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Real-time quantitative polymerase chain reaction (g-PCR) is an advanced molecular method for
determining the amount of nucleic acid in both gene expression analysis and routine Deoxyribo
Nucleic Acid (DNA) measurement. An accurate measurement method is essential given that the
labelling threshold for genetically modified organisms (GMO) residues in food and feed products is
5% in Japan and 0,9% in the European Union. Determination of GMO components, quantification
of exact amount and determination of trace amounts in food matrices are possible in g-PCR. Various
g-PCR chemicals are used for this purpose. These; intercalation dyes, primary based, chemicals and
probe based chemicals. With the increasing number of GMO products in the grocery stores, the
number of analyses performed per sample and thus the cost of analysis increase. For this purpose, in
GMO studies, improved detection methods are needed to determine the presence of GMOs in order
to perform fast and economically feasible scans. In this study, q-PCR chemistries were compared in
terms of cost, efficiency and applicability.
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Genetigi Degistirilmis Organizmalarin Tespiti ve Ol¢iimiinde Kullanilan Farkh
Gercek Zamanh PCR Kimyasallarinin Karsilastirilmasi
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Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (q-PCR), hem gen ekspresyonu analizinde
hem de rutin Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) 6l¢timiinde niikleik asit miktarnin belirlenmesi igin
kullanilan ileri molekiiler bir yontemdir. Gida ve yem iiriinlerinde genetigi degistirilmis organizma
(GDO) kalmtilari igin etiketleme esiginin Japonya’da %5, Avrupa Birligi’nde ise %0,9 oldugu g6z
oniine alindiginda, dogru bir 6l¢iim metodu sarttir. GDO bilesenlerinin tespiti, kesin miktar tayini
ve besin matrislerinde eser miktardaki kalintisin tespit edilmesi g-PCR’da miimkiindiir. Bu amagla
cesitli q-PCR kimyasallar1 kullanilmaktadir. Bunlar; interkalasyon boyalari, primer bazli
kimyasallar ve prob bazli kimyasallar olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir. Marketlerde GDO f{iriinlerinin
artan sayisiyla birlikte, her 6rnek i¢in gerceklestirilen analiz sayisi ve bu nedenle analiz maliyetleri
artmaktadir. Bunun i¢in GDO ¢aligmalarinda, GDO’larin varliginin miktarini belirlemede hizli ve
ekonomik olan uygulanabilir taramalar yapilabilmesi igin gelistirilmis tespit yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢alismada, q-PCR kimyalar1 ekonomikligi, verimliligi ve uygulanabilirligi
acisindan karsilastirilmistir.

3@ leyla.bener022@gmail.com @https://orcid.org/0000-0001-6329-5350

>@ ersal. n@yahoo.com @ https://orcid.org/0000-0002-2401-1201

@ berkantyildizz@gmail.com @ https://orcid.org/0000-0001-8965-6361 | ‘&

This work is licensed under Creative Commons Attribution 4.0 International License


http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Bener et al. / Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(spl): 133-137, 2019

Giris

Genomik faaliyetlerin yiiriitiilmesinde anahtar rol
oynayan transkripsiyion metabolizmast in vitro taklit
edilerek polimeraz zincir tepkimesi (PCR: polymerase
chain reaction) yontemi gelistirilmistir. Bu yoOntemde,
hiicre igerisinde gen ifadesi igin gerekli reaksiyon olmasi
icin PCR tipi igerisinde gerekli reaktiflerden
yararlanilarak basarilabilmektedir. Bu yontemde temel
amag; hedef DNA dizisini yeterli seviyede ¢ogaltmaktir.
Hedef dizi, DNA taq polimeraz enzimi kullanilarak
spesifik DNA  parcasinin  ¢ogaltilmasina  imkan
vermektedir. {1k kez 1985 yilinda restriksiyon enzimlerinin
kesfi ile (Roberts, 1985), PCR’1n temelleri atilmig; daha
sonra Kary Mullis ve arkadaglari tarafindan PCR ile ilgili
¢aligmalar yapilmistir (Mullis ve ark., 1986; Lee ve ark.,
2019). Bu yontem ile kalitsal hastaliklarin tanisi, prenatal
tani, klinikk  Orneklerde  patojen  organizmalarin
belirlenmesi, adli tip, filogenetik arastirmalar, nokta
mutasyonlarimin belirlenmesi ve DNA dizi analizi gibi
bir¢ok amag igin tercih edilmektedir (Cockerill, 2003;
Kahya ve ark., 2013). Gelisen teknoloji ile birlikte bir¢ok
organizma lizerinde genetik modifikasyon ¢aligsmalari hizla
devam etmekte (James, 2011) ve besin zinciri boyunca
GDO riinlerinin izlenebilirligi ve/veya etiketlenmesi
onem kazanmustir. Genetigi degistirilmis organizmalarda
(GDO: Genetic Modified Organisms) hedef genlerin
varlig1 ve gen ifadesinin belirlenmesi igin kantitatif PCR
(g-PCR) kullanilmaktadir (Huang ve Pan 2005; Lee ve
ark., 2019). insan gidas1 ve hayvan yemi icin genetigi
degistirilmis bitkisel iiriinlerin kabul sinir1 diinya genelinde
belli oranlarda standartlastirilmistir. Ornegin Japonya’da
%S3, Avrupa Birligi tiye iilkelerinde %0,9 (Zhang ve Guo,
2011) ve iilkemizde ise %0,9 (Arslanhan, 2010; Kiran ve
Osmanagaoglu, 2011) GDO kabul iist sinir1 olarak kabul
edilmistir. Genetigi degistirilmis {irliniin  tiiketimini
tiiketicinin tercihine birakmak i¢in iiriin paketlerinin
lizerine oran yazilmalidir. Ancak, birgok numunede GD
materyali belirleyebilmek i¢in tam nicelik ve yeterlilik
gerekmektedir. Uriinlerin icerdigi orani belirlemek icin
ELISA, Southern -Western blot, LUC ve GFP gibi
biyokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda
irinlerde GDO miktarinin belirlenmesi i¢in q-PCR

kimyasallar1  kullanilmakta ve biiyiik kolayliklar
sunmaktadir (James, 2005). g-PCR, GDO oraninin
belirlenebilmesi, tarama ve  izlenebilmesi igin

kullanilmaktadir (Holst-Jensen, 2003; Holst-Jensen 2007;
Gaspari¢ ve ark., 2010). Analizler igin gelistirilmis
yaklasik 20 farkli g-PCR bileseni bulunmaktadir. Ancak
uluslararast gegerliligi olan sadece birkag bileseni
bulunmasina ragmen (Deisingh ve Badrie, 2005)
TagMan/MGB problar1 ve SYBR Green en ¢ok tercih
edilen bilesenlerdendir (Hernandez ve ark., 2004,
Taverniers ve ark., 2004; Terry ve ark., 2002). GDO miktar
tayini siirecinde g-PCR’da; SYBR Green, ampli fluor,
uzatma, florojenik primerler, TagMan ve MGB problari,
molekiiler isaret¢iler, LNA ve CPT problart kullanilan
kimyasallardandir (Holland ve ark., 1991; Koshkin ve ark.,
1998; Kutyavin ve ark., 2000; Nazarenko ve ark., 2002;
Costa ve ark., 2004; Andersen ve ark., 2006; Gasparic ve
ark., 2008).

Interkalasyon Boyalar

Kantitatif PCR uygulamalarinda ilk zamanlarda PCR
bilesenlerine etidium bromiir eklenerck floresan 1s1ma
saglanmgtir (Higuchi ve ark., 1993). Genetigi degistirilmis
irlinlerde GDO miktarii belirlemek i¢cin SYBR Green
interkalasyon ~ boyama  isleminden  faydalanilarak
yapilmaktadir (Schneeberger ve ark., 1995). Herhangi cift
zincirli DNA Olciimiine olanak saglayan SYBR Green
(Peng ve ark., 2018), spesifik olmayan amplikonlardan
spesifik olanlar1 ayirma igleminde kullanilabilmektedir
(Schneeberger ve ark., 1995). SYBR Green, molekiiler
caligmalarda hassasiyet gerektiren diisiik konsantrasyonlar
da iyi sonuglar vermesine ragmen (Gasparic ve ark., 2008),
yiiksek konsantrasyonlardaki PCR reaksiyonlarmi inhibe
etme egilimi ve spesifik DNA dizilerine belirli
bolgelerinden baglanma gibi dezavantajlara sahiptir
(Gasparic ve ark., 2008) (Tablo 1). Tek iplik¢ikli DNA’ya
diistik iliski gosterebilmekte ve DNA erime egrilerinin
yorumlanmasi her zaman kolay olmamaktadir.

Primer Bazh Kimyasallar

Primer bazli kimyasallar, GDO’yu belirlemede
interkalasyon  boyalarna gére daha giivenilirdir
(Nazarenko ve ark.,, 2002). Bu yontemde dogrudan
karisima ilave edilen reaksiyon boyasi yerine floresan
etiketi PCR  primerleri  kullanilabilmektedir. Bu
kimyasallarin ¢alisilmasi ve tasarimi oldukca ekonomik ve
kolaydir (Tablo 1). Bunlardan Pleksor ve lux teknolojileri
ayrisma egrilerinin analiz edilmesini spesifik veya spesifik
olmayan amplikonlarin  ayirt  edilmesine  imkéan
saglamaktadir (Nazarenko ve ark., 1997; Nazarenko ve
ark., 2002). Lux teknolojisinde primerlerden biri DNA 3’
tarafindan florofor ile igaretlenmesi (Nazarenko ve ark.,
2002) primerin PCR {irliniine entegrasyonu ile sa¢ tokasi
yapisindan dolayi floresan 1gimada artis gosterebilmektedir
(Nazarenko ve ark., 2002). Lexor teknolojisi ise
amplifikasyon sirasinda PCR firlinlerinin sayisindaki
artisina bagl olarak floresan sinyalinde azalma (Tablo 1).
Primerlerden biri, 5’ ucunda florofora bagli sentetik bir baz
olan izositozin igerir. Amplifikasyon sirasinda, bu
izositozin, tepkime ¢ozeltisinden iso-dGTP’ye eslesir ve
boylece yeni sentezlenen diziye dahil edilmis olur (Sherrill
ve ark., 2004). Lux ve Lexor teknolojileri prob icermezler,
primer yerine floresan igaret kullanilmaktadir (Gasparic ve
ark., 2008).

AmpliFluor, ¢ primere dayanmaktadir. Bu
primerlerden ikisi hedefe 6zgii spesifik ve ¢ift etiketli sag
tokas1 primeridir. Bu spesifik primerlerden birincisi de 5'
ucunda Z sekans olarak adlandirilan bir diziye sahiptir ve
bu dizi ayni zamanda sag tokas1 ucunda bir kuyruk olarak
bulunmaktadir. PCR firiinleri olusturuldugunda ve Z
dizilerinin tamamlayici dizisi sentezlendiginde, sag¢ tokasi
primer kuyrugu yeni olusan amplikonlara baglanabilir ve
uzatilabilmektedir. Boyle uzatilmis sa¢ tokasi primer
kuyrugunun tamamlayici ipligi sentezlendiginde hedefe
Ozgli bir primerin sa¢ tokasi yapisi agilarak engelleyici
(quenching) ortadan kaldirilabilmektedir (Huang ve Pan
2005; Gasparic ve ark., 2010).
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Tablo 1 Genetigi degistirilmis organizmalarin belirlenmesinde kullanilan (q-PCR) kimyasallarinin kargilagtiriimast
Tablel Comparison of (g-PCR) chemicals used to identify genetically modified organisms

Ozellikleri Prob Bazl Kimyasallar Primer Bazli Kimyasallar Int;;lﬁlall?asr{on
TagMan  MGB MB LNA CPT Plexor LUX AmpliFlour SYBR Green

Kola
Tasa%anabilme * * * * i * i i *
Uygulama + + + + + + - - +
Kolayhgt

Deney

Uygulama Yiksek Yiiksek Yiiksek Yiiksek Yiiksek Orta  Orta Orta Diisiik
Maliyeti

Kantitatif
Analiz + + + + + - + - +
Uygunlugu

Kalititatif
Analiz + + + + + + - + +
Uygunlugu

Uygulanabilirlik
ve Maliyet + + + + - + - - +
Etkinligi
Galigma 120 120 120 120 84 87 144 140 120
Siiresi(dk)

Prob Bazh Kimyasallar

Genetigi degistirilmis {irliniin analizinin duyarlilig1
arttirmak i¢in, PCR primerleri arasinda uzanan hedef dizinin
tamamlayicisi olan bir iigiincii oligoniikleotid olan, floresan
problar kullanilabilmektedir. Her probun bir ucuna kovalent
olarak eklenmis bir bildirici (raportor) florofor ve digeri
ucuna eklenmis engelleyici bulunmaktadir. Her iki boyama
yakin mesafede kaldigi siire boyunca bir sinyal olusmaz ve
boyalar sadece fiziksel olarak ayrildiginda serbest
kalmaktadirlar (Holland ve ark., 1991).

TagqMan prob tasarimi, minér oyuk baglama (MGB;
Minor Groove Binding) ve kilitli niikleik asit (LNA,;
Locked Nucleic Acid) gibi problar igerecek sekilde
genisletilmistir. LNA probu, tagman’ dan modifiye niikleik
asit analoglaridir. Bunlar, baglandiktan sonra metilen
kopriileri  olusturarak  hedef DNA’nmin  yapisini
kilitlemektedir.  Buna bagli olarak problarin erime
sicaklig1 onemli 6l¢giide artmakta; boylece daha kisa olacak
sekilde tasarlanabilmesi miimkiin olmaktadir (Kutyavin ve
ark., 2000). TagMan, LNA ve MGB problarinin
uygulanabilirlik bakimindan aralarinda onemli bir fark
bulunmamasi nicel analizlerin tasarlama asamasinda diger
problarin TagMan’a alternatif olarak diigiiniilebilmektedir
(Gasparic ve ark., 2010). MGB problarinda, kiigiik bir oyuk
baglama grubu ile konjugasyon yapildiginda yiiksek erime
sicakligina ulasmaktadir. LNA niikleotidleri bir 2'-O, 4'C
metilen kopriisii ile modifiye edilmis riboz pargasina

sahiptirler. LNA niikleotidleri, hedef prob {iizerine
kilitlenmesinden dolayr LNA ile modifiye edilmis
problarin, tamamlayici DNA’ya karsi  gelismis

hibridizasyon afinitesi gosterdigi bildirilmistir (Koshkin ve
ark., 1998; Costa ve ark., 2004; Gasparic ve ark., 2008).
LNA ve MGB problar1 ¢ok daha kisa tasarlanabildikleri
icin, hedef sekansta istenmeyen eslesmelere karsi hassas
olduklarindan yiiksek 6zgiilliik i¢in kullanilmasinin uygun
oldugu bildirilmistir (Gasparic vd. 2010).

Prob dongii teknolojisi (CPT; cycling probe
technology), hibridizasyondan  sonra  RNA-DNA

dupleksini olusturan modifiye edilmis RNA niikleotitini
icermektedir. Reaksiyon sirasinda bu dubleks, RNaz H
(Ribonuclease H) tarafindan algilanir ve kesilir, bdylece
bir floresans artig1 esliginde engelleyicinin raportérden
ayrilmasi saglanmaktadir. Bu durumda, sinyalde bir artis
elde etmek igin Taq DNA polimerazinin eksoniikleaz
aktivitesine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Duck ve ark., 1990;
Gasparic ve ark., 2008; Gasparic ve ark., 2010). CPT
problart daha kisa olarak tasarlanabilirler, ancak ekonomik
olmamasindan dolay1 rutin kullanimi1 uygun olmamaktadir
(Tablo 1). Molekiiler beaconlarin uygulanabilirligi CPT’ye
benzerdir ve her ikisinin de g-PCR ile karsilastirildiginda
izotermal kosullar altinda ve diisiik sicakliklarda niikleik
asit belirlenmesinde avantajli olmaktadir (Gasparic vd.
2010). Molekiiler beaconlar (MB) ise hidroliz problari
degil hibridizasyon problaridir. Bir sa¢ tokasi yapist
olusturan iki ters ¢evrilmig tekrari gevrili bir diziye 6zgii
sac¢ tokast bolgesinden olusmaktadirlar. Tamamlayici bir
hedef diziye baglanmak igin isaretgi fluoroforun
engelleyiciden ayrilmasina ve floresan 1gtmaya neden
olmaktadir (Tyagi ve Kramer 1996; Andersen ve ark.,
2006). Genetigi degistirilmis bitki DNA’s1 arasindaki bazi
baglantilarin tespitinde daha fazla olasilik sunabilmektedir
(Gasparic vd. 2010). Ayrica prob bazli AllGlo ve
EasyBeacons teknolojileri gelistirilmistir. EasyBeacons
kendi floresan engelleyici yetenegine sahip boyalar1
icermektedir. Probun enzimatik bozunmasindan sonra,
prob basina iki florofor salindigindan AllGlo problan
geleneksel tek-etiketli problardan daha parlak olmasi
beklenmektedir. EasyBeacons, normal ve interkalasyon
psddo niikleotidlerinden olugsmakta ve tek niikleotid
polimorfizm (SNP) tespiti i¢in Ozellikle uygun oldugu
diisiiniilmektedir. Biitiin bu problarin verimliligi, dinamik
araligt ~ ve  tekrarlanabilirliligi,  Avrupa  GMO
Laboratuvarlar1 Ag1 (ENGL) tarafindan belirledigi “kabul
kriterlerine” gore yapilmaktadir (Broeders ve ark., 2014).
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Sonug¢

Diinyada her gegen giin gida giivenligi ve gidalarin
icerdigi genetigi degistirilmis triinler hakkinda birgok
tartisjma yasanmaktadir. Bu baglamda iiriinlerdeki GDO
miktarinin 6l¢iilmesinde giivenilir ve etkin bir sonug elde
edebilmek icin q-PCR’ da kullanilan kimyasallar oldukg¢a
6nem arz etmektedir. -PCR’a baglarken hem nitel hem de
nicel analiz i¢in prob bazli kimyasallarin kullanim
stirecinde optimizasyonun iyi yapilmasi ve reaksiyon i¢in
gereken silirenin ayarlanmasi hassasiyet gerektirmektedir.
Reaksiyon sirasinda kullanilan kimyasallar caligmalara
0zgilin, duyarli, tekrarlanabilir ve dinamik o6zellikte
olmalidir. Kullanilan prob bazli kimyasallar arasinda
kantitatif ve kalitatif analize olanak saglamasi, kolay
dizayn edilebilmesi ve iyi performans gostermesi
bakimindan TagMan diger problara gore daha iistiin olarak
degerlendirilmektedir. Rutin teshisler yapilirken hem
performans hem de maliyet bakimindan Plexor teknolojisi
tercih edilirken, interkalasyon boyama saglayan SYBR
Green rekombinant olan hedef DNA’nin belirlenmesinde

basarili  bir sekilde kullanilabilmektedir. Genetigi
degistirilmis organizmalarin teshisi ile ilgili {irlinleri
kontrol  etmek igin  daha  ayrintili  deneysel

degerlendirmelere ihtiyag duyulmaktadir. Bu ihtiyaglar
dogrultusunda her gegen giin gelisen molekiiler genetik
teknolojisi yakin gelecekte ¢ok daha farkli ve efektif
yontemlerin ortaya ¢ikisina olanak saglayacaktir.
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