonu 4.1. Filtre 1,5 mL’lik tiipe yerlestirilir. Filtreye 100 pL 70 °C
sicakliginda Elution Buffer ilave edilir.

4.2. Oda sicakliginda 5 dk. inkiibasyona birakilir. 11000 rpm’de
1 dk. santrifij yapilir. Filtre atilir.

5. DNA Saflastirma 5.1. Kolonlar vortekslenir, uclar1 kirilir.

5.2. Kapaklar gevsetilir, kapaksiz tiiplere alinir. 800 rcf’de 2 dk.
santrifiij yapilir.

5.3. Kolonlar 1,5 mL’lik kapakli tiiplere alinir. Numune kolona
pipetlenir.

5.4. 800 rcf’de 2 dk. santrifiij yapilir. Kolon atilir.

6. Nikleik asit 6.1. Izolasyon sonucu elde edilen 100 pL izolattan 1,5 pL
konsantrasyonu ve DNA  pipetle alinir.

safligimn belirlenmesi 6.2, Nanodrop Spektrofotometrede 260/280 nm dalga boyunda
okunan saflik ve ng/puL diizeyinde okunan niikleik asit miktari
kaydedilir.

2.2.2 DNA miktar analiz basamag

Calismada soya i¢in “Event -specific Method for the Quantification of Soybean Event
DP-305423-1 Using Real Time PCR” ve misir i¢in “Event -specific Method for the
Quantification of Maize DAS-40278-9 Using Real Time PCR” EURL metotlar
kullanilarak Real time PCR cihazinda GDO miktar analizleri yapilmstir [61, 62, 63].

Cizelge 2.6’dan elde edilen %10 GDO’lu taze izolatlardan, Cizelge 2.7°de belirtilen

kopya sayilarinda saf su ile standartlar hazirlanmistir.

Amplifikasyonda ise oncelikle reaksiyon karisim ¢ozeltisi hazirlanir. Bunun igin
Cizelge 2.8’de Dbelirtilen bilesenler (numune/standart icermeyen) 2 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerinde birlestirilerek once diisiik hizda vortekslenip sonra kisa siire
santrifiij edilir. Bu karisimdan ayr1 bir mikrosantrifiij tliptine 60 pL alinarak {izerine
15 pL numune/standart eklenip 10 saniye vortekslenip sonra kisa siire santrifiij edilir.
Daha sonra bu 75 pL’lik karisimdan plate kuyucuklarina (her kuyucuk 1 reksiyonu
temsil etmektedir) otomatik pipetlerle her kuyucuga 25 pL olacak sekilde
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pipetlenmistir (75 pL / 3 = 25 pL). Optik filmler ile kapatilan kuyucuklar plate
santrifiijde 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

Son olarak Real Time PCR cihazina yerlestirilerek Cizelge 2.9’da belirtilen sartlarda
miktar analizi Kopya Sayis1 Metodu (Standart Egri Metodu)’na gore gergeklestirilerek
hedef ve referans kisimlar i¢in kalibrasyon egrileri elde edilmistir. GDO Analizlerinde
Verifikasyon Rehberinde yer alan (Cizelge 2.10) dogrusallik, dogruluk ve kesinlik
parametrelerine gore standart egrilerin uygunlugu degerlendirildikten sonra elde

edilen kopya sayilarindan % GDO miktarlar asagidaki formiille hesaplanmistir.

% GDO = (Hedef Kopya Sayis1 / Referans Kopya Sayisi) x 100 (2.1)

Cizelge 2.7: Kalibrasyon egrisi i¢in standart hazirligi [61, 62, 63].

CRM  Kalibrasyon noktalari Icerik Kopya sayisi
S1 ERM-BF426d 86580 kopya / 8658 kopya
S2 9 uL S1+36 uL su 17316 kopya / 1732 kopya

Soya S3 9 uL S2 + 36 uL su 3463 kopya / 346 kopya
S4 7 uL S3 + 28 uL su 693 kopya / 69 kopya
S1 ERM-BF433d 73394 kopya / 7339 kopya
S2 8uL S1 +32uL su 14679 kopya / 1468 kopya

Misir S3 8uL S2 +32uL su 2936 kopya / 294 kopya
S4 6uL S3 + 30uL su 489 kopya / 49 kopya

Cizelge 2.8 : Soya ve musira ait referans ve hedef kisimlarin amplifikasyonu igin
nihai reaksiyon karisimi [61, 62, 63].

Bilesen tiirii

Bilesen ad1

Nihai Konsantrasyon

Hacim
(uL/reaksiyon)

Soya Misir Soya Misir Soya  Misir
Reaktif ¢ozeltisi ~ TagMan TagMan (UNG var) 1x 1x 12,5 12,5
GMO3-126 Rev MaiJ-F 550 nM 300 nM 1,375 0,75
Referans Lel for2 mhmg-R 550nM  300nM 1,375 0,75
primer-probe
Referans Lel probe mhmg-P 100nM 180 nM 0,25 0,45
Nuclease free water Nuclease free water # # 4,5 5,55
pumunef DNA (max 100ng)  DNA (max 200 ng) # # 5 5
Reaktif ¢ozeltisi ~ TagMan TagMan (UNG var) 1x 1x 12,5 12,5
. DP305-f1 DAS-40278-9 5°-f1 800 nM 350 nM 2 0,875
Hfg’t‘f: PrImer- = pp30s5-r5 DAS-402789 5-r3  500nM  350nM 125 0,875
Hedef P DP305-p DAS-40278-9 5°-S2  220nM  150nM 055 0,375
Nuclease free water Nuclease free water # # 3,7 5,375
pumunef DNA (max 100ng)  DNA (max 200 ng) # # 5 5

24



Cizelge 2.9 : Real Time-PCR cihazinda analiz dongii parametreleri [61, 62].

Adim Sicaklik (°C) Siire (sn) Dongii sayisi
Baslangic denatiirasyonu 95 600 1
Primer baglanmasi ve primer uzamasini 95 15
iceren amplifikasyon 45

60 60

Cizelge 2.10 : Kantitatif metodlar i¢in metot verifikasyon parametreleri ve
performans kriterleri [64].

Parametreler Performans Kriteri
Dogrusallik -3,1 > Egim > -3,6 ve R>> 0,98
Dogruluk -25 < %hata < 25

Kesinlik (n > 16) % RSDr < %25

Kopya sayisinin RSD’sinin < %25’1 sagladig1 en diisiik

Olgiim Limiti (LOQ) konsantrasyondur.

2.3. Denemenin kurulmasi ve istatistiki degerlendirme

Cizelge 2.6’daki agamalardan gegirilerek elde edilen Soya ve Misir CRM izolatlar1 her
iki konsantrasyon diizeyleri (%1 ve %10) i¢in de dondur-¢ozdiir uygulamalarindan
once EURL metotlarinda belirtilen diizeyin (soya i¢in 20 ng/pl ve misir i¢in 40 ng/ul
olmal1) lizerinde olacak sekilde niikleik asit konsantrasyonu 60 ng/ul’ye ayarlanmistir.
Ayarlanan bu izolatdan her biri 100 puL olacak sekilde 1,5 mL’lik mikrosantrifiij
tiplerine dagitilarak Cizelge 2.11°deki deneme desenine gore -20+2°C ve 22+2°C
sicaklik kosullarinda 5, 10, 15, 20 kez dondur-¢6zdiir uygulamalarina tabi tutulmustur.

Dondur-¢ozdiir uygulamalar1 1 giin siireyle dondurma, 1 saat siiresince ¢ozdiirme
seklinde kontrollii sicaklik kosullar1 saglanarak gerceklestirilmistir. Her 5 dondur-
¢Ozdiir uygulamasinda dondur-¢ozdiir islemleri bitenler tekrar ¢ozdiiriilmeksizin
digerlerinden ayrilarak son dondur-¢6zdiir uygulamasina kadar muhafaza edilmistir.
Toplam 20 giin siiren dondur-¢dzdiir isleminin sonunda tamami dolaptan ¢ikarilip
¢Ozdiiriilerek taze izole edilen CRM’lerle beraber madde “2.2.2 DNA miktar analiz
basamagi”nda belirtildigi sekilde PCR’da % GDO miktar analizi yapilmistir.
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Cizelge 2.11 : Caligmaya ait deneme deseni.

Konsantrasyon

Dondur-cbzdiir Paralel Tekerriir CRM
(%)

sayisi

Kontrol
5
10 2 3
15
20

Soya (DP-305423-1)
Misir (DAS-40278-9)

1vel0

Dondur-¢ozdiir uygulamalarinin DNA iizerine etkilerinin istatistiki ag¢idan
degerlendirilmesi i¢in SPSS istatistik paket programi (SPSS, Inc., Chicago, IL, A.B.D)
kullanilmistir. Bulgular, varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve elde edilen
veriler bagimsiz degiskenlerin dnemliligini belirlemek i¢in LSD ¢oklu karsilastirma

testine gore %99 giiven araliginda degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Metot Verifikasyon Bulgular:

Calismada oncelikle soya ve musir i¢in kullanilan EURL metotlarinin laboratuvar
kosullarinda verifikasyonu yapilmis olup, elde edilen verilerin performans kriterlerine
uyumu Cizelge 3.1°de ayrintili olarak degerlendirilmistir. Buna gore elde edilen

verifikasyon verileri performans kriterleri ile uyumlu bulunmustur.

Cizelge 3.1 : Metot verifikasyon parametreleri, performans kriterleri ve soya-misir
icin verifikasyon verileri [64].

Parametreler Verifikasyon verileri Pellz‘o_rma}ns Degerlendirme
riteri
Soya Misir
(DP-305423-1)  (DAS-40278-9)
Referans: R% 0,98 R% 0,99
Analist i Egim: -3,19 Egim: -3,43
1 2. 2.
Hedef: R _0‘99 R ,O 98 -3,1 > Egim >-3,6
5 Egim: -3,58 Egim: -3,43
Dogrusallik oA > Uygun
li Referans: R 0,99 R 0,99 R?>0,98
A”‘; Ist * Egim:-354 Egim: -3,35 =5
Hedef- R?:0,9985 R% 0,98
) Egim: -3,45 Egim: -3,12
Dogruluk % hata: % 13,3-16,6 % 2,2-9,0 -25 < %hata <25 Uygun
Kesinlik % RSDr: % 15,8-17,4 % 9,4-13,6 % RSDr <% 25 Uygun
Ol¢iim o o o
Limiti % 0,08 % 0,08 <%0,1 Uygun

Kriterlere uyumlu oldugu belirlenen metotlar kullanilarak Cizelge 2.11°deki deneme
desenine gore dondur-¢ozdiir islemleri tamamlanmis soya ve musir izolatlarinda %

GDO miktar analizleri yapilmastir.
3.2. Nanodrop Spektrofotometresi Ol¢iim Bulgulari

Nanodrop Spektrofotometresinde 260 ve 280 nm dalga boylarinda CRM’lerden elde
edilen izolatlarda yapilan absorbans 6l¢timleri sonucunda elde edilen baslangig verileri
Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’de verilmistir. Eurofins GENESpin kit protokoliine gore
260 nm/280 nm’deki absorbanslarin orani 1,6-1,9 arasinda olmalidir [60]. Buna gore

Olctim sonuclar1 soya ve misirin her iki konsantrasyon diizeyi i¢inde uygun oldugu
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goriilmistiir. Bu durum izolasyonun istenilen verim ve kalitede gergeklestirildigini

gostermektedir.

Cizelge 3.2 : Soya CRM izolatlarina ait Nanodrop Spektrofotometre 6lgtim

bulgulart.
Soya CRM (DP-305423-1)
% 10'luk i¢in %1'lik icin
ot Komeareaet Saflik Niikleik asit Saflik
(ng /ul)y (260nm/280nm)  konsantrasyonu (ng/ul)  (260nm/280nm)
1 137,6 1,88 116,0 1,78
2 71,2 1,88 92,7 1,74
3 87,4 1,85 66,1 1,77
4 96,2 1,83 60,6 1,66
5 101,3 1,80 101,8 1,71
6 140,2 1,84 119,2 1,78
7 71,4 1,86 74,8 1,70
8 176,5 1,82 96,5 1,78

Cizelge 3.3 : Misir CRM izolatlarina ait Nanodrop Spektrofotometre 6lgiim

bulgulari.
Misir CRM (DAS-40278-9)
% 10'luk i¢in %1'lik icin
izolat Niikleik asit Saflik Niikleik asit Saflik
konsantrasyonu (ng/ul) (260nm/280nm) konsantrasyonu (ng/ul)  (260nm/280nm)
1 215,3 1,86 217,7 1,88
2 92,2 1,78 157,0 1,85
3 108,7 1,78 154,3 1,88
4 97,1 1,71 154,2 1,87
5 94,4 1,77 207,0 1,86
6 100,6 1,76 140,3 1,85
7 60,1 1,66 112,9 1,84
8 102,3 1,64 120,7 1,86

3.3. Real Time PCR’da % GDO Miktar Analiz Bulgular1 ve Tartisma

Soya ve misir CRM'leri igin Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3'de elde edilen izolatlar her iki
konsantrasyon diizeyleri (%1 ve %10) i¢in niikleik asit konsantrasyonu yaklagik 60
ng/ul’ye ayarlanip 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tliplerine dagitilmistir. Daha sonra
Cizelge 2.11'deki deneme deseninde belirtildigi sekilde dondur-¢ozdiir
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uygulamalarindan gecen izolatlar Real Time PCR'da % GDO miktar analizi

yapilmistir. Buna gore;

3.3.1. Soya CRM’ine ait % GDO miktar bulgular:

Soya CRM’lerine ait % GDO miktar analizleri sonucunda hesaplanan kalibrasyon
egrileri Sekil 3.1 ve 3.2°de verilmistir. Bu kalibrasyon verilerinin Cizelge 2.10°da yer
alan kriterlere uygunlugu Cizelge 3.4’de, Soya CRM izolatlarinin dondur-¢ozdiir
uygulamalar1 sonrasi1 Real Time PCR’da yapilan % GDO miktar bulgular1 da
Cizelge 3.5, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de verilmistir.

Cizelge 3.4 : Real Time PCR’da soyaya ait kalibrasyon verileri ve kriterlere

uygunlugu
b, Egim (m) -3.13 -3.12 -3,1>m>-3,6 Uygun
R? 0.99 0.99 R?>0,98 Uygun
Egim (m) -3.49 -3.48 -3,1>m >-3,6 Uygun
R? 0.99 0.99 R?>0,98 Uygun

Cizelge 3.5 : Real Time PCR’da soyaya ait % GDO miktar bulgulari

Dondur-¢ozdiir sayisi n Soya
%10’1uk icin %21’lik i¢in
Kontrol 6 10,65+0,29 1,03+0,04
5 6 10,23+0,56 1,05+0,06
10 6 10,34+0,38 0,99+0,07
15 6 9,95+0,68 1,01+0,06
20 6 9,72+0,48 1,04+0,05
Onemlilik derecesi (p<0,01) Onemsiz Onemsiz
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Dongii say1s1

Referans kisim (Lel) kalibrasyon egirisi Hedef kistm (DP305) kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.1: %10’luk Soya CRM’e ait kalibrasyon egrileri, a: Referans kisim, b: Hedef kisim.
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Sekil 3.2: %1°lik Soya CRM’e ait kalibrasyon egrileri, a: Referans kisim, b: Hedef kisim.
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Dondur ¢ozdiir uygulamasiin CRM'lere etkisi

1.4 %1 lik Misir CRM
=4—%1 lik Soya CRM
g 1,1
X =
,é W +
=}
(=)
@)
N 0,8
0,5

0 5 10 15 20
Dondur ¢ozdiir sayisi

Sekil 3.3 : %1’lik soya ve misir CRM’lere dondur-¢6zdiir uygulamasinin etkisi.

Dondur ¢ozdiir uygulamasinin CRM'lere etkisi

13,0
12,0 == %10 luk Misir CRM
g %10 luk Soya CRM
<
Z 110
2
o 10,0 —n )
K - " — A
9,0
8,0
0 5 10 15 20

Dondur ¢ozdiir sayisi
Sekil 3.4: %10’luk soya ve misir CRM’lere dondur-¢6zdiir uygulamasinin etkisi.

Kalibrasyon bulgular1 kabul edilebilir performans kriterleri (egim ve korelasyon
katsayisi) acisindan degerlendirildiginde, Cizelge 3.4’de goriildiigii gibi soya CRM
numunelerinde her iki konsantrasyon diizeyi (%1 ve %10) i¢in de uygun bulunmustur.
Bu kalibrasyona gore yapilan dlgtimler sonucunda, Cizelge 3.5°de gorildiigii gibi
%10’luk soya CRM numunesinin 20 dondur-¢ézdiir uygulamasi sonucunda
%10,6’dan %9,7 diizeyine diistiigii, %1’lik CRM’de ise bu degisimin olmadigi
saptanmistir. Ancak her iki konsantrasyon i¢in de degisimin istatistiksel olarak %1

diizeyinde 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.
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3.3.2. Miasir CRMine ait % GDO miktar bulgular:

Misir CRM’lerine ait % GDO miktar analizleri sonucunda hesaplanan kalibrasyon
egrileri Sekil 3.5 ve 3.6°da verilmistir. Bu kalibrasyon verilerinin kriterlere uygunlugu
Cizelge 3.6’da ve Misir CRM izolatlarinin dondur-¢ozdiir uygulamalari sonrasi Real
Time PCR’da yapilan % GDO miktar bulgular1 da Cizelge 3.7, Sekil 3.3 ve Sekil

3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.6 : Real Time PCR’da musira ait kalibrasyon verileri ve kriterlere

uygunlugu
Egim (m) -3.41 -331  -3,1>m>-3,6 Uygun
10 R? 0.99 0.99 R2>0,98 Uygun
Egim (m) -3.43 -3.47  -3,1>m>-3,6 Uygun
R2 0.99 0.99 R?>0,98 Uygun

Cizelge 3.7 : Real Time PCR’da musira ait % GDO miktar bulgular

Dondur-¢ozdiir sayisi n Misir
%10’luk icin % 1’lik icin
Kontrol 6 9,80+0,50 1,05+0,03
5 6 9,87+0,54 1,08+0,04
10 6 9,87+0,44 1,13+0,04
15 6 9,62+0,29 1,12+0,04
20 6 9,68+0,40 1,08+0,06
Onemlilik derecesi (p<0,01) Onemsiz Onemsiz

Kalibrasyon bulgular1 kabul edilebilir performans kriterleri (egim ve korelasyon
katsayisi) agisindan degerlendirildiginde, Cizelge 3.6’da goriildiigii gibi misir CRM
numunelerinde her iki konsantrasyon diizeyi (%1 ve %10) i¢in de uygun bulunmustur.
Bu kalibrasyona gore yapilan dlgiimler sonucunda, Cizelge 3.7°de goriildiigi gibi
misir CRM numunelerinde 20 dondur-¢ozdiir uygulamasi sonucunda her iki
konsantrasyon i¢in de degisimin istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemsiz oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 3.5: %10’luk Misir CRM’e ait kalibrasyon egrileri, a: Referans kisim, b: Hedef kisim.
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3.3.3. Soya ve misir bulgularinin tartisiimasi

Niikleik asitlerin, dondur-¢ozdiir uygulamasina dayanimu ile ilgili literatiirde yer alan
caligmalar incelendiginde bir ¢ok acidan farkliliklar (numune kaynagi, matriksi, analiz
yontemi, uygulama parametreleri gibi) icerdigi goriilmektedir. Ayrica DNA ve
RNA’nin muhafaza yontemlerine karsi dayanimlarinin da farkli olmasi goz Oniine
alindiginda ¢alismamizda elde edilen bulgular sadece DNA iceren c¢aligmalar ile

kiyaslanabilmistir. Buna gore;

DNA’nin dondur-¢ozdiir uygulamalarina kars1 dayanimu ile ilgili yapilan ¢alismalarda,
degradasyonun oldugu ile olmadigimi gosteren bulgulara rastlanilmigtir. Bu farkliligin
nedenlerinin; numunenin kaynagindan, numunenin direkt veya izolat halinde
uygulamalara alinmasindan, uygulama parametrelerinin (sicaklik, siire, siklik, ilave
muhafaza kimyasali kullanimi) ve analiz metotlarindaki farkliliklardan kaynaklandigi

distintilmektedir.

DNA, hiicre igerisinde molekiil olarak kararli bir yapiya sahip iken izolat haline
getirildiginde DNA’nin dis etkenlere (sicaklik, siire, 151k, pH, kesme kuvveti gibi) karsi
dayanimi oldukg¢a azalmaktadir [34, 35]. Numune izolatlarinda yapilmis ¢alismalara
bakildiginda ise;

Schaudien ve dig. (2007) tarafindan, Real Time PCR ile ii¢ farkli DNA standardinda
ilave muhafaza kimyasali kullanilarak yapilan dondur-¢ozdiir uygulamasinin DNA
degradasyonuna etkisinin arastirilldigi c¢alismada, su icinde muhafaza edilen
standartlarin DNA diizeyinde 4 dondur-¢ozdiir isleminden sonra azalma oldugu, % 50
gliserol 1icerisinde ise 16 kez dondurup ¢ozdiirmenin bir etkisinin olmadig
bildirilmigtir [47]. DNA kaynaginin bitkisel standart olmamasi ve ilave muhafaza
kimyasali (gliserol) kullanilmasi ile ancak DNA’nin dondur-¢ézdiir uygulamasina
dayanabildigi bu ¢alismada belirtilmesine ragmen, bizim ¢alismamiz ilave kimyasal

koruyucusu olmadan da bitkisel DNA izolatlarinin dayanabildigi gosterilmistir.

Rossmanith ve dig. (2011) tarafindan, Real Time PCR ile iki farkli bakteri DNA
standardinda farkli uygulamalarin DNA’da meydana getirecegi degisimin arastirildig
calismada, uzun genomik DNA’larda dondurup ¢ozdiirmenin etkisi varken, kisa
zincirli oligo-niikleotitlerde ise herhangi bir degisimin olmadig: bildirilmistir. Uzun
genomik DNA izolatlarindaki degisimin nedeninin, dondurulma sirasinda meydana

gelen fiziksel degradasyon olarak tanimlanan buz Kkristallerinin kesmelerinden
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kaynaklandig1 bildirilmistir [48]. DNA kaynaginin bitkisel standart olmamasi, ilave
muhafaza kimyasallarinin (gliserol, tampon ¢ozelti) kullanilmasi ve kullanilan analiz
metodunun farkli (A-Ct metodu) olmasi gibi nedenlerden dolay1 bizim ¢alismamizdan
farkliik  gOstermekle  beraber  dondur-¢ézdiir uygulamasi ile DNA’da
degradasyonunun meydana gelebilecegi de bildirilmistir.

DNA’nin muhafazasinda major tehditlerden birisi niikleaz kontaminasyonu oldugu
bilinmektedir [35]. DNA molekiilii niikleazlara karsi duyarli oldugundan bu
bulasanlardan kolayca etkilenebilmektedir. Bununla beraber Schuster and Appleby
(1983) tarafindan iyi safliktaki DNA’nin muhafaza sirasindaki dondur-¢ozdiir
dongiilerinden etkilenmedigi bildirilmistir (Gaikwad, 1998°de atifta bulunuldugu gibi)
[34]. Calismamizdaki izolasyon bulgular1 dikkate alindiginda sonuglar bu goriisii

desteklemektedir.

DNA’nin muhafaza yontemlerinden dondurmanin enzimatik reaksiyonlar1 inhibe
etmesi, boylece oksidatif ve hidrolitik degradasyonu engellemesi sebebiyle
muhafazada en iyi yontem oldugu bilinmektedir [65]. Bu baglamda ¢alismamizda

¢ikan sonuclar bu goriisii destekler niteliktedir.

37



4. SONUC VE ONERILER

v" GDO miktar analizleri Real time PCR cihazi ile yapilmistir.

v Analizlerde kullanilan EURL metotlarmin laboratuvar igi verifikasyonu
yapilmis olup, dlgiimler sonucunda soya ve misir i¢in her iki konsantrasyon
(%1 ve %10) diizeyi i¢in metot performans kriterlerine (egim ve korelasyon

katsayis1) uygun kalibrasyon verileri elde edilmistir.

v Soya ve misir DNA’larinin her iki konsantrasyon (%1 ve %10) diizeyi i¢in 20
dondur-¢ozdiir uygulamasinin istatiksel olarak (p<0.01) herhangi bir etkisinin

bulunmadig1 goriilmiistiir.
v Konsantrasyona bagli herhangi bir farklilik ortaya ¢ikmamustir.

v' Literatiirde bitki disindaki kaynaklardan (parazit, bakteri ve virus) elde edilen
DNA ve RNA’nin stabilitesi ilizerine yapilan calismalarda dondur-¢ozdiir

uygulamasinin etkisinin oldugu ve olmadig1 ¢alismalara rastlanilmistir.

v Calisma ile GDO miktar analizi yapan laboratuvarlarin bu analizlerde her
seferinde taze olarak hazirladiklar1t CRM izolatlarim1 20 kez dondur-¢ozdiir

dongiisiine kadar DNA degradasyonu olmadan kullanabilecegi goriilmiistiir.

v Elde edilen bulgularin sadece galisma kapsaminda kullanilan bitkiler ve
cesitleri icin gegerli oldugunu, bundan sonra yapilacak ¢alismalarin diger bitki
spesifik tiirler ve bunlara ait cesitler lizerinden dogrulanarak yapilmasi

gerektigi onerilmektedir.
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