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KEDIi VE KOPEKLERDE HEPATIK
FONKSIYONLARIN BIYOBELIRTECLERLE
DEGERLENDIRILMESI VE HEPATIK LiPiDOZ

EFE KURTDEDE!
DAMLANUR COBAN?

Karaciger viicudun en biiyilk organlarindan biridir.
Karacigerin yapisinda bulunan baslica hiicreler hepatositler,
sinlizoidal hiicreler ve biliyer epitelyumdur. Siniizoidal endotel
hiicreleri, Kupfer’in yildiz hiicreleri ve lenfositler hepatik
parankimin yaklasik %60'mi1 olusturur. Karacigerin baslica temel
biyokimyasal islevleri ~ plazma  proteinlerinin sentezi,
karbonhidratlarin ~ katabolizmast ve depolanmasi, lipitlerin
parcalanmasi, bir¢ok toksik ajanin detoksifikasyonu ve atilimi ve
safranin olusumu ve atilimidir. Ayrica karaciger viicutta siiregelen
ylizlerce farkli metabolik aktivitede de gorev alir. Portal ven yoluyla
karacigere gelen metabolitler karaciger tarafindan viicutta kullanish
biyomolekiillere doniistiiriilerek metabolizmaya kazandirilir (Kozat
ve Sepehrizadeh 2017, Mann ve ark. 1998, Simon 2009).

' Dog. Dr., Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali,
Orcid: 0000-0001-8436-3332
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Karacigerin yapisin1 olusturan hiicrelerin aktivitelerini,
safranin sentezinde, depolanmasinda ve ekskresyonunda rol
oynayan yapilarda ortaya c¢ikan patolojilerin ve karaciger
fonksiyonlarinda aksakliklara yol acan intrahepatik ve ekstrahepatik
kan dolasimi bozukluklarmin degerlendirilmesinde kullanilmak
iizere birgok test kitleri gelistirilmistir. Hekimler uygulamalarinda bu
test kitlerini kullanarak hastalarinda hepatositlerin fonksiyonlar1 ve
membran  biitiinliikleri, portal dolasim, hepatobiliyer ve
enterohepatik dolasim sistemlerinin isleyisleri hakkinda degerli
veriler elde etmektedirler. Karaciger fonksiyon olarak
metabolizmada merkezi bir organ olarak rol oynar. Karacigerin
yapisindaki hiicrelerin i¢ ige gecmis fonksiyonel iligkilerinin
bulunmasi  nedeniyle karaciger fonksiyonlarim1  etkileyen
intrahepatik ve ekstrahepatik bozukluklarin klinik bulgular1 ve kan
serumu analiz sonuglar1 siklikla birbirleriyle ortiismektedir
(Comazzi ve ark. 2004).

Enzimler hiicrelerin zarinda, sitoplazmasinda veya
mitokondrisinde bulunur. Bir enzimin kana giris hiz1 onun inaktive
olma veya uzaklastirilma hizin1 astiginda, enzimin serumdaki
aktivite dlizeyi artar. Serum enzim aktivite diizeyindeki artis ve
azaliglar enzimlerin hasarli hiicrelerden sizma diizeyi, enzimlerin
sentezlerinin indiiklenmesi veya rediiksiyonu ve bobreklerden atilim
diizeylerine gore degisiklik gosterir (Boyer ve ark. 1983, Stockham
ve Scott 2004).

Kiiciik hayvan hekimliginde karaciger fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde  kullanilan ~ baslica  enzimler alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), sorbitol
dehidrogenaz (SDH), glutamat dehidrogenaz (GLDH), laktat
dehidrogenaz  (LDH), alkalin  fosfataz  (ALP), gama
glutamiltransferaz (GGT), kreatin kinaz (CK), lipaz, amilaz ve
tripsin benzeri immiin reaktivite (TLI)’dir. Karaciger ile ilgili

bozukluklarin ~ patofizyolojilerin =~ daha  ayrintili  olarak
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degerlendirilebilmesi amaciyla son yillarda gelistirilmis olan bazi
biyobelirtegler ise sitokeratin, 7, 8, 18, 19, desmin, diiz kas aktini,
CD 3, CD 34, 31, podoplanin, myokardin, alfa fetoprotein ve
vimentin’dir (Kruitwagen ve ark. 2014).

Bir ara epitel filament proteini olan sitokeratin 7 genellikle
safra yolu epitel hiicreleri ve bazi epitelyal hiicre tiplerinde bulunur.
Bu enzim karacigerde normal hepatositlerde genelde diisiik/negatif
aktivite gosterirken, safra kanali hiicreleri ve karacigerdeki bazi
rejeneratif/progenitor hiicrelerde pozitif aktivite gosterir.

Karacigerde  duktopenia’ya/kolestaz’a  neden  olan
bozukluklarda hepatositlerde anormal CK7 pozitifligi ortaya ¢ikar
(Liu and Yang et al., 2022).

Karacigerde basit epitelyal keratin alt tipi olarak
isimlendirilen ve bol miktarda {iretilen CK8 enzimi hepatositlerde
CK18 enzimiyle dimerize olur. CKS8 hepatositlerin yapisal
biitiinliigiiniin saglanmasinda gorev olan bir enzim olup serum
CKS8/18 diizeyindeki degisikliklerin hepatotoksisiteyle ve karaciger
hasariyla iligkili olabilecegi degerlendirilmistir. Bu nedenle CK8/18
enzimlerinin diizeyleri deneysel karaciger hasari ve toksitesi
caligmalarinda izlenen 6nemli parametrelerdir (Zatloukal et al. 2000;
Kakehashi et al. 2009). Hepatositik ara filamentlerin baslica bileseni
olan CK18’in parcalanmis fragmentlerinin serumdaki diizeyleri
karaciger hiicrelerindeki yikimin (apoptoz/nekroz)
derecelendirilmesi amaciyla Olgiilmektedir. CK-18 (6zellikle
caspase-cleaved fragmentleri olan M30 ve total CK-18 olan M65)
hepatoseliiler hasari/apoptozu gosteren non-invaziv bir biyomarker
olarak bir¢ok caligmada arastirilmistir. Bu enzimlerin diizeyleri
NAFLD/NASH  bozukluklarinda, 1ila¢ kaynakli  karaciger
hasarlarinda ve kroniklesmis karaciger hastaliklarinda prognozun
belirlenmesi amaciyla arastirilmistir (Zhang et al., 2024; Yilmaz &
Dolar, 2022).



CK19 biliyer ve karaciger progenitér hiicre marker’1dir.
CK19’un pozitif hepatoseliiler karsinom alt tipi olan CK19+HCC
daha agresif ve kotii prognostik 6zellige sahip olan kolanjiyo-
karsinom  hastaliginin  tanisinda  kullanilan  bir  yardime1
biyomarker’dir. Ayrica CK19’un immiin-reaktivitesi kopeklerdeki
ve kedilerdeki hepatik tiimor calismalarinda da arastirilmis ve
veteriner patolojide tiimor tiplerinin agresiflik  6zelliklerinin
simiflandirilmasinda  kullanilmistir (Govaere et al. 2014; Van
Sprundel et al. 2014).

Bir ara filament ve kas/mezodermal marker’1 olan desmin’in
diizeyi iskemi ve hasar durumlarinda veya myofibroblastik gelisim
durumlarinin ortaya konulmasinda 6l¢iilmektedir. Desmin diizeyinin
hepatik yildiz hiicrelerinin ancak bazi alt gruplarinda yiiksek oldugu
ve ayrica diizeyinin bedensel aktivite sirasinda artti§i géz Oniinde
bulunduruldugunda, desmin’in hepatik yildiz hiicrelerinin
biitiinliigliniin ve fonksiyonlarinin degerlendirilmesi bakimindan tek
bagina kullaniminin uygun olmadigi belirtilmektedir. Bu nedenle
aragtirmalarda serum desmin ve vimentin Ol¢iim diizeylerinin
birlikte degerlendirildigi rapor edilmektedir (Zhang et al. 2018).

Vimentin mezodermal/mezankimal ara filament proteinidir
ve epitel-mezenkimal gegisin ve fibroblast/myofibroblast yapilarin
bir biyomarker’1 olup insan ve hayvan modellerini kapsayan in vitro
caligmalarda genis kullanimi alan1 bulmustur. Vimentin’in diizeyi
hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonunda ve karaciger fibrozisi
durumlarinda ve karacigerde sarkomatoid tipdeki tiimorlerin
varliginda yiikselir (Zhang et al., 2018).

Diiz kas aktin-a-SMA enzimi kas kasilma biriminde goérevli
olan aktin’in izoformudur. Bu enzim myofibroblastlardaki fibrozisin
ve aktiflesmis hepatik yildiz hiicrelerinin tipik marker’1dir.
Aragtirmalarda hem doku boyamalari yapilarak ve hem de serum o-
SMA diizeyi Olgiilerek fibrozisin gelisimi izlenmektedir. Literatiir
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taramalarinda bu enzimin karaciger fibrozisinin erken donem
teshisindeki ve tedavisinin etkinliginin tanimlanmasindaki 6nemi
yogun sekilde ¢alisilmistir (Carpino et al. 2005, Cardoso-Lezama et
al. 2024).

CD3, bir immiin hiicre ve endotelyal hiicre marker’1 olup, T-
lenfositlere 6zgii bir kompleks proteindir (T-hiicre marker’1).
Karaciger dokusundaki CD?3 hiicre sayisi ve CD3’iin alt gruplarinin
yogunlugu (intrahepatik T hiicreleri) enflamasyonun tipi ve siddeti
hakkinda 6nemli bilgiler verir. Bu konuda kronik hepatitli ve alkolik
olan ve olmayan karaciger yaglanmali olgularda yapilmig ¢alismalar
bulunmaktadir. Ayrica CD3 marker’t immiin patolojik ¢aligmalarda
da kullanilmaktadir (Matos et al. 2013).

CD34 hematopoetik progenitdr ve mikrovaskiiler endotelyal
hiicrelerde goriilen yiizey glikoproteinidir. Patolojik degisikliklerin
degerlendirmelerinde kullanilan ve fenotip degisimini gosteren
onemli bir vaskiiler marker’dir. Saglikli karaciger siniizoitlerinde
CD34 ekspresyonu diisiik diizeydedir. Siniizoidal fenotip degisimi
ve anjiyogenez gibi kronik karaciger hastaliklarinda ve HCC’de
sinlizoidal hiicrelerde CD34 artisinin varlig1 raporlandirilmistir. Bu
marker karaciger siniizoidal endotelyal hiicrelerle iliskili
arastirmalarda sikca Slgiilen bir parametredir (Ohmori et al. 1996).

CD31 platelet endotelyal cell adhezyon molekiil-1 (PECAM-
1) olarak da adlandirilmakta olup bir genel endotelyal hiicre
marker’1dir. Karaciger sintizoidi endotelyumu diger organlardaki
endotelyumdan farklilik gosterdiginden CD31 enziminin ifadesi
endotelyumun lokalizasyonu ve fenotipine gore degisiklik
gosterebilir. CD31 marker’1 intrahepetik karsinomun ve hepatik
vaskiiler tiimorlerin smiflandirilmasinda ve LSEC fenotipinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (DeLeve & Maretti-Mira,
2017).



Podoplanin  (D2-40) lenfatik endotelyal ve baz
stromal/epitelyal hiicrelerde ifade edilen ve intrahepatik
karsinomlarin tanisinda  kullanilan ~ bir  transmembran
glikoproteinidir. Karacigerde lenfatik damarlarin, baz1 timor alt
tiplerinin ve tiimor ile ilgili stromanin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Bu enzim diizeyinin takibi sayesinde hepatik
timorlii  olgularda lenfanjiogenezin ve invazyonun durumu
izlenebilmektedir. Ayrica bu enzim diizeyinin Ol¢limii epiteloid
hemanjioendotelyoma gibi nadir tiimdrlerin  teshisinde de
kullanilmaktadir. Literatiir taramalarinda HCC ve diger primer
karaciger tiimorleri olgularinda podoplanin ekspresyonun yapildigi
caligmalara rastlanmaktadir (Kajiya et al. 2012).

Myokardin MRTF (myocardin-related transcription factors)
ailesinden olan ve diiz kas/kalp kasi1 diferansiyasyonunu diizenleyen
bir ko-transkripsiyon faktoriidiir. Son literatiir taramalarinda
myokardin’in ve Ozellikle MRTF-A/B’nin karaciger yildiz
hiicrelerinin  aktivasyonunun, myofibroblast doniislimiiniin ve
fibrozisin tanimlanmasinda kullanilabilecegi gosterilmis ve bu
caligma sonuglarinin anti-fibrotik ilag liretimi ¢alismalarina temel
olusturdugu belirtilmistir (Li et al. 2017).

Alfa-fetoprotein embriyonik (onko-fetal) bir glikoproteindir.
Bu enzim erigkinlerde genellikle ¢ok diisiik diizeyde bulunmaktadir.
Bu enzimin diizeyi hepatoseliiler karsinomlu ve bazi germ hiicreli
tiimorli olgularda yiiksek bulunsa da bazi hepatoseliiler karsinomlu
olgularda alfa-fetoprotein diizeyi negatif oldugundan, bu enzimin tek
basma Olglimiiniin teshis koyma bakimindan yeterli olmayacagi
bildirilmektedir. Veteriner literatiirde Alfa-fetoprotein diizeyinin
karaciger tiimorleri ve germ hiicreli tiimorlerin teshisinde
kullanildigina dair arastirmalar da bulunmaktadir (Zhang et al.
2020).



KARACIGER YAGLANMASI (HEPATIK LiPiDOZ)

Karaciger viicudun en bilyiik i¢ orgami olup, kedi ve
kopeklerde viicut agirliginin yaklasik %3’iinii olusturmaktadir.
Viicudun merkezi metabolik organidir. Uygun yag emilimi igin
gerekli safray1 iiretir ve salgilar, normal kan pihtilagmasi i¢in gerekli
plazma proteinlerini sentezler ve bircok endojen ve eksojen maddeyi
detoksifiye eder ve salgilar. Karaciger hastaliginda goriilen belirtiler
ve serum biyokimyasal profilinde ortaya cikan degisiklikler bu
islevlerin bozulmasinin sonuglaridir. (Webb, 2018)

Karaciger yaglanmasi hepatositlerde fazla miktarda lipid
birikimi sonucu karaciger biiylimesi, karaciger dokusu yangisi ve
karaciger dokusuyla ilgili biyobelirteclerin  diizeylerindeki
degisimler ile karakterize bir hastaliktir. Karacigere yag asitlerinin
alimi, karacigerin bunlar1 oksitleme veya salgilama yetenegini agarsa
hepatik lipidoz gelisir. Hepatik lipidozda karacigerde kendi
agirhiginin %5’inden fazla TG birikimi s6z konusudur. Bu hastalik
genel olarak orta yagh kedilerde goriilmesine karsin hazirlayici
faktorlerin ~ varligi  durumunda her yastaki kedide de
goriilebilmektedir. Hepatik lipidozun en 6nemli nedenleri uzun siiren
aclik, obezite, beslenmede protein-kalori dengesizligi, karnitin,
arjinin ve taurin gibi spesifik amino asitlerden yetersiz besleme ve
diabetes mellitustur.

Ac kalma veya gida kisitlamasinin neden oldugu uzun siireli
enerji eksikliginden sonra karacigerde toplanan yag miktarinda artis
olur. Kedilerde hepatik yag miktari, asir1 beslenmeden sonra ve
viicutta sentezinin olmamasi nedeniyle kolin eksikligi durumunda da
yukselir. Hastalarin yaklasik %95’inde sekonder karaciger
yaglanmasi ortaya ¢ikar. Karaciger yaglanmasinin gelistigi kedilerde
ortaya c¢ikan baglica belirtiler anoreksi, kilo kaybi, sarilik,
hepatomegali, kusma, depresyon ve hipersalivasyondur.7 Karaciger
hastalig1 bulunan kedilerin diyetlerinde yliksek oranda sindirilebilir
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ve yiiksek kaliteli olan protein bulunmalidir. Hastalarda hepatik
ensefalopatiye iligkin klinik ve laboratuvar bulgular1 bulunmadigi
stirece diyette protein kisitlamasina gidilmemelidir. Karaciger
yaglanmasinin gelisiminin 6nlenmesinde kedilerin yaglarina, yagam
satlarima ve aktivitelerine uygun ticari kedi mamalarinin verilmesi
diyette yeteri miktarda kolin, taurin ve argininin bulunmasina dikkat
edilmelidir. Anorektik kedilere yiyecekleri sik sik ve kiiclik
miktarlarda sunulmalidir. Kedilere giinliik olarak B-kompleks
vitaminleri verilmelidir. Ciddi kolestazi olan hastalara haftada iki
kez K vitamini uygulamasi yapilmalidir. Kedi karacigeri metabolik
yonden diger evcil hayvan tiirlerinden farklidir. Kedilerde birgok
ilacin metabolizasyonunda gorevi olan glukuroniltransferaz enzimi
bulunmaz. Ayrica kediler amonyagin iireye doniistiiriilmesinde rol
alan ve iire dongiisiiniin ayrilmaz bir parcast olan arjinini
sentezleyemez. Kedilere 6zgli olan bu iki fizyolojik farklilik,
kedilerde ortaya cikan karaciger hastaliklarinin patogenezinde
onemli rol oynayan faktorlerdir. (Webb, 2018; Cornell University
College of Veterinary Medicine, n.d.; Merck Veterinary Manual,
n.d.)

Hepatik lipidozda, yag asitleri hepatositlere girdikten sonra
iki ana yoldan birini takip eder. Yag asitleri L-karnitin’in yardimiyla
mitokondriye girerek beta oksidasyona ugrar. Yag asitlerinin
oksidasyonu asetil-CoA f{iretir, asetil-CoA enerji saglamak (glukoz
veya piruvat gerektirir) i¢in trikarboksilik asit dongiisiine girer
ve/veya keton cisimciklerini olusturur. Keton cisimcikleri olarak
asetoasetat ve b-hidroksibutirat sentezlenir, bunlar karacigerden
ekskrete edilir ve periferik dokularda enerji kaynagi olarak kullanilir.
Diger bir yol ise yag asitlerinin karacigere girdikten sonra
metabolizma i¢in trigliseridlere (TG) esterlestirilmesidir. TG’ler,
hepatositlerdeki vakuollerde birikir ve/veya c¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinlere dahil edilerek kana salinirlar. Hepatik lipidozda kana
lipoprotein saliniminin arttig1 bildirilmektedir. (Cornell University
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College of Veterinary Medicine, n.d.; Merck Veterinary Manual,
n.d.)

Hepatik lipidozlu hastalarda hiperbilirubinemi ve siddetli
intrahepatik kolestaz ile uyumlu olarak alkalin fosfataz enzim
diizeyinde belirgin bir yiikselme meydana gelir. Karaciger
yaglanmali  hastalarin  %80’inde ALP, %72’sinde alanin
aminotransferaz ve %89’unda aspartat aminotransferaz diizeylerinin
yilikseldigi bildirilmektedir. Hastalarda serum gama glutamil
transferaz aktivitesi genellikle normaldir veya yalnizca hafifce
ylikselmistir. Ultrasonografik goriintiilemede karaciger bolgesinde
yaglanmanin derecesi ile orantili bir hiperekojenite gézlenir. (Webb,
2018; Armstrong & Blanchard, 2009)

Karaciger yaglanmasi kedilerde primer ve sekonder olarak
ortaya  ¢ikar.  Primer karaciger yaglanmasmin  nedeni
bilinmemektedir ve olgularin %5-51"inde primer tipte karaciger
yaglanmasi goriilmektedir. Sekonder karaciger yaglanmasi kedilerde
bagka hastaliklarin seyri sirasinda ortaya ¢ikar ve olgularin %49 —
95’inde sekonder tipte karaciger yaglanmasi goriiliir. Kedilerde
yapilan bir arastirmada muayenesi yapilan 71 kediden 20’sinde
primer tipte karaciger yaglanmasi (%28) belirlenirken, 51 kedide
sekonder tipte karaciger yaglanmasmin  gelistigi  (%72)
belirlenmistir. Ayrica karaciger yaglanmasinin gelistigi kedilerdeki
Oliim oraninin %38 oldugu da belirlenmistir. (Webb,2018)

Akut karaciger yetmezIligi nedeniyle klinik takibe alinan 39
kopegin karaciger biyopsilerinin histopatolojik degerlendirmesinde
16 kopekte (%41) hepatik lipidozun gelismis oldugu belirlenmistir.
Kronik karaciger hastalig1 teshisi konulan 16 kopegin 4’iinde (%25)
orta ila siddetli hepatik lipidozun gelistigi gozlenmistir. (Webb,
2018; Armstrong & Blanchard, 2009)

Hepatik lipidozun patofizyolojisinde en Onemli asama
inflamatuar yanitin gelistigi siirectir. Hepatik lipidozda
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inflamasyon uzun siireli istahsizlik ve aglik, metabolik stres,
oksidatif stres ve lipotoksite ve bagirsak florasindaki degisimlere
bagli olan bakteriyel toksinlerin etkisiyle ortaya cikar. Hepatik
inflamasyonda adipoz dokudan asir1 serbest yag asidi (FFA) salinimi
olur. Hepatositler, bu FFA’leri triakilgliserole ¢evirip depolar. Ancak
bu depolama kapasitesi sinirlidir. Sonugta hastalarda mitokondriyal
disfonksiyon gelisir — ROS (reaktif oksijen tiirleri) artis1 olur ve —
oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stres karacigerde inflamasyonu
tetikler. Karaciger hiicrelerinde olusan hiicre i¢i hasar — DAMPs
(Damage-associated molecular patterns) salinimina yol acar.
Karacigerin 6zel makrofaji olan Kupffer hiicreleri hepatosit hasari
sonrasi ortaya ¢ikan DAMP’leri algilar. Aktive olmus olan Kupffer
hiicreleri pro-inflamatuar mediatérlerden olan TNF-o (Tumor
nekroz faktorii-alfa), IL-1p (interlkin-1 beta), IL-6 ve MCP-1’i
(Monocyte chemoattractant protein-1) salgilarlar. Salgilanan bu
sitokinler vaskiiler gecirgenligi artirirken nétrofil ve monositlerin
karacigere gogiine yol agarlar ve sonugta karacigerde inflamasyon
gelisir. Karaciger dokusuna gelen noétrofiller, hasarli hiicrelerin
bulundugu boélgelere toplanarak buralarda ROS ve proteazlarin
salinimina yol agarlar ve bu durum hepatosit hasarinda artisa neden
olur. Hasarli karaciger hiicreleri bolgesine gd¢ eden makrofajlar
hasarl1 hiicreleri fagosite ederler. Ancak asir1 hasarli hiicrelerde
fibrojenik yanit da geligebilir. Karaciger yaglanmasinda ortaya ¢ikan
inflamasyonun olas1 sonuglar1 safra akisinin azalmasi veya
duraklamasi, serum direk veya indirek bilirubin diizeylerinin
yikselmesi, hepatositlerde apoptoz ve nekroz ve sekonder
enfeksiyonlara yatkinlik meydana gelir. (Kruitwagen, Spee, &
Schotanus, 2014; Shi et al., 2020; Carpino et al., 2005).

Karaciger yaglanmasimin gelistigi hastalarda yaglanmaya
neden olan sartlar ortadan kalkar ve hasta beslenmeye baslanirsa
inflamasyon bdlgesinde pro-inflamatuar sitokinlerin  tiretimi
azalirken IL-10 ve TGF-B (transforming growth factor-beta) gibi
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anti-inflamatuar sitokinler salgilanmaya baslar. Interleukin-10 (IL-
10), gliclii bir anti-inflamatuar sitokindir. Bu sitokinin baslica
kaynaklar1 makrofajlar, dentritik hiicreler ve bazi T hiicreleridir
(regiilator T hiicreleri, Treg). IL-10’nun gorevi pro-inflamatuar
sitokinlerin (IL-1, TNF-a, IL-6) iiretimini baskilamak, makrofaj ve
dentritik hiicre aktivitesini diizenlemek ve T hiicre proliferasyonunu
kontrol etmektir. IL-10 karacigerdeki hasarli bélgede inflamasyonu
sinirlandirarak dokuya fazla zarar gelmesini Onler ve iyilesme
ortaminin olugmasini saglar (Sziksz, et al. 2015).

Transforming Growth Factor-beta’nin (TGF-f) baslica
kaynaklar1 hepatositler, yildiz hiicreleri (karacigerdeki 6zel destek
hiicreleri) ve Treg hiicreleridir. TGF-f’nin baglica gorevi doku
onarimi ve fibrozis ile iligkilidir. TGF- hiicre ¢ogalmasinit ve
farklilagsmasini diizenler ve bagisiklik yanitin1 baskilar. Ayrica IL-
10’a benzer sekilde anti-inflamatuar etkisi de vardir. TGF-j,
karacigerde hasarli dokunun tamiri sirasinda ekstraseliiler matris
(skar dokusu) iiretimini de tetikleyebilir. TGF-B’nin kismi diizeyde
aktivite gostermesi yara onarimini saglarken asir1 diizeyde aktivite
gostermesi karaciger dokusu fibrozisi ile sonuglanabilir (Wu, et al.
2023).

Hepatik lipidozun iyilesme periyodunun sonunda makrofaj
fenotipi M2'ye doner (iyilesmeyi destekleyen form), apoptoza
ugramis hiicreler temizlenir ve dokularda rejenerasyon baglar. Bu
iyilesme siirecinde inflamasyon kontrol altina alinamazsa karaciger
dokusunda fibrozis gelisebilir. Hastalarda kronik hepatit veya
irreversibl karaciger hasar1 ortaya ¢ikabilir. Hepatik lipidozda ortaya
¢ikan inflamatuar yanit karaciger hiicre hasarini artirabilecegi gibi
bu yanit ayn1 zamanda iyilesme siireci i¢in de gereklidir. Hepatik
lipidozlu hastalarda tedavi siirecinin erken baglatilmasinin hayati
onemi vardir. Tedavide hastalarda beslenmenin erken baslatilmasi,
S-adenosilmetiyonin veya vitamin E gibi antioksidanlarin verilmesi

ve immunomodiilator ilaglar  kullanilarak  pro-inflamatuar
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mediatorlerin  baskilanmasi 6nemlidir. (Kruitwagen, Spee, &
Schotanus, 2014)
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KOPEK VE KEDILERDE PERIODONTAL DOKU
HASTALIKLARINDA BiYOKIMYASAL
DEGERLENDIRMELER

EFE KURTDEDE!
DOGU TURGUT?

Veteriner kliniklerine herhangi bir nedenle getirilen orta yagh
veya yash kopek ve kedilerin yaklasik olarak %80’inde periodontal
doku hastaliklar1 goriilmektedir. Periodontal doku hastaliklar1 dis
etlerinin enflamasyonu seklinde baglar ve hastalarin bireysel
immiinitelerinin etkinliiyle uyumlu olarak lezyonlar uzun siire
sadece dis eti deformasyonu seklinde seyredebilir veya dis etindeki
patolojik tablo ilerlemeye devam eder ve sonugta hastalik disin
gevseyip diismesiyle ve/veya cene kemiginde alveolar yapida
deformasyonlarin  sekillenmesiyle  sonuglanabilir.  Hastalik
baslangicta dis etinde akut lokal immuno-inflamatorik reaksiyon
seklinde baglar, immun sistemin gii¢lii miicadelesi veya uygun tedavi
uygulamalariyla hastalifin gelisimi duraklar ve/veya geriler ve
iyilesmeyle sonuglanabilir. Immun sistemin enflamasyonla

' Dog. Dr., Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali,
efekurtdede@gmail.com
2 Doktora Ogrencisi, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veterinerlik
Biyokimyasi, dogu.turgut@windowslive.com
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miicadelede yetersiz kaldig1 veya tedavi uygulamalarimin yetersiz
kaldig1 durumlarda hastalik subakut ve kronik sekilde seyreder ve
periodontal bolgeden uzak organlarda veya dokularda patofizyolojik
degisikliklerin ortaya c¢ikmasma neden olur. Oksidatif stres
periodontal doku hastaliklarinin akut ve subakut donemlerinde kismi
boyutta kronik doneminde ise ciddi boyutta ortaya ¢ikar. Periodontal
doku hastaliklar1 multi faktoriyel nedenlidir ve genellikle kronik
seyirlidir. Hastalardaki ilk belirtiler agiz kokusu, dis etinde kanama
ve ¢igneme glicliigiidiir. Kesin teshis veteriner hekimlerin gorsel ve
fiziksel muayeneleriyle konur (Niemiec vd, 2008; Wallis vd. 2021;
Harvey, 1998; Albuquerque vd 2012).

Yapilan epidemiyelojik aragtirmalarda sedasyon
uygulanmadan yapilan klinik muayenelerde periodontal doku
hastaliklarinin orani, ilgili yéredeki toplam kdpek popiilasyonunun
%9,3-18,2’s1 iken, sedasyon uygulamasi altinda yapilan klinik
muayenelerde bu oranlarin %44-100 arasinda oldugu belirlenmistir.
Periodontal doku hastaliklarinin yaygimligr ve olusan lezyonun
siddeti kopeklerin boyutlarina, irklarina, beslenme sartlarina ve agiz
sagligi ile ilgili uygulamalarin yapilip yapilmadigina gore farklilik
gostermektedir Wallis ve Holcombe, 2020; Cunha vd. 2020).

Periodontal doku hastaliklar1 periodontal bdlge iizerinde plak
olusumuyla baglar. Plak bolgesindeki bakteriyel aktivite artis1 ve dis
tas1 olusumu periodontal doku deformasyonunun ilerlemesine ve dis
eti cebinde genislemeye yol acar. Periodontal bolge dokusunda 6nce
hafif- orta siddette baslayan enflamatorik ve immiinolojik
reaksiyonlar daha sonra bazi hastalarda akut ve siddetli derecede,
bazi hastalarda ise kronik orta siddette reaksiyonlar seklinde ilerler.
Periodontal doku hastaliginin kronik doneminde immun yanit
sonucu ortaya c¢ikan polimorf niiklear nétrofil ve makrofaj
aktivasyonu periodontal bag dokusunda ve alveolar kemik yapida
histopatolojik degisikliklere yol agar (Niemiec 2008, Guentsch ve
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Preshaw, 2008; Kouki vd., 2013; Anderson vd., 2017; Wallis ve
Holcombe 2020).

Whyte ve ark (2014) ve Kouki ve ark (2013), kopeklerde
periodontal doku hastaliginin erken evrelerinde belirlenen dis
plagimin siddeti ile trombosit sayisi ve karaciger dokusu ile ilgili
enzimlerin diizeylerindeki degisiklikler arasinda pozitif iliskiler
oldugunu gostermiglerdir.  Kdpek nekropsilerinin sonuglarinin
degerlendirildigi incelemelerde, otopsilerinde kronik periodontal
doku hastaligt bulgulari olan kopeklerde aynm1 zamanda
endokardiyoz, endokardit, hepatit, interstisyel nefrit, kronik bronsit
ve pulmoner fibroz gibi organ hastaliklarinin da bulundugu fark
edilmigtir (Glickman vd. 2009, Pereira vd. 2019). Bu bulgular
periodontal bolgede iiremis olan bakterilerin sistemik dolagim
yoluyla wuzak organlarda bozukluklara yol agtig1 goriisiinii
desteklemektedir. Degisik organlarinda patolojik degisikliklerin
meydana geldigi periodontal doku hastalikli képek ve insanlarda, bu
duruma yanit olarak sistemik inflamatuar medyatorlerin
diizeylerinde artiglarin meydana geldigi bildirilmistir. Bu durum
periodontal doku hastaliginin canhilarin saglikli bir yasam
sirdiirebilmeleri i¢cin olduk¢a ciddi bir risk olusturdugunu
gostermektedir (Rejec vd. 2017, Rawlinson vd. 2011, Passoja vd.
2010).

Periodontal doku hastaliklarinda ortaya ¢ikan immuno-
inflamatorik reaksiyonlar sonucu olarak tam kan sayimi ile ilgili
parametrelerde degisiklikler ortaya ¢ikar. Tam kan sayimindan elde
edilen verilerin formiile edilmesiyle elde edilen nétrofil-lenfosit
orani, trombosit-lenfosit orani, ortalama trombosit hacmi-trombosit
say1s1 orani, monosit-lenfosit orani ve trombosit-notrofil orani gibi
degerler sistemik inflamatuar yanitin boyutunu gosteren baslica
gostergelerdir. Bu degerler ayrica kardiyovaskiiler hastaliklarin,
inflamatorik ve neoplazik durumlarin teshisinde ve prognozlarimin
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belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Liu vd. 2022, Balta vd. 2015,
Angkananard vd. 2018, Jung vd. 2023).

Notrofiller bagisiklik sisteminin temel unsurlarindan biri
olup, fagositoz yapma yetenekleri nedeniyle viicudun patojenlere
kars1 savunmasinda dnemli role sahiptirler. Inflamatuar medyatorler
notrofillerin lezyon bdlgesine gogiinii ve patojenleri fagosite
etmesini tesvik ederler. Lenfositler anti-inflamatuar ve antitiimor
bagisiklikta nemli rol oynayan hiicre tipidir. Beyaz kan hiicrelerinin
en biiylik grubu olan monositler, kan dolagiminda serbestce hareket
eden veya belirli bir dokuya dogru yol alan olgunlasmamis
hiicrelerdir. Dokulara sizan veya kan dolasgiminda bulunan geng
monositler buralarda olgun makrofajlara dontgiirler. Kan ve
dokularda bulunan monositler ve makrofajlar arasindaki karmasik
etkilesim nedeniyle bu hiicrelerin olusturdugu sistem “mononiikleer
fagositer sistem” olarak ifade edilmektedir (Summers vd. 2010,
Hernberg vd. 2007).

Lokositer hiicre tiplerinin sayisal oranlarindan olan
trombosit-lenfosit oram1 ve notrofil-lenfosit orani insanlarda
COVID-19, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, pndmoni ve sepsis
gibi inflamasyonla birlikte seyreden hastaliklarin tanimlanmasinda
ve bunlarin prognozunun belirlenmesinde kullanilan baslica
biyobelirteglerdir. Veteriner hekimliginde lenfomalar, mast hiicre
timorleri ve sarkomlar gibi patolojilerde NLR degerindeki
degisimler incelenmistir. Akut pankreatit ve akut ishali olan
kopeklerde ve kedilerde NLR degerinin hastalarin prognozunun
belirlenmesinde yararli oldugu gosterilmistir [40]. Nedeni
bilinmeyen meningoensefaliti olan kdpeklerde, bu hastaligin 6n
beyin ile ilgili diger bozukluklardan ayirt edilmesinde NLR
degerindeki degisiklikten yararlanmilmaktadir [41]. Rejec ve
arkadaslar1 (2017), periodontal doku hastaligim1 saptadiklar
kopeklerde NLR degerini ve ortalama trombosit sayisin1 saglikli

kopeklere gore daha yiiksek bulduklarmi belirtmislerdir (Hou vd.
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2021, Zahorec 2021, Conway vd. 2021, Hodgson vd. 2018, Mutz vd.
2015, MacFarlane vd. 2016).

Trombositler homeostazin ger¢eklesmesinde gorevli hiicreler
olmasimnin yaninda, organlardaki inflamatuar reaksiyonlarda da
onemli rollere sahiptirler. Trombositler inflamasyonun siddetinin
azaltilmasinda ve doku onariminin baglatilmasinda aktif olarak
gorev alirken, dokularin mikroorganizmalara kars1 yaptiklari
savunmada da 6nemli rol iistlenirler. Canlilarin ¢esitli organlarinda
ortaya c¢ikan enflamasyonlarda, metabolik bozukluklarda ve
neoplazik durumlarda trombositozun meydana geldigi gosterilmistir.
Neoplazik durumun gelistigi hastalarda trombosit sayisindaki artigin
degerlendirilmesiyle hastaligin prognozu hakkinda degerli veriler
elde edilebilir. PLR’deki trombosit sayist immiinomodiilatér ve
inflamatuar siire¢ hakkinda, lenfosit sayisi ise hastanin bagisiklik
tepkisi hakkinda 6nemli veriler saglar (Klinger vd. 2002, Anitua vd.
2004, Woolcock vd. 2017, Hu vd. 2018).

Periodontal doku enflamasyonunun meydana geldigi
olgularda dis alveollerinin bulundugu kemik dokudaki degisimleri
gosteren serum reseptdr aktivator niikleer kappa B ligand (RANKL)
ve osteoproegerin (OPG) diizeylerinin belirlenmesi periodontal
doku hastaliginin siddetinin derecelendirilmesinde 6nemli veriler
saglamaktadir.

Periodontal doku hastaliginin basladig1 olgularda bolgedeki
bakteri artigina cevap olarak dis eti dokusunda nétrofil ve makrofaj
infiltrasyonunda artis ve dis eti ile kemik dokuda reaktif oksijen
tirlerinin diizeylerinde yiikselme meydana gelir. Olgularda gelisen
sistemik yangt durumunun derecesinin ortaya konulmasinda
proinflamatorik sitokinlerden IL-1 beta ve IL-6’nin diizeylerinin
ortaya konulmasinin 6nemli tanisal degeri bulunmaktadir. Serum IL-
1 diizeyinin  Ol¢iimii, periodontal hastaliklarda  kemik
metabolizmasinin, periodontal doku yikimlanmasimin veya
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degisiminin ve periodontal dokuda olusan bakteri artisina baglh
yapisal degisikliklerin degerlendirilmesi bakimindan Onemlidir
(Albuquerque ve ark 2015; Christgau ve ark 2007).

Periodontal doku hastaliginin seyri esnasinda hafif diizeyde
baslayip giderek artan boyutta sistemik oksidatif stres gelismektedir.
Hastaligin viicutta neden oldugu sistemik stresin derecesi ile uyumlu
olarak oOnemli biyobelirteglerinden olan serum SOD, MDA
degerlerinde degisiklikler ortaya cikar (Hajishengallis ve ark 2016,
Hajishengallis ve ark 2019, Pavlica ve ark 2008).

Kopeklerde olusturulan deneysel periodontal doku
enflamasyonu modelinde serum CRP diizeyinde artig belirlenmistir.
Ancak periodontal dokudaki lokal enflamasyonun sistemik yangi
parametrelerinin  diizeylerine  yansimasmin  kismi  olarak
gerceklestigi ve bu yansimanin yanginin siddetine de bagli oldugu
belirtilmektedir (Yu ve ark 2010). Buttke ve arkadaslar1 (2005),
periodontal doku hastaligi bulunan olgularda klinik bulgular ile
serum CRP diizeyindeki yiikselisin paralellik gostermedigini
bildirmektedirler.

Periodontal doku hastaliklarinin gelisiminde hasta dokudaki
bakteriyel artigin, lokal ve sistemik immun yanitin ve periodontal
dokudan salinan biyolojik aktif maddelerin rol oynadig1
belirtilmektedir. Periodontal dokuda enflamsyon ve doku hasarinin
olusumunda immun yanit sonucu {retilip salman IL-6’nin,
proteazlarin, osteoklast aktivitesinin ve metilasyon degisimlerinin
rolii oldugu belirtilmektedir (Zhang ve ark 2010, Kayal 2013).
Kopeklerde periodontal doku bozuklugunun ileri asamalarinda dis
alveollerinde ortaya ¢ikan kemik yikiminda sitokinlerin araci oldugu
osteoklast aktivitesindeki artisin rolii oldugu belirtilmektedir.
Monosit, lenfosit, osteoblast, osteoklast ve fibroblast gibi
hiicrelerden salinan IL-1 beta, IL-6 gibi sitokinlerin kemik dokularin
biitiinliigiiniin ~ saglanmasinda 6nemli  rollerinin  bulundugu
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bildirilmistir (Hosokawa ve ark 1996, Kleinberg 2002). Ayrica
osteoklastlarin sayis1 ve aktivitesindeki artig ile RANKL arasinda bir
iligki bulundugu belirtilmektedir. RANKL 1in bulunmadigi ortamda
kemik rezorpsiyonunun azaldig1 goriilmiistiir. Timor nekroze faktor
(TNF) reseptorlerinden bir protein olan OPG ise, RANKL ile tersi
bir biyolojik etkiye sahip olup, RANKL etkilesimini baskilayan bir
inhibitdr gibi davranarak osteoklastogenezisde azalmaya neden olur
(Simonet ve ark 1997, Nakagawa ve ark 1998 ). Osteosarkomlu
kopeklerde ve kemik eklem hastaliklarinin teshis edildigi olgularda
serum RANKL ve OPG diizeylerindeki  degisiklikler
degerlendirilmistir (Spahni ve ark, 2009, Barger ve ark 2007).
Osteosarkomlu hiicre hatlarinda yapilan bir in vitro ¢alismada hiicre
orneklerindeki PANKL ve OPG diizeylerindeki degisikliklerin
degerli veriler sagladig1 gosterilmistir (Marley ve ark 2015). Ayrica
deneysel diabetes mellituslu ratlarda mandibula ve femurdaki
degisimler ile RANKL / OPG diizeyleri arasindaki iligkiler
degerlendirilmistir (Hendrijantini ve ark 2019).
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GDO BiYOBELIRTECLERIi VE FONKSiYONEL
ONEMI

EBRU EKIiZCE!
BERIN SALMANOGLU?

1.Giris

Biyoteknoloji alanindaki atilimlar, canlilarin kalitsal yapisini
anlama ve bu yapiy1 belirli amaglar i¢in bilingli olarak yonlendirme
kapasitemizi kokten degistirmistir. Genetik modifikasyonun bu
uygulamalari, tarim, saglik ve endiistri gibi alanlarda genis bir etki
alan1 olusturmustur. Bu teknolojilerin iriinii olan Genetigi
Degistirilmis Organizmalarin (GDO) tespiti, tanimlanmasi ve
miktar olarak  belirlenmesi; tarimsal {retim  giivenligi,
biyogiivenlik, uluslararas1 ticaret ve tiiketici bilgilendirmesi
acisindan kritik bir 6neme sahiptir.

GDO tespitinin temelindeki molekiiler kavramlar; GDO'nun
varhigimi kanitlayan biyobelirtegler ve bunlar1 goriintir kilan

! Doktora Ogrencisi, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veterinerlik
Biyokimyasi Orcid:0000-0003-1030-2603
2 Prof. Dr., Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali,
Orcid: 0000-0003-4344-5782

-31--



Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction -PCR),
enzime bagli immunosorbent analizi ( Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay -ELISA) ve yeni nesil dizileme (Next Generation
Sequencing -NGS) gibi ¢esitli molekiiler tekniklerdir. Modern
analitik yaklasimlar, belirteclerin hassas ve spesifik olarak
belirlenmesini miimkiin kilmakta ve GDO tanimlamasinda yiiksek
dogruluk oranlar1 saglamaktadir. Boylece hem wulusal hem
uluslararas1 diizeyde giivenilir GDO analiz protokollerinin
gelistirilmesi i¢in bilimsel bir temel olusturmus olur. GDO
biyobelirteglerinin dogru kullanimi, biyoteknolojik iirlinlerin
izlenebilirligi ve etik {iretim siireclerinin denetlenmesi agisindan da
Oonem tasimaktadir.

2.GDO’larin Etkileri ve Gelistirme Amacglari

Genetik olarak modifiye edilmis organizmalar, tarimsal
iretimde verim artisi, besinsel degerin iyilestirilmesi, cevresel
dayaniklilig1 artirmasi ve endiistriyel ya da tibbi kullanim potansiyeli
saglama hedefleriyle gelistirilmektedir. Bitkilerde genlerin aktif ya
da pasif hale getirilmesi sayesinde, stres kosullarna karsi direng,
iriin kalitesi, raf Omrii uzamasi ve tibbi alanda terapdtik madde
iiretimi gibi faydalar saglanmaktadir.

2.1.Tarimsal Uretkenligin Artirilmasi

Ozellikle olumsuz gevresel sartlar altinda {iriin kayiplarinin
online gegerek tarimsal verimliligin artirilmasi hedeflerken hem
tarimsal tiretimin siirekliligi saglanmakta hem de kiiresel gida
ihtiyacina cevap verilmektedir.

Hastalik ve Zararhya Dayamkhhk: Bacillus thuringiensis
(Bt) kokenli cry genlerinin pamuk, misir ve patates gibi bitkilere
aktarilmasiyla, zararli boceklerin sindirim epiteline etki eden Bt
proteini sentezlenerek bdcegin Oliimiine yol agar. Bdylece
zararhlara karsi spesifik bir koruma saglar ve genellikle genis
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spektrumlu kimyasal bocek ilaglarina olan ihtiyact azaltir (Razzaq
A. ve ark. 2023).

Abiyotik Stres Toleransi: Kuraklik, tuzluluk, don ve agir
metal gibi stres etkenleri altinda bitkilerde prolin birikiminin
artirilmasi, hiicresel su tutulumunu ve oksidatif dengeyi
korur. PSCS ve P5CR genlerinin  asir1 eksprese  edilmesiyle
transgenik bitkilerde prolin diizeylerinin ylikseldigi saptanmistir
(Kishor P. ve ark. 1995; Ozturk M. ve ark. 2020; Renzetti M. ve ark.
2024).

2.2. Tarimsal Girdi Yonetimi

Tarimsal iiretimde herbisit ve toprak isleme maliyetlerini
diisiirerek siirdiiriilebilir verim artis1 saglamay1 amaclar

Herbisit Tolerans1 — EPSPS Modifikasyonu: Glifosatin
hedef enzimi olan EPSPS geninin modifiye edilmesi veya asiri
eksprese edilmesi, tarlada glifosat uygulamasina dayanikli bitkiler
olusturarak yabani ot kontrolii kolaylagsmakta ve topraksiz tarim (no-
till farming) gibi uygulamalar1 yayginlasir (OECD 2002; Achary
V.M.M. ve ark. 2020).

2.3.Besinsel Degerin lyilestirilmesi (Biyofortifikasyon)

Genetik miihendisligi, temel besin 0Ogelerinin igerigini
artirarak toplum sagligina katkida bulunur.

Altin Pirin¢ (Golden Rice): Piring endospermine nergis
(Narcissus pseudonarcissus) kokenli phytoene synthase (PSY) geni
ile bakteri (Erwinia uredovora) kaynakli phytoene desaturase
(crtl) geninin aktarilmasi sonucu [-karoten sentezi saglanmustir.
Boylece A vitamini eksikligine bagli gérme bozukluklar: riskini
azaltan Altin Piring gelistirilmistir (Tang G. ve ark. 2009; Achary
V.M.M. ve ark. 2020).
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Omega-3 Yag Asitleri: Alg veya deniz baligi kokenli
desaturaz/elongaz genlerinin soya ve kanolaya eklenmesiyle, EPA ve
DHA iiretimi mumkiin hale getirerek bitki bazli uzun zincirli
omega-3 asidi kaynaklarinin gelistirilmesini saglamistir (West A.L.
ve ark. 2021; Lin X.L. ve ark. 2022).

2.4.Gida Kalitesi ve Raf Omrii

Gida iirlinlerinin saklama ve tiiketim siirelerinin artirilmasi,
gida israfin1 azaltmaya yonelik O©nemli bir biyoteknolojik
yaklagimdir. Genetik miidahaleler yoluyla polifenol igeriginin
diizenlenmesi, meyve ve sebzelerde kalitenin iyilestirilmesini
saglamaktadir.

Polifenol Artisi: Domatese Del ve Ros genlerinin
aktarilmasiyla yiiksek antosiyanin ve antioksidan kapasiteye sahip
mor domates hatlar1 gelistirilmistir (Colanero S. ve ark. 2021).

Polifenol Azalisi: Polifenol oksidaz (PPO) genlerinin RNA
interferans  (RNAi) yontemiyle susturulmasi  sonucunda,
dilimlendiginde kararma yapmayan Arctic® elmas: ticari olarak
iretilmis ve piyasaya sunulmustur (Armstrong J. ve Lane W.D.

2013).

2.5.Endiistriyel ve Tibbi Uygulamalar

Bitkiler biyoreaktér olarak kullanilarak tarimin Gtesinde
endiistri ve tip alanlarinda da 6nemli roller iistlenmektedir. Genetik
olarak degistirilmis organizmalar (GDO) sayesinde biyofarmasotik
iretim, yenilebilir asilar ve endiistriyel enzimler gibi yenilik¢i
uygulamalar gelistirilmektedir.

Yenilebilir Agilar; Patates, domates ve pirince
aktarilan antijen protein iireten genler yardimiyla soguk zincire
ihtiya¢ duymadan, diisiik maliyetle ve tliketim yoluyla bagisiklik
saglamaktadir (Paradia P.K. ve ark. 2023).
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Terapdtik Proteinler ve Plantibody'ler; Transgenik bitkilerde
ayrica insiilin, koagiilasyon faktorleri, hormonlar gibi terapotik
proteinlerin yani sira monoklonal antikor benzeri yapilar
olan plantibody’ler iiretilmekte ve bu sayede biyofarmasotik alanina
ekonomik ve gilivenilir {irtinler sunulmaktadir (Komarova T.V. ve
ark. 2019; Kumar V. ve ark. 2024).

Endiistriyel Enzimler ve Biyoyakit olarak; Seliilloz ve
hemiseliiloz hidrolizini saglayan seliilaz ve ksilanaz gibi enzim
genlerinin aktarimiyla biyoyakit iiretimine katki saglanmakta, bu
enzimler biyoyakit {iretiminin 6n isleme asamasinda verimliligi
artirmaktadir (Bryant N.D. ve ark. 2020).

2.6.Hayvan Biyoteknolojisi Uygulamalari

Hayvan biyoteknolojisinde de genetik diizenleme teknikleri
kullanilmaktadir. Ozellikle kas gelisimini diizenleyen myostatin
geninin etkisizlestirilmesiyle ¢ift kasl fenotip gosteren hayvanlar
gelistirilmistir.

CRISPR-Cas9 teknolojisi ile myostatin geninde olusturulan
indel mutasyonlari, sigirlarda belirgin kas hipertrofisi ve ¢ift kash
ozellikler ortaya c¢ikarmistir. Hayvanlarin mutasyonlari germ hatti
yoluyla sonraki nesillere aktarilan bu yaklasim Anabolik steroid
etkisine benzer sekilde kas gelisimini artirma potansiyeline sahip
olmakla birlikte, arastirmalar, etik ve yasal tartismalar devam
etmektedir (Gim G.M. ve ark. 2022).

3.Gen Transfer Yontemleri

Gen transferi, genetik materyalin hedef organizmaya
aktarilmasini saglayan biyoteknolojik bir siiregtir. Giiniimiizde bu
alandaki yoOntemler klasik biyolojik mekanizmalardan ileri
nanoteknolojik sistemlere kadar cesitlenmistir. Modern gen
aktariminda hedef; yiiksek verimlilik, doku dostu uygulama,
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yonlendirilmis gen entegrasyonu ve doku kiiltiirii gereksiniminin
ortadan kaldirilmasidir.

3.1.Agrobacterium tumefaciens Y ontemi

Dogal bir ‘gen mihendisi’ olan bakteri, Ti (tiimor
indiikleyici) plazmidi ad1 verilen 6zel bir DNA yapis1 araciligiyla
genleri bitki hiicrelerine aktarir. Agrobacterium, yarali bitki
dokusuna tutunarak bitki hiicresinden gelen sinyalleri algilar. Daha
sonra T-DNA'y1 ve Vir proteinlerini (VirD2, VirE2) hiicreye aktarir
ve T-DNA, bitki cekirdegine girerek kromozoma entegre olur
(Hwang H.H. ve ark. 2017).

2. Sensing plant signals Plant signals
sugar phenolics
Acid

4. T-DNA and
effectors
nuclear import

1. Bacterial ¢
attachment &

=8 N

J 5.T-DNA
integration
and
28 expression
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opine auxin

utilization 4
opine

‘-?-ho ARG RIS RI S v,
Agrobacterium Plant cell

Sekil 1. Bitki hiicrelerinde Ti plazmidi ve T-DNA entegrasyonunu
iceren Agrobacterium tumefaciens aracili gen transfer
mekanizmasinin diyagrami (Hwang H.H. ve ark. 2017).

3.2.Biyolistik (Gen Tabancasi) Yontem

DNA kaplt altin veya tungsten mikroparcaciklar yiiksek
basingla bitki hiicrelerine atesleme temelinde bir yontemdir.
Ozellikle musir ve pamuk gibi tek ¢enekli bitkilere Bacillus
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thuringiensis (Bt) bakterisinden bdceklere karsi toksin {ireten genin
aktarilmasi i¢in siklikla uygulanmaktadir (Altpeter F. ve ark. 2005).
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Sekil 2. GDO'lu bitki tiretim teknolojisinin adimlari (Basso M. F.
ve ark. 2020)

Elde edilen bitkiler sera kosullarinda test edilir, molekiiler
analizlerle genin dogru calistig1 kontrol edilir ve son olarak tarla
denemeleriyle performanslar1 degerlendirilir. Bu siire¢ sonucunda
hedeflenen 6zelligi tastyan GDO'lu bitki elde edilir (Bkz. Sekil 2)
(Basso M.F. ve ark. 2020).

3.3.Elektroporasyon

Bitki protoplastlarina ya da tek hiicreli organizmalara, kisa
siireli yiliksek voltaj darbeleri uygulanarak hiicre zarinda gecici
porlar olusturma prensibine dayanir. DNA molekiilleri hiicreye
buradan dogrudan giris yapar. Son yillarda gelistirilen mikroakigkan
tabanli elektroporasyon sistemleri, gen aktariminda hem enerji
tasarrufu hem de esit DNA dagilimi saglamaktadir (Aracil C. ve ark.
2021).
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3.4.Nanoparc¢acik tabanh gen aktarimi

Nanoteknolojinin sagladig1 en yeni yaklasimlardan biridir.
Biyouyumlu karbon nanotiipler, siliperparamanyetik demir oksit
nanoparcaciklart ve biyopolimer kapli nanotastyicilar, genetik
materyalin hedef dokuya zarar vermeden iletilmesini saglar. Doku
kiiltlirii gerektirmeyen hizli transfeksiyon olanagi sundugu icin
modern tarimsal biyoteknoloji arastirmalarinda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Liu S. ve ark. 2025).

4.Yasal Diizenlemeler ve Uluslararasi1 Yaklasimlar

4.1.Avrupa Birligi Modeli

GDO’lar konusunda diinyadaki en kapsamli ve siki
diizenleyici sistemlerden birini uygulayan AB yaklasimi, genetik
olarak degistirilmis {irlinlerin piyasaya siiriilmeden Once insan,
hayvan ve cevre sagligi agisindan ayrintili bilimsel degerlendirmeye
tabi tutulmasini zorunlu kilan ihtiyathlik ilkesi ve siire¢ odakli bir
metottur. Temel yasal dayanaklar 2001/18/EC Direktifi ve
1829/2003 sayili Tiiziiktiir. Mevzuatlar ¢ercevesinde, herhangi bir
GDO’lu gida veya yem piyasaya ¢ikmadan Once risk
degerlendirmelerine tabi tutulmaktadir (European Parliament and
Council 2001, 2003).

Avrupa Birligi Genetigi Degistirilmis Gida ve Yem Referans
Laboratuvar1 (EURL-GMFF), Avrupa Komisyonu biinyesinde
bilimsel ve teknik referans laboratuvari olarak 6nemli bir rolii vardr.
Metotlarin degerlendirilmesi, Sertifikali Referans Materyallerin
(CRM) iiretilmesi veya temini, laboratuvarlar arasi karsilastirma
testleri (ring trials) ile bagimsiz validasyonlarin yapilmasit ve
GMOMETHODS veritaban1 gibi kamuya agik bilgi araglarinin
yonetilmesinden sorumludur. (European Parliament and Council
2001, 2003; Haspolat I. 2012). Yeterlilik testleri ve teknik egitimler
sayesinde, AB iiyesi iilkeler ile Norveg, Isvicre, Tiirkiye gibi iliskili
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tilkelerdeki laboratuvarlarin uyumu Avrupa’da kurulan Ulusal
Laboratuvar Ag1 (ENGL) tlizerinden desteklenmektedir (EURL-
GMFF 2021).

Etiketleme acisindan ise, AB’de GDO igerigi %0,9’un
iizerinde olan iirtinlerin agikca etiketlenmesi zorunlu hale gelirken

tilkketici bilgilendirme ve piyasa kontroliiniin etkin yiiriitiilmesini
saglamaktadir. (EURL-GMFF 2021; Yildiz U. ve ark. 2024).

4.2.Tiirk Biyogiivenlik Mevzuati

Tiirkiye’nin diizenleyici yaklagimi, Cartagena Protokolii ve
Avrupa Birligi modeline paralel olarak diizenlenmektedir. 2010
yilinda yiirtirliige giren 5977 sayili Biyogiivenlik Kanunu ve bununla
ilgili talimatlarda yapilan diizenleme ve yonetmeliklerle GDO
basvurularinin incelenmesinde goérev ve sorumluluklar Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirliigi (TAGEM)’ ne
verilmistir. Biyogilivenlik Kurulu, uzman bakanlik personeli ve
bagimsiz akademik iiyelerden olusan on bir kisilik bir karar alma
organidir. Basvurular, alaninda uzman bilimsel komiteler tarafindan
risk, cevresel ve sosyo-ekonomik acilardan detayli olarak
degerlendirilir. Verilen izinler genellikle 10 yil siireyle gegerlidir ve
her basvuru kendi kosullarmma goére diizenli olarak yeniden
incelenmektedir (United Nations 2000; Biyogiivenlik Kanunu
2010,2024; Haspolat 1. 2012).

Tiirkiye’de su an i¢in GDO’larin sadece hayvan yemi
amaciyla kullanilan siirli sayida soya ve misir ¢esidine izin
verilmektedir; insan tiiketimi i¢in onaylanmis GDO iirlini
bulunmamaktadir. GDO’lu  bitki ve hayvanlarin {retimi,
yetistirilmesi ve bebek mamalarinda kullanimi kesin olarak yasaktir.
Giincel onayl1 iiriinler, bagvurularin durumu ve yasal diizenlemeler
Tiirkiye Biyogiivenlik Bilgi Degisim Mekanizmasi (TBBdM)
portalinda halkin erisimine agiktir (Sadikoglu E. ve Temur T. 2012;
Yildiz U. ve ark. 2024).
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Bu sistem sayesinde Tiirkiye, hem uluslararasi biyogiivenlik
protokollerine uyum saglamakta hem de AB gibi bdlgesel
ortaklarinin standartlarina paralel bilimsel, seffaf ve kontrollii GDO
yonetimi politikalart uygulamaksina ragmen ABD, Brezilya ve
Arjantin gibi daha liberal yaklagima sahip iilkelerle ticari iligkilerde
cesitli zorluklarla karsilasabilmektedir.

4.3.Kalite Yonetimi ve Akreditasyon

GDO analizlerinde laboratuvarlarin giivenilir, izlenebilir ve
uluslararas1 diizeyde karsilastirilabilir  sonuglar  sunabilmesi,
kapsamli bir kalite yOnetim sistemiyle miimkiindiir. Bu
kapsamda ISO/IEC 17025 standardina ~ gore  akreditasyon,
laboratuvarlarin teknik yeterliligi ve kalite yonetim sistemlerinin
etkinligini  belgeleyen en Onemli uluslararast  Olgiittiir.
Standardizasyon yalnizca kalite sisteminin kurulmasini degil, ayni
zamanda {iretilen sonuglarin bilimsel gegerliliginin ve uluslararasi
taninirligimin saglanmasini zorunlu kilar (Hougs L. ve ark. 2017;
ISO 17025 2017; Tarim ve Orman Bakanlig1 2018).

ISO/IEC 17025, laboratuvarlarda tarafsizlik, bagimsizlik,
kayit ve dokiiman yonetimi, risk temelli yaklagimlar, siirekli
iyilestirme, i¢ denetim ve diizeltici faaliyetlerin yiiriitiilmesi gibi
yonetimsel unsurlari diizenler. Teknik yo6nden ise personel
yeterliligi, altyapt uygunlugu, metot validasyonu, cihaz
kalibrasyonu, Ol¢lim izlenebilirligi ve istatistiksel giivenilirlik
standartlarin temel gereklilikleridir (ISO 17025 2020; TURKAK
2016).

Tiirkiye’de  laboratuvar  akreditasyonu,  uluslararasi
taninirliga sahip tek ulusal otorite olan Tiirk Akreditasyon Kurumu
(TURKAK) tarafindan yiiriitiilmektedir. TURKAK, ISO/IEC 17025
standardina uygun laboratuvarlari denetleyerek, Avrupa
Akreditasyon Birligi (EA), Uluslararas1 Laboratuvar Akreditasyon
Birligi (ILAC) ve Asya Pasifik Akreditasyon Is Birligi (APAC) ile
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yapilan Cok Tarafli Tanima Anlasmalar1 (MRA) araciligiyla
karsilikli taninirhigr saglar. Birgok iilkede ‘bir kez test edildi, her
yerde kabul edildi’ ilkesi dogrultusunda yiiriitiilen test sonuglari
gecerlilik kazanir ve tekrar test zorunlulugu ortadan kalkar
(Sadikoglu E. ve Temur T. 2012; ISO 21569, 2005; ISO 21571,
2005). GDO ve biyogiivenlik analizleri Tiirkiye’de Tarim ve Orman
Bakanlig1 tarafindan yetkilendirilmis, TURKAK akreditasyonuna
sahip laboratuvarlarda yiiriitilmektedir. Akreditasyon c¢apraz
kontaminasyon riskini en aza indiren, standartlagtirilmis test
ortamlarinda yiiksek dogruluk ve hassasiyet saglar. Tiim paydaslarca
giivenilirligini artirarak uluslararasi ticaretin ‘teknik
pasaportu’ islevi goriir. Boylelikle, hem ticari akisin kesintisiz
ylriitiilmesi hem de kamu sagliginin korunmasi agisindan énemli bir
teminat olusturur (TURKAK 2016; ISO 17025, 2017)

5.GDO Biyobelirtecleri

GDO biyobelirtegleri, temelde iki ana kategoride ele
almabilmektedir: DNA bazli belirtegler ve protein bazh
belirteclerdir. Bununla birlikte yeni nesil dizileme (NGS) gibi ¢esitli
molekiiler tekniklerle de gerceklestirilmektedir. Modern analitik
yaklasimlar, belirteclerin hassas ve spesifik olarak belirlenmesini
miimkiin kilmakta ve GDO tanimlamasinda yiiksek dogruluk
oranlar1 saglamaktadir (Broeders S. ve ark. 2014).

5.1.DNA Bazh Biyobelirtecler

5.2.Promoter ve Terminator Sekanslari

Aktarilan genin (transgen) konak¢i organizmada dogru
bicimde ifade edilmesini saglayan kontrol dizileridir. GDO’larin
biliyiik cogunlugunda bu elementlerden en az biri bulundugundan,
tarama analizlerinde ilk hedef olarak degerlendirilir (Codex
Alimentarius 2009; Querci M. ve ark. 2009)
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35S Promotéorii: Karnabahar Mozaik Virilisii (CaMV)
kokenli bu promotor, bitkilerde giiglii ve siirekli gen ekspresyonunu
tetikler. Yaygin kullanimi, transgen ifade sistemlerinde tercih
edilmesini saglar. Ancak CaMV’nin dogal enfeksiyon yaptigi
bitkilerde de bu dizinin bulunmasi nedeniyle, pozitif sonuglar
dogrudan GDO varligina kesin kanit sayilmaz. Boylesi durumda
dogrulama amagh olarak viriisiin kendisi i¢in de 6zel PCR testleri
(dondr kontrol) uygulanir. 35S promotoriiniin GDO tespitinde
gosterge degeri yiiksek olmakla birlikte, bu test tek basina yeterli
degildir.

NOS Terminatorii (Nopalin Sentaz terminatorii):
Agrobacterium tumefaciens adli toprak bakterisinden elde edilen ve
gen ifadesini sonlandiran (transkripsiyonu durduran) bir DNA
dizisidir. p35S ile siklikla bir arada kullanilir. Cok yaygin kullanilan
bir bitis sinyalidir.

FMYV promotorii (Figwort Mozaik Viriisii promotorii):
CaMV 35S’e alternatif olarak kullanilan viral bir promotordiir.
Transgen ifadelerinde benzer yliksek seviyede aktivite gosterir.
Alternatif promotdér kullanimi, 6zellikle gen ifadesinde cesitlilik
saglamak veya CaMV 35S’e kars1 bagisiklik gelistirmis
organizmalarda etkinlik saglamak amaciyla tercih edilir (Querci M.
ve ark. 2009).

Bu promoter ve terminator dizileri, molekiiler taramalarda
yaygin olarak hedef alinir ve GDO tespitinde kritik 6neme sahiptir.
Bunlarin varlig, bitkide yabanci gen ifadesinin ger¢eklestigine dair
giiclii kanit saglar ancak dogal viral enfeksiyonlar ayirt edilebilmek
icin ek testler gereklidir (Fraiture M.A. ve ark. 2017).

5.1.2.Gen-Spesifik Belirtecler

Herbisit toleransi: Agrobacterium sp. CP4 susundan izole
edilen CP4-EPSPS geni ile saglanir. Bu gen, glifosata direncli bir
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EPSPS enzimi sentezleyerek bitkinin yasam dongiisiinii korur.
Roundup Ready misir ve soya tipleri buna klasik ornekleridir. 256
bp’lik CP4-EPSPS fragmani, Real-Time PCR ile %0,1 diizeyine
kadar hassasiyetle tespit edilebilir (Funke T. ve ark. 2006).

Bocek direnci: Bacillus thuringiensis kaynakli cry
genleriyle elde edilmektedir. CrylAb ve CrylAc genleri
Lepidoptera (misir kurdu), Cry3Bb1 ve mCry3A genleri Coleoptera
(musir kok kurdu) zararlisina etkilidir. Cry proteinleri bocek
barsaklarindaki alkalik ortamda aktiflesir, spesifik reseptorlere
baglanarak por kanallar1 olusturur ve lizis yoluyla hedef bocegi
oldirmektedir. Bitki, i¢sel bir pestisit kaynagina doniislir ve
disaridan uygulanan kimyasal pestisit ihtiyacin1 azaltir (Bravo A. ve
ark. 2011).

43



Tablo 1: GDO Tespitinde Kullanilan Yaygin DNA ve Protein

Biyobelirtegleri
Biyobelirte¢ | Tipi Kokeni Islevi Yaygin
Adi Olarak
Bulundugu
GDO'lar
p35S DNA Karnabahar Transgen Misir, Soya,
(Promotdr) | Mozaik Viriisii | ifadesini Pamuk,
(CaMV) baslatir Kanola
tNOS DNA Agrobacterium | Transgen Misir, Soya,
(Terminatdr) | tumefaciens ifadesini Pamuk,
sonlandirir Kanola
pFMV DNA Figwort Transgen Mistr, Soya
(Promotdr) | Mozaik Viriisii | ifadesini
(FMV) baslatir
CP4-EPSPS | DNA (Gen) | Agrobacterium | Glifosat Soya, Mistr,
tumefaciens herbisitine Pamuk,
CP4 tolerans Kanola
CrylAb DNA (Gen) | Bacillus Bocek Misir, Pamuk
thuringiensis direnci
(Lepidoptera)
bar | pat DNA (Gen) | Streptomyces Glufosinat Mistr,
tiirleri herbisitine Pamuk,
tolerans Kanola, Soya
CP4 EPSPS | Protein Agrobacterium | Glifosat Soya, Mistr,
tumefaciens herbisitini Pamuk,
CP4 etkisiz kilar Kanola
CrylAb Protein Bacillus Bocek Misir, Pamuk
thuringiensis larvalart igin
toksiktir

5.2. Protein Bazh Biyobelirtecler

5.2.1. immunoanalitik Yontemler

GDO'larn protein seviyesinde tespiti temelde immiinolojik
yontemler kullanilarak ELISA ve lateral flow strip testleri
yapilmaktadir. Bu yaklagimlarin her ikisi de genin kendisine degil, o

genin Urettigl spesifik transgenik proteinlerin varligin1 dogrudan
Olcme prensibine dayanir. Laboratuvar ortaminda ELISA, 6zellikle
CP4-EPSPS ve Cry proteinleri gibi yaygin hedefler i¢in yiiksek

44




ozgiilliik ve hassasiyet saglayarak giivenilir bir analiz sunar (Van
Duijn G. 2009). Lateral flow strip testleri ise pratikliktir ve sahada
15-20 dakika gibi kisa bir siirede sonug¢ vererek hizli karar almay1
miimkiin kilmaktadir. Fakat bu protein temelli yaklagimlarda yogun
1s11 islem siireglerinden gecen gidalarda protein denatiirasyonu
olustugundan dolay1 testlerin etkinligini sinirli durumdadir (Kim J.
H. ve ark. 2015).

5.2.2. Western Blot Analizi

Spesifik transgenik proteinlerin varligini giivenilir bir sekilde
saptamak  icin  elektroforetik ayrnm  (SDS-PAGE) ve
immunodeteksiyon (Blotting) teknikleri bir arada kullanilir; bu
yaklasim proteinlerin hem molekiiler biiyiikliiklerini hem de spesifik
antijen-antikor  etkilesimlerini temel alir. Yukli protein
molekiillerinin bir elektrik alan1 altinda boyutlarina gore
ayristirilldignt SDS-PAGE ile baslar. Ardindan, immunodeteksiyon
asamasinda, bu ayristiritlmis proteinler arasindan hedef transgenik
proteine 0zgli antikorlar kullanilarak kimlik tespiti yapilir. Bu iki
asamali (boyut ve kimlik) analiz sayesinde GDO tespiti, protein
miktar1 ve yapisal 6zellikler degerlendirilerek saglanir. Yontemin en
onemli avantaji, genin varhigini pasif olarak gostermek yerine, o
genin aktif bir iiriine doniistiiglinii kanitlayan protein ekspresyonunu
dogrudan oOlgerek gilivenilir sonuglar liretmesidir (Van Duijn G.
2009; Ahmed F.E. 2002).

6.Multiplex ve Yiiksek Verimli Tarama Sistemleri

6.1.Multiplex PCR Yaklasimlar:

Modern GDO analizlerinde birden fazla hedef bolgenin ayni
anda belirlenebilmesi i¢in multiplex PCR teknikleri gelistirilmistir.
Dortlii (Fourplex) sistemler, 35S promotorii, tNOS terminatorii,
epsps geni ve bitkiye 6zgili referans genlerini tek reaksiyonda
cogaltarak %0,1 gibi diisiik seviyelerde GDO tespiti saglar. Ozellikle
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misir analizlerinde yaygin olan ii¢li (triplex) PCR ydnteminde ise
35S, CrylAb ve musirda 06zgli zein geni ayni reaksiyonda
saptanabilerek analiz siirecini hizlandirmak ve dogrulugu artirmak
icin Onemli avantajlar sunmaktadir (Germini A. ve ark. 2004).

6.2.Matris Bazh Tarama Yaklasimlari

Matris bazli tarama sistemleri ¢cok sayida transgenik olay1
diizenli bir sekilde taramak icin gelistirilmis yontemlerdir. Bilinen
genetik  bilesenlerin  kombinasyonlarina dayanarak potansiyel
transgenik olaylar1 siniflandirir ve tanimlar. Amag, miimkiin olan en
fazla transgenik olayin tek analizde tespit edilmesini saglayarak
analitik islemleri azaltmaktir. Ozellikle icerigi karmasik yapiya
sahip, birden cok GDO igeren numunelerde, farkli gen veya dizilerin
bulunmasiyla potansiyel transgenik olaylar asama asama elenebilir.
Bu genis kapsamli tarama stratejisi, laboratuvarlarin zaman ve
kaynak kullaniminda tasarruf saglamasinin yani sira, ¢oklu tarama
yontemiyle analizlerin etkinligini de artirmaktadir (Broothaerts W.
ve ark. 2008; EURL-GMFF 2015)

7.Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri

7.1.NGS Tabanh GDO Tespiti

Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing-NGS)
teknolojileri, GDO analizine biiyiik bir yenilik katmaktadir; klasik

PCR tabanli testlerin ulasamadigi bilinmeyen veya yetkisiz
transgenik yapilar1 da ortaya cikarabilmesine ragmen NGS sistemi
ornekteki transgenik insertlerin tiim sekanslar1 ve bu dizilerin bitki
genomundaki yerlesim alanlar1 ayrintili bicimde ¢6ziilebilir. Bilinen
GDO tipleri degil, kapsam dis1 veya hi¢ raporlanmamis varyantlar
da hassas bir sekilde tanimlanabilir. Gida ve yem numunelerinde
molekiiler diizeyde eksiksiz bir profil sunarak diizenleyici
kurumlarin =~ gozetimini  ve  izlenebilirligi  giiclendirdigi
belirtilmektedir (Fraiture M. A. ve ark. 2017).
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7.2.Hedeflenmis Amplikon Dizileme

Hedeflenen amplikon sekanslama ayn1 anda yiizlerce primer
ciftinin kullanimina izin vererek, ¢ok sayida farklt GDO dizisinin
birlikte analiz edilmesini saglar. Genel olarak %1 ile %10 arasinda
degisen hassasiyetle giivenilir sonuglar verir. Elde edilen dizileme
verileri sayesinde amplifikasyon iirlinlerinin dogrulugu dogrudan
sekans analizleriyle onaylanabilir. Bu sayede hem kapsamli hem de
yiliksek dogrulukta GDO taramalar1 yapilabilmektedir. (Fraiture M.
A ve ark. 2017).

7.3.Yakalama Bazh Zenginlestirme (Capture-Based
Enrichment)

GDO analizlerinde adeta bir miknatis gibi ¢aligsarak, problar
olarak bilinen 6zel tasarlanmis molekiiller araciligiyla hedeflenen
transgenik DNA dizilerini karigimdan segici bi¢imde ayristirir.
Ozellikle karma yapili veya diisik seviyede GDO igeren
numunelerde analiz hassasiyetini ve 6zgiilliiglinii muazzam derecede
artirir. Yontemin sundugu asil kritik avantaj ise islenmis gidalar gibi
zorlu materyallerde ortaya ¢ikar; zira bu gidalarda DNA biitlinliigii
bozulmus olsa bile, bu teknik diisiik miktardaki genetik
modifikasyonlar1 o karmasa i¢inden giivenilir bir sekilde yakalayip
tespit edebilmektedir (Fraiture M.A. ve ark. 2017).

8.Yenilik¢i Teknolojik Yaklasimlar

8.1.CRISPR-Cas Tabanh Tespit Sistemleri

Gen diizenleme teknolojisi olarak 6n plana ¢ikan CRISPR-
Cas, arttk GDO tespitinde yeni nesil biyosensorlerin temelini
olusturmaktadir. Hedef DNA dizilerini olaganiistii bir 6zgiilliikle
tantyarak geleneksel PCR yoOntemlerine giiglii bir alternatif
sunmaktadir. Ozellikle CRISPR-Cas12 ve Casl3 gibi enzimler,
hedef diziyi tanidiktan sonra ortamdaki diger tek sarmal DNA veya
RNA molekiillerini ayrim gézetmeksizin kesme yetenegine sahiptir.
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Sinyal iireten problarla birlestirilerek basit ve hizli tespit platformlar
olusturulmasini saglar. Boylece laboratuvar disinda, sahada hizli
sonu¢ alinmasi gereken ‘point-of-care’ uygulamalar i¢in yanal akis
(lateral flow) formatina basariyla adapte edilmektedir (Chen Y. ve
ark. 2021; Zhang Z. ve ark. 2022)

Bu uygulamanin en biiyiik avantajlar1 arasinda PCR gibi
sicaklik dongiisii gerektirmemesi (izotermal ¢alismasi), hizli sonug
vermesi ve ekipman ihtiyacini azaltarak sahada kullanim kolayligi
sunmast yer almaktadir. Bununla birlikte, hedefi taniyacak olan
kilavuz RNA'nin (guide RNA) tasarimi, sistemin optimizasyonu ve
analitik standartlarin olusturulmasi gibi teknik konular, yaygin
kullanima ge¢meden Once gelistirilmesi gereken alanlardir (Chen Y.
ve ark. 2021; Zhang Z. ve ark. 2022).

8.2.Dijital PCR Teknolojileri

Dijital PCR (dPCR) sistemleri o6zellikle diisiik miktardaki
hedef DNA'nin kesin miktarim1 (mutlak kantifikasyon) belirlemek
icin tasarlanmis 1ileri diizey bir teknolojidir. Standart kantitatif
PCR'dan (qPCR) temel farki, reaksiyon karisiminin binlerce hatta
milyonlarca mikroskobik bdlmeye ayrilmasidir. qPCR'in aksine bir
kalibrasyon egrisine ihtiya¢ duymamasi ve seyreltik veya karigik
numunelerde ¢ok daha hassas ve giivenilir sonuglar vermesi gibi
onemli avantajlar sunmaktadir (Koppel R. ve ark. 2017).

Yontemin en yaygin uygulamasi olan Damlacik Dijital PCR
(ddPCR), reaksiyon bolmelerini su-yag emiilsiyonu iginde
olusturulan minik damlaciklar olarak kullanmaktadir. ddPCR,
ozellikle islenmis gidalar gibi heterojen numunelerde veya izin
verilen yasal smirlarin altindaki c¢ok diisiik GDO oranlarinin
tespitinde {istlin bir performans gostermektedir (Dobnik D. ve ark.
2015; Koppel R. ve ark. 2017).
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8.3.Mikroakiskan Sistemler

Mikroakiskan (microfluidic) teknolojik sistemleri GDO
analiz siireglerini azaltarak tek bir ¢ip iizerinde toplamak igin
gelistirilmis sistemlerdir. Numune hazirlama, DNA izolasyonu, PCR
analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi gibi asamalar entegre ve
otomatik platformda yapilmaktadir. Mililitreler yerine mikrolitre
seviyesinde numune ve reaktif kullanilmasi, hem maliyetleri
azaltmakta hem de kapali devre ¢alismanin sagladigi kontaminasyon
riskini en aza indirerek analiz sliresini kisaltmaktadir. Yiksek
verimli amplikon dizilemeler i¢in uygundur; ylizlerce hatta
binlerce primer baz ¢iftini tek seferde kullanabilme kapasitesi
sayesinde karmasik GDO taramalarinda etkinlik saglar. Cip tizerinde
paralel yiiriitiilen reaksiyonlar sayesinde ¢ok sayida GDO analizinin
detaylt ve kapsamli bir bicimde tespit edilebildigi belirtilmistir
(Aracil C. ve ark. 2021; Gerber A. ve ark. 2017).
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Tablo 2: GDO Tespit Yontemlerinin Karsilastirmall Analizi

Hassasiyet
Yontem Tespit & Hiz & Ana Kullanim
Kategorisi Yontem Ad1 Temel Prensip | Tiirii Ozgiilliik | Maliyet Bashica Avantajlar1 | Bashica Dezavantajlar1 | Alam
Antijen-antikor
etkilesimi ile e Sahada kullanima
1. Protein spesifik  GDO uygun e  Kantitatif  degil | Saha Taramasi,
Bazh proteinini gorsel Cok Hizli|e Hizli ve ucuz|e Islenmis gidalarda|ham  madde
Lateral Flow | olarak tespit | Kalitatif (5-15 dk) / | e Uzmanlik | etkisiz alimi, hizli 6n
(Hizh, ucuz, | (Hizli Serit Test) | eder. (Var/Yok) Orta/lyi | Cok Diisitk | gerektirmez o Diisiik hassasiyet kontrol.
ancak
islenmis Antijen-antikor
gidalarda etkilesimi  ile e Yiksek sayida
etkisiz) GDO proteinini numune analizi | @ Islenmis gidalarda | Hom  madde
enzimatik renk | Kantitatif /| Orta- Hizlh (24| e Kantitasyon | etkisiz taramasi, kalite
degisimiyle Yari- Yiiksek /| saat) /| imkan1 e PCR kadar hassas | kontrol
ELISA olger. Kantitatif | Yiiksek Diisiik e Uygun maliyetli | degil laboratuvarlari.
Hedef DNA'y1
floresan  sinyal e Altin  Standart Yasal
ile anlik olarak Cok o Yiiksek hassasiyet Uygunluk  ve
2. DNA Bazh cogaltip Kantitatif | Yiiksek / ve ozgiillik | @ Yiiksek baslangi¢ | Etiketleme
(PCR) Real-Time PCR | miktarini (Nispi Cok Orta  (3-5 | @ Yasal denetim i¢in | maliyeti Denetimi,
(En yaygn, (qPCR) belirler. Miktar) Yiiksek saat) / Orta | uygun e Kalibrasyon gerektirir | sertifikasyon.
hassas ve -
Numuneyi
yasal binlerce . Kalibrasyon
standart) bélmeye gerektirmez Referans
ayirarak  hedef Ekstrem e Diisiik miktarlar materyal
DNA'nin mutlak Yiiksek /| Orta (4-6 | i¢in ideal | ® Cok pahali | Giretimi, diisiik
Dijital PCR | kopya sayisini | Mutlak Cok saat) /e Referans | @ Diisik  numune | seviyeli GDO
(dPCR) hesaplar. Kantitatif | Yiiksek Yiiksek analizlerde iistiin kapasitesi tespiti.
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e Yiiksek verimli
Tek reaksiyonda tarama
birden fazla Verimli e Zamandan ve Genis
hedef DNA | Kalitatif (Stireyi maliyetten tasarruf spektrumlu
bolgesini  ayni | veya Yiiksek /| kisaltir) /| e Az numune ile | ® Kompleks tasarim ve | tarama, rutin
Multiplex PCR | anda ¢ogaltir. Kantitatif Yiiksek Orta ¢oklu analiz optimizasyon gerektirir | kalite kontrol.
3. Gelismis Milyonlarca °
Molekiiler DNA pargasini Bilinmeyen/onaysiz
(En ayni anda GDO'lar tespit eder Onaysiz GDO
kapsaml, dizileyerek Ekstrem e En kapsamli | @ Veri analizi karmasik | arastirmasi,
arastirma ve GDO'nun  tam Yiiksek /| Uzun (1-3 | bilgiyi sunar | @ Cok pahali ve yavas | bilimsel  Ar-
dogrulama Yeni Nesil | genetik profilini | Kalitatif ve | Ekstrem gin) / Cok | @ Entegrasyon | @ Yiiksek uzmanlik | Ge, risk
odakh) Dizileme (NGS) | ¢ikarir. Kantitatif Yiiksek Yiiksek yerini belirler gerektirir analizi.
4. Yenilikei ° PCR  cihaz1
Platformlar Cas  enziminin gerektirmez
(Gelecegin hedef DNA'y1 (izotermal)
hizh, taniyarak e (Cok Mzl ve|e Henliz yeni bir|Gelecegin hizl
tasiabilir ve kesmesi ve bu Yiiksek /| Cok Hizli | spesifik teknoloji tarama ve
otomatik CRISPR-Cas sirada bir sinyal | Kalitatif Ekstrem (30-60 dk) / | @ Sahada kullanim | e Standardizasyon | dogrulama
sistemleri) Tabanl olusturmast. (Var/Yok) Yiiksek Diisiik potansiyeli eksikligi sistemleri.
Tim analiz
adimlarim
(hazirlik, e Tam otomasyon Point-of-care
reaksiyon, tespit) e Cok diisiik reaktif (yerinde)
Mikroakiskan tek bir minyatiir | Entegre Cok  Hizl | tiiketimi testler,
Sistemler (Lab- | ¢ip lizerinde | metoda Yiiksek /| (Otomatik) | @ Tasmabilir sistem | ® Az esnek, gelistirme | otomatik
on-a-Chip) birlestirir. bagh Yiiksek / Orta potansiyeli maliyeti yliksek platformlar.
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9.Analiz Stratejisi ve Uygulama

Gida ve yem giivenliginin saglanmasinda hiyerarsik analiz
stratejisi, numune hazirlamadan kantifikasyona kadar tiim adimlari
kapsamli ve sistematik bir bigimde tanimlamaktadir. Siire¢ i¢indeki
kaynak ve zaman kullanimini optimize ederken analiz sonuglarinin
hem yasal hem teknik acgidan kesinlik ve giivenilirlik saglamasini
mimkiin kilar. Tarim ve Orman bakanligi, Gida Ve Kontrol Genel
Miidiirliigii’niin - yaymladigt Gdo Analiz Stratejisi Uygulama
Talimat1 dogrultusunda is ve islemler takip edilir. (Tarim ve Orman
Bakanlig1 2018).

9.1.Numune Hazirlama ve DNA Ekstraksiyonu

Gida analizinde DNA izolasyonu gida matrisinin karmasik
yapisit nedeniyle laboratuvar c¢aligmalarinda en kritik ve zorlu
adimdir. Yag, protein, polisakkarit ve PCR inhibitorleri gibi birgok
bilesen DNA saflastirmasini  giiglestirmektedir. PCR analizi
oncesinde saf DNA elde etmek analiz sonucunun dogrulugunu
dogrudan etkiler. Gida icerigi ve gidaya uygulanan islemler, analizde
kullanilacak yontemin seciminde belirleyicidir ve farkli tiirdeki yem
ve gidalar igin dzel yaklagimlar uygulanmaktadir. Ornegin, yagh
gidalarda  hekzan lipidleri ¢ozer, SDS (sodyum dodesil
stilfat) proteinleri ve yaglar1 ¢ozerek lizisi saglar, Proteinaz
K hiicresel proteinleri pargalar, sodyum
asetat ve etanol/izopropanol ise DNA’nin cokelmesini
kolaylastirmaktadir (Holst-Jensen ve ark. 2003; ISO 21570 2005).

Analizlerde yaygin sekilde uygulanan yontemlerin temelini
DNA’nin silika yiizeylere secici olarak baglanmasi prensibine
dayanan kati1 faz ekstraksiyonu olusturur. Yiiksek tuz ve alkol
iceren tampon ortamlarinda DNA, silika materyaline kuvvetle
baglanirken kirleticiler uzaklastirilir. Elde edilen DNA, diisiik tuzlu
elisyon tamponuyla geri kazanilarak PCR gibi analizlerde
kullanilacak safliga wulasir. Silika teknolojisinin  yaygin iki
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uygulamasi spin kolon ve manyetik boncuk sistemleridir (Ozatay
S. 2012).

Spin Kkolon yontemi, santrifiij giicliyle calisan silika
membran tabanl kitlerde uygulanir ve kisa siirede yiiksek saflikta
DNA verir. Ancak ¢ok yagh veya nisastali gidalarda membran
tikanmalar1 verimi diisiirebilmektedir.

Manyetik boncuk yonteminde ise DNA, manyetik silika
partikiillerine baglanir ve fiziksel ayirma miknatis yardimiyla
yapilir. Bir¢ok gida ve yem numunesinde kolaylikla kullanilmakla
beraber 6zellikle viskoz veya partikiillii gidalarda iyi sonuglar
vermektedir.

Ayrica baz1 klasik yontemler de uygulanmaktadir. Bunlarin
basinda CTAB (setiltrimetilamonyum bromiir) yontemi gelir. CTAB
pozitif yiiklii bir deterjan olup, bitkisel gidalardaki polisakkaritleri
ve polifenolleri uzaklastirarak DNA'nin ¢ozeltide kalmasini saglar.
Organik ¢oziiclilere dayali fenol-kloroform ekstraksiyonu,
DNA’y1 yiiksek saflikta elde etmeyi miimkiin kilar ancak toksik
kimyasallar igerdigi i¢in giiniimiizde sinirlt kullanilir. Numunenin
icerdigi protein ve yaglar, fenol ve kloroform fazlarina ayrilarak
uzaklagtirilir; DNA ise sulu fazda toplanir. Bunlara ek olarak, tuzla
coktiirme ve hizh lizis (Chelex veya kaynatma) gibi yontemler
daha pratik ve toksik olmayan ¢oziimler sunar. Tuzla ¢oktlirme,
yiiksek tuz konsantrasyonu ile proteinleri ¢oktiiriitken DNA’y1 sulu
fazda birakir. Hizli lizis teknikleri ise saflastirma adimi olmadan
dogrudan DNA elde edilmesini saglar ve genellikle hizli GDO
taramalar1 gibi diisiik hassasiyetli uygulamalarda kullanilir (Holst-
Jensen ve ark. 2003; Ozatay S. 2012).

Tiim bu yontemler ve yardimci ydntemler araciliiyla
ekstrakte edilen DNA’nin kalitesi ve saflig1 spektrofotometrik
Olctimlerle (A260/280 degeri 1,8-2,0 araliginda) dogrulanir, bu
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parametreler PCR amplifikasyon verimliligi ve sonuglarin
giivenilirligi lizerinde dogrudan etkilidir.

9.2. Tarama (Screening) Asamasi

Analiz  stratejisinin  kalitatif  (var/yok) basamagidir,
numunede genel bir GDO varligini hizli, hassas ve ekonomik olarak
tespit edilmesini saglar. Ticari olarak en yaygin kullanilan GDO
tirlerinde bulunan ve yaklasik %90’indan fazlasinda ortak olan
p35S promotorii, tNOS terminatériic ve pFMV promotorii gibi
genetik elementler hedef alinir. Real-Time PCR yontemleri tercih
edilerek, bir reaksiyonda birden fazla marker ayni anda
taranabildigi icin analiz siireleri kisalarak siire ve maliyet olarak
fayda saglamaktadir (Ozatay S. 2012)

Negatif sonu¢ durumunda Markerlarin da negatif oldugu
bolgelerden bilinen gen bolgelerin taramasi yapilir; bunlar da negatif
cikarsa numune biiyiik olasilikla GDO igermiyordur ve analiz
gereksiz zaman ve maliyet harcamadan analiz sonlandirilabilir.

Pozitif tespitlerde; Sadece p35S pozitifli§i gosteren
durumlarda, numunenin gercek GDO igerip ig¢ermedigini
kesinlestirmek i¢in CaMV viriis varlig1 gibi ek dogrulamalar yapilir.
Diger markerlarin pozitif olmasi durumuna gore ileri analizlere
gidilir ( (Tarim ve Orman Bakanligi 2018; EURL-GMFF 2015;
2020; Corbisier P. ve ark. 2007).

9.3.Bitki-Spesifik Kontrol

Tarama asamasinda GDO tespit edildiginde ya da belirgin
sonu¢ alinamadiginda, numunenin icerdigi bitki tiiriine ait genetik
materyalin dogrulanmasi1 gerekir. Analizin izlenebilirligi ve yasal
uygunlugunun saglanmasi ag¢isindan bu adim onemlidir. Bitki-
spesifik kontrollere soya i¢in lektin, misir i¢in zein genleri basta
olmak tizere pamuk, kanola, seker pancar1 gibi tlirlere 6zgii referans
genler dahil edilir. PCR sonucu pozitif ¢ikan GDO elementleri ile
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ilgili bitki tiirline ait oldugunun kesinlesmesi bu sekilde saglanir.
Ayn1 zamanda, bitki tiirii dogrulamasi, analiz sonuglariin biyolojik
kaynagini belirler ve diizenleyici standartlarla tam uyumlu olarak
raporlanmasina imkan verir. Kontrol agamasi ile GDO analizinin
giivenilirligi ve kabul edilebilirligini artirdig: belirtilmistir (Querci
M. ve ark. 2009; Grohmann ve ark. 2009).

9.4.Tip Belirleme (Event-Specific) Analizi

Her bir transgenik tip, genomda kendine 6zgii entegrasyon
bolgesine sahip benzersiz bir molekiiler yapiyla tanimlandigindan
dolay1 event-spesifik PCR analizlerinde primer ve prob setleri, hem
bitkinin kendi DNA’sina hem de aktarilan transgen dizisine 6zgii
olarak tasarlanir. Genelde 60—150 baz ¢ifti uzunlugundaki birlesim
bolgeleri ¢ogaltilir ve bu bolgenin amplifikasyonu yalnizca hedef
transgeni tasiyan drneklerde gerceklesir. Ornegin MIR604, Btl1 ya
da DAS40278 gibi misir GDO tipleri yalnizca kendi spesifik DNA
yapisi ilizerinden kesin olarak ayristirilarak tanimlanabilme imkani
sunmaktadir (EU Regulation No 1829/2003; EURL-GMFF, 2015;
2021; Holst-Jensen ve ark. 2003).

Tip belirleme, 6zellikle regiilasyon agisindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Ciinkli farkli transgenik tipler, farkli giivenlik
degerlendirmelerine tabi tutulmakta ve farkli onay siire¢lerinden
gecmektedir. Tiim onay alan, onay siirecinde ve ya onaysiz GDO
tipleri yasal sorumluluk acisindan kritik 6neme sahiptir. Event-
spesifik analizler, GDO tespitinde altin standart kabul edilir ve bu
sonuglar diizenleyici kurumlarca kanit niteligi tasimaktadir (Holst-
Jensen ve ark. 2003; Querci M. ve ark. 2009).

9.5.Kantitatif Analiz Yontemleri

9.5.1. Real-Time PCR Sistemleri

Kantitatif Real-Time PCR (qPCR), GDO miktariin hassas
bicimde belirlenmesinde altin standart yontem olarak kabul edilir.
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GDQ’ya 6zgii hedef diziler ile ayn1 zamanda bitkiye 6zgii referans
gen dizileri es zamanli olarak amplifiye edilerek nispi
kantifikasyon yapilir. qPCR sistemleri %0.1 seviyesine kadar GDO
kantifikasyonu yapabilmekte ve AB reglasyonlarinin gerektirdigi
%0,9 esik degerinin ¢ok altinda tespit yapabilmektedir (Bustin S. A.
ve ark. 2009)

TagMan prob teknolojisi qPCR metodunun 6zgulliigiini
artiran kritik bilesendir. TagMan probu, hedef DNA dizisine 6zgii
kisa bir oligoniikleotid olup, 5’ ucunda bir floresan raportdr ve 3’
ucunda bir floresan baskilayici (quencher) tasir. Prob, hedef diziye
hibridize oldugunda, PCR polimerazin 5’—3’ ekzoniikleaz aktivitesi
sonucu probun degradasyonu gerceklesir. Boylece raportdr floresan
serbest kalir ve her PCR dongiisiinde artan sinyal, hedef dizinin
miktarina orantili olarak Olgiilir. Bu mekanizma non-spesifik
amplifikasyonlarin 6niine geger ve yiiksek spesifite saglar (Bustin S.
A. ve ark. 2009; EURL 2015).

9.5.2.Kopya Sayis1 Hesaplamalari

GDO kantifikasyonunda, transgenik gen kopya sayisinin,
numunedeki toplam genomik kopya sayisina orani hesaplanir. Bu
oran GDO yiizdesi olarak ifade edilir ve genellikle formiil:

%GDO=(Transgenik Gen Kopya Sayisi/Referans Gen Kopy
a Say1s1)x100 seklindedir.

EURL-GMFF'nin onayli yontemlerine goére, genetigi
degistirilmis organizma (GDO) analizlerinde farkli bitkiler i¢in
kullanilan referans genler, endojen DNA miktarimi olgmek ve
transgenik DNA oranmin1 dogru sekilde hesaplamak amaciyla
standartlastiriimstir.

Soya (Glycine max) icin genellikle lektin (Lel, Lec) genleri
referans olarak kabul edilmektedir. Misir (Zea mays) analizlerinde
ise zein ve hmg (high mobility group) genleri kullanilir. Kanola
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(Brassica napus) i¢in referans genler crua (cruciferin A) ve fata
(fatty acid thioesterase A) genleridir. Pamukta (Gossypium
hirsutum) referans genler arasinda adhC (alcohol dehydrogenase
C) ve acpl (acetyl-CoA carboxylase paralog 1) yer alir. Seker
pancar1 (Beta vulgaris) analizlerinde ise referans gen olarak gs
(glutamine synthetase) geni tercih edilir (EURL-GMFF, 2015;2021).

Kantitatif hesaplamalarda en yaygin yontemlerden biri olan
ACt metodunda, hedef genin Ct degeriyle referans genin Ct degeri
arasindaki fark (ACt=Ctheder—Ctreferans) temel alinir. Nispi miktar ise
272¢x100 formiiliiyle bulunur. Hesaplamada, primerlerin
amplifikasyon verimliligi hesaplamaya dahil edilerek Ol¢iim
dogrulugu artirmaktadir (Livak K. J. ve Schmittgen T.D. 2001).

Analizlerde giivenilirlik sertifikali referans materyaller
(CRM) ile olusturulan kalibrasyon egrileriyle artirilir. Basarili ve
giivenilir bir gPCR analizi i¢in:

e Kalibrasyon egrisi R>>0.98 olmall,
e Amplifikasyon verimliligi %90-110 arasinda olmali,
e Egimin —3.1 ile —3.6 arasinda olmasi gerekir;

Bu standartlar saglandiginda, analiz sonuclari Avrupa
Birligi’nin %0,9 tolerans esik degerinin c¢ok altinda olan %0.1
diizeyinde dahi giivenilir sekilde, yiiksek hassasiyet, 0zgiillik ve
dogruluk, GDO tespiti ve kantifikasyonunda kritik 6énem tasiyan
kalite parametreleridir ve diizenleyici kurumlarin gerekliliklerini
tam olarak karsilar (Bustin S. ve ark. 2009; Calig, 2010; EURL
2015;2020).

9.5.3.Biyoinformatik Araclar ve Veritabanlar

Genetik olarak degistirilmis organizmalarin (GDO) analizi
icin referans veritabanlar1 ve biyoinformatik araglar biiylik 6nem
tasir. Avrupa Birligi Referans Laboratuvari sisteminde onaylanmis
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transgenik tiplerin genetik karakterizasyonu, primer-prob dizileri ve
validasyon kayitlar1 diizenli bicimde yer alir. GMO Matrix gibi
araclar, elde edilen genetik elementlerin kombinasyonlarini analiz
ederek potansiyel transgenik tiplerin hizlica tahmin edilmesini saglar
ve bu yaklagim laboratuvar analizlerinde hem dogruluk hem de hiz
acisindan ciddi avantaj sunmaktadir (Holst-Jensen, 2009; EURL,
2020;2024)
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