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ONSOZ

Molekiiler biyoloji, canli sistemlerin en temel yapi taslarini
anlamaya yonelik arayisinda, son birka¢ on yilda olaganiistii bir
donlisim gegirmistir.  Genom dizileme teknolojilerindeki bas
dondiirticii ilerlemeler, tek hiicre diizeyinde analiz olanaklari, yapay
zeka destekli veri yorumlama yaklasimlari ve disiplinlerarasi
aragtirma kiiltiiriiniin giiclenmesi, alanin sinirlarini stirekli olarak
yeniden tanimlamaktadir. Bu hizli gelisim, beraberinde yalnizca yeni
bilgiler degil, ayn1 zamanda yeni sorular, yontemsel zorluklar ve
kavramsal tartigmalar da getirmektedir.

“Molekiiler Biyoloji Eksenindeki Giincel Sorunlara Yeni
Yaklasimlar” baslikli bu kitap, molekiiler biyolojinin giincel
problemlerini  klasik  ¢ercevelerin  Otesinde ele  almayi
amaclamaktadir. Kitapta yer alan boéliimler, gen diizenlenmesi,
hiicresel sinyal aglari, epigenetik mekanizmalar, RNA biyolojisi,
protein dinamigi ve sistem biyolojisi gibi alanlarda karsilagilan temel
sorunlari, yenilik¢i deneysel ve kuramsal yaklasimlar i1s1§inda
tartismaktadir. Her bir katki, yalnizca mevcut bilgi birikimini
ozetlemekle kalmay1p, ayn1 zamanda gelecekteki arastirmalara yon
verebilecek 6zgiin bakis agilar1 sunmay1 hedeflemektedir.

Bu eser, farkli kurum ve disiplinlerden gelen arastirmacilarin
ortak bir bilimsel zeminde bulugmasinin bir iiriinii olarak ortaya
cikmigtir. Kitabin hazirlanma siirecinde, molekiiler biyolojinin
dogasi geregi cok katmanli ve dinamik yapisinin korunmasina 6zen
gosterilmis; biyoinformatik, fizik, kimya ve mihendislik gibi
alanlarla kurulan etkilesimlerin alti 6zellikle c¢izilmistir. Boylece
kitap, hem alanin uzmanlarina hem de lisansiistii 68rencilerine,
giincel sorunlar biitiinciil bir perspektiften degerlendirme olanagi
sunmay1 amaglamaktadir.

Bu kitabin, molekiiler biyolojide ¢alisan arastirmacilar i¢in
bir bagvuru kaynagi olmasiin yani sira, yeni aragtirma sorularinin
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dogmasina ve disiplinlerarasi is birliklerinin giiclenmesine katki
saglayamasini umuyorum. Bilimsel merakin ve elestirel diisiincenin
rehberliginde, bu alandaki giincel sorunlara gelistirilen yeni
yaklagimlarin, yasam bilimlerinin gelecegini sekillendirecegine
inaniyorum.

Prof. Dr. IDRIS ARSLAN
ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
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BOLUM 1

KiIMERIK ANTIJEN RESEPTORU (CAR)-T
HUCRELERI VE KANSER IMMUNOTERAPISI

ALi KEMAL ZiREK"

Giris
Genetik biliminde yakin tarihteki en oOnemli bilimsel
gelismelerden biri immiinoterapide ¢i1gir agan kimerik antijen
reseptorii (CAR)-T’nin kullanima ge¢mesidir. CAR-T hiicreleri,
tedavisi gii¢ bulasict hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, kanserler

gibi ciddi rahatsizliklarda 6nemli bir tedavi potansiyeli sunmaktadir
(Patel vd., 2025).

Somatik hiicrelerin genetik bir rahatsizlig1 olan kanser ¢evre
ve genetik unsurlardan fazlaca etkilenen 6limciil bir rahatsizliktir.
Kanser hastaliklarinin ¢ogunlugunda kalittm ©nemli bir neden
olarak kabul edilmektedir (Knudson, 2002). Cerrahi, radyasyon,
kemoterapi gibi geleneksel tedavi yontemlerinin her zaman yeterli
olmadigr ve oOzellikle gecikmis ve direngli vakalarda sonug
vermede sinirli kaldigi bilinmektedir. Kontrol noktasi inhibitorleri,
kanser asilari, monoklonal antikorlar, sitokinler ve CAR T hiicre
tedavisi immiinoterapi i¢in kullanilan yoOntemlerdir.  Kanser
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tedavisindeki CAR-T hiicre kullanim: son donemlerde One
cikmaktadir (Bui vd., 2024).

Tiimor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayict  genler Wilms tiimoér proteini  (WT1),
Retinoblastoma geni (RB1), Norofibromatozisler (NF1 ve NF2),
Adenomatozis polipozis koli (APC), Von Hippel-Lindau (VHL),
Tibiiler skleroz (TSC1 ve TSC2), Meme kanser genleri (BRCA1
ve BRCA?2) seklinde siralanabilir. Retinoblastoma geni ( RB1), ilk
tanimlanan timor baskilayic1 gendir. Cocukluk ve ergenlik
doneminde biliyliyen retina, kemik ve meme dokularindaki
kanserlerde rol alir (Knudson, 2002).

Gen Etkilesimleri

Fazla sayida beni olan, agik tenli bireylerde asir1 giinese maruz
kalma ile kutandz melanom riski artar. interldkin-1p iiretimininin
viicutta artist Helicobacter pylori varliginda mide kanseri i¢in risk
faktorii olusturur. Bununla birlikte yaralanma ve kronik iltihap
durumlarinin ~ kanser  iliskisi  bildirilmistir.  Insan  viicut
dolasimindaki hormonlar ve biiyiime faktorleri kanser iliskileri
yapilmistir. Ozellikle kadinlarda menapoz sonrasi asir1 Ostrojen
varligt meme kanserleri ile amilmustir. Insiilin benzeri biiyiime
faktorii 1 (IGF-1) belirli kanser tiirleri ile bir arada calisilmigtir
(Ponder, 2001). Kanserlere neden olan genler, hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre 6limiiniin  kontroliinii saglayan hiicresel yolaklarda
mevcuttur (Bunz, 2008).

Gen Diizenleme Araclari

CAR ekspresyonunu indiikleme amagcli kullanilan gen diizenleme
araglar1 arasinda, transpozonlar, ¢inko parmak niikleazlar1 (ZFN),
transkripsiyon aktivatorii benzeri efektor niikleazlar (TALEN) ve
kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar (CRISPR)
kullanilmaktadir (Bui vd., 2024).
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Transpozonlar

Sleeping Beauty ve PiggyBac transpozonlar 6rnek verilebilir.
Bunlar CAR yapilarin1 T hiicrelerine almakla kullanilir. Sleeping
Beauty, genotoksitesi azdir ve kararli transgen ekspresyonu
olusturur. PiggyBac transpozonlar akut lenfoblastik 16semi
hiicreleri (ALL) iizerinde anti-tiimor aktivitesinde bulunan CD19
CAR T hiicresi olusturabilme yetenegine sahiptir (Bui vd., 2024).

Cinko Parmak Niikleazlar1 (ZFN)

Bu yapay retriksiyon enzimleri HIV hastalarinda denenmistir. HIV
direncli CD4 hiicre olusumunda kullanilmaktadir.

Transkripsiyon Aktivatorii Benzeri Efektor Niikleazlar
(TALEN)

Kan kanser tiirlerinin tedavisinde kullanimistir. Akut miyeloid
l6semi, ileri lenfoid maligniteler, refrakter B-ALL, multipl
miyelom ve B hiicreli akut lenfoblastik l16semi benzeri hastaliklarda
kullanimaktadir.

Kiimelenmis Diizenli Arahkl Kisa Palindromik Tekrarlar
(CRISPR)

CRISPR/Cas9, CAR T hiicre terapisinde yol almasi gereken
araclardir (Bui vd., 2024).

T Hiicresi Tedavileri

Kimerik antijen reseptorii (CAR)-T ve T hiicresi reseptorii (TCR)
ile tasarlanmis T hiicresi (TCR-T) tedavileri, Hematolojik malignite
stireglerinde 6nemli basarilar alinmis yontemlerdir (Sanomachi vd.,
2025).

CAR-T hiicreleri genetik olarak tasarlanmis T hiicreleridir. Bu
hiicreler hedef hiicrelerin (6rnegin tiimdr hiicreleri) yiizey
antijenlerini tanir ve bu sayede T hiicrelerinin tlimor hiicrelerini
oldiirtilmesini saglayan bir resepéér ifade ederler. T hiicreleri, bu



hiicrelerin yardimiyla hedef antijene baglanarak tiimor hiicresini
ortadan kaldirir (Brudno vd., 2024). T hiicreleri, major
histokompatibilite kompleksinden (MHC) bagimsiz olarak tiimor
hiicrelerini yok eder. Bu durum, bazi mutasyon mekanizmalar1 gibi
yontemlerle T hiicre reseptorleri tarafindan taninan timor antijenik
peptit parcalari-MHC kompleksinin olusumunun T hiicreler

tarafindan yok edilmesini engelleyen aksakliklara neden olmaz
(Liu vd., 2019).

CAR proteini, CAR-T hiicreleri tarafindan ifade edilir. Timor
hiicre yilizeyinde malignite iligkili antijene baglanarak T hiicrelerine
tiimor hiicresinin yok edilmesi i¢in sinyal gonderir. Bu protein iki
kissmdan  olusmaktadir. Bunlardan birincisi  tiimér  hiicre
yiizeyindeki antijeni taniyan kisim, ikincisi ise T hiicre
aktivasyonunu saglayan, hiicre i¢i T hiicresinden koken alan
yapilardir. Birincisi genelde bir antikorun farklilasan bolgelerinden
meydana gelir. Ikincisi CD3( (T hiicresi reseptorii zeta ({)) T
hiicresi aktivasyon alan1 ve bunun yaninda yardimci uyarici alan
olarak gorev yapan CD28 (Farklilasma Kiimesi 28), 4-1BB
(CD137) igermektedir. Hastadan alinan T hiicreleri, CAR proteinini
ifade edebilmeleri i¢in viral bir araci sayesinde kalicit sekilde
genetik modifikasyona ugratilir (Brudno vd., 2024). FDA (ABD
Gida ve Ilag Dairesi) ve EMA (Avrupa Ilag Ajansi), CAR-T
iiriinlerinin  tedavi amagh  kullanilmasinin ~ yolunu a¢mustir.
Giiniimiizde Hematolojik kotii huylu kanserler ve solid kanserlerde
basar1 elde edilmeye baslanmistir (Hu vd., 2024; Hinckley-Boned
vd., 2025).

Kimerik Antijen Reseptorii (CAR) Yapilar

Ligand Baglayic1 Alan

Spesifik bir antijene baglanma ve taninmasindan sorumlu alandir.



scFv

Kimerik antijjen reseptorlerinden en yaygin kullanilan ligand
baglayici alan (spesifik bir antijene baglanan antikor) olarak bilinir.
Tek zincirli degisken fragmanin (scFv), insan antikorlarindan
olugmasi énemlidir. scFv, antikorun degisken fragman agir ve hafif
zincirlerinin bir baglayici peptid ile baglanmasiyla olusur. Hafif ve
agir zincirler arasindaki aminoasit dizisi Gly-Gly-Gly-Gly-Serin
seklinde dizilmistir.

Aralayici Alam

Baglanmanin hiicre memran1 disinda nerede olacagina karar
verir. ligand baglayici alan hareketliligini saglar, mentese gorevi
goriir. Bu amagla CD28 ve CD8a menteseleri antijen esigi seviyesi
olusturur.

Transmembran Alani

Kimerik antijen reseptorlerini hiicre zarina sabitler. ligand baglayici
alan1 endodomainlere baglar.

Endodomainler

Kimerik antijen reseptdrlerin sitoplazmik bolgeleridir.

CD3(

Indiiklenebilir tirozin kinaz fonksiyonuna sahiptir. CAR yapilarina
mutlaka dahil edilmesi gerekir.

Kostimiilator Alanlar

T hiicresi aktivasyonunu modiile etmekten sorumlu proteinlerdir.
CD28, 4-1BB, OX-40 (CD134), ICOS (indiiklenebilir T hiicresi
COS uyaricis;, CD278), CD27 ve CDA4OL gibi molekiiller
kostimiilator alanlar olarak bilinmektedir. Genellikle CD28 ve 4-
1BB kullanilmaktadir (De Marco vd., 2023).



CAR T Kullanim Alanlar1

CAR T hiicreleri, B hiicre antijeni CD19’u hedef alan akut
lenfoblastik 16semi hastalari, niikseden/diren¢li multipl miyelom
hasta tedavisinde kullanilmaktadir. Solid tiimorlerde caligmalar
devam etmektedir (Zugasti vd., 2025).

CAR T Yan Etkiler

CAR T hiicreleri hasta hiicrelerinin asir1 sitokin salinimina yol
acarak sitokin salinim sendromu ve bununla birlikte immiin
efektor hiicre iligkili norotoksisite sendromu (ICANS) meydana
getirebilir (Hinckley-Boned vd., 2025; Santomasso vd., 2023).
CAR T hiicrelerinin hedefe yonelik tiimor disi toksisitesi (OTOT),
hem tiimdr hiicrelerini hem de saglikli dokular1 hedef almasidir.
Greft-versus-host hastaligi (GvHD), dondr T hiicrelerinin hastanin
saglikli  dokularina saldirmast sonucu olusur. Karaciger,
gastrointestinal sistem ve cilt dokulart zarar gorebilir. Hareket ve
norobilisle iliskili tedavi sonucu ortaya cikabilen yan etkiler,
ongoriilemeyen hedef dis1 toksisite, anafilaksi benzeri durumlar
olusabilir (Jangavali vd., 2025). Bunun yaninda yeni ¢aligmalarda
giivenlik kaygilarinin  giderilmesi amacglanmalidir.  Viral gen
transfer yontemleri yerine giivenilir ve uyarlanabilir yeni yontemler
tizerinde ¢alisilmalidir (Kitte vd., 2023).

CAR T Simmirlamalar ve Zorluklar

Lokaferez, uzun siiren ve iki intravendz hat araciligiyla aferez
cithazina baglh hastadan T hiicrelerini toplama islemidir. Bu islem
hasta i¢in dayanilmaz olabilir. Maliyeti fazladir. Yaygin kullanimi
sinirlandirabilir. T hiicrelerinin aktivasyonu ve transdiiksiyonu, bu
hiicrelerin bir hafta siiresince sitokin destekli doku kiiltiir ortaminda
cogaltilmalidir. T hiicre c¢ogaltma ve yikanma islemlerinin
yapilmast gereklidir. T hiicrelerin dondurularak saklanmasi
gereklidir.



CAR-T kalibrasyon kontrol testlerinin yapilmasi zorunlulugu
vardir. Bu islemlerin kurulum ve c¢evre diizenlemesi pahali
islemleri igerir (Parayath vd., 2020). Ayrica aferezden hiicre
inflizyonuna kadar 24 ila 113 gilin arasinda siire geger bu siire
boyunca hastalik ilerlemesi degismektedir (Li vd., 2025)

CAR T Solid Hiicrelerde Simirlama ve Zorluklar

Timorlerin heterojenligi, immiinosiipresif timor mikrogevresi,
CAR T hiicre infiltrasyonuna kars1 engeller, hayati organlarda
hedef dis1 toksisite ve tiimore Ozgli antijenlerin yetersizligi
sayilabilir (Li vd., 2025).

Solid Tiimérlerde Yaygin ve Yiiksek Oranda ifade Edilen Bazi
Hedefler

CEA (karsinoembriyonik antijen) mide kanseri, meme kanseri,
akciger kanseri, pankreas kanseri, karaciger kanseri, CLDN18.2
(klaudin 18.2): mide kanseri, CLDN6 (klaudin 6) over kanseri,
EBV (Epstein-Barr virlisii) bas ve boyun kanserleri, GPC3
(glipikan 3) karaciger kanseri, GUCY2C (guanilat siklaz 2C)
kolorektal kanser, Interlokin (IL)- IL13Ra2, IL-13 reseptdr-o2
glioma, MSLN (mezotelin) over kanseri, pankreas kanseri,
mezotelyoma, NKG2DL (NKG2D ligandi1) mide kanseri, pankreas
kanseri, PSCA (prostat kok hiicre antijeni) prostat kanseri PSMA
(prostata 6zgli membran antijeni) prostat kanserinde ifade edilir
(Tablo 1) (Li vd., 2025).



Tablo 1 Hedef Antijenler ve Iliskili Kanser Tiirleri

Hedef Acilm iliskili Kanser Tiirleri

Antijen

CEA Karsinoembriyonik antijen | Mide, meme, akciger, pankreas,
karaciger kanseri

CLDN18.2 Klaudin 18.2 Mide kanseri

CLDN6 Klaudin 6 Over kanseri

EBV Epstein—Barr viriisii Bag ve boyun kanserleri

GPC3 Glipikan 3 Karaciger kanseri

GUCY2C Guanilat siklaz 2C Kolorektal kanser

IL13Ra2 IL-13 reseptor-o2 Glioma

MSLN Mezotelin Over kanseri, pankreas kanseri,
mezotelyoma

NKG2DL NKG2D ligand1 Mide kanseri, pankreas kanseri

PSCA Prostat kok hiicre antijeni | Prostat kanseri

PSMA Prostata 0zgli membran | Prostat kanseri

antijeni

Kaynak: (Livd., 2025)

CAR T Tedavisi Islem Basamaklar1

CAR T hiicrelerinin genetik modifikasyon islemleri viicut disinda
yapilmaktadir. CAR T hiicrelerinin bu yontemi exvivo olarak
bilinir. Hasta ya da uygun doniir kanindan T hiicreleri izole edilir,
toplanir. CAR yapisim ifade edecek sekilde genetik olarak
degistirilir. Boylece CAR T hiicre havuzu olusturulur. CAR T

hiicreleri cogaltilir. Hastaya inflizyon yoluyla verilir. Hastanin
timor hiicrelerince salgilanan antijenlere CAR T hiicreleri gidip
baglanir ve tedavi gergeklesir (Tablo 2) (Bui vd., 2024).
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Tablo 2 CAR-T Hiicre Tedavisi Islem Basamaklar:

A;Lm Islem Basamag

1 CAR-T hiicrelerinin genetik modifikasyon islemleri
viicut diginda yapilir.

2 Bu yonteme ex vivo yaklagimi adi verilir.

3 Hastadan veya uygun dondrden T hiicreleri izole
edilerek toplanir.

4 Toplanan T hiicreleri, CAR yapisin1 ifade edecek
sekilde genetik olarak degistirilir.

5 Genetik modifikasyon sonrast CAR-T hiicre havuzu
olusturulur.

6 CAR-T hiicreleri laboratuvar ortaminda ¢ogaltilir.

- Elde edilen CAR-T hiicreleri hastaya intravendz
infilizyon ile geri verilir.

3 CAR-T  hiicreleri, tiimor hiicrelerinin salgiladig

antijenleri tanir ve baglanarak terapoétik etkiyi olusturur

Kaynak: (Bui vd., 2024)

CAR-T Hiicre Tedavisinde Yeni Hedefler: GPRC5D ve CS1

Multipl miyelom (MM), Sinyal Lenfosit Aktivasyon Molekiili
(SLAM) ailesi iiyesi ve glikoprotein olan CS1'i (SLAMF7) ifade
eder. (Altalbawy vd., 2025; Jangavali vd., 2025). CS1 hedef alan

tedaviler multipl skleroz hastalarinda basar1 elde etmistir.

proteinine bagl reseptor sinifi C grubu 5 iiyesi D (GPRC5D), CAR
T hiicre tedavisi i¢in bir hedef olarak kabul edilen yeni multipl

miyelom tedavi hedeflerinden bir digeridir (Jangavali vd., 2025).

Kanser Dis1 CAR T Uygulamalan

Astim

CAR T hiicreleri, B hiicreleri tarafindan iiretilen IgE'yi hedef

alabilir (Jangavali vd., 2025).




Bulasic1 hastaliklar

CAR T hiicreleri, HBV pozitif hiicreleri tespit ederek seviyelerini
disiirebilir, HCV ile enfekte hiicrelerde ekili olabilir, HIV-1
replikasyonunu azaltabilir. COVID 19 (Jangavali vd., 2025), EBV
(Epstein-Barr viriisii), CMV (Sitomegaloviriis), HBV (Hepatit B)
icin potansiyel tedavi yontemlerindendir (Kourti vd., 2025).

Diger imminoterapi Yontemleri

Immiin kontrol noktasi inhibitérleri (ICT)

Immiin kontrol noktasi immiin sistemin dogal bir parcasidir.
Programlanmis hiicre 6liim proteini 1 (PD-1) ve ligand1 1 (PD-L1),
lenfosit aktivasyon geni-3 (LAG-3) ve sitotoksik T lenfosit iliskili
antijeni 4 (CTLA-4) gibi molekiiller bu amagla kullanilmaktadir.
Bu molekiillerin kanser hiicrelerini tanima ve yok etme yetenegini
artirmak i¢in bagisiklik sistemine etkileri bulunur. Bu gorevlerini
PD-1/PD-L1 gibi diizenleyici yollar1 bloke ederek calismaktadirlar
(Gergely vd., 2025; Sherafat vd., 2025; Rezaee-Zavareh vd., 2025;
Alsaafeen vd., 2025). Anti-CTLA-4, metastatik melanomlu
hastalarda basar1 gostermistir (Alsaafeen vd., 2025). Hepatoselliiler
karsinom (HCC) hastalarinda ICI tedavide niiksii Onleyebilir ve
kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, melanom ve bobrek hiicreli
karsinom benzeri solid timorlerde etkili olabilmektedir (Sherafat
vd., 2025; Rezaee-Zavareh vd., 2025).

Inhibitor reseptorler arasinda olasi yeni hedefler

B ve T lenfosit zayiflatict (BTLA), yumurtalik kanseri; Ig ve ITIM
alanlarima sahip T hiicresi immiinoreseptorii (TIGIT), folikiiler
lenfoma, meme tiimorleri, akut miyeloid 16semi, karaciger kanseri
icin; T hiicresi immiinoglobulini ve mukus-alani i¢eren-3 (TIM-
3), mide kanseri, kolon kanseri, rahim agzi kanseri ve kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserinde olasi hedef olabilir (Justiz-
Vaillant vd., 2025).
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mRNA kanser asilari

Timor antijenlerini kodlama ve kansere karsi bagisiklik
olusturmak i¢in mRNA asilarindan faydalanilir. Bu asilar kanser
hiicrelerini tamir ve ortadan kaldirilmasini saglar. Insersiyonel
mutagenez olusturmaz. Bu agidan giivenli kabul edilirler. Kronik
inflamasyon veya otoimmiin yanit azdir. Kigisel  tlimor
tedavilerinde kullanima uygundur. Asilarin belli sinirliliklart vardir.
Bunlarda ilki mRNA kararsizdir, etkili ve hedef uygulama
sistemlerine ihtiya¢ duyulur ve tiimor hiicreleri tarafindan atlatilma
riskleri bulunur (Yao vd., 2024).

Monoklonal antikorlar

TUimor hiicre antijenlerini tanimak amacl tretilirler ve saglikli
dokulara ¢ok az miidahale ederler. Bagisiklik sistemi aktivasyonu,
timor biiylimesinin inhibisyonu ve sitotoksik ajanlarin iletimi gibi
mekanizmalar aracilifiyla calisirlar. Antikorlar bagisiklik kontrol
noktasini bloke eder. PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 proteinlerini hedef
alirlar. T hiicre aktivitesini geri kazandirirlar. Bagisiklik sisteminin
timorleri tespit edilerek yok etmelerine yardimci olurlar. Ayrica
radyoimmiinoterapi amaciyla hematoloji tiimdrlerde kullanilirlar
(Justiz-Vaillant vd., 2025).

Sitokinler

Immiinositokinler, sitokinlerin tiimdre spesifik antikorlarla
flizyonu yoluyla bagisiklik aktivasyonunu hedef alir, sistemik
toksisiteyi azaltici etkileri vardir. Interldkin (IL)-2, IL-12 ve IL-15
sitokin bazli tedaviler i¢in kullanilmaktadir (Berraondo vd., 2025).

Sonu¢

Kan kanserlerinde ilerlemeyle birlikte solid kanserlerde
tedaviler gelisime muhtactir. T hiicrelerine yonlendirmek amaciyla,
biyobozunur  polimerik  nanotasiyicilar  formiile  edilebilir.
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Hedeflenen toksisite, tiimor dis1 dokulardaki istenmeyen etkiler ve
tiimor degiskenligi mutlaka g6z onilinde tutulmalidir.
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BOLUM 2

ORAK HUCRE HASTALIGINDA YENI TEDAVi
YAKLASIMLARI VE GEN TERAPISI

ALI KEMAL ZIiREK*
Giris
DNA ve Genetik Hastaliklar

DNA, biyolojik diinyada ¢ok hassas bir bilgi kopyalama ve
depolama polimeridir. Insan hiicrelerinde béliinme aninda
DNA’larinda farkli mutajen etkilerle degisiklikler meydana gelerek
mutasyonlar olusur. DNA mutasyonlar1 organizmaya giiclii bir
cevresel uyum ya da genetik hastaliklar kazandirir. Toplumlarda sik
goriilen genetik rahatsizliklar; kanser, kistik fibrozis, Alzheimer,
Down sendromu ve orak hiicre hastaligidir (Samir, 2024).

Hemoglobin

Hemoglobin (Hb), temel gorevi oksijen tasimak olan
eritrositlerin tetramerik proteinidir. Iki alfa iki farkli yapr igeren
insan Hb’si fetal donem disinda her birinde demir tasiyan hem
bulunan dort zincir kiimelenmesinden olusur. o globin zinciri 16. ve
B globin zinciri 11. kromozomdaki globin gen toplulugu tarafindan

! Dr. Ogr. Uyesi, Hakkari Universitesi, Saghk Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu,
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kodlanir. Bebeklik doneminin basinda, (Hemoglobin F) HbF’in
yerini (Hemoglobin A) HbA alir. Yetiskin donemde eritrositlerde
HbA o,B,, HbA2 a,8, ve HbF ise ayy, globin zincir yapilarinda
bulunur (Firth, 2009; Harteveld, 2014; Lidonnici vd., 2023).
Hemoglobin alt birimi alfa (HBA1 ve HBA2) ve hemoglobin
altbirimi beta (HBB) lokuslar1 iki polipeptid zincirin yapisinda
gorevli gen kiimeleridir. Ayrica HBG1 ve HBG2 y-alt birimini,
HBD 6-alt birimini, HBE1 ise e-alt birimini, HBZ (-alt birim,
HBQI1 0-alt birim,kodlayan 6rnek genlerdir (Anashkina vd., 2023).
a genleri 16. kromozom, B genleri 11. kromozom {izerinde bulunur.
Beta globinde tek nokta mutasyonlarinda orak hiicreli anemi
meydana gelir. Beta zincir sentezinin olmamasi B’ ve talasemiye
neden olur. Beta globinin az miktarda olmas1 ise B’ ve talasemiye
neden olur (Lidonnici vd., 2023).

Hemoglobin A

Hemoglobin A yetiskinlikte ana hemoglobindir. iki alfa ve
iki beta globin zinciri olmak {izere farkli alt birimlerden (o, ;)
olusur. Beta globin zincirlerini kodlayan tek gen, kromozom 11'in
kisa kolunda beta globin gen kiimesinde bulunur ve alfa globin
zincirlerini kodlayan iki gen, kromozom 16'nin kisa kolunda a-
globin gen kiimesinde bulunur. HBB gen lokusunda nokta
bozulmalar ile 280 kadar beta talasemi varyanti olusmaktadir.
HBA1 ve HBA2 genlerinde, alfa globin gen kiimesindeki
delesyonlar sonucu 100 kadar alfa talasemi varyant1 olusmaktadir
(Traeger-Synodinos vd., 2015).

Hemoglobin S

Hemoglobin S, Afrika ve Akdeniz cografyasinda bireyleri
muhtemelen sitmadan koruma amacl diger alanlara gore daha
yiiksek izlenir. Bu avantajin yaninda HbS, ciddi sorunlara yol agar.
HbS, HBB geninde mutasyon gecirmis beta-globin alellerinin
kalittmiyla meydana gelir. B-globin geninin altinct kodonunda
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GTG' nin GAG (GAG—GTG ve CTC—CACQ), ile yer degistirdigi
tek bir niikleotid polimorfizmi s6z konusudur. Bunun sonucunda
normal beta globin geninde 6. sirasinda hidrofilik glutamik asit
bulunurken bunun yerine mutasyon sonucu hidrofobik bir valin
gelir. Mutasyon sonucu uzun, 7 ¢ift zincirden olusan, 14 zincirli
polimer yapilar olusur. Bu polmerizasyonun Ozellikle kilcal
damarlarda 6nemli etkileri vardir. HbS eritrositlerin dogal olarak
oksijensizlesmesine ve orak, yarim ay seklinde doniismesi neden
olur ve 120 giinliik 6miirlerinin 10-20 giine diismesinin yaninda
deforme, sert ve kirilgan olmalarina neden olur (Ashley-Koch vd.,
2000; Rotter vd., 2005; Kanter ve Kruse-Jarres, 2013; Ware
vd.,2017; Inusa vd., 2019; Sundd vd., 2019).

Orak Hiicre Hastahg

Orak hiicre hastaligi (OHH), sitmaya karst sagladigi
koruyucu etkiyle iliskili 6zglin bir cografi dagilim sergileyen,
otozomal resesif kalitilan bir hemoglobin bozuklugudur. En sik
Sahra alt1 Afrika, Hindistan ve Orta Dogu’da goriilmekle birlikte,
kiiresel gd¢ hareketlerinin artmasiyla giiniimiizde diinya genelinde
onemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Hastanin OHH ile
dogabilmesi ic¢in hastaligin her iki ebeveynde bulunmasi sarttir.
OHH, Hb beta alt birimini kodlayan HBB geninin 17.
pozisyonunda tek bir niikleotid polimorfizmi ile ortaya ¢ikan bir
hastalik grubunu kapsar ve beta-S (BS) alelinin homozigotlugu
sonucunda ortaya g¢ikar. Yani iki beta globin geni de mutasyona
ugrar ve bu beta genlerinden biri orak hemoglobin mutasyonundan
etkilenmistir. Normal hemoglobin HbAA seklindedir. Heterozigot
HbAS (Bir B° alleli tasiyan bireyler sadece tastyicidir, hastahik
tasimaz), homozigot ise HbSS (iki B%/B* alleli tasiyanlara orak
hiicre anemi hastalar1 denir) olarak ifade edilebilir. Orak
hemoglobin C hastaligi (HbSC) ise hafif hemolitik anemi ve nadir
akut ve kronik komplikasyonlar veren bir B® bir p€ aleli veya bagka
bir nokta mutasyonla ifade edilen genotiptir. Oksijensiz HbS
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polimerlesip eritrositi sertlestirir. (Serjeant, 2010; Williams, 2016;
Kato vd., 2018; Sundd vd., 2019; Ballantine ve Tisdale, 2025;
Cavazzana vd., 2025; Scaramellini vd., 2025).

Patogenez

Orak hiicre hastalarinda kirmizi kan hiicreleri asidik
ortamda deoksijenasyonda geri doniisiimlii bir sekil degisikligine
ugrar. Hiicreler sertlesir, polimerizasyona ugrar ve orak bi¢ciminde
hiicreler olusur. Oksijene maruz kaldiginda diizelen hiicre ve zar
yapisi, hastalik seyri ile siirekli maruziyette orak seklinde kalir.
Polimerizasyon ile hasta hiicrelerinde HbS konsantrasyonu
arttiginda taktoid de denilen kati kristaller meydana getirir (Inal ve
Arpaci, 2021; Humbatov, 2013).

Epidemioloji

Orak hiicre anemisi diinya capinda 7.7 milyon insani
etkileyen yaygin genetik bir hastaliktir (Lancet, 2023). Diinyada en
yogun Sahra Alt1 Afrika’da goriiliir. Afrika’da her yil yaklasik
240.000, Giineydogu Asya’da 43.000, Amerika’da 13.000
(cogunlugu siyah ve Afrika kdkenli Amerikal1), Akdeniz bolgesinde
10.000, Avrupa'da 3.500 yenidogan OHH ile dogmaktadir. Yetersiz
hizmet alamayan, dogurganlik oranlari yiiksek olan toplumlarda
yaygin olan bir hastalik oldugu i¢in bu oranlar her yil % 13,7
civarinda artmaktadir. OHH’l1 erkeklerde kadinlara gére % 9 daha
yaygin 0liim oranlari mevcuttur. Hastaligin geng yas 6liim sebepleri
arasinda septisemi, yaslilarda ise pek ¢ok organda hasar1 vardir.
Tirkiye’de her 1000 kisiden yaklagik 2-3’ii hastalik tasiyicisi,
yaklasik 1200 hasta vardir. Antakya, Adana, Igel, Tarsus, Ceyhan,
Mersin ve Kuzey Kibris gibi bolgelerde her yiiz kisiden 3-44’1i risk
tasimaktadir (Antmen, 2009; Williams, 2016; Aytag, 2021; Bathla,
2024). Yayinlanan bir calismada diinya genelinde 2010°da dogan
HbSS’1i ¢ocuk sayis1 312.302°dir (Ware vd.,2017).
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Tam

Bazi fenotiplerde ve tastyici bireylerde klinik semptomlarin
goriilmemesi nedeniyle gozden kacgabilir. Ancak, biyokimya
testlerinden HbAlc’nin HPLC yoéntemi ile calisilmasi sirasinda
HbS pikinin goriilmesi ile tesadiifen hastalik tespit edilebilir. Tam
kan sayimi ve periferik yaymada Hb ve Hct diisiik, MCV, MCH ve
MCHC normal, RDW yiiksektir. Retikiilositler artmigtir. Kapiller
elektroforez ve HPLC yontemi ile HbS pikinin goriilmesi taniy1
molekiiler olarak tespit eder. Ayrica gap-PCR ve MLPA analizi,
orak hiicre hastalifi, Hb varyantlar1 ve talasemi vakalarinda kesin
tanida yardimci olur. Tamida deneyimli laborant, genetik¢i ve
hematolog teshisi kolaylastirir (Antmen, 2009; Harteveld vd.,
2022).

HbAlc HPLC cihaz1 ile calisilirken uygun mobil faz ve
sabit faz ile HbS tesadiifen tespit edilebilir (Giiven vd., 2011).

Komplikasyonlar

HbSS hastalar1 diger genotiplere nazaran daha sik ve
siddetli orak hiicre hastaligi komplikasyonlar1 yasamaktadir.
Anemi, enfeksiyon hastaliklari, vazo-okliizif krizler, bdbrek
hastaliklar1 gibi komplikasyonlar HbSS hastaliginda daha yaygin
komplikasyonlardir. HbSC’de ise siddetli proliferatif retinopati
daha yaygin goriiliir (Sussman vd., 2024).

Vazo-okliizyon

Orak hiicre hastalig1 olan hastalarin tiimiinde en az bir kez
etkileyen epizodik bir krizdir. Orak hiicre seklini alan eritrositler
kan akisin1 belli bolgelerde engeller ve doku hipoksisi olusur.
Iskemi, 6dem, agr1, nekroz ve organ hasari olusur. Agr1 daha ¢ok
sirtta, gogliste veya ekstremitelerde gelisir. Fiziksel stres,
enfeksiyonlar, ates, dehidratasyon, asidoz, riizgar hizi, soguk,
yagmur ve hava kirliligi tetikleyici faktorlerdendir. Hastalarin iyi
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oksijen almasi, solunum semptomlarinda hastaya oksijen
uygulanmasi, normal su almasi ve gerekli durumlarda intravenoz
stv1 takviyesi, yemek yemesi, uyumasi yararlidir (Inusa vd., 2019;
Bjorkman vd., 2024).

Agn Krizleri

Vazo-okliizif krizler veya agr krizleri, orak hiicreli
eritrositler tarafindan kan damarlarinin tikanmasi sonucu olusan
siddetli agr1 ataklaridir. Daha sonra dokularda iskemi ve
iltthaplanma goriiliir. Gogiis, karin, kemik ve eklem bdlgelerinde
agrilar olusur (Elendu vd., 2023; Taher vd., 2025).

Anemi

Eritrositlerin hizla hemolize ugramasi sonucunda sarilik ve
kronik hemolitik anemi gelisir. Artan bilirubin diizeyleri safra tasi
olusumuna zemin hazirlar. Anemi; yorgunluk, halsizlik, solukluk ve
nefes darhigi gibi klinik bulgularla kendini gosterir. Diisiik
hemoglobin diizeylerine bagl olarak gelisen doku hipoksisi ve sok
tablosu olusur (Inusa vd., 2019; Elendu vd., 2023; Taher vd., 2025).

Fel¢

Beyindeki kan damarlar orak hiicreli eritrositler tarafindan
tikanir ve iskemik felce yol agar (Inusa vd., 2019; Elendu vd.,
2023; Taher vd., 2025).

Organ hasar

Orak hiicre hastaligt uzun siiregte dalakta fonksiyonel
aspleniye, akut bobrek hasari, kronik bobrek hastaligina yol agar.
Gozlerde retinopati, kemikler de ise avaskiiler nekroz riskini artirir.
Ayrica safra kesesinde bilirubin ¢okelmesi sonucu safra tasi ve
kolesistit gelisebilir (Inusa vd., 2019; Elendu vd., 2023).
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Enfeksiyonlar

Orak hiicreli hastalar 6zellikle ¢cocukluk ¢aginda pnémont,
menenjit ve septisemi benzeri ciddi bakteriyel (Pneumococcus,
Meningococcus, Haemophilus influenzae, ve Salmonella gibi
bakteriler) enfeksiyonlara maruz kalirlar (Meremikwu ve Okomo,
2016).

Tedavi

Akut ve kronik komplikasyonlar i¢in ilag ve gen
terapilerinin yaninda 1sitma, hidrasyon, oksijen, antibiyotik
tedavisi, agr1  i¢cin  opioidlerle tedavi  vardir.  Ciddi
komplikasyonlarda, dondér kan transfiizyonu veya degisim
transfiizyonu ve selasyon tedavisi 6nemlidir (Hardouin vd., 2023;
Kabrah, 2025; Taher vd., 2025).

Ila¢ Tedavileri

Geri kalmis ilkelerde (Afrika gibi) OHH ile dogan
cocuklarin % 50’1 kadar1 5 yasina gelmeden hayatini kaybeder.
Gelismis iilkelerde ise tibbi olanaklar sayesinde 40-45 yasa kadar
yasam siirelerine ulasirlar. Nitekim hastalar, kisalmis yasam siiresi
boyunca ciddi semptomlar ve ¢ok sayida komplikasyonla miicadele
etmek zorunda kalmaktadir. Hastaligin klinik yiikiinii azaltmada
uzun siiredir 6nemli bir yere sahip olan hidroksiiire tedavisi ve
eritrosit degisim transfiizyonlarina ek olarak, son yillarda kullanima
giren L-glutamin, crizanlizumab ve voxelotor gibi ajanlarin da
kronik semptomlarin hafifletilmesinde etkili oldugu gosterilmistir.
OHH tedavilerinde ilk denenen ilag 1995°te hidroksiiiredir. Bu ilag
ozellikle vazo-okliizif krizlerin sikligin1 yar1 yariya azaltir.
Caligsmalarda HbF’yi indiikledigi, notrofil sayisini azalttig: bilinir.
Boylece hastaneye yatis siireleri, 6lim sayilari ve organ hasarlar
azalir (Crossley vd., 2022; Cavazzana vd., 2025). L-glutamin,
krizanlizumab ve vokselotor onaylana 3 yeni ilactir. Yapilan klinik

calismalarda, plaseboya gore L-glutaminin, hastaneye yatist %33
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diisiidiigi ve hastanede ortalama kalis siiresini de 11°den 7 giine
diistirdiigli  gosterilmistir. Bunun yaninda crizanlizumab, agn
krizlerini yilda 2,98'den 1,63'e disiirdiigli, voxelotorun ise
hemoglobini en az 1 g/dL artirdig1 raporlanmistir (Kavanagh vd.,
2022; Newman vd., 2023).

HbF indiiksiyonu

Orak hiicre hastalarinda dogumdan birka¢ ay sonraya kadar
belirtiler ortaya ¢ikmaz. Bunun nedeni fetal hemoglobinin biiyiik
kisminin  hentiz HbS ile degismemis olmasindandir. Fetal
hemoglobinin kalitsal devamliligt (HbS/HPFH) orak hiicre
hastaligina nazaran gorece iyidir. Yiikselmis HbF diizeyleri, HbS
icerigini azaltir ve HbS polimerizasyonunu geciktirir (Ngo, 2012;
Eaton, ve Bunn, 2017). HbF Hidroksiiire birincil tedavidir. (Pecker
ve Lanzkron, 2021).

Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

Allogenik insan 16kosit antijeni eslesmesi gerektiren bir
uygulamadir. HLA uyumlu dondr bulunabilirligi, sosyokiiltiirel ve
ekonomik kosullar bu tedavi yonteminde belirleyicidir. 5 yas alti
cocuklarda ya da 5-18 yas aralifinda OHH komplikasyonlarindan
rahatsizlanan hastalarda greft reddi sonucunda uygulanir
(Raghuraman vd., 2024; Ball vd., 2025) Kemik iligi nakli
tedavisinin kisirlik, organ disfonksiyonlari, tedaviyle iligkili
oliimler, enfeksiyon, greft-versus-host hastaligt (GVHD) ve greft
reddi gibi nakil ile iligkili komplikasyonlar acisindan
degerlendirilmesi gerekir (Buchanan vd., 2010; Gluckman vd.,
2017; Orkin ve Bauer, 2019; Ball vd., 2025).

Genom Diizenleme

Gen diizenleme teknolojileri, belirli dizilerin diizeltilmesi,
silinmesi, eklenmesi ve bozulmasi aracilifiyla hastalik nedeni
genleri kalic1 olarak degistirme prensibine dayanir. Ornegin orak
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hiicre hastaligi olan bir hastadan kan kok hiicreleri almip, -
globinde hastaliga neden olan mutasyon diizeltilmesi yapilir. Yani
B-globinin yerine y-globinin ekspresyonunu aktive edilir. Genom
diizenleme ile olusturulan bu kok hiicreler hastaya geri nakledilir
ve bu asamadan sonra normal fizyolojide eritrositler iiretilmeye
baslanir. Istem dis1 nokta mutasyonlar, delesyonlar, eklemeler veya
ters cevirmeler hedef dis1 genom diizenlemesi agisindan goz
onlinde bulundurulmasi gereken noktalardir (Park ve Bao, 2021;
Hardouin vd., 2023; Lidonnici vd., 2023; Ball vd., 2025).

Gen Terapisi

Gen terapisi, kanser basta olmak {izere genetik bozukluklar
ve bulasic1 hastaliklarin klinik ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Viral vektorler yaygin kullanilan gen aktarim aracilaridir. Bu
amagcla retroviral ve adenoviral vektorler oldukga etkin ve giivenli
terapOtik gen degisimi saglar (Arabi vd., 2022). Orak hiicre
hastaliginda Vazo-okliizif 6ykiisii olan 12 yas ve ilizeri hastalarda
kullanilabilen bu tedaviler maliyetli olmasinin yaninda OHH
hastlar1 i¢in biiylik bir kazanimdir. Modifikasyon ve reinfiizyon
islemleri i¢in hastanin kemik iligi veya periferik kanindan otolog
hematopoietik progenitdr hiicreler (HSPC) toplanir ve oraklasmay1
azaltmak icin ex vivo ortamda HSPC'yi genetik olarak modifiye
etmek. Bu hiicrelerin kemik iligine geri inflizyonundan &nce
sartlandirma kemoterapisi uygulanir. Hastanin kendi 6nciil ve kok
hiicrelerinin kullanilmas: sonucunda Graft-versus-host hastalig
(GVHD) riskini azalir. Gen terapisinin etkinligini HSPC doz ve
kalitesi ve alict kemik iligi mikrogevresi belirler. Gen trapileri
olarak onaylanan iki yontem vardir. Biri Lovo-cel olarak bilinir ve
orak hiicrelere modifiye edilmis B-globin geni iletmek amaciyla
lentiviral bir vektor kullanir. Digeri ise viral olmayan bir gen
terapisidir. Exagamglogene autotemcel (exa-cel) olarak bilinir ve
otolog CD34+ hematopoietik kok ve HBSC’lerin BCL11A (HbF
baskilayict) geninin eritroid-spesifik giiclendirici bolgesindeki ex
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vivo dilizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri
(CRISPR)-Cas9 sistemi yoluyla fetal hemoglobin sentezini yeniden
etkinlestirir. Bu tedavilerde hastalarin yaklasik % 90’1inda 12 aydan
fazla siire boyunca vazo-okliizif krizleri diizelir (Jayavaradhan ve
Malik, 2018; Lancet, 2023; Lidonnici vd., 2023; Frangoul vd.,
2024; Tang ve Shan, 2024; Jones vd., 2025).

Gilinlimiiz gen tedavisinde, inflizyon isleminden yaklasik 1
ay sonra tutunma olur. Tutunma siirecinde, hastalarin immiin
sistemi baskilanir ve transfiizyon kaynakli GVHD riski oldugundan
transfizyon gerekli olabilir. Hastalarda isinlanmis kan {iriinleri
kullanilir. Tutunma gergeklestiginde, terapdtik gen iirlinlerinin
kullanimi1 1-3 yi1l arasinda takip edilir (Tang ve Shan, 2024).

Sonu¢

Orak hiicre hastalif1 tedavisi amaciyla yukarida sayilan
tedavilerin bir kismi kemoterapi kosullariyla ex vivo hiicre
izolasyon prosediirlerini icermektedir. Biiyiik bir kismi1 ekonomik
acidan geri kalmus iilkelerde ulasilmazdir. Bu agidan daha ucuz ve
ulasilabilir gen diizenleme islemlerinin in vivo olarak gelistirilmesi
ve gerceklestirilmesi gerekir. Bu pahali ve komplike bir uygulama
merkezi gerektirmediginden tiim diinyada uygulanabilir olacaktir.
Bununla birlikte gen terapisinin orak hiicre hastaliginda kiiratif
tedavi segenedi olmasi yakin gelecekte biiyiik kazanim olacaktur.
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BOLUM 3

Gida Giivenliginde Genetik Analizlerin Gelecegi:
Potansiyeller, Stmirhliklar ve Bilimsel Gerceklik

Mustafa AY?!

Giris

Gida giivenligi, uzun yillar boyunca kiiltiirel yontemler,
mikrobiyolojik sayimlar ve kimyasal analizler iizerine temellenmis
klasik bir yaklasim izlemistir. Ancak artan kiiresel ticaret,
karmagiklasan tedarik zincirleri ve gida kaynakli salginlarin
cesitlenmesi, daha hizli ve yiiksek duyarhilia sahip analiz
tekniklerine olan gereksinimi arttirmistir (Scallan & ark., 2011). Bu
baglamda molekiiler biyoloji ve genetik analizler, gida giivenliginde
dontlistim yaratan teknolojiler olarak 6ne ¢ikmaya baslamistir.

Genetik testlerin gida alanina entegrasyonu &zellikle
Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) kesfinden sonra hiz
kazanmis, 2000’11 yillarla birlikte ger¢ek zamanli PZR (qPZR) (Heid
& ark., 1996), DNA barkodlama (Hebert & ark., 2003), mikrodizi
bazli platformlar ve tam genom dizileme (Whole Genome
Sequencing; WGS) gibi yontemlerin yayginlagsmasiyla biiylik bir
ivme kazanmistir. Gliniimiizde metagenomik (Quince & ark., 2017),
digital PZR (Hindson & ark., 2011), CRISPR-tabanli tespit
sistemleri (Gootenberg & ark., 2017) ve tasmabilir sekanslama
teknolojileri (Oxford Nanopore) gida giivenligi laboratuvarlarinda
giderek daha fazla kullanilmaktadir.
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Sekil 1: Gida Giivenliginde Genomik ve Metagenomik
Yaklasimlarin risk Degerlendirme, Izlenebilirlik ve Karar Destek
Stireclerindeki Yeri
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EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2019 dan uyarlanmustir.

Genetik testlerin gida giivenliginde 6nem kazanmasinin
baslica nedenleri arasinda; hizli, yiiksek duyarlilik ve o6zgiilliik,
kaynak dogrulama, gida hileciliginin tespiti, antimikrobiyal direng
izleme ve mikrobiyal ekosistemin biitlinciil analizi yer almaktadir
(EFSA BIOHAZ Paneli, 2019; FDA, 2020). Ayrica ISO 23418, ISO
16140 ve Dbenzeri standartlarin yayimlanmasi, molekiiler
yontemlerin validasyonu ve gida giivenligi yonetim sistemlerine
entegrasyonu i¢in gii¢lii bir regiilasyon zemini olusturmustur.

Bununla birlikte genetik analizler sinirsiz degildir. Gida
matrislerinde DNA izolasyonunu zorlagtiran inhibitorler (Schrader
& ark., 2012), oli hiicre DNA’sinin yanlis pozitif sonuglara yol
acmasi (Emerson & ark.,, 2017), metagenomik verilerin
yorumlanmasindaki karmasiklik (Billington & ark., 2022),
laboratuvarlar arasi standardizasyon eksikligi ve yliksek maliyetler,
bu teknolojilerin gida sektoriinde rutin kullanimini kisitlamaktadir.

--35--



Bu kitap boliimili, genetik analizlerin gida giivenligi
alanindaki mevcut durumunu potansiyeller, sinirliliklar ve bilimsel
gerceklik ekseninde ele almayr amaglamaktadir. ilk olarak temel
uygulama alanlar1 sistematik olarak sunulacak, ardindan giicli
yonler ve teknik kisithiliklar bilimsel acidan tartisilacaktir. Son
olarak diizenleyici boyut ve gelecege yonelik teknolojik egilimler
degerlendirilerek gida giivenliginde genetik analizlerin gergekei bir
cercevede nasil konumlanmasi gerektigine yonelik kapsamli bir
degerlendirme yapilacaktir.

Genetik Testlerin Gida Giivenligindeki Temel Uygulama
Alanlar

Genetik analizler, gida giivenligi alaninda biyolojik risklerin
tanimlanmasi, izlenmesi ve kontrol altina alinmasinda merkezi bir
konuma sahiptir. Molekiiler biyoloji temelli bu yaklasimlar, klasik
kiiltiir ve fenotipik yoOntemlerin zaman, duyarlilik ve kiiltiire
edilebilirlik gibi sinirhiliklarini agarak patojen mikroorganizmalarin
hizl tespiti, iirlinlerin tiir ve orijin dogrulamasi, gida hileciliginin
ortaya ¢ikarilmasi ve toksijenik potansiyelin degerlendirilmesi gibi
kritik alanlarda Onemli avantajlar sunmaktadir. Ayrica fermente
gidalar ve probiyotik liriinlerde sus diizeyinde tanimlamaya olanak
tanimasi, genetik testleri yalnizca giivenlik degil, kalite ve siire¢
kontrolii agisindan da vazge¢ilmez kilmaktadir. Bununla birlikte, her
uygulama alani kullanilan yontemin teknik kapasitesi, biyolojik
baglami1 ve elde edilen verilerin risk degerlendirme siirecglerine
entegrasyonu dikkate alinarak ele alinmalidir. Bu boliimde genetik
testlerin gida glivenligindeki baslica uygulama alanlari, olanaklar1 ve
siirliliklart birlikte degerlendirilmektedir (Law, 2015; Quince,
2017; Jagadeesan & ark., 2019; EFSA BIOHAZ Paneli, 2019).
Patojen ve Bozulma Mikroorganizmalarimin Tespiti

Patojen ve bozulma mikroorganizmalarmin hizli ve giivenilir
bicimde tespiti, gida gilivenliginde risk yOnetiminin temelini
olusturmaktadir. Klasik kiiltiir temelli yontemler yiliksek 6zgiilliik
sunmakla birlikte uzun analiz siireleri ve baz1 mikroorganizmalarin
kiiltiire edilememesi nedeniyle uygulamada Onemli sinirliliklar
tasimaktadir. Bu nedenle PZR ve tiirevlerine dayali genetik
yontemler, son otuz yilda gida mikrobiyolojisinde temel tespit
araclar1 haline gelmistir (Law, 2015).
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Konvansiyonel PZR ve ger¢cek zamanli PZR (qPZR),
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7
ve Campylobacter spp. gibi baslica gida kaynakli patojenlerin hizli
ve zgiil tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle qPZR,
kantitatif veri saglamasi ve kapali sistem yapis1 sayesinde resmi
kontrol analizlerinde tercih edilmektedir (Hoorfar, 2003). Bununla
birlikte gida matrislerine 6zgii PZR inhibitdrleri ve 6lii hiicrelere ait
DNA’nin amplifikasyonu, sonuclarin yorumlanmasinda dikkate
alinmas1 gereken sinirliliklar arasinda yer almaktadr.

Sekil 2: Gida kaynakli patojenlerin tespitinde konvansiyonel
(BAM) ve sekanslama temelli yontemlerin karsilastirmali is akist.
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Current Opinion in Food Science

Banerjee, G., Agarwal, S., Marshall, A., Jones, D. H., Sulaiman, I. M., Sur, S., &
Banerjee, P. (2022). Application of advanced genomic tools in food safety rapid
diagnostics: Challenges and opportunities. Current Opinion in Food Science, 47,
100886. https://doi.org/10.1016/j.cofs.2022.100886

Dijital PZR (dPZR), diisiik hedef kopya sayilarinin tespiti ve
mutlak  kantitasyon gerektiren uygulamalarda 6nemli bir
tamamlayict yontem olarak ©One c¢ikmaktadir. Reaksiyonun g¢ok
saylida mikro bolmeye ayrilmasi sayesinde standart egrilere ihtiyag
duymadan mutlak DNA miktarinin belirlenebilmesi, 6zellikle
kompleks gida matrislerinde dogrulugu artirmaktadir (Huggett,
2013).
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Yeni nesil dizileme (NGS) temelli metagenomik yaklasimlar
ise hedefe yonelik analizlerin otesine gegerek gida orneklerindeki
tiim mikrobiyal toplulugun es zamanli olarak degerlendirilmesine
olanak tanimaktadir. Shotgun metagenomik analizler, patojenler,
bozulma mikroorganizmalar1 ve potansiyel viriilans genlerinin
birlikte incelenmesini miimkiin kilmaktadir (Quince, 2017). Ancak
DNA varligr ile canli ve risk olusturan mikroorganizma varhig
arasindaki ayrimin yapilamamasi, kantitatif esiklerin belirsizligi ve
biyoinformatik standartlarin eksikligi, bu yaklasimlarin rutin
uygulamalardaki temel smirliliklaridir (Jagadeesan & ark., 2019;
EFSA BIOHAZ Paneli, 2019).

Uriin Orijininin ve Tiir Dogrulamanin Genetik Temeli

Kiiresel ticaretin ve karmasik tedarik zincirlerinin artmasi,
iirlin orijini ve tlir kimliginin dogru bi¢cimde belirlenmesini gida
giivenligi agisindan kritik bir gereklilik haline getirmistir. Tiir yanlis
etiketleme ve ekonomik motivasyonlu hileler, yalnizca tiiketici
giivenini zedelemekle kalmayip alerjen riski ile etik ve dini
hassasiyetler acisindan da ciddi sonuglar dogurabilmektedir. Bu
baglamda genetik analizler, morfolojik ve kimyasal yontemlere
kiyasla daha yiiksek 6zgiilliikk sunmaktadir (Haider & ark., 2012).
DNA barkodlama, tiir dogrulamada en yaygm kullanilan
yaklagimlardan biridir. Hayvansal gidalarda mitokondriyal COI
geni, bitkisel irlinlerde ise rbcL ve matK genleri siklikla
hedeflenmektedir (Hebert, 2003). Mitokondriyal DNA nin yiiksek
kopya sayisi, Ozellikle islenmis gidalarda yontemin basarisini
artirmaktadir. Bununla birlikte, yakin akraba tiirlerin ayrimi ve ¢ok
bilesenli iirlinlerde barkodlama sinirli kalabilmektedir.

Bu nedenle tek niikleotid polimorfizmlerine (SNP) dayali
yontemler, tiir diizeyinin Otesinde popiilasyon yapist ve cografi
koken bilgisi sunarak oOzellikle et ve balik {irlinlerinde ileri
izlenebilirlik uygulamalarinda 6énem kazanmistir (Ogden, 2010;
Nielsen & ark., 2012). Ayrica metabarkodlama yaklasimlari, ¢oklu
tiir iceren gidalarda es zamanli tespit olanagi saglamaktadir; ancak
referans veri tabanlarmin kapsami ve kantitatif giivenilirlik halen
tartisma konusudur (Staats & ark., 2016; Jagadeesan & ark., 2019).
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Gida Hileciliginin Genetik Izlenmesi

Gida hileciligi, iirtin bilesiminin veya etiket bilgilerinin
kasitli olarak degistirilmesini iceren karmasik bir risk alanidir. Bu
baglamda genetik izleme, yalmizca tiir dogrulamasina degil,
beklenmeyen veya  gizlenmis  bilesenlerin  saptanmasina
odaklanmaktadir (Spink & Moyer, 2011).

qPZR ve dPZR tabanl yaklagimlar, hedef DNA’nin kantitatif
olarak  belirlenmesine olanak taniyarak iz  diizeyindeki
kontaminasyon ile kasith adulterasyonun ayriminda kritik rol
oynamaktadir (Floren & ark., 2015; Koppel & ark., 2020). Bal, siit
iiriinleri ve baharatlar gibi kompleks gidalarda ise polen DNA
profilleri veya beklenmeyen bitkisel/hayvansal DNA desenleri
dolayli genetik gostergeler olarak degerlendirilebilmektedir
(Galimberti & ark., 2013; Staats & ark., 2016).

Metabarkodlama yaklasimlari ¢oklu tiirlerin es zamanli
tespitinde yiiksek duyarlilik saglamakla birlikte, “DNA tespiti” ile
“ekonomik a¢idan anlamli hile” arasindaki sinirin net bi¢imde
tanimlanamamasi nedeniyle resmi denetim siireglerinde temkinli
kullanilmaktadir (Jagadeesan & ark., 2019).

Toksijenik Suslarin Belirlenmesi ve Mikotoksin Riskinin
Ongoriisii

Mikotoksinler, diisiik konsantrasyonlarda dahi ciddi toksik
etkilere sahip olup gida giivenligi acisindan 6nemli bir risk
olusturmaktadir. Genetik analizler, toksin iiretme potansiyeline sahip
mikroorganizmalarin  erken asamada tanimlanmasina olanak
tantyarak kimyasal analizleri tamamlayic1 bir rol iistlenmektedir
(Pitt & Miller, 2017: 45).

Aflatoksinler i¢in afl, fumonisinler i¢in fum ve trikotekenler
icin tri gen kiimeleri, toksijenik suslarin belirlenmesinde yaygin
olarak hedeflenmektedir. Ancak bu genlerin varligi, gercek toksin
iretimini garanti etmemekte; yalnizca potansiyel risk hakkinda bilgi
sunmaktadir (Vegi & Wolf-Hall, 2013: 12). Toksijenik potansiyelin
genetik olarak belirlenmesi, mikotoksin iiretiminin her kosulda
gerceklesecegi anlamina gelmemektedir. Nitekim, Fusarium
tirlerinde deoksinivalenol iiretiminin, toksin biyosentez genlerinin
varligindan ziyade sicaklik, su aktivitesi ve ¢cevresel stres kosullarina
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bagli gen ekspresyon dinamikleriyle sekillendigini gostermistir.
(Schmidt-Heydt & ark., 2011: 121-123)

Metagenomik yaklasimlar kiif topluluklarini ve toksijenik
gen repertuarin1 es zamanl degerlendirebilse de, canlilik ve gen
ekspresyonu hakkinda dogrudan bilgi saglamamaktadir (Jagadeesan
& ark., 2019: 8). Bu nedenle genetik verilerin kimyasal toksin
analizleriyle birlikte yorumlanmasi  gerekmektedir (EFSA
CONTAM Panel, 2020: 15).

Fermente Gidalar ve Probiyotiklerde Sus Diizeyi Tanimlama

Fermente gidalar ve probiyotik iiriinlerde mikrobiyal varlik,
iiriin kalitesi ve fonksiyonel 6zelliklerin temel belirleyicisidir. Bu
iriinlerde tiir diizeyindeki tanimlamalar c¢ogu zaman yetersiz
kalmakta; saglik iddialar1 ve giivenlik degerlendirmeleri sus
diizeyinde dogrulama gerektirmektedir (Hill & ark., 2014: 12; Marco
& ark., 2017: 8).

Tam genom dizileme (WGS), sus diizeyi ayurt edicilik
saglamasinin yani sira antibiyotik direng genleri ve viriilans
faktorlerinin degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Bu yoniiyle
WGS, kalite ve glivenlik unsurlarint ayni g¢ercevede ele alan giiclii
bir aragtir (Salvetti & ark., 2016; Salvetti & ark., 2018; EFSA
BIOHAZ Paneli, 2018: 9). Metagenomik yaklasimlar fermantasyon
dinamiklerini izleyebilse de, ¢cogu durumda sus diizeyinde kesin
ayrim i¢in WGS veya Kkiiltiir temelli analizlerle desteklenmesi
gerekmektedir (Ercolini, 2013: 5).

Sonu¢ olarak fermente gidalar ve probiyotiklerde genetik
analizler, yalnizca risklerin smirlandirilmasina degil, {riin
standardizasyonunun saglanmasima ve fonksiyonel iddialarin
bilimsel temellere dayandirilmasina da katki sunmaktadir. Ancak
genetik verilerin baglamindan koparilarak pazarlama amagl
kullanilmamasi, bilimsel gilivenilirligin korunmasi agisindan kritik
oneme sahiptir.

Genetik Analizlerin Gida Giivenligindeki Giiglii Yonleri Ve

Potansiyel Katkilar:

Genetik analiz temelli yaklagimlar, gida giivenligi alaninda
klasik kiiltiir temelli ve kimyasal yontemlere kiyasla Onemli
avantajlar sunmaktadir. Bu avantajlarin temelinde, molekiiler
biyoloji tekniklerinin sagladig1 yiiksek hassasiyet, 6zgiilliik ve hiz
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yer almaktadir. Ozellikle PZR ve tiirevleri, diisiik diizeyde
kontaminasyon igeren Orneklerde dahi hedef mikroorganizmanin
giivenilir bicimde tespit edilmesine olanak tanimis; bu durum, gida
giivenliginde erken wuyart yaklagimlarimin bilimsel temelini
giiclendirmistir (Law, 2015; ISO 22174:2019).

Genetik testlerin en belirgin giicli yoOnlerinden biri,
patojenlerin  iirlin  heniiz = piyasaya sunulmadan  Once
saptanabilmesine imkan taniyarak risk yonetimini daha proaktif bir
yaptya donistiirmesidir. Erken tespit, halk sagligi risklerinin
azaltilmasinin yani sira, geri ¢cagirma maliyetlerinin diisiiriilmesi ve
iiretim zincirinde hizli miidahale agisindan da kritik bir rol
oynamaktadir. Bu yoniiyle molekiiler yontemler, reaktif kontrol
yaklagimlariin Gtesine gegen modern gida giivenligi stratejilerinin
uygulanmasini desteklemektedir.

Genetik analizlerin sundugu bir diger 6nemli katki, kaynaga
kadar geri izleme kapasitesidir. Ozellikle tiim genom dizileme
(WGS) ve sus diizeyi genotipleme yaklagimlari, kontaminasyon
olaylarinin {iretim zinciri boyunca yiiksek ayirt edici giicle
izlenebilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu yontemler, gida kaynakl
salginlarin  arastirllmasinda  patojenlerin  kaynak atamasini
kolaylastirmakta ve epidemiyolojik analizlerin c¢oziiniirliiglini
onemli Ol¢lide artirmaktadir (Allard & ark., 2016; EFSA BIOHAZ
Paneli, 2019).

Bu yiiksek ¢Oziiniirlikli izlenebilirlik, kiiresel gida
ticaretinde giivenilirlik ve seffaflik acisindan da dikkate deger bir
potansiyel sunmaktadir. Uluslararasi ticarette analiz sonuglarinin
iilkeler arasinda karsilastirilabilir olmasi biiylik 6nem tasimaktadir.
Genetik testlere dayali dogrulama yaklasimlari, standartlastirilabilir
ve objektif veri liretimi sayesinde ticari anlagsmazliklarin ¢6ziimiinde
ve tliketici giliveninin gliglendirilmesinde giderek daha fazla
kullanilmaktadir (Van Belkum & ark., 2007).

Son yillarda genetik verilerin  dijital  altyapilarla
entegrasyonu, bu yontemlerin potansiyelini daha da artirmistir.
Yiiksek hacimli genomik verilerin biyoinformatik ve yapay zeka
tabanli analizlerle degerlendirilmesi, gida giivenliginde karar destek
sistemlerinin gelisimine katki saglamaktadir. Bu baglamda genetik
testler, yalnizca birer analiz araci degil; dijital gida giivenligi
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sistemlerinin merkezinde yer alan veri iiretim platformlar1 olarak
degerlendirilmektedir (FDA, 2020; FAO, 2022; WHO, 2022).
Sonug olarak, genetik analizler gida giivenligi alaninda hiz,
hassasiyet ve izlenebilirlik acisindan giiclii bir potansiyel
sunmaktadir. Ancak bu potansiyelin gercek degeri, teknolojinin
bilimsel smirlarinin dogru tanimlanmasi ve elde edilen verilerin
uygun baglamda yorumlanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Bir sonraki
boliimde ele alinacak sinirliliklar, bu giiglii yonlerin neden her
kosulda sorunsuz bi¢imde uygulanamadigini daha net bicimde
ortaya koyacaktir.
Gida Giivenligi Analizlerinde Kullanilan En Yaygin Genetik

Testler

Gida gilivenligi alaninda genetik temelli analizler,
patojenlerin hizli, hassas ve 6zgiil bicimde tespit edilmesine olanak
taniyarak klasik kiiltiir yontemlerinin 6nemli smirliliklarini
asmaktadir. Glinlimiizde bu amagla en yaygin kullanilan yontemler
arasinda kantitatif gercek zamanli PZR (qPZR), dijital damlacik
PZR (ddPZR) ve tiim genom dizileme (Whole Genome Sequencing,
WGS) 6ne ¢ikmaktadir. Bu yontemler; duyarlilik, uygulama siiresi,
maliyet ve sagladiklart bilgi derinligi agisindan birbirinden belirgin
sekilde ayrilmaktadir.

gPZR  (Real-Time  PZR); gida  mikrobiyolojisi
laboratuvarlarinda rutin analizlerin bel kemigini olusturan
yontemdir. Floresan prob veya boyalar (6r. TagMan®, SYBR Green)
kullanilarak amplifikasyonun es zamanli izlenmesine olanak tanir ve
hedef DNA’nmin kantitatif olarak belirlenmesini  saglar.
qPZR’nin gida giivenligi acgisindan baslica avantajlart; yiiksek
analitik hassasiyet (10'-10* kopya diizeyi), hizli sonug siiresi (3—4
saat), ISO ve uluslararasi standartlara entegrasyonunun kolay olmasi
ve patojen tarama, alerjen tespiti, tiir dogrulama ve GDO
analizlerinde yaygin kullanimi olarak siralana bilir. Bununla birlikte
qPZR sonuglari; PZR inhibitorleri, yalanct pozitiflik ve 6l
hiicrelerden  kaynaklanan DNA varligi gibi  faktorlerden
etkilenebilmektedir (Schrader & ark., 2012; Cangelosi & Meschke,
2014). Bu durum, ozellikle gida matrislerinin karmasik oldugu
orneklerde metodolojik dikkat gerektirmektedir.
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ddPZR (Dijital Damlacik PZR); PZR reaksiyonunun binlerce
mikrodamlaciga boliinmesi prensibine dayanir ve standart egriye
ihtiya¢ duymadan mutlak DNA kantifikasyonu saglar. qPZR’ye
kiyasla: diisiik kopya sayilarmma karsi daha yiiksek hassasiyet
sahiptir, PZR inhibitorlerine kars1i daha yiiksek toleransa sahiptir,
kantitatif belirsizligin azaltilmas1 gibi avantajlar sunmaktadir.
(Hindson & ark., 2011; Huggett & ark., 2013). Bu ozellikleri
sayesinde ddPZR, 6zellikle dogrulama caligmalari, referans analizler
ve kritik regiilasyon uygulamalarinda tercih edilmektedir. Ancak
ekipman ve sarf maliyetlerinin yiiksekligi, ddPZR’nin rutin
kullanimini sinirlandirmaktadir.
WGS (Whole Genome Sequencing); gida kaynakli patojenlerin
genom diizeyinde karakterizasyonunu miimkiin kilarak sus
diizeyinde ayrim, viriilans profili, antimikrobiyal diren¢ genleri ve
epidemiyolojik iliskilendirme gibi ileri diizey bilgiler sunar.
WGS’nin gida giivenligindeki baslica kullanim alanlari: salgin
aragtirmalari, kaynak izleme (traceability), risk degerlendirme ve
siirveyans sistemleri olarak zetlenebilir (Allard & ark., 2016; EFSA
BIOHAZ Panel, 2019). Buna karsin WGS, yiiksek maliyet, uzun
analiz siiresi ve ileri biyoinformatik altyapi gereksinimi nedeniyle
rutin tarama araci olmaktan ziyade stratejik bir analiz yontemi olarak
konumlanmaktadir.

Sekil 3: gPZR-ddPZR-WGS Yontemlerinin Hassasiyet, Maliyet,
Analiz Siiresi ve Uygulama Alanlar: Agisindan Karsilagtirilmasi

GPCR ddPCR WGS
(Real-Time PCR)  W(IEVEIIEIIQZ@ N  (Whole Genome Sequencing)

Hassasiyet @rox @k akkk
Maliyet cE SIS oSk
Analiz Stiresi 3-4sa 5-6 s @ 24-72sa

Uygulama Alani ¥ Patojen tarama v Dogrulama ¢alismalani | v Epidemiyoloji

v Alerjen ve GDO v Referans analizler v Direng ve viriilens profili
analizler v Salgin arastrmalar



Gida giivenligi analizlerinde yaygin kullanilan PZR kitleri ve
iiretici firmalardan bazilar1 su sekilde siralana bilir.

e Thermo Fisher Scientific

(TagMan® Pathogen Detection Kits, SureTect™ platformu)

o Bio-Rad Laboratories

(1Q-Check®, ddPZR™ sistemleri)
e QIAGEN
(Mericon®, artus® gida patojen kitleri)
¢ Roche Diagnostics
(LightCycler® gida giivenligi ¢oztimleri)
e Merck / Sigma-Aldrich
(qPZR master mix ve molekiiler biyoloji reaktifleri)

Gida giivenligi laboratuvarlarinda kullanilan ticari qPZR Kkitleri
genellikle hiz, validasyon ve regiilasyon uyumlulugu kriterlerine
gore secilmektedir.

Bu kitlerin biliylik bolimii ISO 22174, AOAC ve EFSA
rehberleriyle uyumlu olacak sekilde gelistirilmis olup, gida
endiistrisi ve resmi kontrol laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (AOAC, 2020; ISO, 2019).

PZR Primer ve Prob Sistemlerinin Gida Analizlerindeki Onemi

PZR temelli analizlerde kullanilan primer ve prob
tasarimlari, yontemin hassasiyeti, 6zgiilliigii ve gida matriksleri gibi
karmagik orneklerdeki giivenilirligi tizerinde dogrudan belirleyici
rol oynamaktadir. Gida analizlerinde siklikla karsilagilan diisiik
hedef konsantrasyonu, PZR inhibitdrleri ve karmasik mikrobiyal
arka plan, yalnizca amplifikasyon verimliligini degil, elde edilen
sinyalin biyolojik anlamliligin1 da kritik hale getirmektedir. Bu
nedenle floresans temelli tespit sistemlerinin se¢imi, analitik
basarinin temel unsurlarindan biri olarak degerlendirilmektedir
(Postollec & ark., 2011).

Gergek zamanli PZR wuygulamalarinda en yaygm iki
floresans temelli yaklasim SYBR Green ve prob bazli (6zellikle
TagMan) sistemlerdir. SYBR Green, c¢ift sarmalli DNA’ya
baglanarak floresans sinyal liretmesi nedeniyle maliyet agisindan
avantajli ve yontem kurulumu agisindan basit bir yaklagimdir. Ancak
bu boyanin tiim ¢ift sarmalli DNA yapilarina baglanmasi, primer-
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dimer olusumu veya 6zgiil olmayan amplifikasyon {iriinlerinin de
sinyal liretmesine yol acabilmektedir. Bu durum, ozellikle gida
matrikslerinden elde edilen karmasik DNA ekstraktlarinda yalanci
pozitiflik riskini artirmaktadir (Bustin & ark., 2009).

Buna karsilik, TagMan prob sistemleri, hedef dizinin 6zgiil
bir bolgesine baglanan ve 5°-3’ ekzoniikleaz aktivitesi ile sinyal
iireten problar sayesinde cok daha yiliksek analitik ozgillik
sunmaktadir. Probun yalnizca dogru hedef amplifiye edildiginde
parcalanmasi ve floresans sinyal olusturmasi, gida analizlerinde
kritik Gneme sahip olan yanlis pozitif sonuglarin azaltilmasina katki
saglamaktadir. Bu 6zellik, regiilasyonel analizlerde ve resmi kontrol
uygulamalarinda prob bazli qPZR yontemlerinin tercih edilmesinin
temel nedenlerinden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (ISO, 2019; EFSA
BIOHAZ Panel, 2019).

Multiplex qPZR yaklagimlari, farkli hedeflerin ayni
reaksiyon icinde farkli floresans kanallar1 kullanilarak es zamanlh
tespitine olanak saglamaktadir. Bu yontem, analiz siiresinin
kisaltilmasi, 6rnek basina maliyetin diisiiriilmesi ve 6zellikle gida
patojenlerinin birlikte izlenmesi gereken durumlarda operasyonel
avantaj saglamaktadir. Ancak multiplex sistemlerin basarisi, primer
ve prob tasarimlarinin birbirleriyle etkilesime girmeyecek sekilde
optimize edilmesine ve floresans spektrumlarinin net big¢imde
ayrilmasma baglidir. Bu nedenle multiplex qPZR, SYBR Green
tabanli yaklasimlara kiyasla prob bazli sistemlerle daha giivenilir
sonuclar sunmaktadir (Hoorfar & ark., 2004).

Gida matrikslerinde yaygin olarak bulunan yaglar, proteinler,
polisakkaritler ve fenolik bilesikler gibi PZR inhibitdrleri,
amplifikasyon kinetigini ve floresans sinyal yogunlugunu olumsuz
etkileyebilmektedir. Prob bazli sistemler, yalnizca amplifikasyon
varligina degil, hedefe 6zgii sinyal olusumuna dayandiklari i¢in bu
tir inhibitorlerin neden oldugu belirsizlikleri daha 1iyi tolere
edebilmektedir. Bu baglamda, prob sistemleri gida giivenligi
analizlerinde yalnizca analitik hassasiyet acisindan degil, sonuglarin
yorumlanabilirligi ve regiilasyonel kabulii agisindan da onemli
avantajlar sunmaktadir (Wilson, 1997; Demeke & Jenkins, 2010).

Sonu¢ olarak, gida analizlerinde kullanilan PZR
yontemlerinin basarisi, yalnizca cihaz teknolojisine degil, primer ve
prob sistemlerinin bilingli se¢imine dayanmaktadir. SYBR Green
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yaklagimlar1 tarama amagh analizlerde pratik bir segenek sunarken,
prob bazli qPZR ve multiplex sistemler, 6zgiilliikk, dogrulama giicii
ve resmi analizlere uygunluk agisindan daha gilivenilir ¢oziimler
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu nedenle gida giivenligi uygulamalarinda
karar verilirken, floresans temelli sistemlerin biyolojik ve analitik
siirliliklar birlikte degerlendirilmelidir.

Sinirhliklar: Teknik Operasyonel ve Bilimsel Engeller

Genetik testler, gida giivenligi alaninda 6nemli bir potansiyel
sunmakla birlikte, bu teknolojilerin yaygin ve giivenilir bigimde
uygulanmasmin onilinde ciddi teknik ve bilimsel sinirliliklar
bulunmaktadir. Literatiirde genetik analizlerin ¢cogu zaman “hizli ve
kesin ¢Ozlimler” olarak sunuldugu goriilse de, uygulamada
karsilagilan sorunlar bu yaklagimin pratikte her zaman gecerli
olmadigini ortaya koymaktadir (Hoorfar, 2011).

Bu smirhiliklarin  basinda, gida orneklerinin  karmagik
yapisindan kaynaklanan matris etkileri ve PZR inhibitorleri
gelmektedir. Yag, protein, polisakkaritler, fenolik bilesikler ve
isleme sirasinda olusan yan iriinler, DNA izolasyonu ve
amplifikasyon verimliligini olumsuz etkileyebilmekte; bu durum
yalanci negatif sonuglara veya kantitatif hatalara yol acabilmektedir
(Wilson, 1997; Schrader & ark., 2012). Dolayisiyla genetik testlerin
analitik performansi, cogu zaman hedef mikroorganizmadan ziyade
gida matrisinin 6zellikleri tarafindan belirlenmektedir.

Bir diger 6nemli simirlilik, 6li hiicrelere ait DNA nin tespit
edilmesi sonucu ortaya ¢ikan yanlis pozitiflik problemidir. PZR ve
dizileme temelli yontemler, canli ve 6lii hiicreler arasinda ayrim
yapmaksizin genetik materyali saptamaktadir. Bu durum, 6zellikle
1s1l iglem uygulanmis veya dekontamine edilmis tirlinlerde, analitik
sonuclar ile gercek halk sagligi riski arasinda anlamli bir
uyumsuzluk yaratabilmektedir (Nocker & ark, 2009). Bu nedenle
genetik test sonuglarinin, dogrudan risk gostergesi olarak
yorumlanmasi bilimsel a¢idan dikkat gerektirmektedir.

Metagenomik yaklagimlar, mikrobiyal topluluklarin daha
kapsamli bi¢cimde analiz edilmesine olanak tanisa da, veri
yorumlama siirecinin karmasikligir dnemli bir engel olusturmaktadir.
Bir gida orneginde patojen DNA’sinin varligi, her zaman halk
sagligt agisindan anlamli  bir risk bulundugu anlamina
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gelmemektedir. Kantitatif esiklerin belirsizligi, canlilik bilgisi
eksikligi ve baglamdan kopuk yorumlar, metagenomik sonuglarin
yanlis veya abartili bicimde degerlendirilmesine yol agabilmektedir
(Quince & ark., 2017).

Genetik testlerin yaygin kullanimini sinirlayan bir diger
faktor ise standartlagma ve validasyon eksikligidir. Farkli
laboratuvarlarda kullanilan DNA izolasyon protokolleri, primer
setleri, biyoinformatik analiz veri bankalar1 ve degerlendirme
esikleri, sonuglar arasinda 6nemli degiskenlik yaratabilmektedir. Bu
durum, oOzellikle resmi kontroller ve hukuki siirecler acisindan
genetik verilerin gilivenilirligini tartismali hale getirmektedir (Van
Belkum & ark., 2007; ISO 22174:2019).

Son olarak, genetik analizlerin maliyet ve erisilebilirlik
boyutu da gbéz ardi1 edilemez bir smrhiliktir. Yiksek altyapi
gereksinimi, uzman personel ihtiyact ve veri analizine iliskin
maliyetler, oOzellikle kiiclik ve orta Olgekli isletmelerin bu
teknolojilere erisimini zorlastirmaktadir. Bu durum, genetik testlerin
gida sektoriinde esit ve siirdiiriilebilir bicimde uygulanmasinin
oniinde yapisal bir engel olusturmaktadir (FAO, 2022).

Bu cercevede genetik testler, gida gilivenligi alaninda gii¢lii
araglar olmakla birlikte, her kosulda ve her amag i¢in “altin standart”
cozlimler olarak degerlendirilmemelidir. Asagidaki alt boliimlerde
bu sinirhiliklar, teknik ve bilimsel boyutlariyla daha ayrintili bigcimde
ele almacaktir.

Matris Etkileri ve Inhibitor Sorunu

Genetik testlerin gida giivenligi alanindaki
uygulanabilirli§ini  sinirlayan temel faktorlerden biri, gida
orneklerinin karmagsik yapisindan kaynaklanan matris etkileri ve
buna bagli PZR inhibitorleridir. Molekiiler biyoloji teknikleri
cogunlukla saf veya kontrollii biyolojik Ornekler igin optimize
edilmigken, gergek gida matrisi yaglar, proteinler, polisakkaritler,
fenolik bilesikler, tuzlar ve isleme sirasinda olusan yan iiriinler gibi
cok sayida bileseni ayni anda igermektedir. Bu durum, DNA
izolasyonu ve amplifikasyon asamalarinda analitik performansin
dogrudan etkilenmesine neden olmaktadir (Wilson, 1997; Schrader
& ark., 2012).
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PZR inhibitorleri, DNA polimeraz aktivitesini baskilayarak
veya hedef DNA ile etkilesimi engelleyerek amplifikasyon
verimliligini diisirmektedir. Et {iriinlerinde hem ve miyoglobin, siit
iiriinlerinde kalsiyum ve protein kompleksleri, bitkisel gidalarda ise
polifenoller ve polisakkaritler bu etkiye sik¢a yol agan bilesenler
arasinda yer almaktadir (Demeke & Jenkins, 2010). Sonug olarak,
hedef mikroorganizma 6rnekte bulunsa dahi genetik testler yalanci
negatif sonuglar iiretebilmektedir.

Bu sorun, kantitatif PZR (qPZR) uygulamalarinda daha da
kritik hale gelmektedir. Matris kaynakli inhibisyon, amplifikasyon
kinetigini degistirerek Ct degerlerinin hatali yorumlanmasima yol
acabilmekte ve oOlgiilen sinyal ile gercek mikrobiyal yiik arasinda
anlamli sapmalar olusturabilmektedir. Bu durum, genetik test
sonuclarinin  risk  degerlendirme ve mevzuat esikleriyle
iligkilendirilmesini zorlastirmaktadir (Bustin & ark., 2009).

Bu baglamda DNA izolasyonu, genetik analizlerde yalnizca
teknik bir 6n adim degil, analitik giivenilirligi belirleyen kritik bir
asama olarak degerlendirilmelidir. Farkli izolasyon protokolleri ve
ticari kitler arasinda gozlenen performans farkliliklari, ayni 6rnekten
elde edilen sonucglarin yontem bagimli olmasina neden
olabilmektedir. Bu durum, laboratuvarlar arasi karsilastirila bilirligi
azaltmakta ve genetik testlerin rutin denetimlerde kullanimini
sinirlandirmaktadir (ISO 22174:2019).

Matris etkilerinin varligi, genetik testlerin her gida 6rneginde
ayn1 dogrulukla c¢alisan evrensel araclar oldugu yoniindeki yaygin
algmmin bilimsel olarak gecerli olmadigim1 ortaya koymaktadir.
Ozellikle yogun islenmis ve ¢ok bilesenli gidalarda, analiz
performansi ¢ogu zaman hedef organizmadan ziyade 6rnek matrisi
tarafindan belirlenmektedir. Bu nedenle gida giivenliginde genetik
testlerin etkin kullanimui, {iriin grubu bazinda validasyon ve yontem
optimizasyonunu zorunlu kilmaktadir.

Bu cercevede matris etkileri, genetik testlerin potansiyelini
ortadan kaldiran bir zayiflik degil; bu teknolojilerin hangi kosullarda
giivenilir sonug tiretebilecegini tanimlayan temel bir sinirlilik olarak
ele alinmalidir. Aksi halde genetik analizler, sahada gergekte
oldugundan daha giiglii araglar olarak algilanma riski tagimaktadir.
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Olii Hiicre DNA’s1 ve Yanhs Pozitiflik Sorunu

Genetik testlerin gida gilivenliginde yayginlagsmasiyla
birlikte, sonu¢larin yorumlanmasini dogrudan etkileyen temel bir
smirlilik daha belirgin hale gelmistir: 6lii hiicrelere ait DNA’nin
tespit edilmesi. PZR ve sekanslama temelli yontemler, hedef
mikroorganizmanin canli olup olmadigina bakmaksizin genetik
materyali saptamakta; bu durum analitik sonug ile gergek halk
saghgl riski arasinda dikkatli bir ayrim yapilmasini zorunlu
kilmaktadir (Nocker & ark, 2009).

Gida isleme ve muhafaza siirecleri (1s1l islem, yiiksek basing,
kurutma ve dezenfeksiyon gibi), mikroorganizmalarin canliligini
ortadan kaldirabilmekte; ancak hiicresel DNA’nin tamamini
parcalamamaktadir. Bu nedenle genetik testler, etkisiz hale getirilmis
patojenlere ait DNA’y1 da pozitif sinyal olarak algilayabilmektedir.
Ozellikle 1s1l islem gormiis veya raf émrii boyunca stabil kalan
iirinlerde bu durum, yanlis pozitif sonuclarin temel nedenlerinden
biri olarak tanimlanmaktadir (Nocker & ark, 2009; EFSA BIOHAZ
Paneli, 2019).

Bu sinirlilik, “patojen DNA’s1 tespit edildi” ifadesinin ¢ogu
zaman dogrudan “saglik riski mevcuttur” seklinde yorumlanmasina
yol ac¢maktadir. Oysa gida giivenligi acisindan anlamli risk,
patojenin genetik varligindan ziyade canli, ¢cogalabilir ve enfektif
olmasiyla iligkilidir. Canlilik bilgisinin analitik sonugtan bagimsiz
degerlendirilmesi, genetik testlerin risk temelli yorumlanmasinda
temel bir gereklilik olarak kabul edilmektedir (Nocker & ark, 2009;
ISO 22174:2019).

Yanlis pozitiflik problemi, yalnizca bilimsel yorum
diizeyinde degil, resmi kontroller ve ticari denetimler agisindan da
onemli sonuglar dogurabilmektedir. Canli patojen bulunmadig
halde pozitif raporlanan {irlinler, gereksiz geri c¢agirmalara,
ekonomik kayiplara ve iiretici—denetleyici iligkilerinde giiven
sorunlarmma yol agabilmektedir. Bu durum, genetik testlerin
baglamdan kopuk sekilde tek basina karar verici araclar olarak
kullanilmasimin sakincalarin1 agikca ortaya koymaktadir (EFSA
BIOHAZ Paneli, 2019).

Bu ¢ercevede o6l hiicre DNA’sinin tespiti, genetik testlerin
teknik bir hatasindan ziyade, biyolojik gercekligin molekiiler

--49--



analizlerle tam olarak ortiismemesinden kaynaklanan yapisal bir
smirlilik olarak degerlendirilmelidir. Bu smnirliligin  géz ardi
edilmesi, gida gilivenliginde “DNA varsa risk vardir” seklinde
indirgemeci bir yaklagimin yayginlasmasina ve genetik analizlerin
sundugu potansiyelin oldugundan fazla algilanmasina neden
olmaktadir (Nocker & ark, 2009; EFSA BIOHAZ Paneli, 2019).
qPZR Tabanlh Analizlerde Yalanc1 Pozitiflik ve Canh—Olii

Ayrim Yontemleri

gPZR ve diger PZR tabanl genetik analizler, gida giivenligi
uygulamalarinda yiiksek hassasiyetleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin temel sinirliliklarindan biri,
hedef DNA’nin canli bir mikroorganizmaya mi1 yoksa olii hiicre
kalintilarina m1 ait oldugunun ayirt edilememesidir. PZR, yalnizca
niikleik asidin varligini tespit eder ve hiicrenin metabolik durumu
hakkinda dogrudan bilgi saglamaz. Bu durum, ozellikle gida
orneklerinde yalanci pozitif sonuclarin ortaya ¢ikmasma neden
olabilmektedir (Cangelosi & Meschke, 2014; Nocker & ark., 2007).

Gida zincirinde serbest DNA kaynakli pozitiflik 6nemli bir
sorundur. Is1l islem, dezenfeksiyon veya gevresel stresler sonucunda
olen mikroorganizmalarin hiicre biitiinliigli bozulmakta ve DNA
cevreye salinabilmektedir. Bu serbest DNA, qPZR analizlerinde
canli patojen varmis gibi sinyal iireterek riskin oldugundan yiiksek
degerlendirilmesine yol agabilmektedir. Ozellikle pastérize iiriinler,
fermente gidalar ve uzun siireli depolanan 6rneklerde bu durum daha
belirgin hale gelmektedir (Emerson & ark., 2017).

Bir diger onemli biyolojik belirsizlik, “viable but non-
culturable” (VBNC) olarak adlandirilan hiicrelerdir. VBNC hiicreler
metabolik olarak diisiik diizeyde aktif olabilir, kiiltiir yontemleriyle
tespit edilemez ancak DNA biitiinliigiinii koruduklar1 i¢in PZR ile
pozitif sonug verebilirler. Bu hiicrelerin halk saglig1 agisindan gergek
risk olusturup olusturmadigi hélen tartigmali olmakla birlikte,
molekiiler analizlerin sonuglarinin yorumlanmasini giiglestiren bir
faktor olarak kabul edilmektedir (Foddai & Grant, 2020).

Cevresel kontaminasyon da yalanci pozitiflige yol agan bir
diger etkendir. Laboratuvar ortaminda amplikon tasinmasi, reaktif
kontaminasyonu veya analiz sirasinda capraz bulasma, ozellikle
yiiksek duyarliliga sahip qPZR sistemlerinde 6zgiin olmayan pozitif
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sinyallerin olugsmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle molekiiler
analizlerde teknik kontrollerin ve dogrulama adimlarmin 6nemi
bliytiktiir (Hoorfar & ark., 2004).

Bu smurliliklart azaltmak amaciyla gelistirilen en yaygin
yaklagimlardan biri PMA-qPZR (viability PZR) teknigidir.
Propidium monoazide (PMA), hiicre zar1 biitiinliigii bozulmus, yani
Olii hiicrelerin i¢ine girerek DNA’ya baglanan bir boyadir. UV 1s1kla
aktive edildiginde PMA, DNA ile kovalent bag olusturarak bu
DNA’nin PZR sirasinda amplifiye edilmesini engeller. Canli
hiicrelerde hiicre zar1 saglam oldugu i¢cin PMA hiicre i¢ine giremez
ve bu hiicrelerin DNA’s1 normal sekilde ¢ogaltilir. Bu mekanizma
sayesinde PMA-qPZR, o6li hiicrelerden kaynaklanan DNA
sinyallerini biiylik Ol¢iide baskilayarak canli mikroorganizmalarin
daha gergekei bicimde tespit edilmesini saglar (Nocker & ark., 2006;
Schwendener & ark., 2015).

Sekil 4. PMA-qPZR yontemi ile canli ve 6lii bakterilerin ayrimina
dayali analiz prensibi.

PMA ile qPCR Canli/Olii Ayrimi Mekanizmasi

uv
Olii Hiicre
S 4
' J% PMA ile modifiye edilmis
S{%; Canli Hiicre 6l hiicre DNA'st

PCR ile amplifiye olmaz

PMA/Isik

PMA/Isik l qPCR

Zeng, D., Chen, Z., Jiang, Y., Xue, F,, & Li, B. (2016). Advances and challenges in
viability detection of foodborne pathogens. Frontiers in Microbiology, 7, 1833.
https.//doi.org/10.3389/fmicb.2016.01833

--51--



Bununla birlikte PMA teknigi kusursuz degildir. PMA’ ’nin
etkinligi mikroorganizma tiirline, hiicre zarinin yapisina ve gida
matriksinin karmasikligina bagli olarak degisebilmektedir. Ayrica
yiiksek hiicre yogunlugu veya yetersiz 1s1k aktivasyonu gibi teknik
faktorler, olii hiicre DNA’sinin tamamen baskilanamamasina yol
acabilmektedir. Bu nedenle PMA-qPZR sonuclari, mutlak canlilik
gostergesi olarak degil, risk degerlendirmesini destekleyen bir arag
olarak yorumlanmalidir (Fittipaldi & ark., 2012).

Canli—0lii ayriminda kullanilan bir diger yaklasim RNA
temelli RT-qPZR yéntemleridir. Ozellikle mRNA ’nin kisa yar1 dmrii
nedeniyle, bu molekiiliin varlig1 genellikle metabolik aktivitenin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Olii hiicrelerde RNA hizla
parcalandigl icin, RT-qPZR analizleri canli mikroorganizmalarin
varligina dair daha giiclii biyolojik kanit sunabilmektedir. Ancak
RNA’nin ¢evresel kosullara kars1 son derece hassas olmasi ve 6rnek
isleme siirecinin zorlugu, bu yontemin rutin gida analizlerinde sinirh
kullanimina yol agmaktadir (Cangelosi & Meschke, 2014).

Daha ileri yaklagimlar arasinda metatranskriptomik analizler
yer almaktadir. Bu yontemler, yalnizca hangi mikroorganizmalarin
bulundugunu degil, hangi genlerin aktif olarak ifade edildigini
ortaya koyarak fonksiyonel diizeyde bilgi sunmaktadir. Ancak
yilksek maliyet, veri analizi karmagiklig1 ve regiilasyonel kabul
eksikligi nedeniyle bu teknikler halen arastirma agirlikli
uygulamalarla sinirhdir (Franzosa & ark., 2014).

Pratik uygulamalarda en giivenilir yaklasim, molekiiler
yontemlerin geleneksel kiiltiir teknikleriyle birlikte
degerlendirilmesidir.  Kiiltir + qPZR veya PMA-qPZR
kombinasyonlari, hem canliligin dogrulanmasina hem de hizh
tarama yapilmasina olanak taniyarak gida giivenligi risklerinin daha
dengeli bicimde degerlendirilmesini saglamaktadir (EFSA BIOHAZ
Panel, 2019).

Sonug olarak, qPZR tabanli analizlerde yalanci pozitiflik ve canli—
Oli ayrimi, genetik testlerin en kritik yorumlama sorunlarindan
biridir. PMA-qPZR, RNA temelli yontemler ve kiiltiirle dogrulama
yaklagimlari, bu siirliliklar azaltmak igin gelistirilen tamamlayici
araglardir. Ancak higbir yontem tek basina mutlak dogruluk
saglamadigindan, gida giivenligi uygulamalarinda bu tekniklerin
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risk temelli ve baglamsal bicimde birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir.
Metagenomik Verilerin Yorumlanmasindaki Karmasiklik

Metagenomik yaklagimlar, gida 6rneklerindeki tiim genetik
icerigin es zamanl olarak analiz edilmesine olanak taniyarak gida
giivenligi alaninda yliksek ¢oziiniirliikli veri tiretimi saglamaktadir.
Ancak bu veri zenginligi, beraberinde dnemli bir bilimsel sorunu da
getirmektedir: metagenomik sonuglarin dogru, baglama uygun ve
risk temelli bigcimde yorumlanmasi (Quince, 2017).

Bir gida 6rneginde patojen DNA’sinin tespit edilmesi, ¢ogu
zaman yanlig bicimde dogrudan bir saglik riski gostergesi olarak
algilanmaktadir. Oysa bu durum, mikroorganizmanin canli,
cogalabilir, toksijenik ya da enfektif oldugu anlamina
gelmemektedir. Bu ayrim, metagenomik verilerin analitik ¢iktilari
ile biyolojik anlami arasindaki temel farki ortaya koymaktadir
(Knight & ark., 2018).

Yorumlama giigliigiiniin en kritik boyutlarindan biri,
kantitasyon ve esik deger belirsizligidir. Metagenomik analizler
cogunlukla bagil bolluk bilgisi iiretmekte; bu veriler mutlak
mikrobiyal yiikle dogrudan iliskilendirilememektedir. Oysa halk
sagligt acisindan belirleyici olan “ne kadar var?” sorusu, risk
degerlendirme siireclerinin merkezinde yer almaktadir (Franzosa &
ark., 2014).

Metagenomik verilerin yorumu ayrica biyoinformatik
analizlere ve referans veri tabanlarina yiiksek derecede bagimlidir.
Veri tabanlarinin  kapsayiciligt ve dogrulugu ile kullanilan
biyoinformatik veri bankalari, ayn1 ham veriden farkli sonuglar elde
edilmesine yol agabilmektedir. Bu durum, metagenomik analizlerin
standardizasyonu ve tekrarlana bilirligi agisindan 6nemli bir
siirlilik olusturmaktadir (Sczyrba & ark., 2017).

Buna ek olarak, iiriin tipi, isleme diizeyi, raf dmrii ve saklama
kosullart gibi baglamsal faktorler dikkate alinmadan yapilan
yorumlar, analitik olarak dogru ancak biyolojik a¢idan anlamsiz
sonuclar dogurabilmektedir. Bu durum, metagenomik analizlerin
“her seyi ortaya c¢ikaran” araglar olarak sunulmasinin bilimsel
gergeklikle ortlismedigini gostermektedir (EFSA BIOHAZ Paneli,
2019).
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Son olarak, metagenomik verilerin giivenilir bi¢imde
yorumlanmasi; molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, biyoinformatik ve
risk  degerlendirme  alanlarinda es  zamanli  uzmanlik
gerektirmektedir. Bu c¢ok disiplinli gereksinim, metagenomik
yaklasimlarin gida giivenliginde rutin kullanimi 6niindeki temel
sinirliliklardan biri olarak degerlendirilmektedir (FAO & WHO,
2021).

Bu c¢ercevede metagenomik analizler, gida giivenligi
acisindan gii¢lii bir izleme ve kesif arac1 olmakla birlikte, dikkatli ve
baglam temelli yorumlanmadiginda yaniltict sonuglara yol
acabilmektedir. Yiiksek miktarda genetik veri {iretimi, tek basina
dogru risk degerlendirmesi anlamina gelmemekte; aksine
yorumlama  kapasitesi  yetersiz  oldugunda risk algisinin
abartilmasina neden olabilmektedir.

Standartlasma Eksikligi: Laboratuvarlar Arasi Degiskenlik ve

Validasyon Sorunlari

Genetik testlerin gida giivenliginde rutin ve karsilastirilabilir
bicimde kullanilmasinin  Oniindeki temel engellerden biri,
standartlagsma eksikligidir. Molekiiler analizler yiiksek teknik
hassasiyet sunsa da, 6rnek hazirlamadan veri yorumlamaya kadar
uzanan siirecteki ¢ok sayida degisken, laboratuvarlar arasinda
anlamli sonug farkliliklarina yol acabilmektedir. Bu durum, genetik
testlerin resmi kontroller ve hukuki siireclerdeki giivenilirligini
sinirlamaktadir (ISO 22174:2019).

Laboratuvarlar arast degiskenligin 6nemli bir kaynagi, DNA
izolasyon protokollerindeki farkliliklardir. Kullanilan kitler, lizis
yontemleri ve saflagtirma adimlari, elde edilen DNA’nin miktarini
ve kalitesini dogrudan etkilemektedir. Aym1 gida Orneginin farkl
izolasyon yaklagimlariyla analiz edilmesi, yalnizca bu agamaya bagl
olarak farkli PZR veya qPZR sonuclarinin elde edilmesine neden
olabilmektedir (Bustin & ark., 2009).

Standartlasma sorunu, laboratuvar asamalariyla smrh
degildir. Primer ve prob tasarimi, amplifikasyon kosullar1 ve esik
degerlerin belirlenmesi gibi analitik kararlar da sonuglarin
karsilagtirila bilirligini etkilemektedir. Ozellikle gPZR ve dijital PZR
uygulamalarinda esik ayarlarinin yoruma ag¢ik olmasi, 6l¢iim
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belirsizligini artiran 6nemli bir faktor olarak one c¢ikmaktadir
(Hoorfar & ark., 2004).

Yeni nesil dizileme ve metagenomik yaklasimlarda ise
standartlagma problemi daha da belirginlesmektedir. Biyoinformatik
veri bankalari, referans veri tabanlari ve algoritmalar1 arasindaki
farkliliklar, ayn1 ham veriden farkli mikrobiyal profiller elde
edilmesine yol agabilmektedir. Bu durum, metagenomik sonuglarin
tekrarlana bilirligi ve resmi denetimlerde kullanimi agisindan ciddi
bir sinirlilik olusturmaktadir (Sczyrba & ark., 2017).

Bu sorunlara yanit olarak uluslararasi kuruluslar, genetik
testlerin gida giivenliginde kullanimina yonelik ger¢eve standartlar
ve rehber dokiimanlar gelistirmektedir. ISO 22174, PZR temelli
yontemler icin temel kalite gerekliliklerini tanimlarken; EFSA,
genomik verilerin risk degerlendirmesi ve salgin arastirmalarinda
kullanimina iligkin bilimsel goriisler yayimlamistir (EFSA BIOHAZ
Paneli, 2019). Benzer sekilde FDA, GenomeTrakr programi
kapsaminda WGS  verilerinin  standardizasyonuna  yoOnelik
uygulamalar gelistirmektedir (FDA, 2020).

Buna karsin, genetik testlerin kiiresel 6l¢ekte tam anlamiyla
harmonize edilmis bir yapiya ulastigin1 sdylemek giictiir. Ulkeler,
laboratuvar altyapilart ve denetim sistemleri arasindaki farkliliklar,
genetik analizlerin baglayici karar mekanizmalarina entegrasyonunu
zorlastirmaktadir.

Bu baglamda standartlagsma eksikligi, genetik testlerin
bilimsel degerini azaltan bir kusurdan ziyade, bu teknolojilerin hangi
siirlar iginde giivenilir sonug liretebilecegini tanimlayan yapisal bir
engel olarak degerlendirilmelidir. Standartlasma ve validasyon
sorunlar1 ¢oziilmeden, genetik testlerin gida glivenliginde tek bagina
referans yontem olarak kabul edilmesi bilimsel ag¢idan temkinli bir
yaklagim gerektirmektedir.

Maliyet ve Erisilebilirlik: Genetik Testlerin KOBI’ler i¢in

Sinirlarn

Genetik testler gida giivenliginde yiiksek teknik hassasiyet
sunmasina karsin, bu yontemlerin yaygin ve esitlik¢i bigimde
uygulanmasinin Oniindeki temel engellerden biri maliyet ve
erisilebilirliktir. PZR, qPZR ve 6zellikle tiim genom dizileme (WGS)
ve metagenomik gibi ileri molekiiler yaklagimlar, yalnizca analiz
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asamasinda degil; altyapi, insan kaynagi ve veri yonetimi agisindan
da dnemli yatirim gereksinimleri dogurmaktadir.

Molekiiler analizlerin ilk ve en belirgin maliyet kalemi
laboratuvar altyapisidir. Konvansiyonel PZR ve real-time PZR
cihazlar, dizileme platformlar1 ve biyogiivenlik diizenlemeleri,
ozellikle kiigiik ve orta dlcekli isletmeler (KOBI’ler) icin ciddi bir
ekonomik ylik olusturmaktadir. Buna ek olarak sarf malzemeleri ve
ticari kitler, analiz basina maliyeti daha da artirmaktadir (FAO,
2011).

Ileri genomik yaklasimlarda maliyet sorunu daha karmasik
hale gelmektedir WGS ve metagenomik analizler; dizileme
giderlerinin yam1 sira yliksek kapasiteli veri depolama,
biyoinformatik  altyapt ve uzman personel gereksinimi
dogurmaktadir. Bu durum, genetik testlerin biiyilk kamu
laboratuvarlart ve referans merkezleri disinda rutin kullanima
girmesini zorlastirmaktadir (OECD, 2016).

Erisilebilirlik sorunu yalnizca ekonomik degil, ayn1 zamanda
insan kaynagi ve bilgi esitsizligiyle de iliskilidir. Genetik testlerin
dogru uygulanmast ve yorumlanmasi, molekiiler biyoloji ve
biyoinformatik alanlarinda egitimli uzmanlik gerektirmektedir.
Ozellikle gelismekte olan bdlgelerde bu kapasitenin smirli olmast,
teknolojik olanaklar bulunsa dahi uygulamada ciddi kisitlar
yaratmaktadir (EFSA BIOHAZ Paneli, 2019).

Bu durum, gida giivenliginde iki katmanli bir denetim
yapisinin ortaya ¢ikmasi riskini beraberinde getirmektedir. Biiyiik
Olcekli ve ihracat odakli firmalar ileri genetik testlere erisebilirken,
KOBI’ler daha smirli ve klasik analiz yontemlerine bagmli
kalabilmektedir. Bu esitsizlik, bilimsel kapasite farkinin ekonomik
rekabet avantajina doniismesine yol acabilmektedir (FAO & WHO,
2018).

Uluslararas1 kuruluglar bu soruna yanit olarak, genetik
testlerin risk temelli ve kademeli bi¢cimde uygulanmasini
onermektedir. ISO ve FAO gibi kurumlar, genetik analizlerin her
durumda zorunlu tutulmasindan ziyade, amaca uygun ve valide
edilmis yontemlerle kullanimimin daha siirdiiriilebilir oldugunu
vurgulamaktadir (ISO 22174:2019; FAO, 2011).

Bu cercevede maliyet ve erisilebilirlik, genetik testlerin

bilimsel degerini azaltan sinirliliklar degil; bu teknolojilerin hangi
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kosullarda rasyonel ve siirdiiriilebilir bicimde kullanilabilecegini
belirleyen temel gergeklikler olarak degerlendirilmelidir.
Bilimsel Gerceklik: Hangi Iddialar Bilimsel Hangileri Abartih

Genetik analizler, gida giivenligi alaninda son otuz yilda
onemli bir doniisiim yaratmis; klasik mikrobiyolojik yontemlere
kiyasla hiz, hassasiyet ve ayirt edicilik acisindan belirgin avantajlar
saglamisti. Ancak bu teknolojilerin yayginlagsmasiyla birlikte,
bilimsel olarak kanitlanmis uygulamalar ile heniiz yeterli deneysel
ve regiilasyonel temele dayanmayan iddialar giderek daha fazla ic
ice gecmektedir. Ozellikle “ileri teknoloji” algisi, genetik testlerin
gercek kapasitesinin zaman zaman oldugundan daha genis
yorumlanmasina yol agmaktadir.

Bilimsel kanitlar incelendiginde, bazi genetik analiz
yaklagimlarinin rutin gida gilivenligi uygulamalarinda etkinligi ve
giivenilirligi acik bicimde ortaya konmustur. PZR temelli patojen
tespiti, tiir dogrulama ve toksijenik potansiyelin genetik diizeyde
degerlendirilmesi, ¢cok sayida validasyon caligsmasi ve uluslararasi
rehber dokiimanla desteklenen, yerlesik uygulamalar arasinda yer
almaktadir (ISO 22174:2019; EFSA BIOHAZ Paneli, 2019).

Buna karsilik, metagenomik analizlerin tek basma tim
riskleri ortaya koyabilecegi, tiiketiciye yonelik hizli genetik testlerin
laboratuvar diizeyinde dogruluk sundugu veya raf émriiniin yalnizca
genetik verilerle giivenilir bigimde 6ngoriilebilecegi yoniindeki bazi
iddialar, mevcut bilimsel kanitlarin 6tesine gegmektedir. Bu durum,
genetik testlerin degerini azaltmaktan ziyade, bu teknolojilere
yiklenen beklentilerin  yeniden dengelenmesi  gerektigini
gostermektedir (FAO & WHO, 2018).

Bu boliimde, gida giivenliginde kullanilan genetik analiz
yontemlerine iliskin iddialar; kanitlanmis uygulamalar ile abartili
veya yanliy yorumlanan alanlar ayrimi iizerinden ele alinarak,
teknolojik potansiyel ile bilimsel gerceklik arasindaki sinirlar
netlestirilecektir.

Bilimsel Olarak Giig¢lii Bicimde Kanitlanmis Genetik

Uygulamalar

Genetik analizlerin gida gilivenligi alaninda sundugu
olanaklar genis olmakla birlikte, baz1 uygulamalar bilimsel gegerlilik
ve rutin kullanom agisindan digerlerinden acik bigimde
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ayrilmaktadir. Ozellikle PZR temelli yaklasimlar, tiir dogrulama ve
toksijenik potansiyelin genetik diizeyde degerlendirilmesi, uzun
yillardir ¢ok sayida calisma, validasyon protokolii ve uluslararasi
standart ile desteklenen, yerlesik uygulamalar arasinda yer
almaktadir.

PZR ve tiirevleri (QPZR, multiplex PZR), Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes ve Escherichia coli O157:H7 gibi kritik gida
kaynakli patojenlerin tespitinde yiiksek hassasiyet ve o0zgilliik
sunmaktadir. Bu yontemler, klasik kiiltlir temelli analizlere kiyasla
onemli Ol¢lide zaman kazanci saglamis ve bir¢ok resmi kontrol
laboratuvarinda rutin olarak uygulanmaya baglanmistir. PZR temelli
analizlerin giivenilirligi, yalnizca akademik literatiirle degil; ISO,
AOAC ve CEN gibi kuruluslar tarafindan yayimlanan standartlar ve
referans metotlarla da agik bigimde tanimlanmis durumdadir (ISO
22174:2019; AOAC, 2020).

DNA temelli tiir dogrulama yaklagimlar1 da bilimsel agidan
giicli bicimde kabul gormiis bir diger uygulama alanini
olusturmaktadir. Ozellikle et ve balik iiriinlerinde mitokondriyal
DNA bolgeleri (COI, cyt b), bitkisel iirlinlerde ise rbcL. ve matK gibi
barkod genleri, tiir diizeyinde yiiksek ayirt edicilik saglamaktadir. Bu
yontemler, iriiniin giivenliginden ziyade biyolojik kimliginin
dogrulanmasma odaklanmakta; yanlis etiketleme ve hileli
uygulamalarin ortaya c¢ikarilmasinda giivenilir bir bilimsel temel
sunmaktadir (Hebert ark., 2003; FAO, 2011).

Genetik analizlerin kanitlanmis oldugu bir diger alan,
mikroorganizmalarin toksijenik potansiyelinin belirlenmesidir.
Mikotoksin iireten kiiflerde toksin biyosentezinden sorumlu gen
kiimelerinin PZR veya qPZR ile tespiti, risk degerlendirmesinde
kabul gbren bir O6n tarama yaklasimidir. Benzer sekilde bazi
bakterilerde toksin genlerinin varligi, susun potansiyel tehlikesine
iliskin degerli bilgiler sunmaktadir. Her ne kadar genetik diizeyde
toksijenik genlerin varligi dogrudan toksin iiretimi anlamina
gelmese de, bu yaklasim cevresel ve fenotipik verilerle birlikte
degerlendirildiginde kanita dayali risk yonetimi agisindan giiclii ve
gecerli bir arac olarak kabul edilmektedir (Paterson & Lima, 2010;
EFSA BIOHAZ Paneli, 2019).
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Bilimsel Olarak Abartilan veya Yanhs Yorumlanan Genetik
Uygulamalar

Genetik analizlerin gida giivenligi alanindaki hizli gelisimi,
bu teknolojilere yonelik beklentilerin de aymi hizla artmasina yol
acmistir. Ancak bazi uygulama alanlarinda, mevcut bilimsel
kanitlarin Otesine gegen genellestirmeler yapilmakta ve genetik
testlerin gergek kapasitesi oldugundan daha genis bigimde
sunulmaktadir. Ozellikle metagenomik analizler, tiiketiciye yonelik
genetik test kitleri ve raf omrii tahmini gibi basliklar, bilimsel
gerceklik ile pazarlama sdylemi arasindaki sinirin en fazla
bulaniklastig1 alanlar olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Metagenomik yaklasimlar, gida O&rneklerinde bulunan
mikroorganizma topluluklarinin kapsamli bigimde analiz edilmesine
olanak tanimakla birlikte, bu yontemin “her patojenin, her kosulda
ve her diizeyde giivenilir bi¢gimde tespit edilebilecegi” yoniindeki
iddialar bilimsel agidan abartilidir. Metagenomik analizlerde elde
edilen DNA wverisi, mikroorganizmalarin canlilifi, metabolik
aktivitesi veya enfektivite potansiyeli hakkinda dogrudan bilgi
sunmamaktadir. Ayrica sekans derinligi, DNA ekstraksiyon
verimliligi ve biyoinformatik analiz parametreleri gibi teknik
degiskenler, sonuclar {izerinde belirleyici rol oynamaktadir. Bu
nedenle patojen DNA’smin tespiti, otomatik olarak gida giivenligi
riski bulundugu anlamina gelmemekte; EFSA da metagenomik
verilerin ancak klasik mikrobiyolojik ve epidemiyolojik bulgularla
birlikte yorumlanmasi gerektigini 6zellikle vurgulamaktadir (Quince
ark., 2017; EFSA BIOHAZ Paneli, 2019: 12).

Benzer bicimde, son yillarda piyasaya sunulan hizli ve
taginabilir genetik test kitleri, gida giivenliginin bireysel diizeyde
kontrol edilebilecegi izlenimini yaratmaktadir. Ancak bu iiriinlerin
biiylik bir kismi, resmi validasyon siireglerinden ge¢memis olup,
analitik  performanslar1 laboratuvar kosullarinda  kullanilan
yontemlerle karsilastirilabilir diizeyde degildir. Kontrolsiiz 6rnek
alma, kontaminasyon riski ve kullanici kaynakli hatalar, bu testlerde
yanlis pozitif veya yanlis negatif sonug olasiligini artirmaktadir. Bu
nedenle diizenleyici kurumlar, tliketiciye yonelik genetik test
kitlerinin resmi gida giivenligi karar mekanizmalarinda
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kullanilmasini uygun gormemektedir (FAO, 2011:7; ISO, 22174
2019:5).

Genetik analizlerin raf Omrii tahmininde tek basina
belirleyici olabilecegi yoniindeki iddialar da benzer sekilde bilimsel
simirlarin  Otesine gegmektedir. Raf omrii, mikroorganizmalarin
genetik potansiyelinden ziyade sicaklik, pH, su aktivitesi ve {iriin
formiilasyonu gibi ¢evresel ve teknolojik faktorler tarafindan
sekillendirilmektedir. Genetik veriler, bozulma potansiyeli veya risk
tasityan mikroorganizmalarin varligina iliskin destekleyici bilgiler
sunsa da, raf Omriiniin yalnizca genetik analizlere dayanarak
giivenilir bigimde 6ngoriilmesi miimkiin degildir (Tarlak, 2023).

DNA barkodlama yontemleri de zaman zaman asiri
beklentilerle iligkilendirilmektedir. Tiir dogrulama agisindan son
derece giiclii olan bu yaklasim, gida zincirinde “tam seffaflik”
saglayan bir arag¢ olarak sunulabilmektedir. Oysa DNA barkodlama,
irlinlin biyolojik kimligini ortaya koymakla sinirli olup; iiretim
kosullari, isleme siiregleri, hijyen durumu veya besinsel kalite
hakkinda dogrudan bilgi saglamamaktadir. Bu nedenle barkodlama
analizleri, gida giivenligi ve 6zgiinliikk degerlendirmelerinde degerli
bir bilesen olmakla birlikte, tek basina biitiinciil bir kalite ve
giivenlik gostergesi olarak yorumlanmamalidir.

Bu cergevede, genetik analizlerin gida giivenliginde sundugu
katkilar bilimsel agidan tartismasiz olmakla birlikte, bu teknolojilere
atfedilen her iddianin ayni Olglide kanita dayandigmi sdylemek
miimkiin degildir. Bilimsel gerceklik, genetik testlerin giiciiniin
dogru baglamda, uygun smirlamalarla ve tamamlayict verilerle
birlikte kullanildiginda ortaya ¢iktigini gostermektedir.

Bilimsel Kanit ile Regiilasyonlar Arasindaki Yapisal Uyum
Sorunu

Genetik testler, gida giivenligi alaninda giiclii bir bilimsel
potansiyel sunmasina ragmen, bu teknolojilerin regiilasyonel
cergevelerle tam anlamiyla uyumlu hale getirilmesi 6nemli yapisal
zorluklar icermektedir. Bilimsel bilgi iiretim hiz1 ile yasal
diizenlemelerin gilincellenme temposu arasindaki fark, genetik
analizlerin gercek diinya wuygulamalarinda beklenen etkiyi
gbstermesini ¢ogu zaman siirlandirmaktadir. Bu durum, genetik
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testlerin bilimsel degerinden ziyade, diizenleyici sistemlerin bu
degeri ne dl¢ilide absorbe edebildigiyle iliskilidir.

Bir¢ok iilkede gida giivenligi mevzuatt halen klasik
mikrobiyolojik kiiltiir yontemlerini temel almakta; genetik analizler
ise cogu zaman destekleyici veya dogrulayici araglar olarak
konumlandirilmaktadir. Oysa PZR temelli patojen tespiti, tiir
dogrulama veya toksijenik gen analizleri gibi yontemler, gii¢li
bilimsel kanitlarla desteklenmis olmasina ragmen, resmi kontrol
mekanizmalarina  smirli ve  kontrolli  bi¢imde  entegre
edilebilmektedir (EFSA BIOHAZ Paneli, 2019: 12). Avrupa Birligi
ve Amerika Birlesik Devletleri gibi bolgelerde bu durum, bilimsel
olarak gegerli yontemlerin yasal kabuliinde gecikmelere yol agmakta
ve uygulamada heterojenlige neden olmaktadir (EFSA BIOHAZ
Paneli, 2019: 15).

Benzer sekilde, DNA barkodlama ve metagenomik analizler
gibi daha yeni yaklasimlar, bilimsel literatiirde giderek daha fazla
yer  bulmasina  karsin, regiilasyonel diizeyde  heniiz
standartlastirilmis ve yaygin kabul gormiis yontemler haline
gelmemistir. Ozellikle metagenomik verilerin yorumlanmasina
iligkin belirsizlikler, bu teknolojilerin rutin gida giivenligi testlerine
entegrasyonunu zorlastirmaktadir (Quince & ark., 2017: 214; FAO,
2011: 7). Regiilasyonlar, genellikle dl¢iilebilir, tekrarlanabilir ve agik
esik degerlere dayali sonuglari tercih etmekte; bu da ¢ok boyutlu ve
yoruma acik genetik verilerin yasal cergeveye oturtulmasini
giiclestirmektedir (EFSA BIOHAZ Paneli, 2019: 20).

Sorunun temelinde, regiilasyonlarin bilimsel gelismelere
direngli olmast degil; bilimsel bilginin regiilasyonel dile
cevrilmesinin karmagiklig1 yatmaktadir. Genetik testlerin giivenilir
bicimde kullanilabilmesi, yalnizca teknolojinin varligina degil;
standartizasyon, validasyon, kalite giivencesi ve sonuglarin nasil
yorumlanacagina iligkin acik rehberlerin olusturulmasina baglidir.
Bu unsurlar saglanmadan yapilan erken diizenleyici kabuller,
bilimsel belirsizliklerin  yasal sorunlara doniismesine yol
acabilmektedir (ISO, 22174 2019: 5).

Bu nedenle genetik analizlerin gida giivenliginde daha etkin
ve yaygin bi¢cimde kullanilabilmesi icin, bilimsel kanit iiretimi ile
regiilasyonel siireclerin esgiidiim icinde ilerlemesi gerekmektedir.

Bilimsel topluluk, genetik yontemlerin siirlarini ve giiclii yonlerini
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net bigimde ortaya koyarken; diizenleyici kurumlarin da bu bilgiyi
esnek, giincellenebilir ve kanita dayali mevzuat yapilariyla
karsilamas1 Onem tasimaktadir. ISO ve benzeri kuruluslarin
gelistirdigi standartlar, bu entegrasyon siirecinde kritik bir kopri
islevi gormekte; bilim ile regiilasyon arasindaki mesafenin
kapatilmasina katki saglamaktadir (ISO, 221742019: 12).

Etik Regiilasyonlar ve Ticari Gerg¢eklik

Genetik analizlerin gida giivenligi alaninda yayginlasmasi,
yalnizca teknik yeterlilik ve analitik dogrulukla sinirli olmayip, etik,
regiilasyonel ve ticari boyutlar1 da i¢ ice ge¢mis ¢ok katmanli bir
gercekligi ortaya koymaktadir. Onceki béliimlerde belirtildigi gibi,
genetik testler belirli uygulama alanlarinda giiclii ve kanita dayal
araclar sunarken, bu teknolojilerin gida sistemlerine nasil, hangi
siirlar iginde ve kimler tarafindan entegre edilecegi sorusu giderek
bilimsel oldugu kadar yonetsel ve politik bir nitelik kazanmaktadir
(FAO, 2011: 25; EFSA BIOHAZ Paneli, 2019: 12).

Gida zincirinde iretilen genomik veriler, &zellikle
mikroorganizma ve sus diizeyinde analizler s6z konusu oldugunda,
veri sahipligi ve kullanim haklar1 agisindan 6nemli etik belirsizlikler
tasimaktadir. Bir isletmeden izole edilen mikroorganizmanin genetik
bilgisinin kime ait oldugu, hangi amaglarla kullanilabilecegi ve ticari
degere doniistiiriiliip doniistiiriilemeyecegi konularinda uluslararasi
Olcekte net ve baglayict bir ¢ergeve bulunmamaktadir. Bu durum,
ozellikle fermente gidalar ve probiyotikler gibi sus temelli iiriinlerde
daha da belirgin héle gelmektedir. Bu nedenle uluslararasi
kuruluslar, genomik verilerin 6ncelikle halk saglig1 ve risk yonetimi
amaciyla kullanilmasini etik bir temel ilke olarak tanimlamaktadir
(OECD, 2016: 30; FAO & WHO, 2018: 15).

Bilimsel a¢idan giiglii kanitlar mevcut olmasina ragmen,
genetik testlerin gida gilivenligi mevzuatina entegrasyonu halen
siirlt ve pargalidir. Mevcut regiilasyonlarin biiyiik 6lciide klasik
kiiltiir temelli yontemlere dayanmasi, PZR, tiim genom dizileme ve
metagenomik gibi yaklagimlarin resmi denetim siireglerindeki
konumunu belirsiz kilmaktadir. Diizenleyici kurumlarin talep ettigi
kapsamli validasyon ve standardizasyon siirecleri bilimsel agidan
gerekceli olmakla birlikte, genetik analizlerin sundugu hiz ve ayirt
edicilik avantajlarinin  uygulamada tam karsilik bulmasini
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geciktirmektedir. Bu durum, bilimsel ilerleme ile regililasyonel uyum
arasinda yapisal bir zaman farkinin kag¢inilmaz oldugunu
gostermektedir (ISO 22174:2019: 10; EFSA BIOHAZ Paneli,
2019: 18).

Genetik analizlerin yayginlagmasi ayni zamanda gida
sektoriindeki kapasite farkliliklarini da goriiniir hale getirmektedir.
Biiytik 6lgekli ve ihracat odakl firmalar ileri genetik teknolojilere
erisebilirken, kiigiik ve orta 6lcekli isletmeler i¢in bu yontemler cogu
zaman ekonomik ve teknik agidan ulasilmasi gii¢ araglar olarak
kalmaktadir. Bu tablo, genetik testlerin yalnizca gida giivenligini
artiran bir ara¢ degil, ayn1 zamanda rekabet avantaji yaratan bir unsur
haline gelme riskini de beraberinde getirmektedir. Bu nedenle
uluslararasi kuruluslar, genetik analizlerin risk temelli, orantili ve
kapasite gelistirici modellerle uygulanmasiin yapisal esitsizlikleri
derinlestirmemesi ac¢isindan kritik oldugunu vurgulamaktadir
(OECD, 2016: 42; FAO & WHO, 2018: 20).

Bu cergevede etik, regiilasyon ve ticari boyutlar, genetik
testlerin bilimsel degerini sinirlayan dissal engeller olarak degil; bu
teknolojilerin gida gilivenliginde hangi kosullarda giivenilir ve
sirdiiriilebilir  bigimde kullanilabilecegini  belirleyen temel
belirleyiciler olarak degerlendirilmelidir. Genetik analizlerin
etkinligi, yalnizca teknolojik gelismeye degil; etik ilkelerle uyumlu,
regiilasyonel olarak net ve ekonomik agidan erisilebilir bir
cercevenin varligia baglidir.

Gelecege Bakis: Gida Giivenliginde Genetik Testlerin Evrimi

Genetik analizler, gida giivenliginde doniisiim potansiyeli
tastyan giiclii araglar sunmaktadir; ancak bu potansiyelin gercek
degeri, teknolojinin kendisinden ¢ok nasil ve hangi baglamda
kullanildigiyla belirlenmektedir. Son yillarda genomik, hizli
dizileme ve veri temelli analiz yaklagimlarindaki gelismeler, gida
sistemlerinin daha izlenebilir ve Ongoriilebilir hile gelebilecegini
gostermistir. Buna karsin, bu teknolojilerin bilimsel gerceklik,
operasyonel uygulanabilirlik ve regiilasyonlarla uyumlu bi¢cimde ele
alinmadigt  durumlarda, risk algisinin  giiclenmesi  yerine
karmagsiklasmasi kaginilmazdir (FAO & WHO, 2018:22; EFSA
BIOHAZ Panel, 2022: 14).
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Yapay zeka ve makine Ogrenmesi uygulamalari, 6zellikle
genomik ve metagenomik veri yiginlarinin analizinde Onemli
katkilar ~ sunmaktadir.  Patojen  profilleme, kontaminasyon
desenlerinin tanimlanmasi ve risk 6ngdriisii gibi alanlarda bu araglar
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Ancak bu sistemlerin ¢iktilari,
veri kalitesi ve biyolojik baglamdan bagimsiz diisiiniilemez. Bu
nedenle yapay zeka, gida glivenliginde karar veren bir mekanizma
degil; insan uzmanligim1 destekleyen analitik bir arag¢ olarak
konumlandirilmalidir (Libbrecht & Noble ark., 2015: 7; Marvin ark.,
2017:12).

Gergek zamanlt DNA sekanslama teknolojileri, 6zellikle
nanopore tabanli sistemler araciligiyla, saha kosullarinda hizh
patojen tespiti ve salgin izleme acisindan umut vadetmektedir.
Zaman faktoriiniin kritik oldugu durumlarda bu yaklasimlar 6nemli
avantajlar sunsa da, veri dogrulugu, standartlagtirma ve regiilasyonel
kabul halen temel sinirliliklar arasinda yer almaktadir. Bu nedenle
gercek zamanli dizileme, klasik yontemlerin yerine gecen degil;
onlar1 tamamlayan bir ara¢ olarak degerlendirilmelidir (Quick ark.,
2016: 5; EFSA BIOHAZ Panel, 2022: 16).

Genetik dogrulama yontemlerinin blockchain altyapilari
veya dijital ikiz gida sistemleriyle entegre edilmesi, gida zincirinde
seffaflik vaadiyle sik¢a glindeme getirilmektedir. Ancak bu
yaklagimlarin basarisi, biyolojik verinin miktarindan ¢ok veri giris
noktalarinin giivenilirligine, yoOnetisim yapisina ve baglamsal
dogrulamaya baglhdir. Genetik verilerin ¢evresel, proses ve fenotipik
bilgilerden bagimsiz ele alindig: sistemler, teknik olarak etkileyici
ancak biyolojik olarak siirli kalmaktadir (Galvez ark., 2018: 10;
Verdouw ark., 2021: 14).

Bu ¢ercevede gelecegin gida gilivenligi sistemleri, genetik
testleri “her sorunu ¢ézen” teknolojiler olarak degil; ¢ok disiplinli,
risk temelli ve baglama duyarli karar mekanizmalarinin bir bileseni
olarak ele almak zorundadir. Yeni diizenleyici modellerin
gelistirilmesi, genomik verilerin hangi kosullarda anlamli kabul
edileceginin netlestirilmesi ve yanhs pozitiflik gibi yapisal
sorunlarin regiilasyonel diizeyde nasil ele alinacaginin tanimlanmasi
bu stirecin temel gereklilikleridir (FAO & WHO, 2018: 24; EFSA
BIOHAZ Panel, 2022: 18).
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Sonug olarak genetik testlerin gida giivenligindeki evrimi,
teknolojik ilerlemeden ¢ok bilimsel temkin, regiilasyonel netlik ve
etik sorumluluk anlayisiyla sekillenecektir. Gergek ilerleme, daha
fazla genetik veri tiretmekten degil; bu veriyi dogru baglamda, dogru
siirlar i¢cinde ve dogru amaglarla kullanabilmekten gegcmektedir.
Tiirkiye’de Gida Giivenligi Analiz Altyapisi ve Regiilasyonlar

Tiirkiye’de gida giivenligi analizleri, kamu otoriteleri ile 6zel
sektor laboratuvarlarinin birlikte yer aldig1r ¢cok katmanli bir yapi
icerisinde yiriitiilmektedir. Bu sistemin merkezinde Tarim ve Orman
Bakanligi’na bagl gida kontrol laboratuvarlar1 yer almakta olup,
iilke genelinde planli denetimler, izleme programlari ve sikayet bazli
kontroller kapsaminda gida ve yem numuneleri analiz edilmektedir.

Bakanlik bilinyesinde faaliyet gosteren gida kontrol
laboratuvarlarinda mikrobiyolojik, kimyasal ve molekiiler temelli
analizler uygulanmakta; bu kapsamda PZR ve real-time PZR gibi
genetik yontemler de resmi kontrol siireclerinde kullanilmaktadir
(Tarim ve Orman Bakanligi, 2024a). Tiirkiye genelinde faaliyet
gosteren gida kontrol laboratuvarlari ile Ulusal Gida Referans
Laboratuvari, analiz metotlarinin dogrulanmasi, kalite giivencesi ve
laboratuvarlar arast uyumun saglanmasi acisindan kritik bir rol
iistlenmektedir (Tarim ve Orman Bakanlig1, 2024b).

Kamu laboratuvarlarina ek olarak, Tiirkiye’de ¢ok sayida
0zel gida analiz laboratuvari da faaliyet goOstermektedir. Bu
laboratuvarlar, Tarrm ve Orman Bakanhigi tarafindan
yetkilendirilmis olup deney ve analiz yeterliliklerini belgelemek
amactyla TURKAK tarafindan akredite edilmektedir. Tiirkiye’de
laboratuvar akreditasyonu, TS EN ISO/IEC 17025 standardi
cergevesinde yliriitiilmekte; bu standart, deney laboratuvarlarinin
teknik yeterliligini, Ol¢lim dogrulugunu ve kalite yOnetim
sistemlerini giivence altina almaktadir (TURKAK, 2019). ISO/IEC
17025 akreditasyonu, 6zellikle PZR gibi yliksek hassasiyetli genetik
analizlerde sonuglarin resmi denetimlerde ve hukuki siireclerde
kabul edilebilirligini saglamaktadir.

Gida analizlerinin yasal ve teknik cercevesi Tirk Gida
Kodeksi ile belirlenmektedir. Tiirk Gida Kodeksi, gidalarda
giivenilirlik  kriterlerini, numune alma esaslarin1 ve analiz
metotlarinin temel ilkelerini tanimlamakta; bu yoniiyle resmi kontrol
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mekanizmasinin  hukuki temelini olusturmaktadir. Son yillarda
yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi tebligleri, analiz metotlarinin
Avrupa Birligi mevzuati ile uyumlu hale getirilmesini hedeflemekte
ve molekiiler analizlerin kullanim alanlarim1 acgik  bigimde
tanimlamaktadir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2025). Bu
diizenlemeler, genetik testlerin yalnizca arastirma amacli degil,
resmi kontrol siireglerinde de standart yontemler olarak
kullanilmasinin 6niinii agmaktadir.

PZR tabanli yontemler, Tirkiye’de 6zellikle gida kaynakli
patojenlerin tespiti, GDO analizleri ve tiir dogrulama ¢aligmalarinda
yaygin olarak uygulanmaktadir. Real-time PZR (qPZR), yiiksek
hassasiyeti, kisa analiz siiresi ve kantitatif veri iliretme kapasitesi
nedeniyle resmi gida kontrollerinde tercih edilen yontemler arasinda
yer almaktadir. Tiirkiye’de GDO taramalarinda p35S ve tNOS gibi
genetik belirteclere dayali qPZR protokolleri kullanilmakta; bu
analizler ISO standartlar1 ve referans metotlara uygun sekilde
gerceklestirilmektedir (Tirkiye Klinikleri, 2019). Bu durum, genetik
analizlerin ulusal mevzuat kapsaminda gecerlilige sahip oldugunu ve
resmi kontrol sistemine entegre edildigini gostermektedir.

Ulke genelinde hem kamu hem de o6zel akredite
laboratuvarlar, Salmonella spp., Listeria monocytogenes gibi gida
kaynakli patojenlerin tespitinde PZR ve real-time PZR yontemlerini
rutin olarak uygulamaktadir. TURKAK akreditasyonuna sahip bazi
laboratuvarlar, PZR temelli analizleri referans metotlara uygun
sekilde raporlamakta ve bu sonuclar resmi denetimlerde
kullanilmaktadir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2024a). Ayrica Ulusal
Gida Referans Laboratuvari, PZR temelli ydntemlerin
dogrulanmasi, laboratuvarlar arast karsilastirma testlerinin
yiriitiilmesi ve analiz performansinin izlenmesi gibi faaliyetlerle
genetik analizlerin ulusal diizeyde standardizasyonuna katki
saglamaktadir (Tarim ve Orman Bakanlig1, 2024b). Bu uygulamalar,
Tiirkiye’de PZR ve diger genetik testlerin gida giivenligi alaninda
yalnizca destekleyici degil, karar verici nitelikte yontemler haline
geldigini ortaya koymaktadir.

Sonug¢

Genetik analizler, son otuz yil i¢inde gida giivenligi alaninda

en hizli gelisen ve en fazla beklenti yaratan yontemler arasinda yer
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almisti. PZR tabanli patojen tespiti, tiir dogrulama, toksijenik
potansiyelin genetik gostergeler aracilifiyla degerlendirilmesi ve
tim genom dizileme uygulamalari, gida kaynakli risklerin daha
erken ve daha vyiiksek c¢oziiniirlikte tanimlanmasina olanak
saglamistir (Law ark., 2015; EFSA BIOHAZ Panel, 2019).

Bu kitap boliimiinde vurgulandigi iizere, genetik testlerin
gida giivenligine en 6nemli katkisi, mikrobiyal ve biyolojik risklerin
molekiiler diizeyde izlenebilir hale gelmesidir. Ozellikle gida
kaynakli salginlarin arastirilmasinda, sus diizeyinde ayrim yapabilen
WGS temelli yaklasimlar, klasik yontemlerle elde edilmesi miimkiin
olmayan bir epidemiyolojik ¢oziiniirliik sunmaktadir. Bu durum,
genomik araglarin bilimsel degerini ve risk yoOnetimindeki
potansiyelini agik bigimde ortaya koymaktadir (Allard ark., 2016;
FAO & WHO, 2018).

Bununla birlikte, genetik analizlerin sundugu teknik kapasite
cogu zaman biyolojik baglamdan ve risk degerlendirme ilkelerinden
bagimsiz sekilde yorumlanmaktadir. Gida matrislerinden DNA
izolasyonu sirasinda karsilasilan  analitik  smirhiliklar, 6li
hiicrelerden kaynaklanan DNA’nin yanlis pozitif sonuglara yol
acabilmesi ve metagenomik verilerin nicel risk degerlendirmesine
dogrudan c¢evrilememesi, genetik testlerin her kosulda gilivenilir
oldugu varsayimini sorgulatmaktadir. Cangelosi & Meschke (2014)
tarafindan da vurgulandig1 gibi, genetik bilginin varlig1 her zaman
biyolojik etkinligi veya gercek bir halk sagligi riskini temsil
etmemektedir. Bu ayrimin g6z ardi edilmesi, genetik testlerin
bilimsel degerini zayiflatan temel unsurlardan biridir (EFSA
BIOHAZ Panel, 2022).

Gida hileciligi, tiir dogrulama ve fermente gidalarda sus
tanimlamas1 gibi alanlarda genetik analizlerin sundugu katkilar
tartigmasizdir. Ancak bu uygulamalarin giivenilirligi; kullanilan
referans veri tabanlarinin kalitesi, yontemlerin standardizasyonu ve
diizenleyici gerekliliklerle uyumu ile dogrudan iligkilidir. Bu
unsurlar yeterince dikkate alinmadiginda, genetik testler giiclii bir
bilimsel ara¢ olmaktan ¢ikarak ticari ve hukuki riskler dogurabilen
bir belirsizlik kaynagina doniisebilmektedir (Galimberti ark., 2013;
FAO & WHO, 2018).

Gelecege yonelik degerlendirmeler, genetik analizlerin
yapay zeka destekli veri isleme, ger¢ek zamanli sekanslama ve dijital
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izlenebilirlik  sistemleriyle entegrasyonunun gida giivenligi
uygulamalarint  doniistiirebilecegini  gostermektedir. Ancak bu
doniistimiin basarisi, teknolojik yenilikten ¢ok bilimsel muhakeme,
disiplinler arasi is birligi ve regiilasyonel cergevenin gelisimi ile
belirlenecektir (Marvin ark., 2017; Verdouw ark., 2021).

Sonug olarak, gida giivenliginde genetik testler ne kosulsuz
bir umut ne de temelsiz bir abartidir. Bu teknolojiler, dogru sorularla,
uygun baglamda ve bilimsel sinirliliklar: gozetilerek kullanildiginda
giiclii bir risk yonetimi aracina donlismektedir. Ancak genetik
verilerin biyolojik ger¢eklikten ve gida giivenligi prensiplerinden
koparilarak yorumlanmasi durumunda, beklentilerin bilimsel
kanitlarin Oniine gectigi abartili bir beklenti alaninin olusmasi
kagmilmazdir. Bu nedenle genetik testlerin gida giivenligindeki
gercek degeri, teknolojinin kendisinden ¢ok, onu kullanan bilimsel
aklin niteligiyle tanimlanmalidir.
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BOLUM 4

BIiTKi SISTEMATIGINDE KULLANILAN
MOLEKULER YONTEMLER

CUNEYT UCARLI!
MUHAMMED SAFA TOPCU?

Giris
Filogenetik, ortak bir atadan miras alinan molekiiler
mekanizmalar1 analiz ederek organizmalar arasindaki evrimsel
iligkileri arastirir. Bu iliskiler, filogenetik agaglar ve "yasam agac1"
ile temsil edilir. Onemli adimlar arasinda 16S rRNA gibi korunan
genlerin se¢ilmesi, NCBI ve INSDC gibi veri tabanlarinin
kullanilmast ve dogru dizi hizalamalarinin gergeklestirilmesi

bulunur. Jukes-Cantor ve Kimura gibi istatistiksel modeller, evrimsel
mesafeleri yorumlamak i¢in kullanilir. PCR gibi gelismeler,
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DNA'nin hassas sekilde cogaltilmasini ve ¢esitli molekiiler
belirteclerin kullanilmasin1 saglayarak filogenetik c¢aligmalarda
devrim yaratmistir. Bu yontemler, farkl tiirler arasindaki evrimsel
tarth ve iligkilerin anlasilmasini artirir. Protein belirtegleri,
izoenzimler ve alloenzimler, elektroforetik ayirma yoluyla genetik
cesitlilik ve filogenetik iliskileri incelemek i¢in kullanilirken, RFLP,
RAPD, SSR, ISSR, AFLP ve SNP'ler gibi DNA tabanl teknikler
daha fazla polimorfizm ve genetik analiz ve haritalama i¢in dogruluk
sunar. Gen dizileme ve DArT gibi teknikler, c¢esitli organizmalar
arasindaki genetik iligkiler ve ¢esitlilik anlayisini daha da gelistirir.

Filogenetik

Filogenetik  organizmalar  arast  evrimsel iligkiyi
coziimlemeye ¢alisip, sahip olduklar1 molekiiler mekanizmalarin
ortak bir atadan geldigini ve bu ortak atadan evrimlestikleri i¢in
aralarinda  iligkilendirilebilir  olduklarin1 aciklar [1,2]. Bu
iliskilendirme organizmalar arasindaki fizyolojik, morfolojik,
genetik, cografik ve ekolojikfarkliliklardan yola ¢ikilarak yapilir [3].
Bu iliskilendirmelerin gosterimlerine “filogenetik agaglar’ denir ve
bu evrimsel iligkilerin tamamin1 kapsayan grafige ise “yasam agac1™
denir. Yagsam agaci1 organizmalarin tek atadan gelerek ve dallanip
farklilasarak diger tiirleri olusturdugunu gosteren evrim teorisi
kapsaminda gelistirilmis bir grafiktir.

Filogenetikte Izlenmesi Gereken Adimlar

Gen Secimi, analiz ic¢in secilecek gen tim organizmalarda
yapt ve fonksiyonunu korumus olmalidir. Ornegin:16S rRNA,
ribozomal kiglk alt birim yapisina katilan ve tiim hiicrelerde ayni

islevi goren bir molekiil, dolayistyla analizlerde sikca tercih edilir
[2.4].

Dizi Ozellikleri, secilen dizi hem korunmus hem de degisken
bolgeler icermeli. Korunmus bolgeler, evrimsel agidan ortak atayi
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gosterir, degisken bolgeler ise yakin tiirler arasindaki farkliliklart
belirlemede kullanilir. Bu sayede diziler benzerliklerine gore
siralanir ve farkliliklarina gore tlir veya taksonomik diizeyde ayirt
edilir.

Gen Aktarimi, filogenetik analizde kullanilacak gen, yalnizca ata
bireyden yeni nesle vertikal olarak aktarilmalidir. Horizontal gen
aktarimi, yani genlerin farkli tiirler arasinda transfer edilmesi,
organizmalarin evrimsel ata-soy iliskisini karistirabilir ve yanlis
sonuclara yol acar.

Analizde Veri Tabanlarinin Kullanim

Analizlerde dizilerin karsilastirilmasinda ve incelenmesinde
daha Onceden dizilenmis ve kaydedilmis olan baz1 veri
bankalarindan yararlanilir.

NCBI (“NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION”):  Amerikan Ulusal Kutlphanesi’nin  bir
parcasidir, genomik ve proteomik veri tabanlari, bilgisayar destekli
aragtirma ve dizi analizi yazilimlar1 sunar. BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), GenBank ve PubMed gibi uygulamalar ile
donatilmistir.

INSDC (“INTERNATIONAL NUCLEOTIDE SEQUENCE
DATABASES”): DNA dizilerini toplayan ve paylasan uluslararasi
bir is birligi agidir. GenBank, DDBJ ve EMBL gibi kuruluslar igerir

[5].

DDBJ (“DNA DATA BANK OF JAPAN”):Japonya'da yer alan ve
niikleotid dizi verilerini toplayarak bilimsel arastirmalara destek
saglayan bir veri bankasidir [6].

PDB (“PROTEIN DATA BANK”):Protein ve niikleik asitlerin (g
boyutlu yapilarini arastiran ve toplayan bir veri tabanidir [5].
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Genlerin Analizi

Hizalama, dizi karsilastirilmasinin ilk asamasidir. Dogru
hizalama en kritik noktadir. Yanlis hizalama, sistematik hata veya
tamamen yanlis filogenetik agaglara neden olabilir. Genellikle dogru
bir hizalama benzer kalintilarin eslesmesini  ve benzer
fizikokimyasal Ozelliklere uymasini saglar. Sekonder yapisal
faktorler biliniyorsa, bunlar rehber olarak kullanilabilir. Hizalama
kalitesini artirmak i¢in manuel diizenleme onemli bir etkendir.
Hizalamanin kalitesini artirmak i¢in hatalarin diizeltilmesi ve
iliskisiz veya bagimsiz dizilerin ortadan kaldirilmast miimkiindiir
[2].

Coklu Yer Degistirmeler, Hizalamadaki yer degistirmelerin
sayllmasiyla diziler arasi farkliliklar basit sekilde oOlgiilebilir. Yer
degistirme oranlari iki dizi arasindaki gézlenen uzaklig gosterir. Bu
gozlenen say1 daime gergek evrimsel siireci yansitmayip rastgele
mutasyonlar dolayisiyla olmus olabilir. “Yanlis Homoplazi” adi
verilen coklu yer degistirmeler ve bireysel pozisyondaki yer
degisimleri bu analizin dogru saptamasini zorlastirir. Dogru bir
sekilde sonuca ulagmak i¢in dogru homoplazi kullanilmalidir [2]. Bu
dogru homoplaziye ulagsmak i¢in birkag istatiksel modeller kullanilir.

JUKES-CANTOR MODELI: 1969 yilinda gelistirilmistir. Tek
parametreli bir modeldir. Bu modelde dizilerin birbirine doniisme
olasilig1 esit varsayilir. En basit yer degistirme modelidir. Dizilerin
evrimsel uzakliklarindan yararlanan bir modeldir.

KIMURA MODELI: 1980 yilinda gelistirilmistir. iki parametreli bir
modeldir. Bu modelde dizilerin farkli olasiliklarla birbirlerine
doniistiikleri varsayilir. Daha karmasik fakat gercekei bir modeldir.
Bu model transisyonlarin transversiyonlardan daha sik

gerceklestigini gosterir ve evrimsel uzaklik saptamada onemlidir
[2.7].
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Filogenetik Calismalarda Kullamilan Molekiiler Yontemler

DNA Belirtecler, Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) K.
Mullis ve arkadaglar1 tarafindan icadi molekiiler biyolojinin
metodolojik repertuarini devrim niteliginde degistirdi [8]. Bu teknik
araciligiyla DNA dizisini in vitro olarak yiiksek sayida kopyalanir ve
molekiiler klonlama ihtiyacin1 ortadan kaldirir. Yeni teknolojilerin
ortaya ¢ikmasiyla giiniimiizde bircok molekuler belirtec mevcuttur.
Giliniimiizde sistematik, genetik ¢esitlilik ve filogenetik caligmalarda
genel olarak ¢esitli yontemler kullanilir.

Protein  Belirtecler, Protein profil analizi, protein
polimorfizmlerine dayanan en eski molekiiler belirteclerdir. En sik
kullanilan teknik, proteinlerin elektroforetik ayrimi ve ardindan
belirli bir protein alt sinifinin spesifik boyanmasidir. Enzimatik ve
enzimatik olmayan proteinler kullanilarak, dogal popiilasyonlardaki
genetik degiskenligi tahmin etme ve anlama, gen akisi, hibritlesme,
tiir sinirlarinin taninmast ve filogenetik iliskiler gibi bircok sorun
iizerinde cesitli arastirmalar yapilmistir [9]. Modern protokol,
PAGE'in kullanim1 ve proteinlerin SDS ile denatlre edilmesiyle
1970'lere kadar uzanir [10]. SDS deterjani, proteinleri negatif yiikli
polipeptid alt birimlerine denatiire etmek i¢in kullanilir [11].
Poliakrilamid jeller {izerinde -elektroforetik ayrim sonrasinda,
proteinler Coomassie Brilliant Blue gibi evrensel bir protein boyasi
ile gorsellestirilir. Allelik farkliliklar, polipeptid boyutlarindaki
degisiklikler olarak tespit edilir ve alleller genellikle kodominanttir,
ancak dominant/bos allelik sistemler de mevcuttur [12].

Elektroforetik yontemler kullanilarak ayni anda iki genel
protein verisi toplanabilir. Biri, farkli gen lokuslar1 tarafindan
iiretilen veya ayni lokustaki farkli alleller tarafindan tretilen tiim
polimerlerin alt birimlerini igeren enzimlerin fonksiyonel olarak
benzer formlar1 olan izoenzimlerden tiiretilmistir [13]. Diger veri
seti, ayn1 gen lokusunun farkli allelik alternatiflerini temsil eden
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polipeptidlerin varyantlar1 olan allozimlerdir. Her iki veri tiirii de
molekuler sistematikte dnemlidir ve her ikisi de net yik ve boyuta
gore ayrilabilen proteinleri igerir [9]. Izoenzimlerin genetik
belirtecler olarak ortaya c¢ikisi, bitki popiilasyonlarinin genetik
caligmalarinda biiyiik bir ilerleme saglamistir, ¢iinkii o0 zamana kadar
yalmizca morfolojik ve bazi durumlarda sitolojik belirtecler
mevcuttu. Tir basina yaklagik 20-30 lokus, bir¢ok tarin
popiilasyonlar1 i¢in genetik cesitliligin ve c¢iftlesme sistemi
parametrelerinin  tahmin edilmesine olanak tanimistir. Hala
izoenzimler, genetik varyasyonlarin analiziyle ilgili bir¢ok arastirma
sorusunu yanitlamak i¢in giivenilir belirteclerden biridir. Protein
belirteclerinin baslica avantajlari, kodominant kalittm ve teknik
basitlik ve maliyet etkinligidir. Ancak, bazi siirlamalar1 da vardir.
Yeni bir allel, yalnizca ilgili molekiiliin elektroforetik hareketliligini
etkiliyorsa tespit edilebilir. Niikleotid degisimlerinin yalnizca
yaklasik %30'u polimorfik parca desenlerine yol acar ve bu nedenle
alloenzim analizi genetik degiskenligi eksik tahmin eder [14].
Ayrica, birgok bitki tiirii poliploiddir ve bu da alloenzim desenlerinin
yorumlanmasini zorlastirabilir. Bunun yani sira, allozim ¢aligmalari
icin amacglanan bitki dokusu hasattan hemen sonra islenmelidir
clinkii proteinler genellikle oldukg¢a kararsizdir. Allozim ¢aligmalari,
genetik cesitliligi incelemek i¢in yaygin olarak kullanilir ¢linkii

tekrarlanabilir, nispeten hizli ve ucuzdur ve notr belirteglerdir
[15,16,17].

Bu teknigin baslica dezavantaji, bir popiilasyonda mevcut
olan ¢ok sayida genotipi tanimlamak ic¢in yiliksek seviyede
polimorfizm Uretmemesidir, ¢iinkii enzim aktivitesi gerekliligi
caligilabilecek lokuslarin araligimi smirlar [18]. DNA tabanh
teknikler, daha fazla polimorfizm Gretmek icin genellikle
allozimlerin yerini alir veya onlarla kullanilir.
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Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

1980'lerin basinda genetik belirte¢ analizi, 6zellikle mevcut
potansiyel belirteg sayisinin  artmast  sonucunda  protein
belirteglerden DNA belirteglerine kaymistir. RFLP'nin ilk kullanima,
insan genetik haritasinin olusturulmasinda olmustur ve bu, genel bir
genetik analiz yontemi olarak onerilmistir [19,20]. Bu prosediirde,
genomik DNA, tipik olarak belirli alt1 baz ciftlik dizileri taniyan
restriksiyon endontiikleazlar1 kullanilarak kesilir. Pargalar agaroz
jeller Gzerinde elektroforetik olarak boyutlarina goére ayrilr,
denattre edilir ve naylon veya nitroseliiloz membranlara (blotlar)
sabitlenir. Spesifik DNA parcalarinin gorsellestirilmesi, bireysel
cDNA veya genomik DNA klonlarina radyoaktif olarak isaretlenmis
tamamlayicilar olarak enzimatik olarak sentezlenen DNA problari
kullanilarak gerceklestirilir. Blotlar, belirtegleri ortaya ¢ikarmak igin
birkac gln ila 2 hafta boyunca X-isin1 filmine maruz birakilir.

Gunumuzde, izotopik olmayan tespit yoOntemleri de
mevcuttur [21]. RFLP ile tespit edilen polimorfizmin temeli,
restriksiyon enzimi kesim noktalarindaki farkliliklardir. Biiyiik
eklemeler ve silmeler de tespit edilebilir, ancak restriksiyon
noktalarindaki degisikliklerden ayirt edilemez. Nokta mutasyonlari,
restriksiyon noktalarmin kendisinde olmadikga tespit edilmez.
Elektroforezin standart yontemine bir varyasyon olan denatiire edici
gradyan jel elektroforezi (DGGE), iire gradyani igeren poliakrilamid
jellerde orneklerin ayrilmasi yoluyla restriksiyon noktalar
arasindaki nokta mutasyonlariin tespitini miimkiin kilar [22,23].

RFLP belirtecleri kodominant ve genellikle lokus spesifiktir.
Potansiyel olarak kritik deneyler i¢in faydali olmasina ragmen,
RFLP analizi zaman alic1 ve emek yogundur. Diger dezavantajlari,
yuksek kalitede ve buyuk miktarda DNA ile hibridizasyon icin DNA
problarinin  gerekliligidir. Kesilmis amplifiye polimorfik dizi
(CAPS), aym1 zamanda PCR-RFLP olarak da bilinir, geleneksel
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RFLP belirtecinin degistirilmis bir formudur [24,25]. PCR
teknolojisinin gelismesiyle, bilinen dizili bir DNA bdlgesinin
amplifikasyonu daha kolay hale gelmistir. Standart bir CAPS
deneyinin ilk adiminda, bilinen dizilere tamamlayici primerler
kullanilarak tanimli niikleer veya organel DNA bdélgeleri PCR ile
cogaltilir. lkinci adimda, PCR iiriinleri bir veya daha fazla
restriksiyon enzimi ile kesilir ve restriksiyon noktasi polimorfizmleri
agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromiir boyamasi ile gosterilir.
Alternatif olarak, denatiire edici olmayan PAA jelleri ve SSCP jelleri
de kullanilir [26]. Geleneksel RFLP analizinin aksine, CAPS
yaklagimi ¢ok az miktarda sablon DNA ile gerceklestirilebilir ve
radyoaktif islem veya blotlama adimlar1 gerektirmez. Ancak, uygun
amplikon ve restriksiyon enzim kombinasyonlarini belirlemek i¢in,
bir CAPS projesinin baslangi¢c asamasinda genis bir PCR primer
ciftleri ve restriksiyon enzimleri yelpazesi taranmalidir.

Rastgele Amplifiye Polimorfik DNA (RAPD)

En yaygin DNA parmak izi teknigi RAPD'dir. Bu teknikte,
rastgele dizilime sahip kisa (10 baz) primerlerin diisiik 6zgiilliikle
baglanmas1  kullanilarak  bilinmeyen  dizilerin  iirlinlerinin
amplifikasyonu yonlendirilir [27]. Diger PCR tabanli sistemlerden
farkli olarak, sadece bir primer kullanilir. Primerlerin kisa dizilimi,
genom boyunca ¢ok sayida potansiyel primer baglanma noktasi
saglar ve iki primer baglanma noktas: yakin konumda oldugunda
DNA pargalarinin verimli amplifikasyonu gerceklesebilir. RAPD
analizinde, kiiclik (yaklasik 10 ng) genomik DNA o6rneklerinden
bir¢ok kisa (yaklasik 300 ila 2000 bp) DNA dizisi amplifiye edilir.
Amplifiye edilen DNA genellikle agaroz jeller (zerinde
elektroforetik olarak ayrilir, etidyum bromiir ile boyanir ve
ultraviyole 151k altinda  gorsellestirilir. ~ Ancak, bantlarin
radyolabeling'i, poliakrilamid jeller iizerinde ayrilmasi ve
otoradyografi ile tespiti daha zayif amplifikasyon rdnlerini de tespit

edebilir. Bu teknigin varyasyonlar1 arasinda DAF (DNA
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amplifikasyon parmak izi) ve AP-PCR (rastgele primerli PCR)
bulunur [28,29].

RAPD teknigi, teknik olarak basit, verimli ve yiiksek
verimliligi destekleyen bir yontemdir [30]. Kisa oligoniikleotid
primerler kullanarak genomik bdlgelerin PCR amplifikasyonu,
neredeyse sinirsiz bir bilgi verici genetik polimorfizm kaynagi saglar
[27,29]. Ayrica, PCR'nin DNA amplifikasyonundaki hassasiyeti,
blyuk miktarda doku ve hedef genomik DNA ihtiyacin1 minimize
eder [8]. Bireylerin molekdler genetik profilleri, morfolojik 6lgtimler
ve izoenzim analizine kiyasla belirli bir avantaj sunan cevresel
etkilerden armdirilmistir.

RAPD uygulamalar1 arasinda kiiltivar ayrimi [31], belirteg
destekli seleksiyon [32], baglanti haritalama [33,34] ve koruma
biyolojisi [35] yer alir RAPD yonteminin basitligi, igsel
siirlamalarla birlikte gelir. RAPD'ler dominant belirtegler olarak
kabul edilir, bu da genetik g¢alismalarda heterozigotlugu tespit
edememe dezavantajini tasir. RAPD'lerin kullanimiyla ilgili hata
kaynaklar1 mevcuttur. RAPD'lerin olusturulmasi, anonim dizilimli
oligoniikleotid primerler kullanilarak  gergeklestirildiginden,
amplifiye edilen parcalar da bilinmeyen niikleotid dizilimindedir. Bu
RAPD bantlari, molekiiler agirlik (yani parca boyutu) ve elektriksel
yiike dayali olarak bir jel tizerinde ayrilir. Bu nedenle, goriinen bir
bant, niikleotid diziliminde farklilik gosteren benzer molekiiler
agirhiga sahip amplifiye pargalar1 igerebilir. Ayrica, bant
yogunluklar1 amplifiye par¢a dozajini yansitir ve daha az yogun
bantlar tekrarlanamaz olabilir [36]. RAPD bant yogunlugundaki
farkliliklar, soya fasulyesinde yaprak ve kok dokusunun analizinde
gozlenmistir [37]. RAPD'lere atfedilen iki yaygin hata kaynagi bant
tekrarlanabilirligi ve skorlamadir [38]. RAPD'lerin kullaniminda,
analiz edilen dokunun yasi, patojen enfeksiyonu, kontaminasyon ve
PCR reaktifleri stoklar1 arasindaki varyasyon gibi ek hata kaynaklari
degerlendirilmistir [39].
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Mikrosatellit DNA Belirtecleri (SSRS)

Mikrosatellit DNA, basit dizi tekrarlar1 (SSRs) olarak da
adlandirilir ve iki ila bes baz ¢iftinden olusan cekirdek dizilerin
ardisik tekrarlarimi igeren tekrarlayan DNA bdlgeleridir. Bir
mikrosatellit lokusundaki farkli alleller, ¢ekirdek dizinin ardisik
tekrar sayisinda farklilik gosterir. Bu diziler 6karyot genomlarinda
yaygin olarak bulunur ve c¢ogu tiir icin binlerce potansiyel
mikrosatellit belirteci gelistirilebilir. Mikrosatellit DNA belirtegleri,
cesitlilik degerlendirmeleri igin biiylk avantajlar sunar. Tek kopya
niikleer DNA'ya (scnDNA) kiyasla ¢ok yiliksek mutasyon oranlarina
tabidirler ve bazen onlarca allel Uretirler. Allozimler ve scnDNA
belirtegleri gibi, mikrosatellit belirteglerin kalitimi kodominanttir, bu
nedenle heterozigotlar genellikle homozigotlardan glvenilir bir
sekilde ayirt edilebilir. Mikrosatellit lokuslarindaki heterozigotluk,
bu lokuslardaki nadir ayrigan allellerin ¢ok sayida olmasi nedeniyle
diger niikleer DNA belirteclerine gore ¢cok daha hassastir. Bu nadir
allellerin kaybi, heterozigotluktan daha hassas bir popiilasyon
darbogazi dl¢iisii saglar [40].

Mikrosatellit DNA belirteglerinin  baglica dezavantaji,
gelistirme maliyetidir. Mikrosatellit belirtegler, protein kodlamayan
DNA  bolgelerinden  gelistirildiginden,  taksonlar  arasinda
korunmazlar; bu nedenle, bir tiir icin gelistirilen mikrosatellit DNA
belirtecleri genellikle yalnizca ¢ok benzer tiirler i¢in kullanighdir.
Mikrosatellit belirteclerinin gelistirildigi organizma sayis1 hizla
artmaktadir, bu yiizden mikrosatellit gelistirme maliyetlerinin yakin
gelecekte daha diisiik olmasi miimkiindiir. Ayrica, baz1 mikrosatellit
lokuslarinda bulunan ¢ok sayida allel, allel frekanslarin1 dogru bir
sekilde tahmin etmek i¢in biiyiik 6rneklem biiytikliikleri gerektirir.
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Kisa Dizi Tekrarlari Aras1 (ISSR)

Genom dizisi hakkinda on bilgi gerektirmeyen RAPD
benzeri  bir markor sistemidir [41]. Mikrosatellit-spesifik
oligoniikleotidlerin PCR primerleri olarak basarili bir sekilde
uygulanmasi ilk olarak Meyer ve arkadaglari tarafindan 1993 yilinda
tanimlandi. Bu teknik, daha sonra g¢esitli diger organizmalara
uyguland1 ve ISSR-PCR [42], SPAR [43] ve MP-PCR [44] gibi
cesitli kisaltmalar onerildi. ISSR, tekrarlayan bolgelerin 5' veya 3'
ucunda ankrajlanmis primerler kullanarak bu boélgelerdeki
varyasyonlar1 belirler. Bu teknik, ters yonlendirilmis tekrarlar
arasindaki genomik segmentlerin amplifikasyonuna olanak tanir.
Genellikle, tek primerler serisi kullanilarak agaroz jel veya
poliakrilamid jel iizerinde boyutlarina gore ayrilan bir dizi fragman
uretilir [45].

ISSR markoér analizi iic asamadan olusur: oligoniikleotid
primerlerin tasarimi, ISSR segmentlerinin PCR ile amplifikasyonu
ve PCR iriinlerinin ayrilmasi. ISSR-PCR primerleri genellikle
mikrosatellitlerin tekrar dizisi motiflerine dayanarak tasarlanir. Bu
ankrajlar, ISSR profillerindeki bantlarin daha yiiksek ¢oziiniirliiglini
ve daha iyi tekrarlanabilirligini saglar. ISSR, parmak izi olugturma,
genetik cesitlilik analizi ve genetik haritalama i¢in faydahdir.
Hizlidir ve birbirine ¢ok yakin bireyler arasinda ayrim yapabilir.
Avantajlar arasinda ¢ok sayida polimorfik lokus, yiiksek verimlilik
ve diisiik maliyet bulunur. ISSR, genomlar boyunca dagilmis ¢ok
sayida mikrosatellit bolgesindeki varyasyonlara erisir. ISSR
markorlerinin ilk ¢alismalart [42,43], kdltur bitkileri Gzerinde
yogunlasmis ve ISSR markdrlerinin son derece degisken dogasini
gostermistir [46,47,48].

ISSR lokuslarimin kalitimi, klasik Mendel oranlarina ¢ok
yakin bir yaklasimi gostermistir [49]. Yiiksek degiskenlik ve yiiksek
haritalama yogunlugu, bu yeni dominant mikrosatellit bazl

molekiiler markorleri, bireysel tiirlerin genetik haritalarini iiretmek
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icin ideal hale getirir [50]. Bu ozellikler, tekrarlanabilirlik
deneylerinde daha biiyiik saglamlik ve bilesen veya DNA sablon
konsantrasyonlarindaki degisikliklerle bant desenlerinin degisme
olasiligimin daha diigiik olmas ile birlestiginde, ISSR'yi genetik
varyasyon arastirmalarinda ve mahsul ¢esidi smiflandirmasinda
tistiin kilar [50,51]. Dezavantajlari ise ISSR markorlerinin dominant
ve daha az tekrarlanabilir olmasidir. Standart ISSR-PCR protokoliine
ek bir PCR yeniden amplifikasyon adimi eklemek, tekrarlanabilirligi
ve verimliligi 6nemli 6l¢iide artirabilir [52].

Minisatellit Dna'min Dogrudan Amplifikasyonu (DAMD)

Minisatelit DNA'min dogrudan amplifikasyonu (DAMD)-
PCR terimi, Gustafson ve arkadaslar1 tarafindan ortaya atilmis ve ilk
kez bitkilere minisatelit-primerli PCR uygulamislardir [53,54,55].
Minisatellitler, degisken sayida ardisik tekrarlar (VNTR) olarak da
bilinir ve ardisik tekrar eden DNA dizileridir. Boyutlar1 birkag yiiz
ile birkag kilobaz ¢ifti arasinda degisirken, tekrarlanan birimleri 10
ila 60 baz cifti arasinda degisir. Ardisik olarak diizenlenmis
tekrarlayic1 dizilerin ortak bir 06zelligi, yiiksek polimorfizm
dereceleridir. Bu polimorfizm, ¢ogunlukla ardisik tekrar sayisindaki
varyasyondan ve ayrica bireysel tekrarlarin i¢ yapisindan
kaynaklanir [56].

Minisatellitler terimi, Jeffreys ve arkadaslar1 tarafindan
ortaya atilmis ve baslangicta 10 ila 50 baz cifti {initelerinin ardisik
tekrarlarina uygulanmistir. Bu tekrarlar, 10 ila 15 baz ¢ifti
uzunlugunda ortak bir GC agisindan zengin ¢ekirdek dizi tasirken,
daha uzun iinite boyutlarina ve daha yiiksek AT icerigine sahip
tekrarlar da tanimlanmistir. Bu Oncli ¢alismalardan bu yana,
minisatelit lokuslart  bircok organizmadan klonlanmig ve
dizilenmistir, bunlar arasinda insan, sigir, fare, kuslar ve bitkiler
bulunur [14]. Cogu minisatellit, ¢ekirdek dizi olarak bilinen ortak bir
motifi paylasir [57,58]. Calismalar, minisatellit lokuslarinin Mendel
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tarzinda kalitildigini ve fare [59], sigir [60], domates [61] ve piring
[62] gibi bir¢ok tiirlin genomuna dagildigini gostermistir.

Minisatellitlerin okaryotik genomlardaki yiiksek bollugu,
minisatellit-komplementer oligonikleotidlerin PCR primerleri
olarak kullanilmasina ve bir¢cok polimorfik amplifikasyon {iriinii
iiretilmesine olanak tanir. Bu yondeki erken ¢alismalar mantarlarla
yapilmigtir. Meyer ve arkadaslari, M 13 minisatellit tekrar biriminin,
bir PCR primeri olarak kullanildiginda insan mantar patojeni
Cryptococcus neoformans'in farkli izolatlarin1 ayirt ettigini ve
tanimladigin1 gostermistir. Benzer sekilde, Heath ve arkadaslari,
balik, kus ve insan genomlarini incelemek i¢in M13 dahil olmak
iizere c¢esitli minisatellit ¢ekirdek dizilerini primer olarak
kullanmiglardir. PCR iirlinlerinin elektroforetik ayrimindan sonra,
tirler arasinda farkliliklar bulunmus, ancak tiir i¢i varyasyon
gozlenmemistir. Minisatellit ¢ekirdek dizisini tek primer olarak
kullanarak, bu PCR uygulamasi, bir genomdaki belirli bolgeleri
tanimlamak i¢cin RAPD benzeri sonuglar iiretebilir. Minisatellit
cekirdek dizileri RAPD primerlerinden daha uzun oldugundan,
DAMD-PCR, nispeten vyiksek katiliklarda etkili bir sekilde
gerceklestirilebilir ve bdylece yliksek derecede tekrarlanabilir
sonuclar elde edilir [63].

Gii¢lendirilmis Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP)

AFLP, ilk olarak Vos ve arkadaglar1 tarafindan
tanimlanmistir. Bu teknik, genomik DNA'nin tam bir sindiriminden
elde  edilen  restriksiyon  fragmanlarinin  segici  PCR
amplifikasyonuna dayanir. Teknik {i¢ asamadan olusur: DNA'nin
restriksiyonu ve  oligonukleotid  adaptorlerinin  ligasyonu,
restriksiyon fragmanlarinin setlerinin segici amplifikasyonu ve
amplifiye edilmig fragmanlarin  jel analizi. Restriksiyon
fragmanlarinin PCR amplifikasyonu, adaptér ve restriksiyon yeri
dizisi hedef alanlar1 olarak kullanilarak gerceklestirilir. Segici
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amplifikasyon, restriksiyon fragmanlarina uzanan primerler
kullanilarak saglanir ve bu primer uzantilarinin restriksiyon yerlerini
cevreleyen niikleotidlerle eslestigi fragmanlar amplifiye edilir. Bu
yontemle, niikleotid dizisi bilgisi olmadan restriksiyon fragmanlari
PCR ile gorsellestirilebilir.

AFLP, biyolojik cesitlilik, cesit tanimlama ve genetik
haritalama caligmalar1 i¢in potansiyel bir aractir [64]. Bununla
birlikte, AFLP analizi, mikrosatellitler gibi, izotopik veya floresan
etiketli PCR drunlerini tespit etmek ic¢in daha gelismis bir
laboratuvar altyapist gerektirir.

Filogenide Gen Dizileri

Filogenetik ve taksonomik iliskileri ¢ikarmak amaciyla, hem
morfolojik hem de molekiiler veriler genellikle dikkate alinir. Son
yillarda, teknoloji ve gen dizileri bilgisi konusundaki ilerlemeler,
angiosperm filogenisine Onemli katkilarda bulunmustur [65].
Biyologlar, taksonomik siranin tiim seviyelerinde iligkileri
aydilatmak icin niikleer, kloroplast ve mitokondriyal genleri
kullanmiglardir. Morfolojik karakterlerin farkli seviyelerdeki
taksonlar1 ayirt etmekte yetersiz kaldigi durumlarda, filogeniyi
analiz etmek i¢in molekiiler yaklasimlar giderek daha yararli hale
gelmistir [66].

Bitkilerin molekiiler sistematigi ve filogenisinde en yaygin
olarak kullanilan genlerden bazilari sunlardir: ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilazin biiyiik alt birimini kodlayan bir kloroplast geni olan
rbcL [67]; ATP sentazin beta alt birimini kodlayan bir plastid geni
olan atpB [68]; intronlar1 birlestirmede rol oynadigi diisiiniilen bir
kloroplast geni olan matK [65] ve ¢ekirdegin niikleolar organizasyon
bolgesinde bulunan 18S, 5.8S ve 26S gibi nikleer rDNA cistron
biriminin bolimleri [69]. Bu genler, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile kolayca amplifiye edilebilmeleri, az sayida ekleme-silme

--03--



olayina sahip olmalar1 ve evrimsel olarak korunmus olmalari
nedeniyle filogenide kullanilmistir [70,69,65].

RDNA Internal Transcribed Spacer (ITS) Bolgeleri

Farklt organizmalarin filogenetik calismalarinda yaygin
olarak kullanilan bdlgelerden biri, niikleer ribozomal DNA
cistronudur [71]. Sitoplazmik ribozomal RNA'lar1 (rDNA) kodlayan
niikleer genler, ¢ogu dkaryotta, i¢ transkribe edilen spacer bolgeleri
ITS1 ve ITS2 ile ayrilmig kiiciik (18S/SSU), 5.8S ve biiyiik
(28S/LSU) alt birim rDNA bolgesine sahip transkripsiyonel rDNA
birimlerine organize edilmistir LSU ve SSU rDNA'nmin DNA
dizileri, ribozom sentezindeki kritik rolleri nedeniyle gucli
stabilizasyon secilimi altindadir. ITS rDNA bolgeleri gibi
kodlamayan bdlgeler ise benzer islevsel kisitlamalar altinda degildir.

Rapor edilen ¢calismalarda, ITS dizileri arasindaki varyasyon
cogunlukla nokta mutasyonlarina atfedilmektedir. Bu nedenle, daha
hizli mutasyon birikimi nedeniyle, bu bolgeler genellikle daha
yiiksek degiskenlik gdsterir. Benzer sinyal korumus diziler arasinda
yer alan bolgelerde, yerlestirme veya silme (indel) olaylarindan
etkilenen sitelerin nispeten kiiciik bir oran1 vardir. Bu sinirlar iginde,
dizilim hizalamas1 genellikle kiiclik yapisal kisitlamalarin oldugu
bolgeler disinda belirsiz degildir. ITS1 ve ITS2 spacer bolgelerinin
birlesik veri setlerinden yapilan filogenetik analizler, tek basina
herhangi bir spacera dayanan analizlere kiyasla daha yiiksek
coziinlirliik ve i¢ destek saglayan agaglar verir. Ayn1 anda yapilan
analizlerin bu yararl etkisi, her spacerdeki faydali karakterlerin
azligma dayanmaktadir. Bu etki, ¢ogu arastirilmis yakin iliskili
angiosperm gruplarinda ITS1 ve ITS2'nin boyut, dizi degiskenligi ve
G + C igerigi agisindan benzerliklerine uygun olarak spacer
verilerinin yiiksek tamamlayiciligini da gosterir [72, 73].

ITS bolgesinin birkag genel 6zelligi, onun angiosperm
filogenetik analizlerinde kullanimini tesvik eder. ilk olarak, diger
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nrDNA cokgen ailesi bilesenleri ile birlikte, ITS bdlgesi bitki niikleer
genomunda yiksek oranda tekrar eder. TiUm nrDNA tekrar birimi,
kromozomal bir lokusta veya birden fazla lokusta ardigik tekrarlar
halinde diizenlenmis binlerce kopyada bulunur. Bu yiiksek kopya
sayisi, nrDNA'min  tespit  edilmesini, amplifikasyonunu,
klonlanmasim ve dizilenmesini tesvik eder. Ikinci ve filogeni
yeniden yapilandirma agisindan en énemlisi, bu gen ailesinin esitsiz
crossing-over ve gen donilisimii yoluyla hizli esgiidiimli evrim
gecirmesidir. Bu  0Ozellik, bazi durumlarda homolog olmayan
kromozomlardaki ntDNA lokuslar: arasinda bile, tekrar birimlerinin
intragenomik uniformlugunu tesvik eder ve genel olarak bu
dizilerden tiir iliskilerinin  dogru bir sekilde yeniden
yapilandirilmasini saglar [74, 75, 76, 77]. Sonug olarak, birgok turde
filogenetik bilgi ¢ikarmak i¢in havuzlanmis ntDNA PCR f{iriinlerinin
dogrudan dizilenmesi kullanilabilir. Ayrica, esgiidiimlii evrim ve
cinsel rekombinasyon, nrDNA  uniformlugunu igmelez
popiilasyonlar i¢inde tesvik edebilir ve bdylece filogenetik
caligmalarda i¢ popiilasyon Orneklemesinin Onemini minimize
edebilir [78]. Uclincii olarak, ITS bélgesinin kiciik boyutu
(angiospermlerde <700bp) ve iki spacer1 ¢evreleyen yiiksek
derecede korunmus dizilerin varligi, bu bolgenin evrensel dkaryotik
primerler kullanilarak, hatta herbaryum materyalinden bile, kolayca
amplifiye edilmesini saglar [70]. Bu bir¢ok 6zelligi nedeniyle, ITS
bolgeleri, bircok bitki taksonunda aileler arasi diizeyden tiir ici
diizeye kadar genis bir genetik varyasyonu incelemek igin
kullanilmistir [79, 80, 81]

Tek NUkleotid Polimorfizmleri (SNP'ler)

SNP'ler, genetik kodla eslesen bir genin, bir genin bir
parcasinin veya hatta birkag gen veya ara gen dizisini i¢eren bir DNA
parcasinin, bir tek niikleotidin (A, T, C veya G) degistigi DNA dizisi
varyasyonlaridir. Bir varyasyonun diistiniilmesi i¢in, SNP'nin en az
%1'lik bir popllasyonda meydana gelmesi gerekir. SNP'ler, DNA
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dizisi varyasyonlarinin en yaygin seklidir ve insan ve hayvan
genetigi caligmalarinda, insan genomunun haritalanmasi ve tibbi
aragtirmalarda insan hastaliklart ile iliskilendirilmis haplotiplerin
tanimlanmasi1 da dahil olmak tizere kullanilmistir [82]. Diger genetik
isaretgilere kiyasla, SNP'ler genel olarak genom i¢inde daha yaygin
ve korunmus durumdadir ve bu nedenle, her 1.000 baz cifti basina
birden fazla olmalar1 nedeniyle tercih edilirler [83].

SNP arastirmalarinin ortaya c¢ikmasiyla, SNP kesfi icin
bircok yontem oOnerilmis, kullanilmis ve hala gelistirilmektedir.
Yiiksek verimli dizileme i¢in bircok yontem benimsenmistir. SNP
tespiti i¢in kullanilan platformlardan bazilar1 pirasekanslama [84],
polimorfizm orani dizileme [85], dejenere oligonukleotid primer
PCR [86], ekotillemek [87], ve SNP avcisidir [88]. SNP verisinin
artmasi, SNP bilgisi uygulamalar1 ve SNP'lerin elde edilmesi i¢in
cesitli teknikler nedeniyle, SNP'leri kesfetme ve analiz etmeyi
kolaylagtirmak i¢in biyoinformatik teknikler gelistirilmistir. Veriye
erisim ve gorlntiileme icin internete erisilebilir araglar,
arastirmacilarin ilgi duyduklar1 genler, genetik veya fiziksel harita
konumlar1 veya ekspresyon desenine goére SNP'ler hakkinda veri
almasina yardimci olmak {izere gelistirilmistir [89]. Son 10 yil
icinde, SNP'ler tibbi arastirmalarda ve insan genomundaki SNP
isaret¢ilerinin haritalanmasinda yogun bir sekilde incelenmis ve
cesitli hastaliklara yatkinlikla iligkilendirilmis bir¢ok lokusun
kesfedilmesine yol agmistir [90].

SNP'ler, aym1 zamanda popiilasyon parametrelerinin ve
yapilandirilmis insan popiilasyonlarindaki farklilasmanin tahmin
edilmesi i¢in de kullanilmistir [91]. Biyologlar, SNP'lerin
poplilasyon parametrelerini tahmin etme yetenegini arastirmislar ve
SNP belirleme yonteminin popiilasyonlar i¢inde genetik olaylari
tahmin etme dogrulugunu etkileyebilecegini bulmuslardir [92].
SNP'lerin uygulama alani, insan ve sigir popiilasyonlarini,
bakterileri ve bitkileri incelemekten, bitki taksonlarinda SNP tabanli
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isaretcilerin gelistirilmesi ile filogenetik iliskileri ¢ikarmaya kadar
degismektedir. SNP'lerin tarla genetigindeki uygulamalar1 Rafalski
tarafindan incelenmis, baglant1 dengesizligi, ifade dizisi etiketlerinin
(EST'lerin) kullanim1 ve kesif prosediirleri, deneyler, SNP'lerin
isaret¢i olarak kullanimi ve SNP haritalamasi hakkinda bilgi
verilmistir.

SNP aragtirmalart1 hem biiylik tarim bitkilerinde hem de
ozellestirilmis iirlinlerde yapilmistir ve bitki tariminda SNP
arastirmalar1 hiz kazanmistir. Zhu ve digerleri soya fasulyesinin 25
genotipini [93] ve bugdayin 12 genotipini [94] i¢eren genis kapsamli
bir calismada SNP sikligini  ve haplotip varyasyonunu
belirlemislerdir. Benzer bir calismada, Grivet ve digerleri seker
kamiginda SNP'lerin kesfi icin EST'leri kullanmig ve bu
polimorfizmlerin seker kamis1 yetistiriciligi i¢in potansiyel
isaretgiler olarak hizmet edebilecegini One siirmiislerdir. SNP'ler
ayrica, Eurycoma longifolia populasyonlarindaki genetik ¢esitliligi
incelemek i¢in bir potansiyel ara¢ olarak hizmet etmis ve bu
popiilasyonlarin cografi kokenini yansitmistir [83]. Bitkilerde
filogenetik iligkileri ¢ikarmak i¢in SNP'ler heniiz kullanilmamistir
ve bu nedenle, bir takson iginde SNP tabanli isaret¢ilerin
gelistirilmesi, filogenetik analizlerin gergeklestirilmesinde faydali
olacaktir.

Cesitlilik Dizi Teknolojisi (DArT)

DATrT, DNA polimorfizm analizinin yeni bir teknigidir. Bu,
kat1 hal yiizeylerine immobilize edilmis niikleik asitler kullanilarak
hibridizasyon tabanli yontemlerdir. Cesitlilik dizi teknolojisi, bu
lokuslar hakkinda 6nceden herhangi bir dizi bilgisi olmadan genom
iizerinde yayilmis birka¢ yiliz polimorfik lokusun ayni anda
tiplemesine izin verir [95,96]. Teknik ayrica tekrarlanabilir ve
maliyet etkin oldugu gosterilmistir. DArT isaretgileri, belirli bir
genomik temsilcilikte bulunan ve bu amag i¢in 6zellikle gelistirilen
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bir ¢esitlilik 'genotipleme dizisi' iizerinde farkli hibridizasyon ile
tanimlanan genomik DNA'nin polimorfik bdliimleridir. Bu teknoloji,
baslangigta bir 'kesif dizisi' gelistirme islemini igerir, ardindan
polimorfik DArT isaretcilerini tanimlamak i¢in kullanilir ve bunlar
bir 'genotipleme dizisi' haline getirilir. 'Kesif dizisi', ilgi alaninin
genetik materyalini temsil eden genomlar havuzundan (metagenom)
baslayarak tekrarlanan DNA seviyesini azaltmak icin isleme tabi
tutulur [97].

Cesitlilik dizileri genellikle restriksiyon enzimlerinin kesim
yerlerinde tek baz cifti degisikliklerine (SNP'ler) ve restriksiyon
fragmentlerindeki ekleme-silme/diizenlemelere bagl
polimorfizmeleri tespit eder [95]. Iyi bir isaretci olmak igin
genellikle su ozellikler arzu edilir: Orta diizeyden yiiksek diizeye
kadar polimorfik, kodominant kalitim, allellerin agik bir sekilde
atamasi, genomda sik goriilme, genom boyunca esit dagilim, secici
olarak nétr davranis (yani, pleiotropik etkilerin olmamasi), kolay
erigim (Ornegin, satin alma veya hizli prosediirlerle), kolay ve hizl
test (Ornegin, otomatiklestirilmis  prosediirlerle),  yiliksek
tekrarlanabilirlik, laboratuvarlar arasinda veri aligverisinin kolay
olmasi, ve isaret¢i gelistirme ve testi i¢in diisiik maliyet. Higbir tek
molekiiler isaret¢i tiim bu kriterleri karsilamaz. Ancak, birgcok
marker sistemleri arasindan se¢im yapabilir ve her biri yukarida
bahsedilen ozelliklerin bazilarin1 veya hatta ¢ogunu bir araya
getirebilir.

RAD-SEQ/Genotyping By Sequencing (GBS)

RAD, genomdaki belirli bir restriksiyon enzimi tanima
dizisinin yanindaki DNA parg¢alarini iceren DNA'nin restriksiyon
bolgesi ile iliskilendirilmis DNA kapsar [98, 99, 100] ve RAD tags,
son zamanlarda bitki [101, 102, 103, 104, 105] ve hayvan [106, 107,
108, 109, 110, 111] gruplarinin ¢alismalarinda kullanilmistir.
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Molekiiler filogenetikte yaygin bir sorun, yakin zamanda ayrilan
tirler arasindaki filogenetik iliskilerin molekiiler isaret¢ilerde
yetersiz  filogenetik sinyal veya gen agaglari arasindaki
catismalardan dolay1 ¢6ziilmesinin zor olmasidir [112, 113, 114].
RAD-Seq ve ilgili GBS yontemi, nikleer genomlardan buyik
miktarda degisken siteleri (SNP'ler) elde etme potansiyeli sunar
[115].

RAD dizileme (RAD-Seq), multipleksleme saglar ve
ozellikle Illumina HiSeq enstriiman1 [102] gibi ylksek verimli
platformlarda bircok 6rnek i¢in tek bir seritte dizileme yapmanin
maliyet etkin bir yoludur. Restriksiyon enzimleri genomik DNA'y1
kiiciik pargalara ayirmak igin kullanilir, ardindan adaptor dizileri
fragmentlerin her iki ucuna lige edilir, boylece adaptorlerin dizisi
iceren primerler dizilemeden 6nce amplifikasyon i¢in kullanilabilir.
RAD-Seq yontemi, herhangi bir 6nceki genomik veri olmadan
model olmayan tiirlerde filojeografinin ayrintili desenlerini saglamis
ve dogal populasyonlarda baglangigta tiirlesme ve genom ¢apinda
varyasyonu belirlemistir [106]. Ayrica, baslangigta bilinen tiim
genom dizileriyle yapilan simiilasyon c¢alismalari, RAD-Seq
yonteminin filogenetik ¢ikarim i¢in kullanilabilirligini géstermistir
[116, 117].

RAD-Seq"1 filogenetik yerine filojeografik ¢ikarim igin
kullanan bir vaka c¢aligmasi, Eaton & Ree tarafindan
gergeklestirilmistir. Dogu Asya'daki Hengduan Daglari-Himalaya
bolgesinden bir nonmodel bitki cinsinin atasal hibridizasyonu tespit
ettiler. Aday taksonlar arasindaki introgresyonun daha ince
ayrintilarina olanak taniyan modifiye Patterson’un D-istatistik
testini kullanan Eaton & Ree, birinci kladde neredeyse tiim taksonlar
arasinda 6nemli bir introgresyon tespit etmislerdir, ancak ikinci
kladin taksonlar1 arasinda veya iki ana kladenin arasinda
introgresyon tespit edilmemistir. Genotyping by sequencing (GBS),

iliskili, son derece maliyet etkin bir genotipleme prosediiriidiir
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[118,119,120]. Barkodlama stratejisi, RAD-Seq'inkine benzerdir.
Ancak, GBS, uygun adaptorlerle restriksiyon fragmentlerinin
olusturulmasinin daha basit oldugu i¢in RAD-Seq'a gére daha az
karmagiktir: tek bir kuyudaki genomik DNA'nin restriksiyonu ve
adaptor lige edilmesi, numune isleme sayisinin azalmasina neden
olur, daha az DNA saflastirma adimi1 gerektirir ve fragmentler boyut
secilmez. Maliyetler, s1§ genom 6rnekleme ve haplotip bloklarindaki
eksik i¢ SNPLerin tahmini ile azaltilir.

GBS, karmasik bir genoma sahip [118] misir i¢in basglangigta
gelistirilmistir ve son zamanlarda diger tiirlerin
genotiplendirilmesinde [121,122] ve yakin zamanda ayrilan
kladlarin filogenetik ¢ikariminda kullanilmistir [123]. Molekuler
filogenetikte yaygin bir sorun, yakin zamanda ayrilan tiirler
arasindaki filogenetik iligkilerin molekiiler isaretcilerde yetersiz
filogenetik sinyal veya gen agaclar1 arasindaki ¢atismalardan dolay1
¢ozllmesinin zor olmasidir [112, 124, 114]. RAD-Seq ve GBS,
niikleer genomlardan biiyiik miktarda degisken siteleri (SNP'ler)
elde etme potansiyeli sunar [115]. RAD-Seq yaklasimi, siipheli
hibritlerin ebeveynlerini belirlemede basarili olmus ve ayrica
otomatik vs. allopolidlerin ayrimini da yapabilir [125].

Genom Taramasi

Total genomik DNA'nin diisiik ila yiliksek kapsama araliginda
shotgun dizileme yoluyla hizli ve maliyet etkili bir sekilde
phylogenetik olarak bilgi saglamak i¢in bir stratejidir
[126,127,128,129,130]. Baslangigta, genome taramasi, niikleer
ribozomal ve kloroplast DNA belirteclerinden ek phylogenetik bilgi
saglamak tizerine odaklanmigtir. Clinkii bitki nilikleer rDNA
tekrarlar1 kloroplast DNA ve mitokondriyal DNA, genomlarinda
yuzlerden binlere kadar kopyada bulunurlar [131] ve diisiik derecede
dizi kapsami [132] ile kolayca elde edilebilirler.
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Intraspesifik ve ozellikle interspesifik tiir karsilastirmalar
icin tam Dbir nukleer rDNA, genellikle hala bulyik o6lglde
hizalanabilirken, ITS ve ETS icerdigi i¢in bir cinse genellikle
hizalanabilir. Ancak, baz1 interspesifik ve 0zellikle intraspesifik tur
karsilagtirmalar1 i¢in, NTS bdlgesini igeren tam bir niikleer rDNA,
biiyiik 6lciide hizalanabilirken 6nemli miktarda degisiklik sunabilir
[133].

Mevcut yaygin olarak kullanilan primerlerle iiretilen
organeller DNA dizisi, genome taramasi yoluyla daha fazla tiretilir
[134]. Son bir ¢alismada, Bock ve ark. (2014), genome taramasini
kullanarak Yer elmasi1 (Helianthus tuberosa; Compositae), bir kalici
heksaploid yumru bitkisinin kdkenini belirledi. Bu, rDNA dizilerini
kullanarak taksonun katkisini H. annuus, ve Yer elmasinin muhtemel
atalarin1 belirlemek icin H. grosseserratus (disli aycicegi) ve H.
hirsutus'un (tiiylii aygicegi) tetraploid olarak destekledigi kendisinin
H. divericatus'un otopoliploidi olarak tanimlanabilmesiyle
mumkindi. Bu, genom taramasi kullanilarak, yalnizca rDNA
dizilerini kullanarak, yazarlarin organellerin genomlarinin yalnizca
H. hirsutus'tan geldigini gosterebilmeleri nedeniyle de oldu.

rDNA ve plastid kodlama boélgelerinin genom taramasi ayni
zamanda bitki ailesi Goodeniaceae'nin derin diigiimlerinde
¢oOziiniirligl artirmak i¢in de etkili oldu. En 6nemli agiklikta bir kok
fosil fizigin saglamasini iretti. Plastid dizilerden elde edilen toplu
verilerin ¢ogu, cins i¢indeki iligkiler arasinda farklilik gosterse de,
nikleer gen verileri genellikle bu ilskileri teyit etmektedir. Her iki
yontem de birbiriyle uyusmazligi azaltmak i¢in hedeflenen bir
zenginlestirme yontemi kullanilarak daha fazla niikleer isaretleyici
dizisi dizilirse daha yakin bir mutabakata yol acabilecegini
diistindiirmektedir. Genom taramasi, asterid Plantaginaceae cins
Penstemon'un [136] isaretleyici gelistirme igin basariyla kullanildi.
Tum Penstemon genom dizileri, Plantaginaceae ve Orobanchaceae

icin birkag mevcut EST kutliphanesi ve Arabidopsis thaliana ve
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Solanum lycopersicum - PPR/COS icin protein dizileri ile
karsilastirildi. Son olarak, fern genomlarinin 6zelliklerini incelemek
icin etkili bir sekilde kullanilmigtir [137].

Transkriptomlar

Ozellikle model olmayan organizmalar ve/veya cok biyiik
genomlara sahip olanlar dahil olmak (izere 6karyotlarda filogeniler
tiretmek i¢in zengin bir karakter seti sagladigi gosterilmistir [138,
139, 140, 141, 142, 143]. Ylksek verimli RNA dizileme (RNA-Seq)
teknolojilerinin son geligimi, transkriptomik hassasiyeti [144] buytk
Olciide artirmigtir. RNA-Seq kullanilarak yayinlanan ¢ogu calisma,
derin dallanmalar1 kesfediyordu [145, 146, 147] ve birkac¢1 da
familya diizeyinde veya daha alt diizeydeki iligkilere odaklaniyordu
[142, 148].

Orthologlarin ¢ikarilmasi, RNA-Seq filogenetiginin en kritik
ve zorlayict adimlarindan biridir [139, 149]. Dogrudan transkriptom
verilerinden elde edilen ortolog gen dizilerinin bitki cinsi i¢inde veya
yakindan iliskili cinsler arasinda etkin olup olmadig: siki bir sekilde
aragtirilmalidir.

Transkriptomlar ayrica belirteg gelistirmede de [150]
kullanilmuistir, 6rnegin egrelti otlarinda [151] ve baklagiller gibi
cicekli bitkilerde [152]. Ancak, transkriptom verilerini dogrudan
filogenetik c¢alismalar i¢in kullanmanin bazi zorluklar1 vardir.
Oncelikle, genis bir takson ornekleme ile RNA Kkalitesi doku
orneklerini elde etmek teknik olarak zorlayicidir [153, 142, 143].
Ikinci olarak, transkriptom verileri, bir genomun bir dénemde, bir
doku tarafindan ve/veya belirli bir ¢evresel kosul kiimesinin etkisi
altinda aktarilan kodlama genlerinin bir kismin igerir. Ugiinciisii,
hibridizasyon, introgression ve allopoliploidi ge¢misine sahip
gruplar icin, RNA-Seq filogenetik yaklasimini dogrudan kullanmak
filogenilerini olusturmay1r daha karmasik hale getirebilir [143].
Bununla birlikte, transkriptom verilerinin, retikilat evrimin ve
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genom duplikasyonlarinin ge¢misini aydinlatmak icin niikleer
dizileri saglama potansiyeline sahip oldugu diigiiniilmektedir. RNA-
Seq, anahtar yeniliklerin molekiiler mekanizmalarini kesfetmek de
dahil olmak tizere karakter gelisimi ve evrimini incelemek igin genis
bir sekilde kullanmilmistir [154]. Gelecek on yilda RNA-Seq
yaklagiminin, karakterlerin ontogenezini, homolojisini ve evrimini
anlama konusunda biiylik goriisler getirecegini bekliyoruz.

Hedefe Y0Onlendirilmis Zenginlestirme

Bircok bitki tird icin, 0zellikle arazi toplama drneklerinden
yuksek kaliteli RNA izole etmek problemli olabilir, ancak genomik
DNA'lar, hatta herbaryum ve "antik™ 6rneklerden bile oldukca stabil
olduklart i¢in olduk¢a kolaydir [155, 156]. Hedefe yonlendirilmis
zenginlestirme veya dizi yakalama, baslangicta hibridizasyon
yoluyla yapiliyordu, ancak daha sik olarak kullanilan prob veya bait
olarak adlandirilan korunmus dizi oligoniikleotidleri, mikroarray
verilerinin tretimi daha maliyetli ve daha az basit oldugu i¢in daha
sik kullanilmaktadir [157, 158, 159, 160, 161, 162].

Hayvanlar icin, PCR tarafindan olusturulan veya cDNA
tiretilmis baitlerin yan1 sira [163], birgok filumun genomlarinda
Ultra Korunmus Elemanlar (UCE'ler) etrafindaki kodlamayan
nikleer gen bolgelerini  kullanarak dizi yakalama yapmak
mimkiindiir. Bitki genomlar1 ise, kodlamayan bolgelerinde birbirine
cok benzer nonsentetik tekrarlayan elementler icerir, bu da UCE
yaklagimini filogeni iiretmek i¢in kullanilamaz hale getirir [165].
Hedefe yonlendirilmis zenginlestirme yoOntemleri arasinda PCR
tabanli ve molekiiler inversiyon probu tabanli amplifikasyon da
bulunmasina ragmen, en basit, en hizli ve en maliyet etkin teknoloji
dizi yakalama yaklasimidir [166]. Bu tir hedefe yonlendirilmis
zenginlestirmeyi uygulamak icin ¢esitli yontemler mevcuttur. Belirli
bir yola ait veya belirli bir doku tarafindan ifade edilen genlerin
dizileri 6zellikle hedeflenebilir. Alternatif olarak, calismada yiiksek
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kaliteli RNA iiretebilen iki farkli takson i¢cin mevcut EST ve/veya
transkriptom dizileri kullanilabilir. Her iki durumda da, muhtemel
dizileri tanimlamak i¢in BLAST aramasi yapilir ve ardindan
kullanict, olast dizileri "bait" {ireten bir tesise/sirkete gonderir veya
ticari olarak mevcut bir "bait iretim kiti" kullanir. Bir NGS
enstrimaninda kag bireysel ornegin ¢alistirilabilecegini belirlemek
icin, her bir hedef icin gereken kapsama ve gereken kapsama miktari
hesaplanir. Ozetlemek gerekirse, transkriptom ve biitiin genom
dizilerinin nonmodel tarler icin elde edilmesiyle, hedefe
yonlendirilmis zenginlestirme, genis bir taksonomik aralikta bitki
filogenetigi i¢in giderek daha maliyet etkin bir yontem haline
gelmektedir [155,167,168,169,170].

EPIC Isaretcileri

Yakin akraba tiirler ve tiir kompleksleri arasinda ¢6zim
saglayan niikleer gen isaret¢ilerinin gelistirilmesinde giderek artan
kullanim géren bir yontem, “Exon-primed Intron-Crossing” (EPIC)
olarak adlandirilir. ilk kez 1994 yilinda Palumbi ve Baker tarafindan
EST kiitiiphanelerinden gelistirilen ekzonlarla kullanilsa da, daha
hizli evrilen dizileri kapsayabilecek hangi ekzonlarin kullanish
olabilecegini belirlemek dncelikle birkag 1yi incelenmis geni segcmek
ve test etmek meselesiydi [171]. Ancak, EPIC isaretgileri simdi, tiim
genom referans dizileri ile birlikte EST veya transkriptom verilerini
kullanarak da etkili bir sekilde gelistirilmektedir. Bir tiiriin transkribe
edilen bolgelerinden birgok ekzonun dizileri, bir veya birkag ilgili
tim genom karsisinda BLAST edilebilir. Ardindan, BLAST
verilerindeki pozitif sonuglar, primer tasarimi i¢in korunmus
bolgeleri belirlemek i¢in kullanilabilir ve bu bolgeler, daha diisiik
taksonomik diizeylerde onemli ¢oziniirliik saglayan bir derecede
degisken intronlar1 kapsar.

EPIC isaret¢ileri, ekzon ve intron bolgelerinin sirasiyla
tiirler aras1 ve tiir ici isaretciler iiretmek icin kullanildig1 teleost
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baliklarinda kullanish olmustur [172]. Bitki ailelerinde, EPIC
isaretgileri baklagiller familyas1 Fabaceae i¢in [173], incirler igin
[174], Pasifik Adasi cinsi Metrosideros igin [175] ve midr cinsi
Commiphora igin [176] gelistirilmistir

Sonug¢ ve Gelecek Perspektifi

Molekiiler yontemler, bitki sistematigi alaninda son birkag on
yilda kokli bir paradigma degisimine yol agmistir. Morfolojik ve
anatomik karakterlere dayali geleneksel yaklagimlar, gliniimiizde
molekuler verilerle desteklenerek daha giivenilir ve evrimsel olarak
anlamli  smiflandirma sistemlerinin  gelistirilmesini  miimkiin
kilmistir. DNA barkodlama, hedef gen dizileme, yiiksek verimli
dizileme (NGS) ve filogenomik yaklagimlar; tiir tanimlama,
filogenetik  iligkilerin = ¢0zlilmesi ve evrimsel siireglerin
aydinlatilmasinda vazgec¢ilmez araglar haline gelmistir.

Bununla birlikte, tek bir molekiiler yonteme dayal1 sistematik
caligmalarin, Ozellikle melezlesme, poliploidi ve hizli adaptif
radyasyon gibi karmasik evrimsel siire¢lerin s6z konusu oldugu bitki
gruplarinda yetersiz kalabildigi agiktir. Bu nedenle, modern bitki
sistematiginde entegratif yaklasimlar giderek daha fazla Onem
kazanmaktadir. Kloroplast, niikleer ve mitokondriyal genom
verilerinin  birlikte degerlendirilmesi; morfolojik, ekolojik ve
biyocografik verilerle desteklenmesi, daha saglam filogenetik
hipotezlerin olusturulmasina olanak tanimaktadir.

Gelecek perspektifinde, bitki sistematiginin filogenomik ve
cok-omikli  (multi-omic) bir yapiya dogru  evrilecegi
ongorilmektedir. Transkriptomik, epigenomik ve metabolomik
verilerin sistematik c¢aligmalara entegre edilmesi, yalnizca soy
iliskilerinin degil, ayn1 zamanda adaptasyon ve fenotipik ¢esitliligin
molekiiler temellerinin de anlasilmasini saglayacaktir. Ayrica, hedef
zenginlestirme teknikleri (6rnegin Angiosperms353) ve diisiik
maliyetli genom tarama yaklasimlarinin yayginlasmasi, model
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olmayan bitki gruplarinda da yiiksek ¢0Oziiniirlikli filogenetik
analizlerin yapilmasin1 miimkiin kilacaktir.

Bunun yaninda, yapay zeka ve makine 0grenmesi tabanli
analiz araglarinin gelismesi, biiyiik 6l¢ekli molekiiler veri setlerinin
yorumlanmasinda yeni ufuklar agmaktadir. Otomatik tiir tanimlama,
filogenetik aga¢ tahmini ve karakter evrimi analizlerinde bu
yaklagimlarin  kullanimi, sistematik arastirmalarin  hizin1  ve
dogrulugunu artiracaktir.

Sonug olarak, molekuler yontemler bitki sistematiginin temel
yapi taslarindan biri haline gelmis olup, gelecekte disiplinler arasi
entegrasyon ve teknolojik yeniliklerle daha da guglenecektir. Bu
gelismeler, bitki biyogesitliliginin anlagilmasi, korunmasi ve
stirdiiriilebilir  kullanim1  agisindan  kritik  bilimsel altyapinin
olusturulmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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