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MISIR BiTKiSiNIN GENETiGi DEGISTIRILMiS ORGANIiZMA (GDO)
ANALIZINDE GERCEK ZAMANLI PCR (POLIMERASE CHAIN
REACTION) PARAMETRELERININ MERKEZiI KOMPOZIT TASARIM
ILE OPTIMIZASYONU

MERYEM DEMIRCIOGLU

Toplam kalite yonetiminde, karsilasilan problemleri bir daha ortaya ¢ikmayacak
sekilde ¢c6zmek temel hedeftir. Deney tasarimi, her alanda genis bir sekilde uygulanan
istatistiksel bir teknik olup kalitenin gelistirilmesinde bir¢ok katkida bulunmaktadir.
Bu c¢alisma, deney tasarimi tekniklerini kullanarak misirda GDO (Genetigi
Degistitilmis Organizmalar) gen bdlgesinin aranmasi ve diizgiin bir sekilde
cogaltilmasi i¢in ger¢cek zamanli PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) parametrelerinin
cok yanith optimizasyonu saglanarak ¢abuk, giivenilir ve en diisiik maliyetle GDO
analizinin gergeklestirilmesini amaglamaktadir. Bu c¢alismada bircok riske sahip
oldugu disiiniilen genetigi degistirilmis tiriinlerin tespitinde rol oynayan c: degeri ve
PCR drln konsantrasyonuna etki eden faktorler ve bu faktorlerin seviyeleri tespit
edilmistir. Bu faktorlerin yanit degerlerine olan etkileri Minitab. 18 programinda yiizey
yanit yontemlerinden merkezi kompozit tasarim metodu ile belirlenmis ve faktorler
optimize edilmistir. Optimum faktor seviyeleri kullanilarak dogrulama deneyleri

gerceklestirilerek olusturulan model dogrulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Toplam kalite ydnetimi, deney tasarimi, istatistiki analizler,
istatistiksel yontemler, GDO, GDO analizi, PZR, gercek zamanli PZR, yiizey yanit
yontemi, merkezi kompozit tasarim, ¢ok yanitli problem, optimizasyon, ¢ok yanitl

optimizasyon, modelleme, Minitab 18.



ABSTRACT

OPTIMIiZATION OF REAL TiME PCR (POLIMERASE CHAIN
REACTION) PARAMETERS BY CENTRAL COMPOSITE DESIGN IN
GENETICALLY MODIFiED ORGANISM (GMO) ANALYSIS OF CROP
PLANT

MERYEM DEMIRCIOGLU

In total quality management, the main goal is to solve the problems encountered in a
way that will not occur again. Experimental design is a statistical technique widely
applied in every field and makes many contributions to the improvement of quality.
This study aims to perform GMO (Genetically Modified Organism) analysis quickly,
reliably and at the lowest cost by providing multi-response optimization of real-time
PCR parameters to search and properly amplify the GMO gene region in maize using
experimental design techniques. In this study, the ct value, which plays a role in the
detection of genetically modified products, which are thought to have many risks, and
the factors affecting the PCR product concentration and the levels of these factors were
determined. The effects of these factors on the response values were determined by the
central composite design method, one of the surface response methods, in Minitab.18
program and the factors were optimized. The model was validated by performing

validation experiments using optimum factor levels.

Key Words: Total quality management, design of experiment, statistical analysis,
statistical methods, GMO, GMO analysis, PCR, real time PCR, response surface
method, central composite design, multi response problem, multi response

optimization, optimization, modelling, Minitab 18.



ONSOZz

Bu c¢alismada yanit yilizey yontemlerinde merkezi kompozit tasarim yOntemi
kullanilarak GDO analizinde PCR’a etki eden faktorlerin incelenmesi, kosullarin ¢ok
yanitli optimize edilmesi, elde edilen sonuclarla literatiire katkida bulunulmasi

amaclanmistir

Bu c¢alisma 6 boliimden meydana gelmektedir. Birinci boliim konu ile ilgili daha énce
yapilan ¢aligmalar iizerinde durulmus, ikinci bélimde GDO (Genetigi Degistirilmis
Organizmalar) ile ilgili bilgiler verilmis, ii¢lincii bolimde PCR (Polimeraz Chain
Reaction) yontemi ve PCR’1 etkileyen parametreler anlatilmis, dordiincii boliimde
kalite ile ilgili kavramlardan bahsedilmis, besinci boliimde deney tasarimi yaklasimi
ve kullanilan yontemler ele alinmis, uygulama kismi olan altinc1 boliimde deneylerin
tasarim asamasi, kullanilan materyal ve metodlar, deneylerin uygulanisi, modelin

optimizasyonu agiklanmis ve elde edilen sonuglar ortaya konmustur.

Calismamin basindan sonuna her asamasinda beni her konuda yureklendiren, bana
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GIRIS

Diinyada en ¢ok tiiketilen tahil misirdir. Ulkemizde musir yilda iki kez hasad
edilebilmektedir ve bircok sahada degerlendirilebilmesinden dolay1 biyik bir 6neme
sahiptir. Misir tanesinin her bir boliimii ve hatta kogan kismi bile farkli sektorlerde

kullanim alani1 bulmaktadir.

Misirdan, gida amaciyla dogrudan tiiketim, nigasta bazl seker veya misir 6zii
yag1 olarak faydalanilabilmektedir. Ote yandan musir, silajlik bitkilerin basinda
gelmektedir. Fermentasyona elverisli karbonhidrat oranmin yiiksek olmasi ve kolay
sikistirilabilmesinden dolay1 diger bitkilere kiyasla daha kolay silolanabilmektedir.
Diger yandan yiksek enerji degerine sahip olmasi ve ruminant hayvanlar tarafindan

sevilerek tiiketilmesi sebebiyle kaba yem kaynagi olarak ¢ok fazla kullanilmaktadir.

Gida ve yemden baska misiri kullanim alan1 buldugu yerlerden bazilar1 su
sekilde siralabilmektedir: Otomotiv, Aspirin, antibiyotik ve farkl ilag tiirleri, boya ve
cila sanayii, tras kremleri, alkol Uretimi, tekstil sektor(, kagit ve tutkal sanayii, dis
macunlari, dericilik, c¢esitli temizlik triinleri. Misir bitkisi, ilagtan kozmetige,
hayvaciliktan gidaya ¢ok farkli alanda kullanilabilmesi nedeniyle ¢ok ylksek katma
degere sahiptir. Misirin bu kadar genis kullanim alanina sahip olmasi misir iiretiminin
Oonemini de arttirmaktadir. Giderek tarim alanlarinin azalmasi, insan giiciiniin maliyetli
olmas1 gibi sorunlar da misir iiretiminde verimin arttirilmasi ile ¢oziim bulmaya
calisilmaktadir. Yiiksek verimli misir iiretmek i¢in olumsuz iklim kosullarmna (yiiksek
sicaklik, kuraklik, hastalik, zararlilar v.b.) dayanikli misir ¢esitleri {iretmek
gerekmektedir. Verimi yiiksek, dayanikli musir gesitleri iiretirken misirin genetigi
hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir. Bu durumda biyoteknoloji alaninda ¢aligmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.

GDO g¢aligmalar1 bu biyoteknolojik ¢aligmalarin basinda gelmektedir ve bu
caligmalar hizla artmaktadir. GDO c¢aligmalar1 yayginlastikca beraberinde getirdigi
riskler de daha fazla tartisma konusu haline gelmektedir. GDO’lu iiriinlerle ilgili

insanlarin kafasinda ¢ok soru isareti oldugundan, kullanimi, piyasaya siiriilmesi,



ithalati, ihracat1 v.b. birgok konuda siki denetim ve dnlemler alinmaya ¢alisilmakta ve

bu konuda birgok tlke yasal diizenlemeler getirmektedir.

Biitiin bu denetimler ve tespitler laboratuvar kosullarinda yapilan GDO
analizleri ile mimkindir. Real Time PCR (Polimerase Chain Reaction), GDO tespiti
ve miktar analizinde en fazla kullanim alan1 bulan yontemdir. PCR (Polimerase Chain
Reaction) biyoteknoloji caligmalarinda en yaygin kullanilan yontemlerin basinda
gelmektedir. Herhangi bir canlinin DNA’sida bulunan belli bdlgelerin sentezlenmesi
(amplifikasyonunu) islemine dayanan PCR yontemi, hem basit hem de yiiksek basar1
oranina sahip bir DNA ¢ogaltma metodudur. PCR yontemi ¢ok kisa zamanda DNA

molekiiliinii milyonlarca hatta milyarlarca kopyasin1 yapabilmektedir.

PCR i¢in ¢ok fazla kosulun saglanmasi ve ¢ok fazla materyal hazirlanmasi
gerekir. Hazirlanan materyaller ¢ok kiiciik miktarlarda oldugundan ¢ok fazla dikkat
gerektirmektedir. Bu yiizden yapilan caligmanin giivenilirligi agisindan PCR
hazirhiginda hassasiyet Onemlidir. PCR ‘m olugmasi i¢cin ¢ok fazla materyal
gerektiginden, bunu etkileyen de ¢ok fazla faktér bulunmaktadir. Bu faktorlerdeki en
ufak bir sapma PCR’1n olusmasini engellemektedir. Bu ylizden genellikle reaksiyonun
baslamasi i¢in bu faktorleri degistirerek defalarca deneme yapmak gerekir. Bu durum
hem zaman, hem emek hem de kaynak kaybina yol agmaktadir. Kullanilan laboratuvar

malzemelerinin pahali olmasi1 da ¢ok yiiksek maliyetlere yol agmaktadir.

Giliniimiizde teknolojik geligsmeler sonucu insanlar her alanda kolay, hizli ve
ucuz olan1 bulmaya yonelmekte ve tiiketicilerin bilin¢li davranislar1 da ayni oranda
artmaktadir. Bu kosullar altinda, Ureticiler, Grtnlerini Uretirken miisteri ihtiyaglarini
gidermekten ¢ok daha fazlasini karsilamak, ¢ok hizli bir dagitim ve pazarlama agi ile
miisterilere ulastirmak mecburiyetindedir. Rekabetin arttig1 bu zamanda, daha kaliteli
urintin, daha diisiik maliyetle ve daha hizli Oretiminin saglanmasi ancak kalite
bilincinin yikselmesi ile gergeklestirilebilir. Gliniimiizde kalite bilinci ¢ok arttig1 igin
artik kalite, kontrolden ziyade, siirekli gelistirilmesi ve {tretilmesi gereken bir

faaliyettir.



Ar-ge calismalarini, kaliteyi arttirmak ve hatalar1 6nleyerek kayiplari en aza
indirgemek igin istatistiksel yontemleri kullanarak yapmak bir zorunluluk haline
gelmistir. Istatistiksel analiz, cevabi aranan sorulara, verilerin islenmesi yoluyla cevap
bulan bir yontemdir. Bu amagla birgok istatistiksel metod gelistirilmis ve uygulama
alan1 bulmustur. iliski diyagramlari, etkilesim diyagramlar1 gibi cesitli gelistirilen
diyagramlar, matris veri analizi, Poke Yoke, hata modu ve analizi, kalite fonksiyonu
gbgerimi ve deney tasarimi en son gelistirilen ve yaygin olarak kullanilan istatistiksel
metodlardandir. Bu metodlardan deney tasarimi, her alanda genis bir sekilde
uygulanmakta olan bir istatistiksel teknik olup bir¢cok fayda saglamaktadir ve bu
calismada deney tasarimi yontemi kullanilarak elde edilen verilerin analizi sonucu bize

yuksek kaliteyi elde etme konusunda sagladigi faydalar ortaya konmaya ¢alisilmistir.

Deney tasarimi, bir iiriin veya prosese etki eden fakttrlerden 6nemli olanlari ve
bunlarin en uygun degerlerini belirleyen bir tekniktir. Bu yontem sayesinde birden
fazla faktorun etkisi ayni anda arastirilabilmektedir. Regresyon analizinin kullanimiyla
faktorler ile yanit arasindaki iliski matematiksel bir denkleme donistiiriilmekte ve
rassal bir sekilde 0Urin veya prosesteki farkliliklar, istatistiksel tekniklerle
incelenmektedir. Ayrica iyi bir planlama sayesinde ¢ok daha az sayida deneyle ¢ok
fazla bilgi elde edilebilmektedir. Deneylerin yapilis1 yiiksek maliyetler
gerektirdiginden bu husus ¢ok blylk bir fayda saglamaktadir. Zamanimizda deney

tasarmmi1 basli basma bir bilim dal1 sekline doniismiistiir.

Deney tasarimi yaklasimi s6z konusu faktorlerin farkli seviyelerinin ¢ikt1
degeri lizerinde olusturduklar1 degisimleri ve bu degisimlerin altinda yatan nedenleri
arastirarak optimize ederek, miisteri memnuniyetini ve sistemin gilivenilirligini
arttirmay1 amacglamaktadir. Bunun i¢in yapilan arastirma ve gelistirme ¢aligmalarinda
da belirli bir sistematik saglamaktadir. Yanit ylizey yontemi giiniimiizde kullanilan en
etkili istatistiksel deney tasarimi yontemlerinden olmakla birlikte klasik metodlara

gore hem maliyeti ¢cok daha diisiikk hem de avantajlar1 cok daha fazladir.

Dondiiriilebilirlik imkan1 tanimas1 ve ayni1 zamanda ikinci derece modeldeki

karesel degiskenleri tahmin edebilmesi Ozelliklerinden dolay1 bu caligmada yanit
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ylzey yontemlerinden merkezi kompozit tasarim yontemi kullanilmigtir. Ortogonal
olarak bloklanmis tasarimlar blok etkileri ile modeldeki degiskenlerin tahminlenmesi
ve regresyon katsayilari arasindaki degisimin azaltilmasma olanak saglamaktadir.
Ayrica o degeri ile faktorlerin daha genis bir aralikta incelenmesi, merkezi
denemelerin fazlalig1 ile hatanin dogru sekilde tanimlanmasi ve kararli bir model
olusturulmas: yontemin se¢ilmesindeki diger sebeplerdir. Boylece bu yontemle az

sayida deney ve diisiik maliyetle ¢cok fazla bilgi edinilmeye ¢alisilmistir.

PCR ve GDO analizi alaninda deney tasarimi ve yanit yiizey yontemini konu
alan daha 6nce yapilmis ¢alismalarm az sayida olmasi sebebiyle bu ¢alismaya gerek

duyulmus ve bu ¢caligmanin onceki caligmalara katkida bulunmasi amaglanmistir.

Bu c¢alisma, deney tasarimi tekniklerini kullanarak misir DNA’sinda DAS
40278-9 GDO gen bolgesinin aranmasi ve diizgiin bir sekilde ¢ogaltilmasi i¢in Real
Time PCR parametrelerinin (DNA konsantrasyonu, primer konsantrasyonui prob
konsantrasyonu, master mix konsantrasyonu) optimizasyonu saglanarak ¢abuk,
guvenilir ve en diisiik maliyetle GDO analizinin gergeklestirilmesini amaglamaktadir.
Bu calisma ile bir¢ok riske sahip oldugu diistiniilen GDO’ lu {iriinlerin analizinde gen
taramas1 ve GDO miktar tespitinde dnemli rol oynayan c: degeri ve PCR rin
konsantrasyonuna etki eden faktérler ve bu faktorlerin seviyeleri tespit edilerek, bu
faktorlerin (DNA konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, prob konsantrasyonu,
master mix konsantrasyonu) hem karsilikli kendi aralarindaki etkilesimleri hem de
yanit degerlerine (Ct degeri ve PCR iiriin konsantrasyonu) olan etkileri yilizey yanit
yontemlerinden merkezi kompozit tasarim metodu ile tespit edilmeye ve incelenmeye

caligilmustr.

Ulkemizde gida amagli GDO’lu iiriiniin iiretimi ithalat, ihracati, piyasaya
stirlilmesi yasak oldugundan, yem amacli GDO’lu {iriinlerin {iretiminin yasak olmas1
ile birlikte ithalat1 ve piyasaya siiriilmesi bazi1 yasal diizenlemelerle sinirlandirilmistr.
Esik degerin lizerinde onayli GDO gen bdlgesi saptanan yem iiriinlerinin ithalat1
etiketle GDO’lu oldugunun bildirilmesi sartiyla ithalatina izin verilir. Esik degerin

altindaki onayli genler bulasan olarak degerlendirilir. Bu bakimlardan GDO analizinde
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genlerin taranmasi ve sonrasinda miktar tespitinde etkili olan ct degerinin giivenilir ve
dogru bir sekilde elde edilmesi GDO’lu iiriiniin dogru bir sekilde degerlendirilmesi

acisindan biiylik 6nem tasir.

Olusturulan modelin optimizasyonu yine merkezi kompozit tasarim ile
yapilarak en diisiik ct degeri ve en yliksek PCR {iriin konsantrasyonunun elde edildigi
optimum faktor seviyeleri belirlenmeye ¢aligiimistir ve elde edilen optimum faktor
seviyeleri ile deney yapilarak elde edilen yanit degerleri ile modelden elde edilen

degerler karsilastirilarak modelin dogrulanmasi saglanmstir.



1. BOLUM
LITERATUR TARAMASI

GDO ve PCR alaninda deney tasarimu ile ilgili caligmalar asagida kronolojik

olarak siralanmigtir.

Cobb ve Clarkson (1994), Taguchi yontemini kullanarak, PCR (Polimeraz
Chain Reaction) optimizasyonuna primer, DNA, Mg** ve dNTP konsantrasyonlarinin
etkisi iizerinde c¢alismistir. Faktorler 3 seviye secilmistir. Bu calismayla Taguchi
yonteminin reaksiyon optimizasyonunda hizli ve giivenilir bir metod oldugu

goriilmiistlir ve sonraki ¢caligmalara bir fikir vermistir.

Boleda ve arkadaslar1 (1996), deney tasarimi yontemlerinden Kesirli Faktoriyel
tasarim ve Merkezi Kompozit tasarimi kullanarak kolay, ¢abuk ve ucuz bir PCR
optimizasyonunu amaclamistir. Bu c¢alismada insan kan hiicresinden alinan DNA
kullanilmis olup, DNA ekstrasyon yontemleri, DNA miktar1 gibi faktorler, Mg*™*

konsantasyonu ve aralarindaki etkilesimler {izerinde ¢alismistir.

Niens ve arkadaglar1 (2005), genotiplemede PCR kosullarinin optimizasyonu
icin faktoriyel tasarim yontemini kullanmistir. Bu ¢alismada iki deney tasarlanmistir.
IIk deneyde tampon, primerler, DNA, MgCly, taq polimeraz, baglanma sicaklig1 ve
dongii sayis1 faktorlerini 2 seviyede incelemistir. Bu deneyde etkisi ylksek goriinen
tampon, taq polimeraz, sicaklik, MgCl, ve aralarindaki etkilesim ikinci bir deneyle
tekrar arastirilmistir. Bu ¢alisma ile ¢ok diisiik maliyetle ¢ok 6nemli sonuclar elde

edilmistir.

Fattah ve Gaballa (2006), caligmalarinda Box Behnken ylizey yanit yontemini
kullanarak PCR kosullarini optimize etmistir. Calismada; primer konsantrasyonu, Tag
polimeraz, Mg**, baglanma sicakligi, dongii sayis1 ve uzama siiresi faktér olarak

alinmis 3 seviye halinde incelenmistir.



Souza ve arkadaglar1 (2011), vendz tromboembolizm rahatsizliginin teshisinde
anahtar gorevi olan genleri Gergek Zamanli PCR (Real Time PCR) yontemiyle tespit
ederken Taguchi deney tasarimini kullanarak en iyi PCR parametrelerini belirlemeye
calismistir. Master mix, primer, prob konsantrasyonlari ve dongii sayisi

parametrelerinin etkilerini 3 seviyede incelemistir.

Thanakiatkrai ve Welch (2011), SBR Green I boyasiyla gercek zamanli PCR
optimizasyonunda Taguchi deney tasarim yOntemini kullanmistir. Bu calismada
Taguchi, faktoriyel tasarim ve regresyon analizinden elde edilen sonuglar
karsilagtrmiglardir. 27 deneyle faktoriyel tasarimla elde edilen sonuglarin sadece 9
deney yaparak Taguchi tasarim yontemiyle daha hizli ve daha diisiik maliyetle elde

edilebilecegini gormiislerdir.

Zhang ve arkadaglar1 (2012), ¢ ayr1 mikroorganizmanin (Salmonella,
S.aureus ve E.coli) segici zengnlestirilmis et suyunda multiplex PCR’da tespiti icin
yiizey yanit yontemlerinden merkezi kompozit tasarimi kullanmiglardir. NaCl, LiCl ve
KSCN oranlarin1 3 faktor olarak ele alinip 3 ayr1 mikroorganizmanin tespit sonuglari

yanit olarak ele alinmustir.

Camacho ve arkadaslar1 (2013), Diinyada ¢ok fazla gida zehirlenmesine yol
acan Salmonella spp. Bakterisinin DNA’s1 iizerinde multiplex PCR optimizasyonu
icin galismustir. Deney tasarimi tekniklerinden faktoriyel tasarim yontemini kullanarak
4 seviyede MgCl. konsantrasyonu ve 5 seviyede baglanma sicakligi faktoriiniin
reaksiyona etkisini ve bu 2 faktdriin aralarindaki etkilesim lizerinde yogunlagmislardir.
Ayrica bu c¢alismayla PCR etkinligini hesaplamislardir. Faktoriyel tasarimin diger

PCR yontemlerinde de kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.

Nabi ve arkadaglar1 (2016), multiplex PCR ydntemiyle musir bitkisinde GDO
(Genetigi Degistirilmis Organizma) teshisinde optimizasyonun daha hizli, kolay ve
ucuz yapilabilmesi i¢in Kesirli Faktoriyel tasarim yontemini kullanmiglardir. GDO
nun tespitinde gosterge olan 4 ayr1 gen ve bunlarin her biri i¢in ayr1 ayr1 primerler

kullanilmistir. Bu genlerin 1 tanesi daha Onceki bir calismadan referans olarak
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kullanilmus, diger 3 tanesi bu ¢aligmada ilk olarak incelenmistir. GDO gen bdlgeleri,

islenmis gida iirliniinde arastirilmistir.

Lafrance ve arkadaslar1 (2021) caligmalarinda, domatesin sar1 yaprak kivrilma
viriisiine (TYLCV) kars1 direng sagladigi sirastyla Ty-1, Ty-2 ve Ty-3 genlerine bagl
TG178, TG105A ve P6-25 molekiiler markerlarin tespitinde PCR parametrelerini
optimize etmeyi amaglamustir. Sicaklik, tavlama, DNA miktari, MgCl> ve primer
konsantrasyonu olmak Uzere dort faktorl, merkezi bir bilesik tasarim (CCD) ile

incelemistir.

GDO, PCR ya da deney tasarimi agisindan bu ¢alisma ile benzerlik gdésteren

diger calismalar ise asagidaki sekilde siralanmistir.

PCR yontemi kullanilmasa da ¢ok benzer olan DNA amplifikasyonu parmakizi
(DAF= DNA Amplification Fingerprint) {izerine yapilan bir ¢alismada (Caetano
Anollés, 1998), Taguchi Tasarimi ile primer, DNA, enzim, dNTP, MgCl,

konsantrasyonlar1 ve sicaklik olmak {izere 6 faktorii birden incelemistir.

Kitchen ve arkadaslar1 (2010), kantitatif ger¢ek zamanli PCR {izerinde
Powernest programini kullanarak deney tasarlamis nested (icice) ANOVA analizi, giic

analizi gibi istatistiksel yontemleri kullanmistir.

Copgiioglu  (2011), doktora tezinde DNA hibridizasyonun dayali Listeria
monocytogenes tayininde elektrokimyasal genosensorlerin merkezi kompozit ile
tasarim ve optimizasyonu iizerinde calismistir. indikatorsiiz DNA dizi algilama
yontemi kullanilarak, prob immobilizasyon yonteminin biyosensor se¢iciligi {izerine
etkisini belirlemek icin hedef konsantrasyonu, inhibizasyon siresi ve tuz
konsantrasyonu olmakuzere U¢ faktoriin etkisi incelenmis ve bu faktorler optimize

edilmistir.



Wadle ve arkadaslar1 (2016) multiplex gercek zamanlit PCR’da RNA {izerinde
deney tasarimi uygulamis, 7 tane faktorii farkli sayida seviyelerde incelemis ve ct

degerini yanit degiskeni olarak ele almustur.

PCR ile ilgili Ulkemizde yapilan diger ¢caligmalara bakilacak olursa:

Caner ve Carli (2001), ¢alismalarinda PCR’mn bazi kanatl infeksiyonlarmin

tanisindaki yerini ortaya koymaya ¢alismislardir.

Yetilmezler (2010), tez ¢alismasinda insan sagligi agisindan biiyiik risk tasiyan
brucella ve listeria patojen mikroorganizmalarinin sigir siitiinde tespit edilmesi

amaciyla PCR kosullarinin iyilestirilmesi tizerinde ¢alismustir.

Ozmen  (2011), tez  calismasinda  mycoplasma  gallisepticum
mikroorganizmasinin real time PCR yontemini kullanilarak tavuk trakelerinde tespit

edilmesi ve elde edilen verilerin istatistiksel yontemlerle analizi tizerinde ¢alismistir.

Yildirim ve arkadaslar1 (2011), bugdayda PCR ve olas1 sorunlarin
optimizasyonu tizerinde caligmiglardir. MgClz, dNTP, primer konsantrasyonlari,

sicaklik gibi parametrelerinin ayr1 ayr1 optimizasyonunu saglamaya ¢alismaiglardir.

Kanturvardar Tutenyurd (2013), doktora tezinde solunum yollarindaki viral
enfeksiyona etki eden faktorlerin tespit edilmesinde in-house PCR kosullarinin

optimize edilmesi Gzerinde ¢alismustir.

Titinoglu (2013), gibberellik asitin Allium cepa |. var. cepa (Alliaceae)

iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi lizerinde ¢alismistir.

Kahya ve arkadaglar1 (2013), PCR’in mikrobiyolojideki kullanim alan1 ve PCR

parametrelerinin etkileri ve optimizasyonu iizerinde ¢caligmislardir.



Valipour (2015), doktora tezinde biyo teknoloji alaninda dogal bakteri
suslarindan tirozinaz enziminin izole edilmesi, iiretici genin ¢oglatilmasi, enzimin
karakterizasyonu ve I-dopa ve melanin tiretimi gibi konularda PCR’mn kullanilabilirligi

ile ilgili galigmugtir.

Carhan ve arkadaslar1 (2016) calismalarinda, son zamanlarda gelistirilen dijital
PCR’mn diger PCR yontemlerine gore iistiinliikleri, avantajlari, dezavantajlar1 ve

kullanim alanlar1 ortaya koymaya ¢alismistir.

GDO analizi ile ilgili yapilan ¢aligmalara bakilacak olursa:

Henegariu ve arkadaglar1 (1997), multiplex PCR’da bilesenlerin
konsantrasyonu, baglanma sicakligi, dongii sayis1 gibi 6nemli parametrelerin kademeli

olarak optimizasyonu iizerinde ¢caligmislardir.

Vaitilingom ve arkadaslar1 (1999), bazi karekteristik gida Orneklerindeki
genetigi degistirilmis Maksimizer misir ve Roundup Ready soyanin gercek zamanl

PCR yontemiyle yizde olarak miktar tespiti i¢in ¢alismislardir.

Terry ve Harris (2001), Roundup Ready soya unu ve soya proteini 6rneklerinde
iki farkli Scorpion ve Tagman problari ile gergek zamanli PCR denemeleri yaparak,

delta crdegerlerleri ile tespit ettikleri GDO miktarlarini karsilastirmislardir.

Brodmann ve arkadaglar1 (2002), dort cesit genetigi degistirilerek gelistirilen
ve gida iceriginde bulunan misir iizerinde gercek zamanli PCR ile miktar tespiti ile
ilgili ¢caligmistir. Calismada haserelere dayanikli Bt176 (Maximizer misir), Mon810
(YieldGard), ve herbisit toleransli T25 (Liberty LinkTM) genetigi degistirilmis

musirlar kullanilmistir.

Permingeat ve arkadaslar1 (2002) caligmalarinda, NOS terminator bolgesine

baglanacak sekilde dizayn edilen primer ¢ifti ve prob ile kullanilan ger¢cek zamanl
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PCR yonteminin digerlerinin arasindan Roundup Ready soya and GA21 musir gibi

trangenik gesitlerinin miktarmi tespit edebilecegini ortaya koymustur.

James ve arkadaslar1 (2003), genetigi degistirilmis musir, soya ve kanolanin
multiplex PCR metodu giivenilir bir sekilde tespit ve tanimlamasini yapmaya
caligmislardir. Soyada; Roundup Ready, musirda; Btll, 176, T14/25 ve Mon810,
kanolada ise; Oxy 235, GT73, MS8/RF3, HCN92/28 ¢esitleri kullanilmistir.

Huang ve Pan (2004), zararlilara kars1 dayanikli MON810 ve herbisit toleransli
NK603 misirt i¢in primer dizayn1 yapmis ve multiplex PCR ile miktar tespiti i¢cin
metod gelistirme lizerine ¢alismislardir. Avrupa laboratuvarlar arasi test sonuglarina

gore gelistirilen metod kabuledilebilir bulunmustur.

Taverniers ve arkadaslar1 (2004), Roundup Ready soyada iki yeni gercek
zamanli PCR metodu ve kalibrator olarak iki farkli plazmit DNA parcasi iizerinde
calismislardir. ik metotta tek hefefli genomik DNA’dan seyreltilmis plazmit DNA
parcasi, ikinci metotta ise ¢ok hedefli (tek molekiilde iki bolge igeren) plazmit DNA
pargasi kalibrator olarak kullanilmustir. Bu iki metotta elde edilen delta c; degerleri

karsilastirilmistir.

Wall ve arkadaglar1 (2004), multiplex PCR yontemiyle viriise dayanikli

trangenik papaya ve kabak tespiti ve tanimi tizerinde ¢alismislardir.

Hernandez ve arkadaslar1 (2005), genetigi degistirilmis dort ¢esit misirin (Bt11,
MONS810, T25 ve GA21) tespitinde kullanilan multiplex PCR metodunun
laboratuvarlar arasinda transferi lizerinde ¢alismislardir. 4 gen bdlgesinin ayni anda
tespit edilmesi amaciyla primer dizaynt ve PCR optimizasyonu saglanmis ve

gelistirilen metodun bagka laboratuvarlarda dogrulugu saglanmaigtir.

Forte ve arkadaslar1 (2005), misir ve soya igeren gida iiriinlerinde multiplex
PCR metodu ile NOS terminator ve 35s promotor gen boélgelerinin tespiti tizerinde

calismiglardir.
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Onishi ve arkadaglar1 (2005), 8 ayr1 genetigi degistirilmis misir gen bdlgesinin
es zamanli tespiti i¢in multiplex PCR metodu gelistirmek i¢in c¢alismislardir.
Calismada Btl1l, GA21, Eventl76, MON863 MON810, NK603, TC1507 ve T25
misir  ¢esitlerini  kullanmiglardir. Sonuglara gore genetigi degistirilmis misirin
taranmasida bu multiplex PCR yonteminin etkin bir kalitaif tespitte kullanilabilecegi

gorilmiistiir.

Yang ve arkadaslar1 (2005), zararlilara dayanikli genetigi degistirilmis li¢ farkl
pamuk dizininin ger¢ek zamanli multiplex PCR’da Tagman prob kullanarak tanimi ve
miktar tespiti icin ¢alismislardir. Calismalarini genetigi degistirilmis Mon531, GK19
ve SGK321 pamuklarinda Cryl A(c) gen bdlgesi lizerinde yapmaigslardir.

Renning ve arkadaslar1 (2006), Bugday ve arpada PKABAI referans geninin

ger¢ek zamanl ikili PCR y6temiyle tanimi ve miktar tespiti lizerinde ¢alismiglardir.

Yoke-Kqueen ve Radu (2006), Genetigi degistirilmis organizmalarda RAPD
(Randomly Amplified Polimorphic DNAs, Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA)
analizi lizerinde ¢alismislardir. Sertifikali soya ve musir referans materyalleri, soya ve
misir tohumu, islenmis gida ve yemlerde olusan 78 numune RPD teknigi ile analiz
edilmistir. Bu calisma ile RAPD tekniginin GDO’lu numunenin ayriminda bir 6n iglem

olarak kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Yin ve arkadaslar1 (2012), Porcine Pseudorabies, Porcine Parvovirus ve
Porcine Circovirus Tip 2 viriislerinin es zamanl tespitinde multiplex PCR’1in
optimizasyonu tizerinde ¢alismiglardir. Calismada bu ¢ virisin her biri icin 6zel
primer ¢iftleri dizayn edilmis ve tekli PCR kosullarinda optimum primer, MgClo,
dNTP ve Taq DNA polimeraz konsantrasyonlar: ile baglanma sicaklik degerleri

belirlenmistir.
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Guven (2014), doktora ¢alismasinda soya igeren islenmis gidalarda GDO
miktarlarmin belirlenmesi ve pisirme kosullarinin GDO miktarina etkisi Gzerine

gercek zamanli PCR teknigi ile ¢aligmistir.

Unal (2019), yiiksek lisans tezinde cesitli yem ve gidalarda GDO’nun

saptanmas1 amaciyla yeterlilik test kiti yapilmasi tizerinde ¢aligmistir.
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2. BOLUM
GDO (GENETIGi DEGISTIiRiLMIiS ORGANIiZMALAR)

2.1. Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO) Tanimi

Son zamanlarda gelistirilen biyoteknolojik yontemler kullanilarak farkl tiirler
arasinda gen aktarilmasi yoluyla kalitesi ve verimi daha yiiksek, zararh ve hastaliklara
kars1 daha dayanikli bitki ve hayvan gesitleri gelistirilmistir. Bu sekilde gelistirilen
{iriin ya da canlilar Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO) ya da Transgenik Urlin
olarak adlandirilmaktadir (Haspolat, 2004).

Biyogiivenlik Kanunu’na gére GDO’nun tanimi; Genetik Yapisi Degistirilmis
Organizma, “biyoteknolojik teknikler yardimiyla gen transferi ile elde edilen insan
disindaki canli organizma”; GDO Urunlerinin ise, “GDO igeren, kismen veya tamamen
GDO’lardan iiretilen veya GDO’lardan meydana gelen iiriin” seklinde yapilmistir
(Anonim, 2010).

1980°’li yillarm akabinde bitki biyoteknolojisi konusunda ilerlemeler
kaydedilmis ve 1996’da Flavr Savr isminde uzun raf omiirlii domates ilk genetigi
degistirilmis Uriin olarak tiiketime sunulmustur. Sonraki genetigi degistirilip piyasaya

sriilen Uriinler kolza, misir, pamuk ve patatestir (Atsan ve Erem Kaya, 2008).

Hayvalarin 1slahinda c¢ok Oncelerden beri verimin arttirilmasi, kalitenin
yiikseltilmesi ve hastaliklara kars1 dayanikliligin arttirilmasi {izerinde ¢alisiimaktadir.
Bunun icin ylksek kaliteye sahip ve iyi 6zelliklere sahip hayvanlar seleksiyon
melezlemelerde  kullanilarak  diger nesillere bu  0Ozelliklerin  aktarilmasi
amaclanmaktadir. Ancak bu yontem i¢in ¢ok fazla emek ve zaman gerektirmektedir.
Bu nedenle klasik 1slah tekniklerine ilaveten en son gelistirilen tekniklerin de

kullanilmasi bir gerekliliktir (Anonim, 2004).
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Koyun, sigir, keci, ve domuz gibi ¢iftlik hayvanlarinin iiretiminde transgen
teknolojisi kullanilarak istenilen genlerin kolaylikla aktarilmasi saglanmaktadir. Bu

teknik DNA’nin biitlin canlarda benzer yapiya sahip olmasindan dolayr uygulama

imkan1 bulabilmektedir (Cigekci, 2008).

2.2.GDO’nun Tarihgesi

Insanlar yerlesik toplum diizenine gectigi, baska bir deyisle tarma
basladigindan bu yana dogay1 degistirmektedir. Son 10.000 yildir da, evcillestirdigi
bitki ve hayvanlarin genetigini gelistirmek i¢in ¢alismaktadir. Bu caligmalarin
baslangic noktasi, istenilen 6zelliklere sahip bitki ve hayvan se¢imi olmus ve akabinde
elle melezleme, radyasyon araciligi ile mutasyon 1slah1 ve benzer teknikler ile sure
gelmistir. DUnyada niifusun artmasi nedeniyle bu caligmalar artig gdstermis, zaman
icinde farkli metodlar gelistirilmis ve tarim tizerinde g¢alisan ¢esitli bilim dallar
meydana gelmistir. 20. yiizyilda hizla artan diinya niifusunu beslemeyecek kadar tarim
Urlinlerinin elde edilmesinde “Yesil Devrim” adi verilen gelismelerin de oldukca
katkis1 olmustur (Cetiner, 2017).

Tarim alaninda goriilen teknolojik gelismeler, ar-ge faaliyetleri, reform niteligindeki
degisimler ve bunlarin neticesinde ¢esitli alanlarda goriilen etkiler Yesil Devrim olarak
adlandirilmaktadir ve 1960’I1 yillarin ortasindan itibaren bugilinlere kadar etkisini
korumaktadir. Ancak Yesil Devrim, tarimsal iiretimi arttirmasina karsin, ¢ok biiyiik
cevresel sorunlara da yol agmustir. Yesil Devrimin baslamasiyla yanlis ve gereginden
fazla miktarda kimyasal giibre kullanimi tarim alanlarmin goraklasmasmna ve Su
kaynaklarmin kirlenmesine sebep olmus, gereksiz ve yanlis tarim ilaci kullanimi insan
sagligl ve cevreyi olumsuz etkilemis, Ote yandan fosil yakitlarm kimyasal giibre
tretimin i¢in gerekli olmasi ve de sulama ve mekanizasyondan dolay1 yakit
kullaniminin artmasi gibi sebepler tarim alanindaki tretim nedeniyle karbon salimini
arttirmustir (Cetiner, 2018).

Molekuler biyoteknoloji ve gen teknolojisi alanindaki hizli gelismeler
neticesinde, 1960’ta genetigi degistirilmis ilk gida iretilmistir. Stre¢ 1973 yilinda
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bakterilerden gen aktarilmasi ile baslamig ve 1980'li yillardan beri de giderek
hizlanmistir. Ticari anlamda 1990°da ilk transgenik bitki tiretiminin baglamasi ve 1996
yilinda gelistirilen Flavr Savr adindaki genetigi degistirilmis domates Urindndin
piyasada yer almasiyla, GDO’lu iiriinlerin diinya ¢apinda liretimi hizla yaygmlasmaya
baglamistir. Ayrica GDO'larm kullanimina yalnizca tarimda degil, sanayi, tip, ve ¢cevre
urunleri gibi birgok alanda da baslanmistir (Denli, 2012).

Ik genetigi degistirilmis organizma 1970’lerde iiretilmistir. Ancak Asurlular
tarafindan MO 870 yilinda hurma meyvesinde yapay tozlasmanmn uygulandigini
gosteren tabletten anlasildigina gore, insanlik tarihinde genlerin degistirilmesi ile ilgili

bilgilerin milattan 6ncelere kadar uzanmaktadir (Aksu, 2019).

Diinyadaki GDO tartismalar1 1980’li yillarin baslarinda basladigi halde, GDO
uretim teknolojilerinin baslangici 1950°1i yillara dayanmaktadir. GDO teknolojisinin
ilk Uruinleri, bitkilerden elde edilmistir. Bu amagla ilk énce GDO teknolojisinin temeli
olan hicre doku kaltird yontemleri gelistirilmistir. Bitki doku kiiltiirii teknigi ile test
tlpd icinde (yani, in vitro) bitkinin farkli bélimlerinden yeni bitkicikler iiretilmis ve
bu olaya rejenerasyon denilmistir. Klasik 1slah tekniklerinde melezleme islemleri
genetik yapilar1 ¢ok benzer tiirler arasinda yapilabilirken, GDO teknolojisi ile farkli
herhangi iki tlire ait organizmanin genetik kaynaklarinin bir hiicrede toplanmasi ile
baska yeni bir bitkinin iiretimi miimkiin hale gelmistir. Yine ayn1 zamanlarda hayvan
doku kiiltiirii teknikleri tizerinde de bilimsel ¢aligmalar yapilmis ve ilk kez test tlpi

icinde tavsan hiicreleri kullanilarak suni dollenme gergeklestirilmistir (Curtis, 2016).

1980°1i yillarda, (Agrobacterium tumefaciens) bakterisinin kendi DNA’sinin
bir pargasini bitkilere aktararak bitkilerde timor olusumuna sebep oldugu tespit
edilmistir (Ozcan, 2001). 1980 yilinin basinda Frank Ruddle ve arkadaslar ilk kez bir
hayvan ilizerinde ¢aligarak genetigi degistirilmis bir fare elde etmislerdir. Ayn1 yillarda
evcil hayvan olarak genetik yapisi degistirilmis domuz iretilmistir. Transgenik
bakterilerin ilk uygulama alanlarindan birisi de seker hastaligmin tedavisinde
kullanilmak tizere bir bakterinin genetigi degistirilerek insiilin tiretilmesi olmustur

(Onde, 2011). Ayrica, insan ve koyunda siit olusturan baz1 genler insandan farelere
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aktarilarak farelerin genetik yapilar1 degistirilmistir. 1980°1i yillarin sonlarina dogru
ise, siit olusumunda rol alan genlerin aktarildig: ilk transgenik koyun Tracy olarak
isimlendirilmis, sonrasinda da transgenik boga ve inek elde edilmistir. Insan saglig1
alaninda da kanser ¢alismalarinda kanserli transgenik farelerden faydalanilmustir.
Bitkiler tizerinde yapilan benzer ¢aligmalarla, bitkiye gen aktariminda; bakteriden
aktarilan gen bdlgesinden hastaliga yol agan kisimlarm ¢ikartilarak bunlain yerine
hastaliga sebep olmayan baska bir gen yerlestirilebildiginin tespit edilmesi tzerine,

ila¢ yapiminda kullanilan maddelerin tiretimi baglamistir (Aksu, 2019).

GDO teknolojisinde, 1990 yilindan sonra hizli bir gelisme kaydedilmistir.
Nitekim, lzerinde deneysel ¢alismalarin halen siirdiigii, insanda bir ¢esit genetik
degisim uygulamasi olarak goriilen ve mutasyona ugrayan gen veya genlerin yerine
saglam gen bdlgelerinin hastalara aktarilmasi seklinde tanimlanan “gen terapisi”
teknigi yardimiyla hastalar iyilestirilmistir. 1990’larin sonuna dogru ise, GDO
teknolojisinin yan1 sira klonlama teknolojisi ortaya ¢ikmis ve bilim adamlari
tarafindan klonlanmis hayvanlarin Uretimine baslanmistir. Daha sonra, Dolly (Denli,
2012) adi ile bilinen cekirdek aktarimi teknigiyle kopyalanan ilk canli olan koyun
tarihe ge¢mis, ardindan transgenik klonlanmis Polly adli koyun iiretilmistir. Diger
taraftan, direkt tlketicileri ilgilendiren 6zelliklere sahip genetik yapisi degistirilmis
bitkilerin Uretimi baslanmis olup, insan kan proteini ve hemoglobin Ureten transgenik
tiitiin bunun en iyi 6rnegidir. ilag iiretiminde kullanilan monoklonal antikorlar ve
cesitli rekombinasyon sonucu olusan proteinlerin elde edilmesinde bitkilerden baska

hayvanlar ve mikroorganizmalardan da faydalanilmistir.

2000 yillarinda, GDO alanindaki gelismeler en gozde ¢agina ulagmistir. Basta
Ozellikle saglik alan1 olmak iizere transgenik bitkiler, mikroorganizmalar ve
hayvanlarin sayesinde tarim, hayvancilik ve endustri alanlarinda da ¢ok onemli
gelismeler kaydedilmistir (Aksu, 2019).
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2.3. GDO’larin Beklenen Faydalar

Insanlar tarih Oncesinden beri gida gereksinimindeki artisa yetisebilmek
amaciyla gida kaynaklarini arttirmak ya da se¢enekleri cogaltmak i¢in ugrasmislardir.
Insanlarm bu gayretlerine iklimde meydana gelen farkliliklar, niifusun artmasi,
teknoloji alanindaki yenilikler de eklenince zamanimizdaki biyoteknolojik gelismeler
olduk¢a 6nem kazanmistir. Basta tarim alaninda yapilan arastirmalar neticesinde GD
urlinler elde edilmistir (Tiryaki ve Acar, 2004: 121). Cesitli sektorlerde GDO’larin yer

almasi sonucu bazi faydalarm edinildigine dair goriisler bulunmaktadir.

Tarimdan elde edilen iirtinlerin ¢evresel ¢cevre kosullarindaki degisime tolerans
gOsterebilmesi, hastalik ve zararlilara kars1 dayanikliliklarinin arttirilmasi, , pestisit
kullanimmin azaltilmasi, bitkisel ve hayvansal iiriin veriminin artirilmasi, gidalarin
besin degerinin artirilmasi, Urtinlerin raf 6mriiniin uzatilmasi, as1 ve ilag tretiminde,
hastalik risklerinin azaltilmasi ve organ naklinde GDO’larin faydalarmin oldugu

varsayilmaktadir.

Verimi arttirmak amaciyla hastalik ve boceklere karsi dayanikli bitkilerin
gelistirilmesi tizerinde GDO ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bitkilerde zararhlarla
mucadele etmenin yolu tarimsal miicadele ilag¢larmnin kullanilmasidir. Ancak ilerleyen
zamanlarda ilaglamaya maruz kalan bitkiler bunlara karsi bir savunma sistemi
gelistirdiginden yapilan ilaglamadan beklenen sonug alinamamaktadir. Diger yandan
kullanilan kimyasal ilaglarin dogay1 ve insan sagligina karsi bir tehlike arz etmesi
nedeniyle insanlar baska c¢Oziimler arayismma girmis ve bitkiler lizerinde GDO
arastrmalarima yonelmistir (Bayra¢ vd., 2014:30). Toprakta bulunan Bacillus
Thuringiensis (Bt) bakterisi bt genine sahip bir mikroorganizmadir. Bt geni transfer
edilen bitkileri yiyen bocekler zarar gérmekte hatta 6lmektedirler. Bu islemle birlikte
bitkilerin zararlilardan korunmasi saglanmistir. Bu yontem basta misir olmak (zere,
patates ve soya bitkilerinde uygulanmistir. Ayrica viriislere dayanikl bitkiler de GDO
calismalart ile gelistirilmektedir. TUtln, domates ve kabak bitkilerinin genetik yapilari
degistirilerek viruslere kars1 bagisiklik kazanmalar1 saglanmaktadir (Celik ve Balik,
2007).
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Tiitlin bitkisine tripsin inhibitdr geninin transferi araciligryla bu bitkinin stirgiin
kurduna kargi savunma gelistirmesi GDO ile bitkilerin zararlilardan korunmasina
ornek olarak gosterilebilmektedir (Haspolat, 2012).

GDO sayesinde bitkilerde zararlilara karsi olusan savunma sisteminin,
kullanilacak pestisit miktarini azaltacagi ve bunun sonucunda ari, ugur bocegi gibi
zararsiz ya da faydali boceklerin 6lmeyecegi, ciftgilerin daha diisiik maliyetle tiretim
yapabilecegi ve kimyasallarin gevreyi daha az kirletecegi diisiiniilmektedir (Korkut ve
Soysal, 2013: 12-13).

Bazi bitkilerde herbisitlerden korunabilmeleri i¢in genetiklerinin degistirilmesi
yoluna gidilmektedir. Boylece herbisitin kullanilmas1 ile bitkiler zarar gérmeden
yabanci otlardan arindirilacagi tahmin edilmekte, ayrica toprakta az islem gormesi
sonucu, su kaybi ve erozyonun azalacagi diistiniilmektedir (Celik ve Balik, 2007: 19).
Soya fasulyesi, misir, kanola, yonca ve pamuk herbisitlere kars1 direnglilik konusunda

en basta gelmektedir (Bayrag v.d., 2014: 33).

Farkli ¢evre kosullar bitkisel gelisimi olumsuz yonde etkilemektedir. Ozellikle
yuksek sicaklik, kuraklik, topraktataki yiiksek tuzluluk, don, yiksek nem v.b. cevre
kosullarina kars1 dayaniklilik gosteren bitkilerin tliretilmesi verimi yiikseltecegi ve
tarim i¢in uygunsuz olan alanlarda da ekim yapilmasma olanak saglanacagi
varsayillmaktadir. Kurakliga dayanikli bitkilein gelistirilmesinin tarimda daha az su
kullanimmi miimkiin kilacagi diisiniilmektedir (Korkut ve Soysal, 2013: 11). Bu
amagla Cinli bilim adami Xu ve ¢aligma arkadaslar1 1996’da kurakliga dayanikliligi
saglayan HVAL genini arpadan pirince aktarmislardir (Bayrag v.d., 2014: 32).

Genetik ¢aligmalar sayesinde daha yiiksek verimli bitki veya hayvan kaynakli
urunler elde edilebilmektedir. Yapilan ¢alismalar neticesinde hayvanlardan daha
ylksek miktarda ve kalitesi ylksek et ve diger hayvansal {iriinler elde edilebilmekte,
bakteri ve viriislere karst daha dayanikli hayvanlar iiretilebilmekte, hayvanlarda daha

kisa zamanda gelismeleri mimkin hale gelmektedir (Aydin, 2012: 8).
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Daha uzun raf Omriine sahip gida Urlnlerinin elde edilmesi de genetik
caligmalar ile miimkiindiir. Uriinlerin raf 6mirlerininin uzatiimasi, dayaniklihig
artiran gen bolgelerinin Urinlere aktarilmasi ile olgunlasma siirelerinin uzatilmasi
temel esastir. Bu islem sayesinde Urlnlerin gurimeleri dnlenerek tretim maliyetleri
dustirulmektedir (Erbelet, 2014: 23).

Ilag ve as1 iiretiminde de GDO’dan faydalanilmaktadir. Mikroorganizmalarin
genetik yapismin degistirilmesi ile elde edilen insilin ilag GUretimine Ornek
verilebilmektedir. Dinyada seker hastaligina yakalanan kisi sayist siirekli artig
gostermektedir. Veba, kuduz hepatit v.b. hastaliklara kars1 as1 gelistirmek amaciyla
musir, domates, titiin, kanola patates v.b. bitkiler izerinde arastrmalar sirmektedir.
Bu yolla insanlarin bu sekilde gelistirilen liriinlerle beslenmesi sonucunda agilanmalar1
hedeflenmektedir. Gen transferi yapilan farelerin incelenmesiyle bu farelerin stttinde
bazi asilar tespit edilmistir. Ileriki zamanlarda insanlarin sitlerinden yararlandig:
ciftlik hayvalarinda da bu tarz ¢alismalarin uygulanmasi diisiiniilmektedir. Amerikali
bilim insanlar1 genetigi degistirilmis domates lriiniinde veba asis1 gelistirmislerdir.
Saglik bakimindan degerinin farkina varilan omega 3 ve omega 6 yag asitleri agisindan
baz1 bitkilerin igerigi gen aktarimi yoluyla zenginlestirilmektedir (Bayrac vd., 2014:
26-29).

Genetik ¢alismalar yardimiyla bazi hayvanlar tizerinde bobrek, kalp, karaciger

v.b. organlarm iretilerek insanlarda kullanilabilecegi bildirilmektedir (Pamuk, 2010:
94).

Cin’de transgenik pamuk yetistiren giftgilerin saglik sorunlarinda azalma
saptanmustir. Bu azalmanin sebebi olarak daha az kullanilan tarim ilaglari
gosterilmistir. Ayrica gen teknolojisi sayesinde, yer fistig1, yumurta, inek siitii, soya,
bugday, kabuklu deniz canlilari, balik, findik gibi besin maddelerinin igerisinde
bulunan alerjiye neden olan maddelerin ¢ikartilarak, bu gidalarin alerjik 6zellikleri

azaltilabilmektedir (Kulag vd., 2006: 152).

20



Gida iiriinlerinin 6zellikle insan sagligina faydali besin maddeleri bakimindan
degerini artrmak amaciyla da GDO’lar kullanilmaktadir. Genetik c¢alismalar
sayesinde bitkilerin vitamin, karbonhidrat, lif ve yag bakimindan igerigi
yikseltilebilmektedir. Bu islem 2 sekilde gerceklestirilmektedir. IIki, bitkilerde
bulunan besin maddelerinin elde edilmesinde gdrevli olan gen bélgelerinin daha gok
caligmasini saglamak, digeri de, diger canlilardan bu maddelerin iiretimini saglayan
gen bolgelerini lizerinde calisilan canliya aktarmaktir (Bayra¢ vd., 2014: 26-27).
“Altin Piring”, gida irlinlerinin besin igerigini gelistirmeye gosterilebilecek bir
ornektir. A vitamini ve demir yoniinden zenginlestirmek amaciyla Altin Pirincin

genetik yapist degistirilmistir.

Dinya Uzerindeki 3 milyona yakin sayida gocukta A vitamini eksikligi
sebebiyle gérme konusunda sorunlar bulunmakta ve 50 bine yakin sayida ¢ocukta ise
kor olma riski gortlmektedir. A vitamini bakimindan igerigi arttirilmig altin piring

Urdinu bu sorun igin bir ¢6ztiim olarak goérilmektedir (Kulag vd., 2006: 152).

Gen teknolojisi yardimiyla {izerinde g¢alisilan canliya blylme hormonunun
aktarilmasi sayesinde ineklerdeki siit miktarinda %15 artis goriilmiis, ayrica et miktari

bakimindan da yiikselis meydana gelmistir (Gling6ren, 2012: 35).

Genetik ¢alismalar yardimiyla bitkilerin A, C ve E vitaminleri bakimindan
iceriklerinin arttirilmasi yoluyla bazi saglik sorunlarinin giderilmesi amaglanmaktadir

(Pamuk, 2010: 94).

2.4. GDO’larin Olas1 Zararlari

GD drunlerin kullanildiklar: alanlar arttik¢a insan sagligina ve dogaya karsi
zararlar1 tartisma konusu olmustur. Arastirmalara gore GD dUrunlerin gevreye bazi
zararlarinin oldugu goriilmektedir. GD iiriin ekimi yapilan alanlardan normal tarim
yapilan alanlara gen kagis1 meydana gelebilmektedir. Gen kagis mesafesi bitkinin tiri
ve iklim sartlarina bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Bu mesafe, baz tiirlerde
400 metre iken, bazilarinda daha da uzun olabilmektedir (Bayrag vd., 2014: 43-44).
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Ayni tiirdeki bitkiler arasinda gergeklesen gen kacgist yatay gen kagisi olarak
adlandirilirken, farkl tlrdeki bitkiler arasinda gerg¢eklesen kagis ise dikey gen kagisi
olarak adlandirilmaktadir. Bu olay bitkilerdeki cesitliligin azamasina ve tarim
alanlarinda tek tip {irlin yetistirilmesine yol agmaktadir. Bu durum ise diinyada
zamanla insanlarin a¢ kalmasma sebep olacaktir. Irlanda’da tarimi yapilan tektip
patates tirtiniine bulasan bir hastalik nedeniyle iiriinler zarar gérmiis ve temel gidasi
patates olan yaklasik bir milyon insan aglik ve 6liim tehlikesi altinda kalmis olup
niifusun Y4’1 yok olmustur. Cin’de GD kanola {iriiniinden yabani hardal {iriiniine gen
gectigi, ABD’de ise normal musir iriiniine bt geninin gectigi ortaya konmustur
(Korkut ve Soysal, 2013: 17).

GD {rinler herbisitlere kars1 dayanikli halde elde edilmektedir. Ancak tarim
bdlgelerinde yapilan kimyasal ilaclamanin, GD firiinlerinin dayanikliligindan dolay1
zarar gormeyecegi diisiincesiyle ilaglamada dozun arttirilmasina yol agmaktadir. Bu
olay da gevre kirliligine, canlilarin zarar gormesine neden olmaktadir. Ylksek dozda
kimyasal ilaglamanin baska tiirden canlilara da zarar vermesine 1999’da Losey ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alisma Ornek olarak verilebilir. Calisma kral
kelebeklerinin 6limine neden olan bt musir poleninin siit otuna siiriilmesi ile

yapilmustir (Bayrag vd., 2014: 47).

Yabanci ot ilaglarinin herbisitlere direngli GD bitkisel iirlinlerini etkilememesi
sebebiyle ciftciler ¢cok yiiksek dozda yabanci ot ilact kullanmaya baslamis hatta
glifosat ilacinin st limitin elli kat1 arttirildigi bai {ilkelerde goriilmiistiir (Demirkol,
2015: 58). 1996-1998 yillar1 arasinda ABD’de toplam tarim ilac1 kullanim1 azalmasina
ragmen, 2007 yilinda %20, 2008 yilinda ise %27 artig gostermistir. Ayrica yabanci ot
ilaglarina dayanikli hale getirilen GD Urlinlerindeki bu ¢zelliklere neden olan genlerin
tozlasma ile diger yabani tirlere, mantarlara veya bdceklere ge¢cmesiyle kimyasal
ilaglara dayaniklilik gosteren zararlilar veya yabanci otllar tireyebilmektedir (Korkut
ve Soysal, 2013: 18).
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GD bitkilerin ardinda hasat sonrasinda tarim alaninda bir sonraki sene igin
tohum kalmamaktadir. Genetik kullanim1 siirlayici teknoloji ya da terminator gen
kullanimi olarak adlandirilan bu teknoloji yoluyla tohumlar kisirlastirilmakta veya
tohum dretebilmek icin bu alandaki sirketlerin sattigi ilaglara bagimli hale
getirilmektedir. Bu olay bir yandan bitki cesitliligini olumusz etkiledigi gibi, diger
yandan maliyeti de arttirmaktadir (Korkut ve Soysal, 2013: 16).

Genetik caligmalarla elde edilmis bir gidanin alerjik 6zellige sahip bir gen
bolgesinin diger bir gidaya transfer edilmesi sonucu yeni alerjik proteinler meydana
gelebilmektedir. Brezilya findigmim igeriginde olan ve alerjik etkiye sahip 2S geninin
soya bitkisine aktarilmasi ile Brezilya findigma alerji gosteren insanlar GD soyaya da
alerjik reaksiyon goOstermistir. Bu da gen aktarirmmin gen transferinin alerjik
reaksiyona sebep oldugunu kanitlamaktadir. GD soya {iriinliniin kullaniminin
baslamasi nedeniyle Ingiltere’de meydana gelen alerji vakalarmda %50 artis
gbzlenmistir. Hindistan’da GD pamuk iiretimi yapan ciftcilerin derilerinde ve
go6zlerinde alerjik belirtiler tespit edilmistir (Sen ve Altinkaynak, 2014: 34). Branum
ve Lukacs ABD’ de yaptiklar1 bir ¢alismada, 1993’ten 2006 yilina kadar gegen
zamanda gida alerjisi sikayetiyle 18 yasinin altindaki kii¢iik ¢ocuklarda doktora gitme
orani 3 Katina, tedavi edilen ¢ocuk sayis1 4 katina ¢iktig1 gézlenmistir (Demirkol, 2015:
174).

Genetik ¢aligmalar sonucunda bitkiler aras1 gen transferi ile toksik dzellikler
gorilebilmektedir (Korkut ve Soysal, 2013: 14). GD patates Urininin farelerde
sindirim sistemlerinin zarar gormesine, ayrica insanlarin akyuvarlarinda pestisit
ozelligine sahip olan kardelenden bitkisinden elde edilmis lektin geni gorilmiistiir
(Bayracg vd., 2014: 59).

GD genlerin digerlerinin iginden secilmesi amaciyla isaretleyici genlerden
yararlanilmaktadir. Cogunlukla isaretleyici gen olarak antibiyotige kars1 dayanikli gen
bolgeleri kullanilmaktadir. Bu isaretleyici genler hedef organizmaya transfer edilir ve
hedeflenen organizmaya antibiyotik verilir. Transfer yapilmayan canlilar

yasayamazken, dayanikli gen bdolgesi transfer edilen canlilar yasamini
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surdiirebilmektedir. insan ve hayvanlarin antibiyotige kars1 direncli genleri iceren GD
urunleri  tlketmesi sonucunda bu dayanikli gen bdlgeleri organizmalara
aktarilabilmektedir. Birgok hastaligin tedavisi i¢in kendisinden faydalanilan
antibiyotik ilaglar dayanikli genlerden dolay1 etkisini kaybedebilmekte ve bazi saglik
sorunlarinin tedavisi zorlagabilmektedir (Sen ve Altinkaynak, 2014: 33-34).

Antibiyotige kars1 dayanikli genlerin 0zellikle agiz ve bagirsak bolgelerinde
yer alan mikroorganizmalara gectigi bildirilmektedir (Demirkol, 2015: 181). AB,
antibiyotige direngli gene sahip GDO’lu bitkilerin satis amaciyla ekimine 2001 yilinda
yayiladigi bir yonerge ile 2004 yilinda, 2008 yilinda ise deney amaciyla ekilmesine
izin verilmemistir (Demirkol, 2015: 137).

GD drlnlerin kanser ve kisirhik gibi hastaliklarm olasiligini yiikselttigi
diistiniilmektedir. Avrupa Gida Giivenligi Kurumu 2007°de gergeklestirdigi bir
arastirma sonucunda, gen aktarilmis soya Urtnlnu tikettigi bilinen farelerden dogan
yavrularin, tiketmeyen farelerden dogan yavrulardan daha kiigiik olduklar1 hatta baz1
yavrularm ancak 3 hafta yasayabildigi tespit edilmistir. iskogya Rowett Enstitiisii’niin
yaptig1 calismada ise GD patates triiniinii tlketen farelerin sindirim sisteminde
bozukluk, bagisiklik sisteminde zayiflama ve kan yapilarmda problemler gorilmiistiir
(Haspolat, 2012: 77).

Giinliik enerji ihtiyaglarinin yiizde 2’sini GD yag asitlerinden saglayan bayanlar,
enerji ihtiyaglarmi bu Urtnlerden karsilamayan bayanlara kiyasla yiizde 73 daha
yuksek kisirlik riskine sahiptir. 99 farkli gocuksuz ¢ift (izerinde ¢alisilmis olup, 3 ay
icerisinde 15 kez GD soya riint tlketen erkeklerin sperm sayilarinda %74 diisiis

gbzlenmistir (Namazci, 2019).

2.5. Diinya’da GDO Hakkinda Yasal duizenlemeler

Diinyada GDO hakkinda iki tip mevzuat sistemi bulunmaktadir. Birincisi sureg

esasl mevzattir ve AB ve Avustralya gibi bazi iilkelerde bulunmaktadir. ikinci sistem
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olan iriin esasli mevzuat ise Kanada ve ABD gibi bazi iilkeler tarafindan
kullanilmaktadir. Uriin esasli mevzuat sisteminde yapilan genetik degisikligin niteligi
degil, son Urlnln 6zellikleri ve kullanim amaci dikkate alinmaktadir.

Ulkeler arasnda GD (riinlerin etiketlenmesi konusunda farkliliklar mevcuttur.
Ormegin GD Uriinlerin etiketlenmesi Kanada ve ABD’de zorunlu degilken, Cin’de bir

zorunluluktur.

GDO ile ilgili diizenlemeler esanasinda bazi iilkeler geleneksel muadillik prensibini
esas alirken bazi iilkeler ise ihtiyatilik prensibini esas almaktadir. Geleneksel muadillik
prensibinde transgenik driinler geleneksel muadilleri ile aym1 ve glvenli
gortlmektedir. ihtiyatilik prensibinde ise genetigi degistirilmis Grtinler ayr1 bir Griin
seklinde degerlendirilmektedir. Bu yuzden bu prensibi benimseyen (ilkelerde bu
urtinler mile ilgili pek ¢ok yasal diizenleme yapilmaktadir. ABD, Kanada ve Arjantin
geleneksel muadillik ilkesini benimseyen iilkelerin basinda gelmektedir, yani GD
iirlinlerin birgogunun lretimi ve tiilketimini onaylamaktadir. Diger taraftan AB’de ve
Japonya’da tiiketicilerin korkular1 dikkate alimmakta ve Ihtiyatilik prensibi esash
GDOQ’ya yonelik dizenlemeler bulunmaktadir. Japonya ve AB (lkelerinde GDO ile
ilgili kontrol amagh kati1 diizenlemeler bulunmaktadir. Uriinlerin etiketlenmesi
konusunda zorunluluk getirilmistir. Yeni Zelanda ve Avustralya ulkelerinin
mevzuatinda muadillik prensibini benimsemekte olup buralarda da etiketleme

mecburiyeti bulunmaktadir.

Cin’de 2002’den Once tarimsal biyogiivenlik konusunda iiriin temelli bir yaklagim
icindeydi. Ancak daha sonra Cin’de etiketlemenin zorunlu hale getirilmesi ile slirec

esasl bir sisteme gecilmistir.

Tarmm alanindki biyoteknolojik gelismeler sonucunda olusabilecek tehlikeleri
Onleyebilecek bir mevzuat sistemi olusturmak hem maliyetli hem de ¢ok zaman
aldigindan, birgok az gelismis ve gelismekte olan Ulkede hala bu konuda yasal bir

dizenleme mevcut degildir (Tiirkoglu, 2007).
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2.6. Tiirkiye’de GDO ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

Bir insanlik miras1 olarak Turkiye’nin biyolojik ¢esitliligine bakildiginda, bu
cesitliligin muhafaza edilmesi konusunda ulusal oldugu kadar diinya capinda da
Tiirkiye’ye sorumluluk yuklenmesi bir zorunluluktur (Tekeli, 2009). Tirkiye bu
baglamda, 1992°de BM tarafindan imzalanan Biyocesitlilik Sozlesmesine canli
cesitliliginin  zarar gérmemesi, siirekli kullanilabilirligi, gen kaynaklarindan
saglanacak faydalarin adaletli bir vaziyette bolinmesi hususlarinda 1996 yilinda
katilmistir. Biyolojik c¢esitliligin muhafazasi konusunda hedefe varilabilmesi igin
yapilmasi gereken islemleri ortaya koymak iizere Cevre Bakanligi ile Orman
Bakanligi’nin birlikte hazirladigi “Ulusal Biyolojik Cesitlilik Stratejisi ve Eylem
Plan1” kabul edilmistir (Anonim, 2007). Ayrica, biyolojik ¢esitliligin korunmasi
amaciyla gerceklestirilen diger bir faaliyet ise 2010 yilinda Tohum Gen Bankasi’nin
kurulmasidir. TuUrkiye Tohum Gen Bankasi'nin c¢alismalara baslamasi gen
kaynaklarmin  muhafazasi, biyolojik  ¢esitlilik ve  genetik  kaynaklarin

degerlendirilmesi konularinda biiyiik katkis1 olmustur (Aykas, 2016).

Ayrica Turkiye, canli gesitliliginin zarar gérmemesi, genetik kaynaklardan
strekli bir sekilde yararlanilabilmesi, bunun icin bilincin arttirilmas1 ve yasal
diizenlemelerin yapilmasi gibi konularda 2004’te Cartagena Protokoliine katilarak,

sorumluluk tistlenmistir.

Tiirkiye’nin katildig1 uluslararas1 anlagmalarin yiikledigi sorumluluk sebebiyle
kabul edilen Biyogiivenlik Yasasi ve YOnetmeligi 2010 yilinda yiiriirliige girmistir. Bu
yasa kabul edilmeden 6nce Tiirkiye’de GDO’larin ekimi, dikimi, {iretimi ve ithalati
kanunla belirlenmemisti. Konuyla ilgili mevzuattaki tek diizenleme, 1998’de Tarim ve
Koyisleri Bakanligi’nin sundugu “Transgenik Kultur Bitkilerinin Alan Denemeleri
Hakkinda Talimat” idi. Bu talimat cercevesinde, konu hakkinda 2001 yilinda
TBMM’ye verilen bir soru Onergesine: transgenik cesitleri aragtirmak igin, Tarim ve
Orman Bakanligi’nin kontrolii altinda olmak iizere, Tarimsal Arastirma Enstitiileri
blinyesinde patates, misir ve pamuk bitkilerinin ekimi yapildigi, cevabi verilmistir.

Ayrica Bu kapsamda uluslararasi tohum sirketleri olan Monsanto, Deltapine, Pioneer
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gibi sirketlerle calisildigi, belli bolgelerde ve belli uUrunlerde alan denemelerinin

yapildigi, bu amagla ABD’den tohum ithal edildigi cevab1 verilmistir (Anonim, 2001).

Tiirkiye’nin dahil oldugu uluslararasi anlasmalar kapsaminda 06 Ekim 2009’da
ilk GDO ile ilgili Yonetmelik yiriirlige girmistir. Yonetmeligin 11. ve 20.
maddelerinin yuritmesi Danistay 10. ve 13. Daireleri Miisterek Heyeti tarafindan oy
¢oklugu ile durdurulmustur. Bu durdurmanin gerekgesi, yem ve gida kullanim amagh
genetigi degistirilmis canlilar ve bunlarin Grtinlerinin islenmesi, ithalati, ihracati,
denetim ve kontroluniin yonetmelikle degil kanunla diizenlenmesinin gerekliligiydi.
Bu dogrultuda, 5977 Sayili Biyogiivenlik Kanunu 26 Mart 2010’da Mecliste kabul
edilmistir ve Resmi Gazetede yaymlanmistir. Kanuna gore direkt yasaklanan
faaliyetler 5. Maddesinde asagidaki sekilde maddeler halinde siralanmistir (Anonim,
2010).

e GDO ve bunlardan elde edilen iiriinlerin onaysiz piyasaya arz edilmesi.

e GDO ve bunlardan elde edilen trlnlerin, Kuruldan ¢ikan karara uygunsuz bir
sekilde tuketilmesi ya da tikettirilmesi.

e Bitki ve hayvanlardan genetigi degistirilerek Urtin elde edilmesi.

e GDO ve bunlardan elde edilen Grtinlerin Kurulun belirledigi alan ve amagtan
farkli olarak piyasaya arz edilmesi.

e GDO ve bunlardan elde edilen driinlerden devam mamalar1 ve devam
formilleri, bebek mamalar1 ve bebek formiilleri ile bebek ve kiiglik cocuk ek

gidalarinda yararlanilmasi.

26.09.2010’da uygulanmaya baslayan Biyogiivenlik Yasasi’nin hazirlik
asamasinda, Cartagena Biyoglvenlik Protokoli esas alinmis ve GDO ile ilgili
‘ihtiyathilik ilkesi’’ne bagh kalinmis. Ayrica kanunda GDO ticareti ile ilgili yasaklar

ve yaptirimlar da ele alinmustur.

Biyogiivenlik Kanunu, genetigi degistirilmis iriinlerin ticaretine engel
olmamakta, bu Grlnlerin ticaretine iliskin diizenlemeler getirmektedir. Dolayisiyla

Kanunla birlikte GDO Uretimi ve ticareti yasal bir ¢cergeveye dahil edilmistir. Kanunun
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temelinde GDO ve uriinlerine iliskin faaliyetler iizerinde diizenleme yapilmistir. Baska
bir deyisle insan ve doganin korunmasi ¢ergevesinde GDO ticareti serbest hale
getirilmistir (Atalik, 2010).

Kanunun amaci ilk basta GDO ve Urlnlerinden kaynaklanabilecek riskleri
Onlemek, daha sonra ise insan ve ¢evre saghiginin korunmasi, biyolojik cesitliligin
muhafaza edilmesi, surddrilebilmesi ve bu dogrultuda biyoguvenlik sisteminin
kurulmasidir. Bu diizenlemeye gore Kanun, GDO ve bunlardan elde edilen trinlerin
biyogesitlilik ve her tiirlii canlinin saglig1 agisindan riskli oldugunu 6n gérmektedir.
Buna ragmen GDO ve bunlardan elde edilen Griinler ile ilgili olarak ar-ge islemleri,
isleme teknolojisi, piyasaya arz etme, takip, kullanim amaci, ithalat, ihracat, sevk etme,
lojistik, depolama, paketleme, etiketleme, v.b. eylemler ile ilgili dizenlemeler
getirmis; GDO ve Urinlerinin ihracati, ithalati, deneysel amaglh serbest birakilmasi,
piyasaya arz edilmesi ve GD bakterilerin kapali alanlarda kullanimi gibi konularda
basvurunun nasil yapilacagi, bagvurularin yapilacak risk degerlendirmesine gore nasil

kabul ve reddedilecegi konularma yer verilmistir.

GDO ve bunlardan elde edilen Grlnlerin, canlilarin saghgi ve doga ile canhi
turlerindeki ¢esitliligi tehlikeye atmasi, tiiketici ve fireticinin se¢me sansinin
kalmamasi, ekolojik dengede ve ekosistemde bozulmalara yol agmasi, GDO ve
bunlardan elde edilen Grtnlerin etrafa dagilma ihtimalinin olmasi, canli tiirlerindeki
cesitlilige zarar vermesi, bagvuran kisinin biyogiivenligin teminati i¢in gerekenlerin
yapilmasi konusunda istenen teknik bilgi ve beceriye sahip olmamasi durumunda
yapilan basvurularin  kabul edilmeyecegi Kanunun 3. maddesinde ayrica

diizenlenmistir.

Kanunla etiketleme ile ilgili de diizenleme yapilmis olup, yem amaclh
kullanilacak ve onayli genleri ihtiva etmesi halinde, Bakanlik tarafindan belirlenen
esik degerden fazla oranda GDO ve bunlardan elde edilen drunleri ihtiva etmesi
durumunda etiket bilgilerinde, triinde GDO bulundugunun agik bir sekilde yazilmasi

zorunlu tutulmustur.
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GDO ve hbunlardan elde edilen UGrinler

icin yapilan bagvurularda

degerlendirmenin yapilmasi amaciyla Biyoguvenlik Kurulu olusturulmus, kurulun

gorev ve yetkileri Kanunda belirtilmistir. Kurula Turkiye'de GDO ile ilgili tim

islemleri denetleme yetkisi verilmistir. Biyogiivenlik Kurulu, on tanesi soya on bes

tanesi misir olmak iizere olmak Uzere toplamda 25 GDO geninin yem ya da yem ham

maddesi olarak ithal edilerek kullanimina onay vermistir (Erdogan, 2015).

Tablo 2.1 Onayli, Onaysiz ve Onay Siirecindeki GDO Genleri (Anonim, 2018;
Anonim, 2021a)

ONAY

355 | NOS | FMV AR UMU CRM
1 | DAS-68416-4 - - - ONAYSIZ 432A-432D
2 | DAS-81419-2 - - - ONAYSIZ 437A-437B
3 MON 87751 - 4 - ONAYSIZ 215A
ONAY 809B
4 MON 87769 - - - SURECINDE
5 A2704-12 + ] - ONAYLI 0707B9
6 | GTS04032-6 + + R ONAYLI 410BP
7 MON 89788 - - + ONAYLI 906B2
8 | DAS-44406-6 - - R ONAYLI 436A-436B
SOYA 9 FG72 ; i i ONAYLI 610A4
10 | DP-305423-1 - - - ONAYLI 426C-426D
11 A5547-127 + - - ONAYLI 0707C5
425B-425C-
12 | DP-356043-5 + - - ONAYLI 125D
13 CV127-9 - - - ONAYLI 911C
14 | MON 87701 - - - ONAYLI 809A
15 | MON 87705 - + ONAYLI 210A
16 | MON 87708 - - - ONAYLI 311A
1 MZHG0JG + + + ONAYSIZ 1114C
2 MON 87411 + - - ONAYSIZ 215B
3 MON 87403 + - - ONAYSIZ 216A
4 DP-4114 + - - ONAYSIZ 439B
5 5307 - + - ONAYSIZ 411D
ONAY 420C
6 3212 - * " | SURECINDE
7 DAS 40278 - - - ONAYLI 433A-433D
MISIR 8 MON 87427 + + - ONAYLI 512A
9 TC 1507 + - - ONAYLI 418D
10 | DAS 59122 + - - ONAYLI 424D
417B-417C-
11 MON 810 + - - ONAYLI 70
12 | MON 89034 + + + ONAYLI 906E
13 | MON 88017 + + - ONAYLI 406D
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ONAY

355 | Nos | Fmv | Rl CRM
14 | MON 87460 N N - ONAYLI 709A
15 BT 11 + N - ONAYLI 412BK
16 MIR 162 i + - ONAYLI 1208A2
17 MIR 604 i N - ONAYLI 607A2
18 T25 T - - ONAYLI 306H9
19 GA 21 i n - ONAYLI A14F
417B-417C-
20 | MON 863 4 4 : ONAYLI e
21 NK 603 T T - ONAYLI 415F
TR DE 438B
- : ? ? ?
22 | VCO-01981-5 | - : > | Y APILMIVOR
TR DE 427D
23 | DP098140 + ) S
1 281-24-36 } - - ONAYSIZ | 422B-422D
2 | 3006-210-23 ; ; ; ONAYSIZ | 422B-422D
3 GHB614 - - ; ONAYSIZ 1108A5
4 T304-40 T T - ONAYSIZ | 429B-429C
5 GHB119 N T _ ONAYSIZ | 428B-428C
LLCOTTON2 306E5
pAMUK | © 5 + + ; ONAYSIZ
7 MON 531 T T - ONAYSIZ 804C
8 | MON 1445 ; ¥ + ONAYSIZ 804B
9 | MON15985 | + ¥ ; ONAYSIZ 804D
10 | MON 88913 ; ) T ONAYSIZ 906D
TR DE 113A
11 | MON 88701 + N N IS
ONAY 304B
1 GT73 - - " | SURECINDE
ONAY 711A3
2 MS1 - * " | SURECINDE
ONAY 306F7
3 MS8 - * " | SURECINDE
ONAY 306G6
CANOLA 4 RF3 - * * | SURECINDE
. e N ] ] “ONAY 208A6
SURECINDE
ONAY 711D4
6 | TOPAS1972 | + ] .
ONAY 1011A
7 | MON 88302 ; ) b SOmeOIDE
TR DE 4348
§ i ? ? ?
8 | DP-073496-4 ' ' * | YAPILMIYOR
SEKER ] ] ]
AR 1| RURH7-1 + ONAYSIZ 4198
PIRINC 1 | LLRICE62 ; - - ONAYSIZ 306 19
PATATES 1 | EH92-527-1 ; T - ONAYSIZ 421B
TopLAM | %0
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Biyogiivenlik Kanunu’na dayanarak GDO ve Urlnlerine Dair Yo6netmelik,
hazirlanmis olup 13 Agustos 2010 tarihli Resmi Gazetede yayimlanmustir.
Yonetmeligin en dikkat ¢ekici diizenlemeleri, gida ve yem olarak kullanim amagcl
genetigi degistirilmis canli ve Urinleri ile ilgili bagvurularin degerlendirilmesi, karar
verilmesi, ithalat, ihracat, izleme, etiketleme, piyasaya arz etme, denetim ve kontrold,
genetik yapist degistirilmis organizmalar ile ilgili ar-ge ile ilgili islemler ve deneysel
amacl eylemlerin, cevre ile irtibatin1 engelleyerek, kontrolli bir sekilde, belirlenmis

alanlarda yapilacak denemelere iligskin usul ve esaslarin belirlenmesidir.

29 Mayis 2014 tarihinde degisiklik yapilarak, yonetmelige “GDO bulasani”
kavrami getirilmis olup, “Genetik modifikasyon teknolojisi uygulanan veya
uygulanmayan bir drlinde, birincil Uretim asamasi dahil iiretim, imalat, isleme,
hazirlama, isleme tabi tutma, énlenemeyen veya tesadiifi olarak bulasan GDO’lari
analiz sonucunda Urlnde yiizde 0,9 ve altinda GDO tespit edilmesi halinde bu
durumun GDO bulasani olarak degerlendirilecegi, GDO bulasani olan Uriinlerde
bulasan olarak tespit edilen genlerin Biyogiivenlik Kurulu tarafindan onaylanmis
olmasi durumunda tiriinlerin onay amacina uygun olarak kullanilabilecegi’seklinde

diizenlenmistir.

Yapilan bu degisiklik tizerine kamuoyunda olusan “GDO’lar serbest birakildi”
algis1 Uzerine Bakanlik “..AB ve ¢ogu iilkede onayli GDO iiriinleriyle insanlarin
beslenmesi yasak olmamasina karsin, Tiirkiye’de GDO ihtiva eden gidalarin {iretim ve
ithalatinin yasak oldugu, dolaysiyla, Ulkemizde GDO ve bunlardan elde edilen
urdnlerin gida olarak kullaniminin ve GDO (retiminin tamamen yasak..” oldugu

seklinde basin a¢iklamas1 yapmustir (Anonim, 2014).

Sonug olarak Tirkiye Cartagena Biyoguvenlik Protokolii’ne dahil olarak
genetigi degistirilmis Urtnlerin tasidig: biitiin riskleri de goze almis bulunmaktadir.
Dolayisiyla GDO ile ilgili net ve seffaf bir yol izlemesi ve bu dogrultuda uygulama
konusunda gerekli usul ve esaslar1 kurmas1 bir gerekliliktir. Ayrica Biyogesitlilik
Sozlesmesinin tarafi olan Turkiye i¢in tim insanligin ortak sorunu olarak gorilen

biyogesitliligin korunmasi 6nemli sorumluluktur (Coban, 2010). Ulkemizin sahip
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oldugu gen kaynaklarinin GDO’ya karst korunmasi en basta gelen
yuktmlultklerindendir (Erden Atak, 2018).

2.6.1. GDO Analizi Sonucunda Uruiniin Kabul veya Reddi

Tarim ve Orman Bakanligi’nin yayinladigi Biyogilivenlik Mevzuat1 Talimati’na
gore Bakanligin biinyesindeki Gida Kontrol Laboratuvarlar1 tarafindan yapilan GDO

Tarama analizleri sonucunda;

Eger {irlin yem amach kullanilmak {izere GDO igerdigini etiketinde beyan etmis
olmast durumunda terminatér gen bolgeleri (p35S, tNOS, pFMV v.b)’ne
bakilmaksizin direkt sadece onaysiz genlere bakilir. Eger onaysiz gene rastlanirsa
miktar analizi yapilir. Eger miktar % 0,9 esik degerinin altinda ise bulasi kabul edilir
ve lriiniin yem olarak kullanimina izin verilir. Ancak % 0,9 esik degerinin {istiinde
sonu¢ elde edilirse driinin onaysiz GDO igerdigine karar verilir ve iiriiniin higbir
sekilde kullanimina izin verilmez. Eger onayl1 gene rastlanirsa iiriin etiketinde GDO
icerdigi belirtildigi i¢in yem amagh kullanimi uygun goriiliir. Ancak iiriin etiketinde
beyan bulunmayan yem (riniinde onayli GDO geni tespit edilirse {iiriiniin

etiketlenmesi kosuluyla kullanimma izin verilir.

Eger iriin gida amagh kullanilacak ise herhangi bir promotor/terminator gen
bolgesi (p35S, tNOS, pFMV v.b)’ne rastlanmas: durumunda onayli ya da onaysiz gen
olup olmadigmma ve miktar analizine bakilmaksizin iiriiniin gida amagh kullanimina
izin verilmez. Bu durumda iiriin sahibi yem amaglh kullanmak istedigini belirtirse o
zaman yem amagli liriine uygulanan prosediir ayni sekilde bu iiriine de uygulanir.

(Anonim, 2018).
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2.7. GDO Analiz Yontemleri

GDO analiz yontemlerinde orijinal ¢esit ile gen aktarimi yapilmis bitki

arasindaki farktan faydalanilir.

Suanki teknolojik gelismeler 15181 altinda musir, pamuk, soya, gibi bitkilerde
genetik islemlerin tespit edilmesinde 2 farkli metod gelistirilmistir. Bu yontemler:

- ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay) yontemi antijen ile
antikorlarin baglanma 6zelliginden yararlanarak 6zel proteinlerin varligini

tespit eder.

- PCR (Polymerase Chain Reaction), rine transfer edilen gen bdlgelerinin

tespitini temel alir.

Bu iki teknik sayesinde numunedeki yiizde cinsinden GDO miktar1
Ogrenilebilmektedir. PCR’a dayal1 yontem, AB’de gegerliligi onaylanan ilk yontemdir
(Lipp et al., 1999).

Bu c¢alismada GDO analizi PCR yontemi kullanildigindan tezin ilerleyen
boliimlerinde PCR yontemi ile ilgili daha detayli bilgilere yer verilmistir.

2.7.1. GDO’larda Temel Genetik Elementler

GDO’lu bitkiler bazi ortak genetik elementler icermektedir. Aktarilan DNA
bdlgesi promotor dizi, gen ve bir terminator dizi icermektedir. Promotor dizi agma
kapama diigmesi gibi davranarak, genin mRNA’ya transkripsiyonunu kontrol eder.

Terminatdr bolge genin transkripsyonunu durdurur (Given, 2014).
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Sekil 2.1 GDO'lu bir Gen Kaseti

2.7.1.1. Promotorlar

Promotorlar gen kasetinin 5" ucunda bulunan, RNA polimeraz tarafindan
taninan ve hedef genin transkripsiyonunda kullanilan DNA dizileridir (Browning and
Busby, 2004). En sik kullanilan promotorlar bir viriisten aktarilan 35S promotor ve
diger tiirevi FMV’dir. Bu nedenle pek cok GDO tespitinde bu promotor dizilerin tespiti
esas alinir (Matsuoka v.d., 2002).

2.7.1.2.Terminatorler

Terminatorler  transkripsiyon  protein  kompleksinin ~ ¢6ziinmesiyle
transkripsiyonu durduran DNA dizileridir. Terminator, gen dizisinin sonunda ya da 3'
ucunda bulunmaktadir. En sik kullanilan terminatér, A. Tumefaciens napoline sentez
geninden aktarilan T-NOS’dur (Arne v.d., 2012).

2.7.2. GDO Analiz Asamalan

Gilnimizde GDO tarama ve miktar analizlerinde siklikla kullanilan ve en
dogru sonug veren yontem Real Time PCR yOntemidir. Sekil 2.2°de Real Time PCR

icin GDO analiz asamalar1 gorilmektedir.
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Ornegin Homojenizasyonu ve Tartimi

DNA izolasyonu

|

NanoDrop’da DNA saflik ve
konsantrasyonunun tespiti

\/

Real-Time PCR’da GDO Tarama analizinin
yapilmasi

|

Analiz Sonuglarmin Degerlendirilmesi

GDO tarama analizi sonucu pozitif ¢ikan

numunelerde Tip belirleme analizin yapilmasi

Tip belirleme analizi pozitif ¢ikan

numunelerde miktar tespiti

Analiz Sonuglarmim Degerlendirilmesi

ve Raporlanmasi

Sekil 2.2 GDO Analiz Asamalar1

2.7.2.1. DNA Izolasyonu
DNA izolasyonu ¢cogu molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda ilk adimdir. Niikleik

asit ekstraksiyon yontemlerinin amaci spesifik analiz i¢in ¢esitli canlilardan saf

nukleik asit elde etmektir. PCR ile yapilan analizlerde en buyuk rol oynayan faktorler
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nikleik asitlerin saflig1 ve kalitesidir. Saflig1 yiiksek nukleik asit elde edebilmek

amaciyla ekstraksiyon tekniklerinden en uygun olani segilmelidir (Somma v.d., 2004).

Nukleik asitlerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi amaciyla ¢ok ¢esitli
yontemlerin kullanilmasi ile birlikte, en uygun teknik ¢cogunlukla su kistaslara gore

secilmektedir:

* Hedeflenen niikleik asit

» Kaynak olarak kullanilacak canli

* Baslangi¢ materyali (doku, tohum, yaprak, islenmis materyal vb.)
» Aranan sonuglar (verim, saflik ig¢in gereken sre)

« Sonraki islem (PCR, klonlama, isaretleme, blotlama vb.)

Nukleik asitlerin ekstraksiyonunun gergeklestirilmesi i¢in hiicre parcalanmasi,
hiicre niikleazlarin inaktivasyonu ve niikleik asitlerin parcalanmis hiicreden ayrimi
islemlerinin gergeklestirilmesi gerekir. Iyi bir par¢alama islemi birtakim tekniklerin
bilesimiyle meydana gelir. Bu islem kompleks baslangi¢ materyalini parcalayacak
sertlikte, fakat elde edilmek istenen nikleik asidin zarar gérmeyecegi hassaslikta

olmalidir. Temel par¢alama iglemi asagida belirtilen teknikler yardimiyla yapilabilir:
» Mekanik parg¢alama (hipotonik parcalama,ogiitme, v.b.)
» Kimyasal uygulama (deterjan, tiol, kaotropik katki maddeleri v.b.)

* Enzim uygulamasi (Proteinaz K v.b.)

Sekil 2.3 te DNA’nin deterjan kullanimi ile nasil hiicreden ayrildigini

gostermektedir.
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Hiicre Deterjan

Sekil 2.3 Hiicre membraninin par¢alanmast ve DNA’nin ekstrasyonu

Hiicrenin par¢alanmasi ile elde edilen Hiicre ekstraktindan nukleik asitlerin saf
hale getirilmesi icin ¢ogunlukla asagida belirtilen yontemlerin birarada uygulanmasi

gerekmektedir (Zimmermann et al., 1998):

Ekstraksiyon / presipitasyon (COkeltme): Cozucu ile ekstraksiyon islemi ¢ogu

zaman niikleik asitlerden kontaminantlar1 uzaklastirmak amaciyla kullanilmaktadir.

Kromatografi: Kromatografi yontemleri farkli ayristirma tekniklerinden
olusabilir. Jel filtrasyonu teknigi ile molekiller blykltkleri azaldikga sirasiyla elenir.
Iyon degisimi kromatografisinde, hedeflenen molekill ve kolon matrisindeki
fonksiyonel gruplar arasinda bulunan elektrostatik etkilesimden faydalanilir.
Adsorpsiyon kromatografisinde ise biyolojik molekillerin aksine nikleik asitlerin,
belirli tuzlarin varhiginda segici olarak silika veya cam yiizeylerin Uzerine tutunma

ozelliginden faydalanilmaktadir.

Santrifiigasyon: Segici santrifij islemi giigli bir saflastrma yOontemidir.

Genellikle, santriftij yontemi bir baska yontemle birlikte kullanilmaktadir.

Afinite kolon ayrimi: Birgok saflastirma teknigi son zamanlarda nikleik

asitlerin antijen ve antikor c¢ekiminin sabitlenmesi islemini manyetik ayristirma
islemiyle bir araya getirmistir. Bu yontem, manyetik bir ayristirma yoluyla hizli ve

basit bir sekilde santrifuj, faz ayristirmanin bazi kisimlar1 ve ekstrasyon islemlerini
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gerceklestirdigi icin nukleik asitlerin saflastirilmasimi kolaylagtirmaktadir. (Somma
v.d., 2004).

2.7.2.2. DNA Saflik ve Konsantrasyon Tespiti

Niklek asitlerin konsantrasyonu genelde bir bos 6rnege (kore) kars1 ultraviyole
15181 altinda 260 nm’de sahip olduklar1 absorbsiyon A (optik yogunluk, OD) Ol¢lilerek
tespit edilmektedir. Kontaminant tespiti, oransal hesapla belirlenebilmektedir.
Proteinlerin absorblanmasi 280 nm’de oldugundan, nikleik asitin saflik hesabinda
A260/A280 orant hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Saf DNA’nin yaklasik 1,8
degerinde olmas1 beklenmektedir. Absorpsiyonun 230 nm’de goriilmesi;
karbonhidratlar, aromatik bilesenler, peptitler vb. bilesiklerin kontaminasyonunu ifade
etmektedir. Saf numunelerin A260/A230 degeri yaklasik 2,2 olmasi istenir. DNA
konsantrasyonu ise Ozellikle misir numunelerinde genellikle 40 ng/ul’ye

ayarlanmaktadir.

2.7.2.3. GDO Tarama Analizi

GDO tarama analizlerinde, 35S ve FMV promotor, NOS terminator bolgeleri
taranmaktadir. Bunun i¢in gelistirilmis diziye 6zgii primer ve problar ya da piyasada
ticari olarak mevcut GDO tarama analizi kitleri kullanilabilmektedir. Bu bdlgelerden
herhangi birinin pozitif ¢itkmast GDO tespit edildigi anlamima gelmektedir (Anonim,
2013b; Anonim, 2016b).

2.7.2.4. Tip Belirleme (Gen Tanimlama) Analizi
GDO Tarama analizi pozitif olan érneklerde dncelikle bitki spesifik analizleri
yapilarak igeriginde, soya, musir, pamuk, kanola, seker pancar1 gibi bilesenler

tanimlandiktan sonra, tespit edilen tiire ait olas1 GDO genleri, uygun primer problar

veya ticari Kitler ile tespit edilmektedir (Anonim, 2013b; Anonim, 2016a).
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2.7.2.5. Miktar Analizi

Onayli gen bolgelerini etiketleyebilmek, GDO’lu DNA ve toplam bitki
DNA“smnin standart egrilerini olusturmak i¢in Kkantitatif standartlara ihtiyac
duyulmaktadir. Standarlarla ilgili 6nemli bir diger konu ise biyolojik etkenlerdir.
Bitkilerle ¢alisirken, zigotluk, doku kromozom sayis1, GD bitkinin orjini gibi faktorler
GDO miktarinin belirlenmesinde etkili faktorlerdir. GDO’ larin varligi % olarak ifade
edilmektedir. Bir numunenin igerdigi GDO miktari, {irliniin toplamindaki genetigi

degistirilmis Urlnun miktar1 olarak belirtilmektedir (Chaouachi v.d., 2013).
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3. BOLUM
PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

3.1. PCR (Polymerase Chain Reaction) Tanimi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR/PCR), gesitli canlilara ait DNA’nin 6zel bir
bdlgesinin primerler, oligonukleotitler ve enzimler yardimiyla laboratuvar ortaminda
kopyalarinin sentezlenmesini saglayan tepkimelerden olusan bir yontemdir (Persing,

1991).

3.2. PCR’1n Tarihgesi

Molekuler arastirmalar DNA’nin yapisi ile ilgili ¢calismalar1 temel almaktadir.
DNA’nin dizi analizinin ger¢eklestirilebilmesi (Maxam ve Gibert, 1977), kesim yapan
enzimlerin bulunmas1 (Roberts, 1987), rekombinant DNA teknolojisinin gelistirilmesi
(Watson ve ark., 1992) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu gibi biyuk 6neme sahip
buluslarin ard arda gergeklestirilmesi, biyoteknoloji alaninda ¢ok dnemli gelismelerin
kaydedilmesine sebep olmustur (Southern, 1975; Sanger v.d., 1977). Son zamanlarin
en biiylik kesiflerinden biri olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction, PCR) yontemi ilk defa 1985°te kullanilmistir (Anonim, 2004). Biyoteknoloji
alaninda Molekuler biyolojide ¢ok genis kullanim alani bulan bu yontem, kisaca,
nikleik asitlerin uygun sartlarda kopyalanmasi sekllinde ifade edilebilir. PCR, DNA
zincirlerinin yiiksek 1s1 yardimiyla birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sonrasinda
primerlerin (sentetik oligoniikleotidler) hedef DNA’ya baglanmasi (yapigsma) ve
zincirin uzamasindan meydana gelen donglnin defalarca tekrarlanmasi esasina
dayanir. Dongulerin tekrarlanmasi ile DNA’dan milyarlarca cogaltilabilir. Bu
yontemin kullanilmas ile caligmalarin daha ¢abuk ve giivenilirligi daha yiiksek olmasi1
saglanmustir. Molekdler biyolojinin vazzgecilmesi haline gelen PCR ydnteminden ¢ok

farkli alanlarda yararlanilmaktadir (Weining ve Langridge, 1991).
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3.3. PCR Temel Bilesenleri ve Optimizasyonu

PCR’1n temel bilesenleri; kalip DNA, DNA’nin diziligsine gore tasarlanan ve
zincirleri agilan DNA’ya baglanan primerler, deoksiribonukleotid trifosfat (ANTP'ler),
DNA polimeraz, MgCl, ve tampon sividir. Tag DNA polimeraz enzimi; Thermus
aquaticus bakterisinden elde edilir ve PCR’da en ¢ok kullanilan DNA polimeraz
enzimidir (Siqueira ve Rogas, 2003).

PCR’1n kosullarm optimum hale gelememesinin sebebi kullanilan bilesenlerin
miktar ya da ¢esidi oldugu gibi daha baska nedenler de olabilmektedir. Primer
konsantrasyonu ve yapisi, MgCl, konsantrasyonu, sicaklik ve zaman degerleri
(6zellikle annealing sicaklign) vc polimeraz  enziminin 6zellikleri baslica
sebeplerdendir. Denemeler yapilarak optimum reaksiyon kosullarmin ve kullanilan
maddelerin uygun miktarlarinin belirlenmesi ile inhibitor Ozellikteki etkenler de
onlenebilmektedir. PCR faktorlerinin optimizasyonu i¢in erime noktasia gore degisik
konsantrasyon ve sicakliklardaki reaksiyonlarin sonuglar1 arasinda karsilastirmalar

yapilmaktadir (Roux, 1995).

3.4. PCR Temel Asamalan

Reaksiyon ii¢ basamakli dongiiniin tekrar1 seklinde olur:
1. Denatiirasyon (DNA’nm ikili sarmal yapisinin bozulmast)
2. Annealing (Primerin baglanmast)

3. Uzama (elongasyon) (Prichard ve Tait, 2001).

Bu 3 temel asama Sekil 3.1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.1 PCR';m 3 Temel Asamasi (Andy, 1999)

Denatlirasyon asamasinda, kalip DNA molekiilii, 95°C sicaklikta ikili sarmal
yapist ayrilarak iki adet tek zincirli DNA dizisi haline doniismektedir. Baglanma
asamasinda, primerler kalip DNA’daki hedef bolgeye ortalama 55°C’de yapismakta ve
72°C’de DNA polimeraz (Taq polimeraz) enziminin destegiyle primerlerden hareketle
zincirin uzamasiyla DNA igerisindeki hedef bolgenin ¢ogaltma islemi meydana
gelmektedir. Baglanma ve uzama sicakliklarinin ¢ok yakin oldugunda, 60°C’de
baglanma ve uzama asamalar1 birlestirilerek islem birarada yurutilebilmektedir.
Dongii seklinde olan Bu 1si1l iglem 25-45 kez tekrarlanarak dongii seklinde meydana
gelmektedir ve c¢ogalan DNA’larn agaroz jelde gorunttlenebilir hale 25 dongu

sonunda gelmektedir. Bahsedilen termal dongii isleminin yapilabilecegi, gesitlli
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sogutma sistemleri, tiip kapasiteleri, 1s1 diizeneklerine sahip farkli PCR cihazlari

(thermocycler = termal dongii cihazi) bulunmaktadir (Kanturvardar Tutenyurd, 2013).

Sekil 3.2’de DNA’nin 36 dongii sonucunda ¢ogalma islemi gosterilmektedir.

4. Dongi
— Hedef Bélge .
e / :<3 Dongi | —— Eksponansiyel
—— ( 2.Déngi .
= = CoZalma
—— lDongu T ieaan » 36 Dc}llgl
Hedef DN A — =
< ——<—  2%%=68 MilyarKopya
X - —_— e ——
4Kopya 2Kopya 16Kopya 32 Kopya
{Andy Vierstracte 1999%)

Sekil 3.2 Hedef Bolgenin PCR Eksponansiyel Cogalma Asamasi (Andy, 1999)

3.5. PCR Kullanim Alanlan

PCR'in kullanildig1 baslica alanlar su sekildedir:

. Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin teshisi,

. Prenatal teshis,

. Patojen mikroorganizmalarin tespiti,

. Adli tip alani,

. Onkogenesisin arastirilmast,

. Gen expresyonu ve klonlama,

. DNA dizi analizinde, biiylik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,

. Bilinmeyen dizilerin tanimlanmast,

O 00 3 O O A~ W N =

. Gegmis DNA'larn arastirilmasi ve evrimin agiklanmasi,

10. Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm Analizi,
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11. Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon dncesi genetik testlerin
yapilmast ve sonra implantasyon gerceklestirilmesi ile bebegin normal dogmasinin
saglanmasi,

12. DNA protein interaksiyonunun incelenmesinde (footprinting) kullanilabilmektedir
(Yetilmezler, 2010).

3.6. PCR Etkileyen Faktorler

PCR’1 etkileyen bir¢ok faktoriin bulunmasiyla birlikte, bu ¢alismada tizerinde

durulan faktorler bu boliimde agiklanmistir.

3.6.1. Enzim Konsantrasyonu

PCR icin 6nerilen Tag DNA polimeraz enzim konsantrasyonu diger kosullar
optimize edildiginde 100 pl reaksiyonda 1-2.5 Unitedir. Ancak kullanilmasi gereken
enzim miktar1 Kullanilan kalip DNA ya da primerin ¢esidine veya konsantrasyonuna
bagli olarak farklilik gosterebilmektedir. Enzim konsantrasyonunun az olmasi
reaksiyon sonunda olusacak iiriin (DNA)’nin az olmasina sebep olur. Yiksek Enzim
konsantrasyonu ise spesifik olmayan bantlarm meydana gelmesine sebep
olabilmektedir (Innis ve Gelfand, 1990).

3.6.2. DNA Konsantrasyonu

Diizgiin bir ¢ogalma (amplifikasyon), DNA’nin kalitesi ve konsantrasyonu ile
¢ok yakindan ilgilidir. DNA miktarmin arttik¢a elde edilecek iiriiniin de fazla olacagi
diisiincesi, DNA miktar1 hakkinda en ¢ok yapilan yanliglardan biridir. Cogunlukla ¢ok
diisiik miktarda kullanilan kalip DNA, zayif amplifikasyona dolayisiyla istenen
urtinin yeterince elde edilememesine yol acarken, yuksek miktarda DNA
kullanildiginda ise spesifik olmayan Urinlerin ortaya ¢ikmasmna sebep olmaktadir
(Ydirim, 2010).
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3.6.3. Primerler

Primer konsantrasyonu 0,1-0,5 UM arasinda genellikle idealdir. Daha yiksek
primer Kkonsantrasyonlar1 yanlis baglanmalara ve istenmeyen drinlerin meydana
gelmesine sebep olabilir. Bu da istenen driinin daha az elde edilmesine yol acar.
Diisiik primer konsantrasyonu da ayni sekilde istenen miktarda iirlin elde

edilememesine sebep olur (Innis ve Gelfand, 1990).

20 bazdan kisa primerlerin baglanma sicakligin1 bulabilmek i¢in DNA erime
sicakligt Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T) esitligi ile hesaplanabilmektedir. Esitlikteki Tm
DNA’nin erime sicakligini, G, A, C ve T ise niikleotid bazlarmni sembolize etmektedir.
Daha uzun primerlerde yapisma sicakliginin hesaplanabilmesi i¢in primer dizayninda
kullanilan bilgisayar programlarinda kullanilan termodinamik parametrelerin hesaba

katilmas1 gerekmektedir (Dieffenbach ve ark., 1993).

Primer baglanmasi i¢in gerekli siire ve sicaklik; kullanilan primerin
kompozisyonu, konsantrasyonu ve uzunluguna baghdir. Uygun baglanma sicakligi
dogru hesaplanmis olan Tm sicakhigindan 5 °C daha diisiiktiir. Clinkii Taq DNA
polimeraz enzimi belli bir sicakligin iizerinde aktif iken primer uzamasi diisiik

sicaklikta meydana gelmektedir (Innis ve Gelfand, 1990).
3.6.4. Sicakhk

Primerlerin DNA polimeraz enzimi ile uzamasi i¢in ihtiya¢ duyulan siire, hedef

DNA’nin konsantrasyonu, uzunlugu, ve ortamin sicakhigi ile baglantili bir sekilde

farklilik gostermektedir. Genellikle primerlerin uzamasi 72 0C de olugsmaktadir. Bu
sicaklik degeri, Tag DNA polimeraz enziminin iyi bir sekilde ¢alismasi i¢in gereklidir.
Baz uzunlugu ile iligkili olarak primerlerin uzamasi i¢in ihtiya¢ duyulan sire
degismektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach v.d., 1993).
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PCR’in ozglinliigii ile hibridizasyon sicakligi arasinda dogru oranti
bulunmaktadir. Yiiksek sicaklikta PCR’da biiyiik bir sorun olan yanlis hibridizasyon
olasiligi azalmaktadwr. Yiiksek sicaklik kullanildiginda yanlis niikleotitlerin
primerlerin 3’ uglarma baglanmasi 6nlenmis olur. Diisiik hibridizasyon sicakliginda

ise istenmeyen kiigiik DNA pargalarinin olusmasi miimkiindiir (Kahya vd., 2013).
3.6.5. Deoksinukleotid Trifosfatlar (Deoxynucleotid Triphosphates, dNTPs)

PCR uygulamalarindan optimal sonu¢ elde edebilmek i¢in genelde her bir
deoksinukleotid (A, G, C, T) konsantrasyonu 20- 200 uM arasinda olmasi gerekir. Bu

dort bazin konsantrasyon oranlarmnin esit olmasi gerekmektedir. Baslangic stok

solusyonunun 10 uM kadar seyreltilip, —20 °C de kiicik hacimlerde saklanmasi
gerekir. Yiiksek konsantrasyonda dNTP kullanilmasi, sentezlenmesi istenen DNA
dizisinden farkli dizilerin hatali olarak ortaya ¢ikmasina yol agabilmektedir. Bu
nedenle PZR giivenilirligini ve spesifikligini arttirmak icin gerekenden yiksek
konsantrasyonda dNTP kullanmamak gerekir (Innis ve Gelfand, 1990).

3.6.6. Magnezyum Konsantrasyonu

PCR reaksiyon karisiminda Mg*? konsantrasyonunun ortalama 0.5-2.5 puM
olmas1 gereklidir. Mg*? iyonlar;; DNA erime sicakligmma, DNA polimeraz enzim
aktivitesine ve primer baglanmasini etkileyebilmektedir. dNTP’ler Mg*? iyonunu
baglama 6zelligine sahiptir. Bu yiizden dNTP konsantrasyonundaki artis serbest Mg*2
konsantrasyonunu azaltabilmektedir. PCR optimizasyonu yapilirken bu durum hesaba
katilmalidir. Mg*? iyonlar;; polimeraz enzimi aktivitesini uyarwr, dNTP’ler ile
¢Oziinebilir yapilar meydana getirirler, ¢ift iplikli DNA’nin erime sicakhigmi (Tm)
ylkseltirler ve primer ile kalip DNA arasindaki hibridizasyonun gergeklesmesi igin
ortam olustururlar. Bu yiizden Mg*? iyonlarmmn iiriin verimi ve PCR’1n 6zgiinliigii
Uzerinde ¢ok biiyiik bir rolii bulunmaktadir. Mg*? iyonlarmin konsantrasyonunun
diisiik olmast az {iriin olusumuna, Mg*? iyonlarinin konsantrasyonunun yiiksek olmasi

ise istenmeyen drdinlerin meydana gelmesine yol agmaktadir (Kahya v.d., 2013).
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3.6.7. Prob Konsantrasyonu

Gergek zamanli PCR’da ¢ogalan hedef bolgenin goriintiilenmesini saglamak
amaciyla kullanilan problardaki konsantrasyon degisiklikleri PCR sonucunu
etkilemektedir (Pryor ve Wittwer, 2006).

3.6.8. Devir Sayisi

PCR’m ¢alisma kosullar1 dogru olusturuldugu durumda 25-40 arasinda devir
sayisi yeterli gelmektedir. Devir sayisi ile gogaltilacak kalip DNA’nin miktar1 arasinda
dogrudan bir iliski bulunmaktadir. Fazla devir sayisi istenmeyen bantlarin meydana
gelmesine, az devir sayisi az miktarda DNA’nin olusmasima yol agmaktadir (Innis ve

Gelfand, 1990).

3.6.9. Diger Reaksiyon Unsurlar

Uygun reaksiyon ortami olusturmak i¢in kullanilan tampon c¢ozelti, ¢esitli
tuzlar (NaCl veya KCI) ve DMSO ¢ozeltisi de kullanildiklar1 miktara gore PCR’1
etkilemektedir (Innis ve Gelfand, 1990).

3.7. PCR Cesitleri

Teknolojik gelismelerle birlikte PCR tekniklerinde de ¢esitlilik zaman
icerisinde artig gostermistir ve ¢ok fazla PCR ¢esidi bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasi
klasik PCR yodntemi ile ilgili olup, bu bélimde sadece literatiir 6zetlerinde 6nimiize

cikan PCR g¢esitlerine yer verilmistir.

3.7.1. Coklu (Multiplex) PCR

Coklu PCR ydnteminde, PCR karigimina bir ¢ift primerden daha fazla sayida
primerin eklenmesi ile ayni anda farkli bolgelere ait DNA parcalarinin ¢ogalmasi

saglanmaktadir. Bu yontemin en biiytlik faydasi, tek bir numunede, pek ¢ok 6zelligin
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ayni anda arastirilabilmesi ya da tek 6zelligin farkli bolgelerinin tiplendirme amacryla
saptanmasina imkan tanmimasidir. Sonucglarin goriintiileme islemi, agaroz jel
elektroforezi yontemi ile ve ¢ogalan DNA parcaciklariin gozle goriilebilecek bantlar
seklinde, molekiill agirliklarma gore siralanmalar1 ile gergeklestirilmektedir

(Kanturvardar Tutenyurd, 2013).

Bu yontemin optimizasyonu klasik PCR’a gore ¢ok daha zordur. Primerlerin
birbirleri ile etkilesime girmesi, PCR kosullarinin tiim hedefler i¢in ayni olmamasi ve
hedef bolgelerin hepsinin ayni verimlilikte ¢ogalmamasi, ¢esitli problemler ortaya
¢ikabilmektedir (Kanturvardar Tutenyurd, 2013).

3.7.2. RAPD PCR

RAPD (Rastgele Arttirilmig Polimorfik DNA, Randomly Amplified
Polimorphic DNAS) ilk kez 1990 yilinda rastgele primerlerin kullanildig: ve temelinde
Polimeraz Zincir Reksiyonununun yer aldig1 bir yontem seklinde meydana ¢ikmustir.
RAPD yontemi, incelenen canli tiiriiniin DNA’sina rassal olarak segilmis, 9-10 bp
uzunluguna sahip oligoniikleotitten olusan primerin, diisiik sicaklikta rastgele
baglanmasi yoluyla ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Sonrasinda meydana gelen Urln
standart jel elektroforezinde ydrGtilip bantlar seklinde — goriintiilenerek
incelenmektedir (Oz Aydm, 2004).

RAPD tekniginde kullanilan rasgele dizaynedilmis kisa primer, hedef
DNA’nm iki zincirinin de farkli bolgelerine baglanabilir. Reaksiyon sonucunda, bu
farkli baglanmalar sebebiyle degisik uzunluklara sahip DNA parcalar1 meydana
gelebilir. Analizi yapilan DNA kaliplar1 farkli oldugunda primerlerin baglandiklar1
bolge de farklilik gostereceginden agaroz jelde degisik uzunluga sahip bantlar
gozlenecektir. Bu teknik diger yontemlerden daha duyarhdrr ve farklh

mikroorganizmalarin tespitinde daha iyi sonuglar elde edilmektedir (Kili¢ v.d., 2003).
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3.7.3. Gercek zamanh (Real Time) PCR

Gergek zamanli PCR uygulamasi, PCR solusyonuna floresan 0zellikli
boyalarmn ve termal dongii cihazina direkt bilgisayarm eklenmesiyle, DNA sentezinin
es zamanli gorintiileyebilen bir PCR yontemidir. Cogalan hedef bdlgenin
goriintiilenmesini saglayan floresan 6zellikteki boya; serbest halde olan SYBR Green
I, primere bagli olan Akrep problar1 veya proba baglhi TagMan problari
kullanilabilmektedir (Pryor ve Wittwer, 2006).

Gergek zamanli PCR ayn1 zamanda "kinetik PCR" ve "homojen PCR" olarak
ta de adlandirilmaktadir. Gergek zamanli (Real-time) PCR birgok avantaja sahiptir.
Gercek zamanli PCR; gen anlatiminin analizi, patojen mikroorganizmalarin tespiti,
kromozomlarda goriilen sayisal veya yapisal bozukluklarin tespiti ve ayrica son
gelismelerle birlikte "real-time” immino PCR yontemiyleyle protein belirlemesi gibi
amagclarla kullanilmaktadir. Piyasada birgok "real-time" cihazi bulunmaktadir. Bu
cihazlar arasindaki en belirgin farklar; hizi, dalga boylari, ve ayn1 anda paralel
gidebilen reaksiyon kapasiteleridir. "Ger¢ek zamanli PCR" teknolojisi, giin gectikce
daha genis kullanim alanma sahip olmakta ve kullanicilar tarafindan ¢ok fazla tercih
edilmektedir. Bunun sebebi de genin kendini disa vurumunda daha hassas, verimli,

hizli ve daha tiretken olmasidir (Ginel, 2007).

3.7.3.1. Real Time PCR’1n Fazlan ve C; Degeri

Real Time PCR islemi, ¢ogalmanin goriintiilenemeyecek kadar az oldugu taban
deger, logaritmik ¢ogalmanin gdzlendigi eksponansiyel faz ve PCR soliisyonunun
icerisindeki c¢ogalma icin gerekli olan malzemelerin tiikendigi plato fazindan
olugmaktadir. Reaksiyonun sonunda gozlenen ¢ogalmanin diizeyi olusan {iriin miktari
ile dogru orantilidir. Uriiniin gogalmaya basladig1 ve esik degeri gectigi dongii sayist
¢t (cycle threshold), Griin konsantrasyonu ile ters orantilidir. Uriin miktar1 ne kadar
coksa, cogalmaya o kadar erken baslayacagindan daha diisiik dongii sayisinda esik

degeri gecilmektedir ve ct degeri o kadar diismektedir. Real Time PCR yontemiyle,
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miktar tayini yapilmis standart ornekler araciligi ile kantitasyon yapilabilmektedir

(Kanturvardar Tutenyurd, 2013).
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Sekil 3.3 Real Time PCR Yo6nteminin Fazlar1 (Anonim, 2021b)

Real Time PCR yonteminde prob adi verilen floresan ile isaretli, ¢ogalan
iirlinlin gorintiilenmesini saglayan, hedef DNA’ya baglanan, , oligoniikleotid yapidaki
diziler kullanilmakta ve farkli tekniklerle c¢alisan prob ¢esitleri bulunmaktadir
(Kanturvardar Tutenyurd, 2013).

3.7.3.2. Real Time PCR’ da Kullamlan Bashca izleme Sistemleri

Real Time PCR’in duyarliligi, reaksiyonun olugmasi ve izlenmesi amaciyla
yararlanilan kimyasal metodlara ve meydana gelen sinyalin gbzlemlenmesi icin
kullanilan cihaza gore degismektedir. Bu amacgla gelistirilmis kimyasallarin
baglicalar: Hibridizasyon problar1 (TagMan problari, molekiiler fenerler, FRET
problari, scorpions v.b.), interkalator boyalar (SYBR Green I, etidiyum bromid,).

SYBR Green I boyasi: Higuchi ve arkadaslar1 (1992, 1993) calismalarinda,

etidiyum bromid yerine, toksik o6zelligi daha az, 10-25 kat daha duyarh fazla
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duyarliliga sahip ve spesifikasyonu daha yiiksek olan SYBR Green | boyasini ilk kez
kullanarak real time PCR amplifikasyonunu gergeklestirmislerdir (Haugland, 2002).

SYBR Green I boyasi, dsSDNA’nin ikincil oluguna baglanir ancak ssDNA’ya
baglanamaz. Bu islemin sonucunda floresan yayimi yaklasik 800-1000 kat kadar artis
gosterir. PCR basladiginda DNA’nin sentezlenmesiyle miktarinda meydana gelen
artig, floresan sinyalllerinin de artisina yol agmaktadir. SYBR Green I tabanli
yontemlerin baslica zorlugu, bu yapmnin istenmeyen DNA’y1 da tanima ihtimalidir
(Weighardt v.d., 2006).

Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET) problari: FRET problar1 verici

florofor ile alic1 florofor arasinda enerji transferi esasina dayanmaktadir (Haugland,
2002).

FRET icin temel esaslar:

* Alic1 ve verici molekdller birbirine yakin olmalidir.

* Alic1 absorbsiyon spekturumu ile vericinin yayilim spekturumu ile uyumliu
olmalidir.

* Alict ve verici dipol gegisleri paralele yakin olmalidir.

Degredasyon problar1 (TagMan prensibi): TagMan, PCR’da reaksiyon

sirasinda Taq polimeraz enziminin 5°-3° ekzonikleaz aktivitesini degredasyon
probununun kesilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Degredasyon probu (TagMan
probu) c¢ogunlukla 20-30 uzunkuguna sahip bir oligontkleotidten meydana
gelmektedir. Prob ortamda DNA bulundugunda, PCR esnasinda primerin sag ve sol
kisimlarinin arasina baglanmaktadir. PCR iriiniiniin artmas1 haberci boya floresaninda

artiga sebep olmaktadir (Querci v.d., 2006).

Molekiiler Beacon (Tkaz Isig1): Molekiiler Beacon, stem-loop (ilmek) seklinde

yapiya sahip problardir. Loop (halka) dizini probun spesifik hedefine, stem (gévde)
dizini ise kendi iginde butinleyicidir (Tyagi and Kramer, 1996).
Probun 3’ ve 5° uclar1 florofor (haberci) ve quencher (sondiricu) boyalara

kovalent baglanmis halde bulunmaktadir. Stem-loop kapandigi zaman florofor ile
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quencher birbirine yakinlagmaktadir. Bu esnada floroforun yaydigi biitin fotonlar:
quencher emmektedir. Komplementer dizinler oldugunda prob acilir ve hedefi
melezlestirir. Florofor ile quencher birbirinden uzaklasir ve prob floresan 15181

yaymaya baslar (Weighardt v.d., 2006).

Scorpions: “Scorpions” olarak adlandirilan prob ailesi bu alandaki diger
gelismelerdendir. Bir Scorpion stem- loop yapisina sahip 6zel prob dizinlerinden

meydana gelmektedirler (Thelwell v.d., 2000).

Tek bir molekiile baglanmasi, homojen prob sistemlerine nazaran bazi
ustunliikler getirmektedir. Scorpion 6lcimlerinde; TagMan, Molekiiler Beacon ve
FRET analizlerindeki gibi, primerlerden bagka ayri bir prob kullanimma gerek

duyulmaz.

TagMan MGB (Minors groove binder, ikincil oluk baglayici) problari; MGB

molekild, ¢ift zincirli DNA’nin minor oluguna yerlesen, kiicuk bir hilal bicimindedir
(Kutyavin v.d., 2000).

TagMan problarinda MGB grubu quencher boya ile birlikte 3’ ucuna baglh
bulunmaktadir. Genel prensiplere dayali tasarlanmasina ragmen, TagMan MGB
problar1 normal TagMan problarina (¢ogunlukla 18-40 mer) kiyasla ¢ok daha kisa
(¢ogunlukla 13-20 mer) oldugu igin ayristirict Ozelliginin yaninda, yiiksek
stabilizasyona sahiptir. TagMan MGB problar1 bagta multipleks c¢aligmalar olmak

tizere kantitatif PCR ¢aligmalarinda birgok avantaja sahiptir.
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4. BOLUM
KALITEYE AiT TEMEL KAVRAMLAR

4.1 Kalite Kavram ve Kalite Ilgili Temel Unsurlar

Kalitenin ayrintili bir tanimi1 yapmadan 6nce Kalitenin ne olmadig: ifade
edilecek olursa: Kalite pek ¢ok kisinin sandig1 gibi “mutlak anlamda en iyi” anlamina
gelmez. Kaliteye Uriiniin sahip oldugu fonksiyona, yani hizmet ettigi amaca gore bir
anlam yuklenebilir (Kobu,1998: 471).

Kalitenin ¢ok farkli tanimlar1 yapilabilir. Kalite i¢in yapilan en geleneksel
tanimlama “kullanima uygunluk”olarak yapilmaktadir. Kullanima uygunluk tanimu,
tasarim kalitesi ve uygunluk kalitesinin birlesiminden olugmaktadir. Cogu zaman
insanlar kalitenin tanimimi yaparken bir {riiniin fonksiyonlarinin sahip olmasi
beklenen, bir ya da birden fazla 6zellikler dikkate almaktadirlar. Bu tanim iyi bir ¢ikis
noktasi olarak goriilse de daha net ve kapsamli tamimlamalar mevcuttur. Kalite, pazara
uyan makul bir fiyatta, glvenilir ve benzer olmanin 6nceden bilinebilme derecesidir.
“Kalite degiskenlikle ters orantilidir” tanimi ise daha moderndir ve daha yaygin
kullanilmaktadir. Kalite, rekabet icinde bulunan rin ve servisler konusunda
misteriler tarafindan baslica tercih kriteri olmustur. Bu durum misterinin kim
olduguna bagl olarak daha da genisleyebilir. Bu nedenle kalitenin anlasilmasi ve
gelistirilmesi, isin basarili olmasi, isin blylUmesi ve rekabet glicl bakimindan Kritik bir
rol oynar. Sirket politikasinin bir pargasi olarak uygulanan Kkalite iyilestirilmesi
anlayist yapilan yatirimlarda c¢ok Onemli Olglide geri donidstmleri meydana

getirmektedir (Montgomery, 2001: 3).

Kalite kavrami insanlik tarihi kadar eskidir. Tarih bakildiginda kaliteye farkli
acilardan onem verilmistir. Onceleri miisteri odakhilik olmazsa olmazken, zaman
icinde kitle Uretiminin artmasi bunun gergeklestirilmesini zorlagtrmugstir. Artan
rekabet kosullariyla birlikte “misteri odakl kalite” kavrami gliniimiizde tekrar dnemli

hale gelmistir. Kalite problemlerinden model olugturmak ¢ok zor oldugu igin, sezgisel
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ya da analitik metodlarla bu problemlerin ¢6zimu oldukga guctir. Ancak, sezgisel
metodlara basvurma konusunda bir egilim bulunmaktadir. Kalite, g¢ogunlukla
uretimciler icin, slire¢ icinde ve slre¢ disiinda olmak tizere iki agidan kontrol edilmek
istense de, zamanimizda daha ¢ok tasarimla ilgili siire¢ disindaki kalite kontroliine
O6nem verilmistir. Genellikle kalite kavrami insanlarin algilarina gore karigiklik
gostermektedir. Mesela 1yi, giizel v.b. tanimlar goreceli oldugu halde bir mal veya
hizmete ait kalite degerinin degismemesi gerekmektedir. Insanlar mal ya da hizmet
talep ederken istedikleri kalitenin derecesini kestiremediklerinden “olabildigince iyi
(kaliteli) olsun “ anlayis1 hakimdir (Kobu, 1998).

Kalite Q=P/E orani seklinde ifade edilmektedir. Bu esitlikte kalite, performans
degerinin beklentilere boliimiidiir. “Q” degerinin, 1 den fazla olmasi durumunda,
masterinin ilgili rin veya servis hakkinda olumlu bir diisiinceye sahip oldugu

anlamina gelmektedir. P ve E’nin degeri kisinin algisina baghdir ( Besterfield, 1994).

Bu agiklamalar 1s1gmda iriin kalitesi ile ilgili su sekilde genel bir tanim
yapilabilir: Bir triiniin Kalitesi, tiketicinin ihtiyaclarmni imkan dahilindeki en diisiik
maliyetle karsilamay: hedefleyen Uretim ve mihendislik 6zelliklerinin bir araya
gelmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bir iriiniin kalitesi, tasarim Kalitesi ve uygunluk

kalitesi olarak, iki 6genin birlesiminden meydana gelmektedir.

4.1.1. Tasarim Kalitesi ve Uygunluk Kalitesi

Tasarim kalitesi saptanirken kalitenin sahip oldugu deger ile kalitenin elde
edilmesi icin gereken maliyet arasindaki optimum noktanin bulunmasi
amaglanmaktadir. Sekil 4.1°de {iretici agisindan karin maksimum degerini aldig1 B
noktasinm en uygun dizayn kalitesinin oldugu anlasiimaktadir. 11k basta miisteri satin
Idig1 iriiniin kalitesini 6nemser, ancak ihtiyacin ilizerindeki belli bir kalite diizeyi

tiiketicinin ilgisi diginda kalir.
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Sekil 4.1 Dizayn Kalitesi i¢in En Uygun Kalite Derecesinin Saptanmasi

Imalate1 tiiketicinin taleplerinin ayrmtili olarak Griin ve proses 6zelliklerine
yansitmak mecburiyetindedir. Uriinii tasarlayanlar Griiniin performansini ve maliyetini
dengede tutmasi1 gerekmektedir. Imalat sirasinda kullanilan makineler arizalanabilir,
iretimde ¢alisanlar hata yapabilir, hammadde kaynakli problemler ortaya ¢ikabilir,
kontrol altindaki is akislarinda bile 6n gorilemeyen problemler meydana gelebilir.
Imalat¢inin tutumu bu durumda biiyiik 6nem arz etmektedir, aksakliklara ragmen, son
Urlinuin tasarlandig sekilde fonksiyonlarini yiiriitmesi gerekir. Kalite Uriin dzelliklerini

tanimlansa da tiretimin yapabildigi kadardir (Evans ve Lindsay, 1989: 7).

Uygunluk kalitesi, tasarim kalitesi ile belirlenen spesifikasyonlarin Gretimde
gerceklestirilme  derecesidir.  Uygunluk  Kkalitesinin ~ belli  bir  duzeyde
gerceklestirilebilmesi icin Sekil 4.2°de gorilen maliyetlerin dengelenmesi g¢alisilir.
Grafikte goriildiigii gibi kontroliin etkinligi, bagska bir deyisle kalite standartlarina
uygunluk derecesi arttik¢a, koruma ve degerleme maliyetinde yavasca bir yiikselis

gozlenmesine ragmen, hatali iiriin maliyetinde hizlica bir diisiis meydana gelmektedir
( Kobu, 1998: 472).
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Sekil 4.2 Uygunluk Kalitesini Etkileyen Maliyet Unsurlar1

Bir tiriiniin kalitesi farkli sekillerde ele alinabilmektedir. Asagidaki maddelere

kalitenin boyutlar1 da denilebilmektedir.

1. Performans terimiyle anlatilmak istenen 0rtinden beklenen isi drinin
yapabilirligi

Giivenilirlik (Reliability) terimiyle iiriiniin hangi periyotta arizalanacagi,
Dayaniklilik (Durability) terimiyle Griintin dayanma derecesi,

Servis imkantyla Urlniin tamiratiin kolalik derecesi,

Ozellikler terimiyle iiriiniin yapmas1 ve sahip olmas1 gerekenleri,

Algilanan kalite terimiyle iiriiniin ya da markanin prestiji,

N oo g~ N

Standartlara uygunluk terimiyle Grliniin tasarimcinin istedigi sekilde yapilma

derecesi ifadeedilmek istenmektedir (Montgomery, 2001: 3).
4.2. Kalitenin Kimlik Degisimi
Kalitenin kimlik degisimi sirasiyla muayene, istatistiksel kalite konrol, toplam

kalite kontrol ve son olarak toplam kalite yonetimi olarak dort evre halinde ele

almabilmektedir:
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4.2.1. Muayene

Endastri devriminin 6ncesinde, atdlye tipi tiretim yapilan donemlerde kalite o
triinlin dretimini yapan is¢inin sorumlulugundaydi. Endistri devrimi esnasinda, ilk
kez takim tezgahlarinin kullanilmasi sonucunda imalat ve malin yapis1 kompleks bir
hal almistir. Uretimde calisan kisi sayisinm artmasit ve dolayisiyla sirketlerin
genislemesi tretilen Urdndnin Kkalitesinden o {irlinii tireten is¢iyi sorumlu tutmustur.
Bu durum I. Dinya Savasi sirasinda hatali tiriin maliyetinin hayati boyuta ulagsmasi
nedeniyle sona ermistir. Bombalarin patlamamsi, araglarin ¢ok fazla arizalanmasi
savagin sonucunda belirleyici olmustur. Bu nedenle son driinde muayene isleminin

baglanmasi ile liretimden sonra kusurlu mallar ayiklanmaya baslanmistir.

Muayene, ham madde veya islenmis {iriiniin tamaminda uygulanan bir kontrol
islemidir. Bu islem, 6znel yapilabildigi gibi, sayisal degerlerle de gerceklestirilebilir.
Buradaki dikkat edilmesi gereken nokta, mallarin tamammmn kontrolden
gecirilmesidir. Bu ylizden muayenenin yapilmasi genelde miimkiin degildir ve yiiksek
maliyet gerektirir. Bu alanda muayene gdrevini Ustlenen kisi sadece islerin yapilisinin
kontrolii ve hatalarmn tespit edilmesi ile ylkiimlidiir. Buradaki hedef bozuk mallarin
miisteriye gitmesini dnlemektir. Bu sistem miisteriyi koruma altina almis fakat Uretici
acisindan problemler ortaya ¢ikarmistir. Bu problemlerin baslicas1 muayene ile ayrilan
bozuk mallarin iireticiye ayr1 bir maliyet getirmesidir. Bu yiizden imalat1 yapani da
koruma altina alan bir yontem arayisina gidilmis olup istatistiksel kalite kontrol sistemi

uygulanmaya baglanmistir (Dogan, 1991: 13).

4.2.2. istatistiksel Kalite Kontrol

Istatistiksel tekniklerin kalite yonetiminde sistemli bir sekilde ilk kez
kullanilisi, 1920°1i yillarda olmustur. Britanya’da bulunan Ingiliz Okulu Istatistikgileri
istatistiksel kalite kontrol metodlarnin alt yapist olan istatistigin temellerini
atmislardir. Sonrasinda ise Istatistiksel Kalite Kontrol (SQC) ile ilgili kavram ve
diisiinceler istatistikciler tarafindan degistirilmistir. Istatistiksel kalite kontrol,

orneklemeyi esas alan, belli periyotlarda yapilan 6l¢iimler yoluyla kalitenin strekli
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takip edilmesine dayal: bir tekniktir. Uriiniin tamammm kontroliiniin olanaksiz veya
maliyetinin ¢ok yiiksek oldugu durumlarda, ¢ok uzun zamanda kicuk miktardaki
orneklerin  Olctlmesiyle, kalitenin degerlendirilmesi, kalitedeki bozulmalarin
belirlenerek arastirilmasi ve tedbirlerin uygulanmasi amaciyla raporlanmasi sekline
gerceklestirilmektedir (YUcel, 2007: 5).

Istatistiksel kalite kontrol metodlarla elde edilen sonuglarm genellikle almacak
kararlarda yeterlilik gostermemesi, “toplam kalite kontrolii” sisteminin ortaya
¢ikmasmma sebep olmustur. 1960°li yillarda dogan bu sistemde, drlrindn
tasarlanmasindan hammaddenin gelmesi, iiretim sirasindaki islemler ve son Urtine

kadar her asamada ayr1 ayr1 kalite kontrolii yapilmalidir (YUcel, 2007: 5).

4.2.3. Toplam Kalite Kontrol

Armand V. Feigenaum, “toplam Kkalite kontrol” ifadesini; kalitenin
gelistirilmesi, korunmasi ve iyilestirilmesi i¢in yapilan g¢alismalara sirketin bitln
departmanlarinin dahil edilmesi ve tliketici memnuniyetini de benimseyerek mal ya da
hizmetin ekonomik agidan en uygun sekilde Uretilmesi icin gergeklestitilen islemlerin
batind olarak ifade etmektedir. Siiphesiz, toplam Kkalite kontrollini kabul edip
uygulayan bir iist yonetimin liderliginde, sirkete ait biitiin birimlerin kalitenin
iyilestirilmesi amaciyla yaptiklar1 biitiin isler “toplam kalite yonetimi” seklinde

tanimlanabilir (Isigigok, 2005: 11).

Toplam kalite kontrol, tiim basamaklardaki ¢alisanlarin hepsini ele alarak
performansin arttirilmasi igin; biitiin bir sekilde, devamli ve dlizenli olarak iyilestirme
caligmalaridir. Japon endistri standartlar1 ise toplam kalite kontroll, miisterilerin
gereksinimlerine karsilik veren Kaliteli mal ya da hizmeti uygun maliyetle imal eden
bir Gretim yontemleri sistemi seklinde ifade etmektedir. Ayrica istatistiksel yontemleri
kullanan modern Kkalite kontroliiniin, “istatistiksel kalite kontrol” seklinde

tanimlamasini yapmaktadir (Ylcel, 2007: 3).
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Toplam Kalite Kontroli sistemi her basamaktaki yonetiye klavuzluk eden,
kararlarin1 daha dogru ve faydali bir sekilde vermelerini saglayan bir aracidir. Bu
yontemin amaca ulasacak sekilde gelistirilmesi ve verimli bir sekilde uygulamaya
konulabilmesi i¢in, miisteri taleplerinin tespit edilmesi ve degerlendirmeye alinmast,
ihtiya¢ duyulan donanimlarm saglanmasi, isletme i¢cinde ¢alisanlar arasindaki pozitif
iletigimin saglanmasi ve Kaliteyi ilgilendiren terimlerin ¢alisanlarin tamami tarafindan
dogru ve tam bir sekilde kavranmasi bir gerekliliktir (Kobu,1987:15-16).

Hem yonetim hem teknik agisindan toplam kalite kontroliiniin biiyiik
etkilerinin olmasindan dolay1 1980°den beri “kalite kontrol 6rgitiinde toplam kalite

l" 29 <

kontrolii”, “yeni is stratejisi olarak kalite” ve “toplam kalite yonetimi” gibi anlayislar

ortaya ¢ikmaya ¢ikmistir.

4.2.4. Toplam Kalite Ydnetimi

Toplam Kalite Yonetimi (TKY), tiketici taleplerini herseyden daha 6nemli
gOren ve miisterinin tanimladig1 kalite kavramini, biitiin ¢aligmalar esnasinda mal ve
hizmet iceriginde meydana getiren bir yonetimdir. Piyasanin sert rekabet kosullari
altinda, sirketlerin varh@mni siirdiirebilmesi i¢in  bu sistemin 6zimsenmesi
gerekmektedir. En yalin ifade ile TKY (Madu ve PracticeKuen, 1995: 321);

Toplam = Sirketteki biitiin ¢alisanlarm dahil olmasi,
Kalite = Tiiketici ihtiyaglarinin tam olarak giderilmesi,

Yonetim = Kaliteli mal veya hizmet elde etmek i¢in biitiin sartlarin temin edilmesi.

TKY’nin baslica gerekliliklerden biri de ¢alisanlarla karsilikli ve diizgin
iletisimin saglanmasidir. Firmanin agik goriisliiliige sahip olmasi1 ve biitiin ¢alisanlar
tarafindan hedeflerden haberdar olmasi istenen amaca ulasabilmek i¢in ¢ok dnemlidir.
Dogru bir iletisimin saglanabilmesi i¢in yalin organizasyon uygulanmali, hiyerarsi

kaldirilmali ve agik kap1 uygulamalari kullanilmalidir (Argun, 1997: 10).
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TKY’nin en 6nemli 6zelligi, kalitenin eskiden oldugu gibi yalnizca tek bir
birime degil isletmenin biitiin birimlerine ait olarak ele alinmasidir. Burada, en Gstten
en asagiya kadar isletmenin biitiin calisanlarmi, tedarikgi ve tiketiciyi de kapsayan bir
sistem olmasi kastedilmektedir. TK'Y’de kalite, kontrol yoluyla degil, tiretim sirasinda
saglanmaktadir. Kusurlarin kontrolle elenmesinden ziyade “ilk defasinda hatasiz tret”
anlayig1 ile “kusurlara olugsmadan engel olunmasi” anlayisi temel alinmaktadir.
TKY’nin baslica ilkesi tiiketici isteklerinin karsilanmasidir. TKY’nin hedefi,
tuketicinin isteklerini daha 1iyi karsilayacak sekilde mal ve hizmet kalitesini
iyilestirmektir (Rand, 1997: 11).

4.3. Kalite Maliyetleri

Meydana gelen kusurlar1 tamir edtmek ya da yeniden hatasiz tiriin tiretmek ¢ok
fazla stre ve maliyet gerektirmektedir. Zamanimiz sartlarinda ise, sirketlerin zaman
ve para kaybina toleranslar1 yoktur. Kalitenin maliyetleri; 6nleme maliyetleri,
basarisizlik maliyetleri, 6lcme ve degerlendirme maliyetlerinin toplamindan meydana
gelmektedir. Basarisizik maliyeti de i¢sel ve digsal basarisizlik maliyetinden
olusmaktadir (Atas, 2001: 89).

Tablo 4.1’de kalite maliyetini olusturan bilesenler 4 grupta toplanarak

belirtilmistir.
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Tablo 4.1 Kalite Maliyet Bilesenleri (Kolarik, 1995: 40)

1. Onleme Maliyetleri

2. Olcme ve Degerlendirme Maliyetleri

1.1. Pazarlama, miisteri kullanic1
algilamasi

1.2. Uriin, servis, tasarmm gelistirme
Kalite iyilestirme faaliyetlerinin
planlanmasi, tedarikgi tirtinlerinin
degerlendirilmesi, malzeme

iirin degerlendirme testlerinin tasarima,
servis degerlendirme testlerinin
tasarimi

1.3. Satin alma

Tedarikcilerin gdzden gecirilmesi
1.4. Imalat siirecinin onaylanmasi,
1.5. Kalite yonetimi

Y onetici licretleri, kalite iyilestirme

Calismalar1

2.1. Satm alma

Gelen malzemelerin muayene ve testleri,
kaynaklariin muayene ve kontrol
programlari

2.2. Operasyonlar (imalat veya hizmet)
Operasyon muayene, test ve
degerlendirmeleri, muayene ve testlerin
ayarlanmasi, 6zel testiler, siire¢ kontrol
Olctimleri,

Olgme ve test ekipmanlarmin tasarimi ve
Olclim ekipmanlarmin alimi, bakim ve
gelistirilmesi, operator kalite egitimleri

kalibrasyonu

3. I¢sel Basarisizhk Maliyetleri

4. Dissal Basarisizhk Maliyeti

3.1. Uriin veya hizmet tasarimindaki
Basarisizliklar

Tasarim diizeltme calismalari, tasarim
degisiklikleri dolayisiyla olusan
yeniden islemeler ve fireler

3.2. Satin alma basarisizliklar1

Satin alinmis malzemenin reddedilmesi
veya degistirilmesi, tedarik¢i diizeltme
faaliyetleri

3.3. Operasyon Basarisizliklar1
Yeniden isleme ve hurdalar, yeniden

muayene ve test islemleri

4.1. Sikayetlerin incelenmesi ve
miisteri/kullanici servisi

4.2. lade mallar

4.3. Garanti Yukumlultkleri
4.4. Sorumluluklar

4.5. Cezalar

4.6. Satis kayiplar1
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Konu ile ilgili aragtrma yapildiginda, tiretimde hatay1 engellemek amaciyla
harcanan paranm, kusurlu mallar1 onarmak amaciyla harcanan paradan ¢ok daha fazla
oldugu anlasilmistir. Uretim yapilirken kalite 6n planda tutulmasi sayesinde Kusurlu
iiriin iretiminden kaynaklanan tamir, hurdaya ¢ikarma, tlketici memnuniyetsizligi

gibi maliyeti yiikselten durumlar minimuma indirilmis olur (Kolarik, 1995: 39).

Kalite maliyetlerinin tespit edilip incelenmesiyle asagida siralanan faydalar
elde edilebilir (Burnak, 1997: 64).

1. Kaliteye yonelik programlarin ve kontrol ¢alismalarinin etkinligine iligkin
degerlendirmeler yapilmasi saglanir.

2. Uygulanan program ve projelerde gerekli duzenlemeler yonlendirilir.

3. Uriinlerin gercek maliyetlerinin belirlenmesi ve buna bagli olarak
fiyatlandirilmasi saglanir.

4. Sorunlarin varligi ve ¢6zum 6nceliklerinin belirlenmesi saglanir.

5. Dis alimlarin daha saglikli yapilmasma katkida bulunur.

6. Kaliteye yonelik galismalarm isletme i¢inde diizenli bir bigimde dagilmasi
saglanir.

7. Muhasebe agisindan, biitgelemenin daha duyarli yapilmasma yardimci olur.

8. Yoneticiler ile diger personel arasinda iyi ve anlasilabilir bir iletisim kurulur.

©

Ongoriilen proje ve yatirimlara yonelik veriler olusturulur.

Kalite ancak isletme ve calisanlarina yapilan yatirimla iyilestirilebilir. Bu tar
yatirimlarin geri doniis SUresinin hesaplanmasi ¢ok zor oldugundan firma sahipleri
gecmiste, bu yatirimlar gereksiz olarak gorilmekteydi. Ancak, Kkalitesiz Gretimden
kaynaklanan zarar hesab edildiginde ¢ok yiiksek oldugu anlasilinca, isletme sahipleri
Kalite kavramini onemsemeye basladilar. Yapilan biitiin bu ¢alismalar 151ginda tiretim
sirasinda meydana gelen hatalar kontrol altina alinarak nedenleri arastirilip ayni
zamanda da hatalarin tekrarlanmasint Onlemek agisindan gerekli diizeltmeler
yapilmaktadir. Bu sayilan ¢aligmalarin timii Uretim sireci Uzerinde denemelerin
yapilmasmi gerektirmektedir. Yapilan deneylerin sonug¢larinin uygulanabilir olmas1

acisindan gergek iiretim hattini iyi temsil etmesi, ayn1 zamanda da isletmeye getirecegi
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maliyetin ¢ok ylksek olmamasi istenmektedir. Sayilan amaglar1 gerceklestirmede

kullanilan yontem “Deney Tasarimi”dir (Aytekin, 2010).
4.4. Kalite Gelistirme Teknikleri

Kalitenin ~ gelistirilmesi ~ degisime  dayanmaktadir. 1ki tiir degisim
tanimlanmistir:  Kademeli ve ani degisim. Kademeli degisimler, kuguk
iyilestirmelerden herkesi kapsayan siirekli degisimlere kadar sonuglar dogurmaktadir.

Ani degisimler ise yenilik ve buluglarla olusmaktadir (Moen v.d.,1991: 1).

Teknoloji gelistirme miihendislerinin ¢ogu, cesitli piyasa gereksinimlerini
saglamak ve yeni sistemlerin amag¢ fonksiyonlarmi ayarlamak icin geleneksel
giivenilirlik miihendislik yontemlerini kullanir. Bu yontemler, hata oranlarin
azaltmada marjinal bir etkiye sahiptir. Kaliteyi temelli olarak iyilestirmek igin
muihendislerin yeni rin veya sure¢ teknolojilerinin temel fonksiyonlarmnin
robustlugunu iyilestirmeye odaklanmali ve gercek kosullarda ideal fonksiyonlara
yakinlasan temel fonksiyonlar1 yapmak igin parametre tasarim yontemlerini
kullanmalar1 gerekmektedir. Bu robust tasarim faaliyetleri, gercek Urinler
tasarlanmadan  6nce arastirma ve  gelistirme departmanlar1  tarafindan
gerceklestirilmelidir. Amag yeni teknolojilerin iiretilebilirlik yoniinii gelistirmektir
(Taguchi, 1997: 534).

Kalite gelistirme teknikleri asagidaki sekilde siralanmistur.

Eski Araclar:

1. Akis Diyagrami

2. Histogram
3. Sebep - Sonug¢ Diyagrami
4. Dagilim Diyagrami
5

Pareto Analizi
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6.
7.

Kontrol Karti

Beyin Firtinasi

Yeni Araglar:

1.

© 0 N o g bk~ w DN

[liski Diyagrami

Sistematik Diyagram
Etkilesim Diyagrami

Matris Veri Analizi

Matris Diyagrami

Ok Diyagrami

Poke Yoke

Stre¢ Karar Program Semasi

Kiyaslama

10. Hata Modu Ve Analizi

11. Deney Tasarimi

12. Kalite Fonksiyon Gégerimi — QFD Teknigi.
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5. BOLUM
DENEY TASARIMI YAKLASIMI

5.1. Deney Tasariminin Tanim

Aragtirmacilar “deney” terimini, bir sistem ya da prosese ait bir pargasi ya da
ozelligi arastirmak icin gergeklestirilen faaliyetler olarak tanimlamaktadir. Istatistik
bilimine gore deney denince, yeni bilgiler edinmek, 6nceki ¢alismalardan elde edilmis
¢ikarimlar1 onaylamak ya da dogrulugunu reddetmek amaciyla tasarlanmis bir islem
akla gelmektedir. Yapilan deneylerin amaci bazen bir bazen de birden fazla soruya
cevap aramak olabilmektedir. Kesin ve karsilastirmali olarak ya da tek ve ¢ok faktorli
olarak deneyler farkl sekillerde gergeklestirilebilmektedir (COmlekgi, 2003: 21).

Kesin ve karsilastirmali deneyler, bir tez ya da etkiyi elde etmek amaciyla
uygulanabilecegi gibi, ayrica daha dnceden elde edilen bir tezi dogrulamak ya da
reddetmek amaciyla da yapilabilir. Tek ve ¢ok faktorli deneyler ise, bir ya da daha
fazla faktoriin bir durum ya da proseste sahip oldugu etkiyi tespit etmek amaciyla
yalnizca o ana 6zgii planlanan kosullar altinda gergeklestirilen deneylerdir. Bu tirdeki
deneyler, deney tasarimlarinda uygulanan deneylerdir. Tasarlanmis deney; bir sistem
veya prosese etki eden faktorlerin belli bir amagla planli bir sekilde degistirilerek elde
edilen ¢iktida meydana gelen degisikliklerin kaynaginin tespit edilmesi igin yapilan

denemeler anlamina gelmektedir (Comlekgi, 2003: 21 - 25).

Deney tasarimi i¢in yapilan degisik tanimlamalar bulunmaktadir. Deney
tasarimi; bagimli degiskendeki farkliligin sebebi oldugu disiiniilen bagimsiz
degiskenin bagimli degisken tizerindeki etkilerinin incelenmesi igin kendisinden
faydalanilan bir aragtir. Deney Tasarimi, bir prosese etki eden faktorlerin dzellikle
degistirilerek elde edilecek ¢ikti degiskeni lizerinde meydana gelen farkliligin elde

edilmesi, arastirilmasi, incelenmesi ve yorumlanmasi seklinde ifade edilebilir.

Deney tasarimi yaklasimi s6z konusu faktorlerin farkli seviyelerinin ¢ikti degeri

lizerinde olusturduklar1 degisimleri ve bu degisimlerin altinda yatan nedenleri
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aragtirarak optimize ederek, misteri memnuniyetini ve sistemin giivenilirligini
arttirmay1 amaglar. Bunun i¢in yapilan arastirma ve gelistirme ¢alismalarinda da belirli

bir sistematik saglar (Aytekin, 2010).

DOE (Design of Experiment), prosesin en iyilenmesinde, proses degiskenlerinin
belirlenmesinde ve proseste kararliligin saglanmasinda kullanilan faydal bir tekniktir.
Bir proses ya da sistemi genel hatlartyla Sekil 5.1°de gosterilmektedir. X1, Xo,...... ,
Xp kontrol edilebilen degiskenler ve Zi, Zo......... ,Zq ise kontrol edilemeyen
degiskenlerdir (Lunani vd., 1997: 332).

Kontrol edilebilen degiskenler
212273 oo

1) S

Girdi Cikt1
> Sistem -

Kontrol edilebilen degiskenler

Sekil 5.1 Bir Sistem veya Sirecin Genel Gésterimi ( Lunani vd., 1997).

Kalite miihendisliginde DOE’nin sagladigi en onemli yararlarin baginda
prosesin degiskenligini azaltarak kalitenin iyilestirilmesidir. Kalite miithendisliginin
temeli, prosesi etkileyen faktorlerin tespit edilip prosesin kararli hale getirilmesidir.
Deney tasariminda kullanilan teknikler, farkli bir proses olusturmak ve etkinligi
arttirmak i¢in mevcut prosesi iyilestirmek amaciyla yapilan caligmalarda biiyiik bir

6neme sahiptir (Logothesis, 1992: 231).

Deney tasariminda kullanilan yontemler; yalnizca istatistik tabanli bir

uygulama degildir. Deney tasarimi ydntemi her alanda arastirma gelistirme
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caligmalarinda kullanilabilmekte, kaliteyi arttirmakta, maliyetleri diisiirmekte, elde
edilen sonuglarin giivenirliligini yiikseltmekte ve ayn1 zamanda tiim diger teknikleri

desteklemekte ve tamamlamaktadir (Keles, 1996: 56; Park ve Vining, 2000: 67).

Uygulamada sagladigi avantajlar;
e Performans ve kalitenin arttirilmasi,
e Maliyetlerin azaltilmasi,
e Ar-ge calismalarinin daha hizl gergeklestirilmesi,
e Urlnin ve/veya prosesin Kalitesini olusturan parametrelerin daha robust

olmasi (duyarliliginin diisiik olmasi)

olarak ifade edilebilir.

Deney tasarimi ile degisik kosullar altinda elde edilen sonuglar asagidakilere

ulasabilmek amaci ile degerlendirilir (Kagnicioglu, 1998: 24):

e  Uriin performans: (izerine en fazla etkisi olan faktorlerin belirlenmesi,

e  Urlin performansimin istenilen hedef degere yakin olmasini saglamak icin
etkili faktorlerin degerlerinin belirlenmesi,

e  Uriin performansindaki varyasyonu en kiiciikleyen etkili faktor
degerlerinin belirlenmesi,

e Kontrol edilemeyen faktorlerin etkisini en kicukleyen etkili faktor

degerlerinin belirlenmesi.

DOE’nin amaci, robust (saglam, gii¢lii, karali ve kolay etkilenmeyen) bir
proses olusturabilmektedir. Burada asil amag¢ Degiskenlige sebep olan, kontrol altina
alinamayan etkenlerden en az etkilenen prosesi olusturabilmektir (Montgomery, 2004:
125).

Deney tasarimi tekniklerinin Urlin ve siire¢ gelistirme siirecinin en baginda

uygulanmasinin sagladigi faydalar asagida siralanmaktadir (Montgomery, 2004: 127):
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e Sireg ¢iktilarinin iyilesmesi
e Hedeflenen degerdeki farkliliklarin azalmasi
e Gelistirme i¢in gereken siirenin kisalmasi

e Ar-ge icin gereken toplam maliyette diisiis gozlenmesi

Deney tasarimi prosesle ilgili kalite karakteristiklerini etkileyen énemli faktorlerin
belirlenmesi konusunda yol gostermektedir. Planlanmig bir deney, girdi faktorlerinin

sistematik olarak degistirilerek ¢ikt1 tizerindeki etkisinin tespit edilmesi islemidir.

Deney tasarimi, c¢esitli ¢ikt1 tizerinde faktor etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan klasik bir tekniktir. Bu yontemde, her bir yeni denemede mevcut
faktorlerden birinin degeri azaltilir veya arttirilir ve diger faktorler sabit tutulur. Bu
durumda herhangi bir karakteristik icin yapilacak deneyin deneme sayisi, faktorler iki
seviyeli ise 2n, seviye sayis1 li¢ seviyeli ise 3n olur (burada n faktor sayisini gosterir).
Yani her bir faktor icin tim seviyelere ait ayr1 ayri1 denemenin yapilmasi
gerekmektedir. Bunun sonucunda faktér sayisinin artmasiyla deney sayisinda da
geometrik bir artis olacaktir. Deney sayisindaki bu artis ¢ok fazla maliyet
gerektirdiginden ve ¢ok fazla vakit aldigindan kalite iyilestirmede kullanmak i¢in ¢ok
uygun degildir. Fakat bu dezavantajlar1 gideren ve deney tasarimma dayanarak

gelistirilen istatistiksel yontemler mevcuttur (Aydin, 1994: 104).

5.2. Deney Tasarimin Tarihcesi

Francis Bacon (1581-1626), ancak dogru planlanmis deneyler yoluyla
degiskenlerin etkilerinin agiklanabilecegini savunmustur. “Experimentum Crucis”
isimli kaynakta, “bir deneyde yalnizca A faktdriinde degisiklik yapildiginda ve 6teki
butlin faktor ve kosullar sabit kaldigi durumda, gozlenen degerdeki farkliliklarin

sebebi A faktorudur” agiklamasinda bulunmustur.

Daha sonra uygulanan her seferinde tek faktor (one factor at a time - OFAT)

teknigi, 20. yiizyila kadar hi¢ degistirilmeden ayni sekilde kullanilmistir. Fakat bu
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konudaki diisiinceler Ingiliz istatistik¢i Sir Ronald Alymer Fischer (1890-1962)
tarafindan degistirilmistir. 1925°te “Statistical Methods for Research Workers” adli
Kitab1 yaymlanmis ve bunu 10 yil sonra yazdigi temel eser olan “The Design of

Experiments” takip etmistir (Tozkoparan, 2010) .

Fisher deney tasarimini, tarim alanlarinda arastirmalar yaparken kesfetmis ve
gelistirmistir. Buna ek olarak Fisher, deney verilerinin analizi i¢in ¢ok yaygin olarak
kullanilan ve klasik bir metod sayilan “Varyans Analizi” yontemini kazandirmistr.
Yontemin kullanimi, Amerika’da tarimsal alanda iiretimi gelistirmek amaciyla kisa
siirede yayginlasmis ve Amerika’nin tarim alaninda diinyada lider konumuna
gelmesinde biiyikk rol oynamistir. Sonrasinda ilag¢ ve kimya endustrisinde de
uygulanmistir ancak iiretim alaninda, 1970’li yillara kadar ¢ok az kullanilmistir
(Durmaz, 2008).

Fisher, “one factor at a time” yonteminin arastirmalar igin faydali ve uygun bir
yontem olmadig1 sonucunu ¢alismalari ile kesin olarak ortaya koymustur. Bunun
nedeni biyoloji, tip ve teknoloji alanindaki problemlerin ¢6ziiminde bu yontemin
faktorlerin karsilikli etkilesimlerini tam anlamiyla agiklayamamasidir. Buna karsin
cok faktorlii deney tasarimlari, faktorlerin birbirlerinden bagimsiz etkilesimlerinin

varliginda, ¢ok daha guvenilir sonuclar elde edilmektedir (Fisher, 1935).

Fisher, tam faktoriyel tasarim ve kismi faktoriyel tasarim metodlarini ilk kez
uygulayan kisidir. Fisher’in eserlerinde faktoriyel varyans analizi, tam veya kismi
faktdriyel deney planlar1 ve ortogonal polinomlar gibi metodlar yer almaktadir (Ulker,
2015).

1937° de Fisher, L.H.C. Tippet ile birlikte kismi faktoriyel deney planlarimni
tasarlayarak uygulamistir. Daha sonralar1 Cochran ve Cox, Davies, A. Linder, yakin
zamanda da Box, Hunter, Hicks, Scheffler ve G. Taguchi bu ¢alismalar1 ilerletmis ve

eserlerini yayinlayarak modern deney tasarimi tekniklerine biiyiik katki saglamiglardir

(Tozkoparan, 2010).
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Deney tasarimi 1980’lerin basinda, Amerika’nin imalat sektdriindeki Japon
kalitesinin nedenlerini arastirmasi sonucu yeniden kesfedilmistir. O zamanlarda deney
tasarimi, Japonya’da kullanilmistir. Bu uydulamalarda Genichi Taguchi onciiliik
etmis olup ve etkili sonuglar elde edilmistir. Taguchi’nin tretimdeki uygulamalar1

sayesinde bu teknigin tiretim alaninda kullanimi1 artmistir (Sirvanci, 1997).

Taguchi deney tasarimlarinda genellikle kismi faktoriyel deney planlarimi
baslangi¢ olarak g6z Oniine almis ve ortogonal dizilerin tanimini yaparak yeni ve

isletmelerde calisanlarin kolayca uygulayabilecekleri bir yontem geligtirmistir.

Gilintimiizde deney tasarimi, mevcut siireglerin performansini gelistirmek i¢in
kullanilan bir yontemdir. Yeni siireclerin yapilandirilmasinda da yaygm bir kullanimi

bulunmaktadir (Montgomery, 2008; Myers v.d., 2012).

5.3. Deney Tasariminin Temel Prensipleri

Istatistiksel deney tasarimi denildiginde; deneylerden elde edilen sonuglarin
gecerli ve objektif olabilmesi igin, istatiksel metodlar kullanilarak bilgilerin uygun
olarak islenebildigi bir deney planlanmasi anlasilir. Deneysel tasarimin baslica iig
prensibi vardir: tekrarlama (replication), rassallastirma (randomization) ve bloklama
(blocking).

5.3.1. Tekrarlama

Tekrarlama, bir deneyde bir faktdr ve seviyenin ikilisinin bir kereden fazla
gergeklestirilmesidir. Tekrarlamanm amaci deneyde degiskenligin belirlenebilmesidir
(Comlekei, 2003: 23). Ayrica hassasiyetin Olgiilemedigi deneyler tekrar edilerek
hassasiyet degeri elde edilmis olur. Ayrica tekrarlanan deneylerin sayesinde dlglimde
yapilabilecek hatalar tespit edilebilir ve kontrol edilemeyen faktorlerin etkilerinin
dengelenmesi ile ilgili sapmay1 diisiirmek igin kullanilabilmektedir (Natrella, 1974:
27-30).
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5.3.2. Rassallastirma

Rassallagtirma, modern deney tasariminin en 6nemli 6zelliklerinden biridir ve
R.A. Fisher tarafindan ortaya atilmis bir terimdir (Hasgul, 2010: 14). Rassallastirma
rastgele bir sekilde denemelerin  siralanmasi  ve  gergeklestirilmesi ile
gerceklestirilmektedir. Istatistiksel tekniklerde gdzlem veya hata degiskenler bagimsiz
ve rassal olarak kabul edilir. Bu 6n kabul rassallastirma yapilarak gegerli hale
getirilmektedir. Burada amag rassallastirma sayesinde, sirasiyla yapilacak deneylerden
kaynaklanacak yanlilik ile sistematikligi dnlemektir (Erbas ve Olmus, 2006: 8).

5.3.3. Bloklama

Bloklama, yapilan deneyin hassasiyetini arttirmak ve elde edilecek sonuglarin
gegerliligini  arttirmak i¢in denemelerin pargalara bolinmesi islemi olarak
tamimlanmaktadir. Deneyin ayrildigi her bir boliime blok denmektedir. Burada hedef,

deneyin hata duizeyinin minimize edilmesidir (Sert, 2009).

Bloklama, bazi agilardan benzerlik gosteren deneyleri bir arada toplayarak,
faktorler ile bu faktorlere ait seviyelerin etkilerini tespit etmek amaciyla
uygulanmaktadir. Bu sayede kontrol altina alinamayan faktorlerin etkisi azaltilmig
olur. Sistematik degiskenlik tespit edilemediginde, deneyin gruplara bollnerek

gerceklestirilmesi sonuglarin dogrulugunu arttirmaktadir (Morris, 2011: 6).

Bloklarin homojenliginin saglanmasi dikkat edilmesi gereken diger bir
konudur. Bu amagcla bloklar birbirine yakin deney birimlerinden olusturulmalidir.
Bloklar olusturulurken, farkli hammadde veya farkli operatérle ya da fakli zamanlarda
gergeklestirilen deneyler ayni grupta yer alabilir. Gruplarin aralarindaki farkliliklarin
deneysel hatadan ayrilmasi deneyin dogru olarak yapilmasi bnakimindan onem
tasimaktadir (Antony, 2003: 10).
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5.4. Deney Tasarimi Asamalan

Deneysel tasarim yontemini kullanirken Oncelikle deneylere dahil olan
herkesin ¢aligmanin esasmin ne oldugu hakkinda bilgiye sahip olmasi, bilgilerin nasil
toplanacagini bilmesi, en azindan kalitatif olarak bu bilgilerin nasil analiz edilecegi

konusunda fikir sahibi olmasi bir gerekliliktir.

1. Problemin tanimlanmasi: Olduk¢a agik goériinmesine karsin, uygulamada

problem ¢6zmek icin yapilmasi gereken deneylerin belirlenmesi, goriindiigii kadar
kolay degildir. Problemlerin bir liste haline getirilmesi ve hangi deneylerin ¢oziime

yardimc1 olabileceginin belirlenmesine yararli olabilmektedir.

2. Faktorlerin, seviyelerin ve sinirlarin belirlenmesi: Faktor denildiginde

prosesin ya da sistemin performansina etki eden degiskenler anlasilmaktadir. Bu
degiskenler ¢ok sayida olabilir, bunlardan bazilar1 deneylerin konusu disinda kaldigi
icin dikkate alinmaz. Bazilar1 deneye etkide bulundugu halde inceleme disinda
tutulduklar i¢in sabit tutulur. Ayrica kontrol edilemez etkenler de mevcuttur. Deneyi
planlayan kisi etkenleri sectikten sonra bu etkenlerin hangi aralikta degisecegini ve
hangi seviyelerde olacagini belirlemek zorundadir. Bunu yapabilmek i¢in proses

hakkinda teorik ve pratik a¢idan bilgiye sahip olmak gerekir.

3. Cevap degiskeninin belirlenmesi: Tasarimc1 bu degiskeni belirlerken sistem

ya da proses hakkinda aydinlatici bilgiye ulasabileceginden emin olmalidir. Cevap

degiskeninin yinelenebilir ve tam 6l¢iilebilir olmas1 6nemlidir.

4. Deneysel tasarimin secilmesi: Hangi tasarimin secilecegi konusunda kag

faktor oldugu, bunlarin seviye ve smirlar etkilidir. Tekrar sayisi, uygun deneme sayisi
ve rastgelelestirme ile bloklamanin varligi ya da yoklugu tasarimin segimini

belirlemektedir.
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5. Deneylerin gerceklestirilmesi: Denemelerin hazirlanan plana uygun
yapilmasi biiyiik bir 6nem tasir. Deney asamasmda yapilacak hatalar sonuglarin

gegerliligini bozar. Planin agikca ortaya konmasi basari i¢in gereklidir.

6. Bilgilerin istatistiksel degerlendirilmesi: Istatistiksel yontemler elde edilen

bilgilerin analizinin yapilmasini ve sonuglarin tarafsiz olarak degerlendirilmesine
olanak saglamaktadir. Hipotez testi ve giiven aralig1 sonucglarin degerlendirilmesi ve
analiz edilmesinde 6nemli bir katki saglamaktadir. Verilerden elde edilen esitlik,
cevap degiskeni ve faktorler arasindaki iliskiyi degerlendirmekte kullanilir. Artik

analizi ve modelin uygunluk testi de 6nemli analiz tekniklerindendir.

7. Sonuglar ve tartisma: Deneyi yapan kisi elde ettigi verilerden elde ettigi

sonuglar1 yorumlayabilmelidir. Yorum asamasinda genellikle cizilen grafiklerden de
yararlanilir. Gerekli durumlarda sonuglarin gegerliligini saglamak i¢in bazi denemeler

tekrarlanabilir (Montgomery, 1996).
5.5. Deney Tasarim Tiirleri

Deney tasarimlar1 yapilacak deneyin ¢esidine, kag tane faktor incelenecegine
faktorlerin ka¢ seviyede ecle alinacagma gore farkliliklar gostermektedir. Deney
tasarimlar1 genel hatlariyla agsagidaki basliklardaki gibi tiirlere ayrilmaktadir.
5.5.1. Boliinmiis Parseller Tasarim

Bu tasarim ilk kez tarimda kullanildig1 igin, parsel tasarimi denmektedir. Ayni
anda iki ayr1 faktor incelendiginde faktorlerin biri ana parsele, digeri ise alt parsellere
rastgele yerlestirilir (Senoglu ve Acitas, 2010: 207).

Boru imalatinda sekillendiricinin sicakligi ile kullanilan malzemelerin oraninin

borunun mukavemetine etkileri incelenmek istendiginde, malzemeler ii¢ farkli

oranlarda karistirilmaktadir. Daha sonra bu karisim oranlar1 ana parsel olarak ele
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alinmaktadir. Sicaklik faktoriiniin ise dort farkli seviyesi yani alt parseller her bir

karigim oranina atanir.

Bu yontemde ¢ogunlukla, 6neminin fazla oldugu tahmin edilen bir faktore it
farkli seviyeler, alt parsellere uygulanmaktadir. Ayrica ikinci faktdriin seviye sayisi
yani alt parsel sayisi, ilk faktoriin seviye sayisindan yani ana parsel sayisindan daha
cok oldugu icin, ikinci faktoriin etkisi, ilk faktorinkine gore daha ayrintili olarak

incelenmektedir.

Bu tasarim tiirlinde rassallastirma, iki asamada yapilmaktadir.

1. Ik faktoriin  seviyeleri, ikinci faktdriin seviyelerine rastgele

yerlestirilmektedir.

2. Ikinci faktortntin seviyeleri her bir ana parseldeki alt parsellere rassal olarak
yerlestirilmektedir (Senoglu ve Acitas, 2010: 208).

5.5.2. Rassal Bloklar1 Tasarim

Bu tasarmma, ilk defa tarim alaninda, gesitli giibrelerin, farkli mahsuller
Uzerindeki etkilerini gozlemek amaciyla basvurulmustur. Bu yontem deneyde

kullanilan girdiler homojen oldugnda kullanilabilmektedir (Tamhane, 2009: 169).

Tasarlanacak proses ya da sistem, esit biiytiikliikte bloklara ayrilir ve mimkin
oldugu kadar homojen béltnurler. Ancak bu bloklar kendi aralarinda heterojen olacak
sekilde ayrilmahidir. Bloklama sayesinde deneysel hatanin azaltilarak deneyin

hassasiyeti arttirilmaktadir.
Bu teknik blok tasarimlarindan en fazla kullanilamdir. Bazi durumlarda

ekonomik, fiziksel ya da beseri sebeplerden dolay1 deneylerin bloklara ayrilmasi bir
gereklilik olabilmektedir (Senoglu ve Acitag, 2010: 63).
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Ornegin, herhangi bir iiriiniin ii¢ ¢esit makinede iiretilebiliyor olsun. Makine
cesidinin tiriin kalitesi lizerinde sahip oldugu etkiyi aragtirmak icin bir deney tasarimi
yapalim. Bu Urlinu Gi¢ ayr1 hammadde ile iiretmemiz gerektigini varsayalim. BOyle bir
durumda her ti¢ hammaddenin kullanildigi1 deneyler igin her bir hammaddenin ayr1 bir
blokta toplanmasi gerekmektedir. Bu sekilde Tablo 5.1 ‘de gosterilen tasarim

olusmaktadir.

Tablo 5.1 Rassal Bloklar1 Deney Tasarimi Ornegi

1.Makine 2. Makine 3.Makine l. Blok
2.Makine 3. Makine 1.Makine Il. Blok
3.Makine 1.Makine 2.Makine I11. Blok

5.5.3. Latin Karesi Deney Tasarim

Latin karesi tasariminda da bloklama islemi esas alinmaktadir. Bu tasarimdaki
farklilik, deneyler arasindaki heterojenligin bir tek degiskenle onlenemedigi durumda
iki tane bloklama degiskeninin kullanilmasidir. Latin karesi tasariminda, satir sayisi,
stitun say1s1 ve deneme sayilar1 birbirine esittir (Lee, 1935: 211). Deneylerin her biri,
satir ve sUtunlarda sadece birer defa yer almaktadir.

Deney sayisi : a
Satir sayisi: r
Stitun sayis1 : €

Bu tasarimda r = ¢ =a oldugundan r? ‘dir.

Tasarimin boyutlarini ifade etmek i¢in r x r Latin Karesi deyimi kullanilmaktadir.

(Senoglu ve Acitas, 2010: 97).
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Tablo 5.2 Latin Karesi Tasarimi Ornekleri (Montgomery, 2005: 136).

4X 4 5X5 6 X6
"ABCD "ADBEC ADCEBF
BDAC DACBE BAECFD
CADB CBEDA CEDFAB
DCBA BEACD DCFBEA
ECDAB FBADCE
EFBADC

Bir fabrikada, ¢esitli miiziklerin is¢iler Uzerindeki etkilerini incelemek igin bir
tasarim ornegi verelim. Miizik gesitleri A, B, C, D, miizigin olmamasi ise E olsun. 5 x
5 latin karesi tasariminda, haftanin 5 ayri giiniinde 5 hafta stresince farkli mizik
trundn etkisi Gzerinde calisilacak olursa, deney tasarimi Tablo 5.3 te gosterilmektedir
(Cochran ve Cox, 1957: 119).

Tablo 5.3 5 X 5 Latin Karesi Tasarimi1 Ornegi (Cochran ve Cox, 1957: 119).

Haftalar Pazartesi Sah Carsamba Persembe Cuma
1 A B C D E
2 B C D E A
3 C A E B D
4 D E A C B
5 E D B A C

5.5.4. Tam Faktoriyel Deney Tasarim

Faktoriyel deney tasarimlari, seviye ve faktor sayilarinin birden fazla oldugu
ve deney ¢iktist tizerindeki etkilerinin incelendigi tasarim ¢esididir. Tam faktoriyel
tasarim, faktor ve seviyelerden olusabilecek biitlin kombinasyonlarini igeren

deneylerin tamamimdan meydana gelmektedir. (Morris, 2011: 143).
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Fisher ve Yates, bu teknigi onermistir ve her defasinda bir faktériin seviyesini
degistirip diger faktorleri sabit tutarak her faktorlin etkisini teker teker, ayri ayri
inceleyen klasik usul yontemlere kiyasla ¢ok daha az maliyetlidir. Bu yontemin en
biiyiikk avantaji, birden ¢cok sayidaki faktorin ana etkilerini ve faktorler arasindaki
etkilesim etkilerini ayni anda incelenebilmesidir. Bu tarz uygulamalar 6zellikle

muhendislik alanlarinda ¢ok fazla bagvurulmaktadir (Senoglu ve Acitas, 2010: 147).

Bu yontemde deneme sayis1 hesabina 6rnek verecek olursak; 4 faktorli ve 3
seviyeden olusan bir tasarimda gerceklestirilmesi gereken deney sayisi biitiin

faktorlerin seviyelerini ¢arparak hesaplanir. Buna gore yapilmasi gereken deney sayisi

3%=81dir.

Tablo 5.4 Tam Faktdriyel Deney Tasarimi1 Ornegi (Antony, 2003: 55).

Proses Parametreleri Etiket Diisiik Seviye Yuksek Seviye
Kaplama Siiresi A 4 Saniye 12 Saniye
Kaplama soliisyon Sicakligi B 16 °C 32°C

Tablo 5.4’te gosterilen 2 faktor ve 2 seviyeli tasarimda yapilacak deney sayisi

22 = 4’tiir.

5.5.5. Kesirli Faktoriyel Deney Tasarim

Kesirli faktoriyel deney tasariminin kullanim amaci, tam faktoriyel tasarimi
gerceklestirmek icin gereken siire ve parayr azaltmaktwr. Bu da yapilacak deney
sayisinin azaltilmasi ile saglanmaktadir. Bu tiir yontemlerde Bu tiir tasarimlarda
ortogonal dizinlerden faydalanilmaktadir. Deney sayisi azaltilirken faktorlerin kendi
basma etkilerinden daha ziyade faktorlerin kendi aralarindaki etkilesimlerde bir

azaltmaya gitmek daha faydali bir se¢imdir (Antony, 2003).

Kismi faktoriyel deney tasarimlarinin en olumsuz tarafi bltin faktor ve seviye

kombinasyonlarmin denenmemesi sebebiyle bazi faktorler arasindaki etkilesimlerin
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etkilerinin tam anlamiyla arastirilamamasidir. Mesela her bir faktorin 2 seviyeli
oldugu bir tasarimda kesirli faktoriyel tasarim yontemi uygulanacak olursa yapilmasi
gereken deney sayis1 2 degil, 2P olmaktadir. 24 kesirli faktoriyel tasarimi 6rnegi

Tablo 5.5 te verilmistir (Sanyilmaz 2006; Bayrakdar, 2009).

Tablo 5.5 Kesirli Faktoriyel Tasarimi Ornegi

Deney No A B C D
1 - - - -
2 + - - +
3 - + - +
4 + + - -
5 - - + +
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + +

Bu yontemde yapilmasi gercken deney sayisimin disiirilmesi igin
basvurulabilecek baska bir yol ise faktorlerin seviyelerini “alt deger” ve “iist deger”
seklinde belirleyerek seviye sayismi azaltmaktir. FaktOrlerin  seviye sayisi
arttirildiginda yapilmasi gereken deney sayisi da daha fazla olacaktir (Karslioglu,

2013).

5.6. Yamt YUzey Metodu (Response surface methodology = RSM)

Yanit Yiizey Metodu, proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonunda
kullanilan matematiksel ve istatistiksel teknikler biitiiniidiir. Yaygin olarak kullanildig1
alan, bir¢ok degiskenin bir proses ya da iirliniin performansini veya kalitesini etkiledigi
durumlardir. Bu performans olcimleri veya kalite 6zelligine “yanit” adi verilir.
Bagimsiz degiskenler olarak ifade edilen giris degiskenleri, deney esnasinda

arastirmacinin kontrolii altinda bulunmaktadir.
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Yanit Yiizey Metodu, prosesi ve bagimsiz degiskenleri inceleyen bir deneysel
stratejiden, ¢ikt1 ve degiskenler arasindaki iliskiyi uygun olarak ifade eden empirik
istatistiksel bir modellemeden ve istenen degerlerde yanit olusturan degiskenlerin
seviye veya degerlerini bulmak i¢in kullanilan optimizasyon metotlarindan meydana

gelmektedir.

Ornegin bir arastirmaci kimyasal bir proseste verimi maksimum yapan sicaklik (x1) ve
basinci (x2) bulmak istesin. Prosesin verimi sicaklik ve basincimn bir fonksiyonudur ve

asagidaki esitlik ile gosterilmektedir.
Y = f(Xl, X2) + &

g, yanit i¢in gézlenen hatay1 ifade etmektedir. Tahmini yanit E (y) = (X1, X2)=
n ile gosterilecek olursa, n = f (X1, X2) olur. Bu esitlikte i), yanit yiizey adini alir. Yanit
yuzeyi genellikle n ile X1 ve Xo’nin seviyeleri arasinda gizilen grafikler ile

gosterilmektedir.

Cogu RSM probleminde yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliski
bilinmemektedir. Ilk asamada, y ile bagimsiz degiskenler arasindaki fonksiyonel
iligkiyi bulmak i¢in diisiik dereceli bir polinomal esitlik kullanilir. Eger yanit bagimsiz

degiskenler tarafindan lineer bir fonksiyon ile modellenmis ise yaklastirici fonksiyon

birinci derecedendir.

y = BO + lel + 82X2 ...... + Bka + €

Eger sistemde bir egri soz konusu ise, ikinci-dereceden polinomal bir

fonksiyon kullanilir.

y=Bo + X Bixi + X Bix? + X Xici Bijxi X + €
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En kiigik kareler yontemi, polinomlarda yer alan parametrelerin degerini
bulmak i¢in kullanilir. Yanit ylizey analizi uydurulmus (fit edilmis) yiizey kullanilarak
gerceklestirilir. Uydurulmus (fit edilmis) yiizey, gergek yanit fonksiyonununa yeteri
kadar yaklastirilmis ise uydurulmus yilizeyin analizi gergek sistemin analizine esdeger
olacaktir. Parametrelerin daha etkin bir sekilde tahmin edilebilmesi i¢in veri toplamada
uygun deney tasarimlarinin kullanilmasi gerekir. Yanit yizeylerini uyumlu hale
getirmek i¢in kullanilan tasarimlara “Yanit Yiizey Tasarimlar1” adi1 verilir. Merkezi
kompozit tasarim ve Box Behnken tasarimi, ikinci dereceden modelleri uyumlu hale

getirmek i¢in en yaygin kullanilan yanit yiizey tasarimlaridir (Inan, 2009).

5.6.1. Merkezi Kompozit Tasarimlar

Merkezi kompozit tasarimlar (CCD) (Central Composite Designs) ikinci
dereceden tasarimlarda en sik kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir. Bu yontemi
1951°de ilk kez Box ve Wilson literatiire kazandirmistir. Tasarim, iki-seviyeli deneyler
icin tammlanmig birden fazla faktorli deneyler tam (full) veya kesirli (fractional)
deneyler seklinde olusturulabilir. Kesirli deneylerde C6zim-V (Resolution-V)
olusmaktadir. Sekil 5.2°de gosterildigi gibi deneyin olusturulacagi noktalar 2k sayida
eksende, 2X sayida kiip noktasnda ve nc sayida merkez noktasinda meydana

gelmektedir (Myers ve Montgomery 2002).
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X1 X2 Xk

-1 -1 -1

-1 -1 1

-1 1 -l

-1 1 ... 1 - 2 cok etkenli deneye ait nokta
1 :} _11 (kiip noktalarr)
1 1 -1

1 1 1

-0 0 0 M

o 0 0

0 -0 0

0 o 0

— 2k eksen (y1ldz) noktas1

0 0 -0

0 0 a

8 8 8 L Ncmerkez noktasi
0 0 0

Sekil 5.2 Sekil Merkezi Kompozit Tasarimi Deney Noktalar1

Bu tasarimm en biiyiik kolaylig1 en bastan bir tasarim olusturmaksizmn 2K
faktoriyel tasarima sadece merkez ve eksen noktalar1 ilave edilerek deney tasarimin
olusturulabilmesidir. Merkezi komposit tasarimlarinda elde edilen model esitliginde
birinci ve ikinci derece terimler ile ikili faktorler arasi etkilesimi ifade eden terimler
bulunabilmektedir. Merkez noktaya ait denemeler tasarimm egimini olusturulmak
amaciyla gerekli verileri edinmeye yaramaktadir. Eger tasarimda bir egim mevcut ise,
ikinci dereceden terimlerin daha etkin bir sekilde tahminine olanak tanimaktadir

(Myers ve Montgomery 2002).

Tasarmn igerdigi 3 ayr1 deneme noktas: ( 2%, 2k, nc) kendine has ve 6nemli
rollere sahiptir. Deney kesirli tekrar olarak gergeklestiginde sonuglarin COzum-V

(Resolution-V) olarak verilmesi iki faktor etkilesiminin ve dogrusal terimlerin tahmini
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icin bilgileri diger bilgilerden arindirilmig olarak temin eder. Faktoriyel noktalar
etkilesimli terimlerin tahmine katkisin1 saglayan noktalardir. Eksen noktalar1 ikinci
dereceden terimlerin tahmini igin gerekli bilgileri belirlemektedir. Eksen noktalari
olmasayd1 sadece Y.\, B;; ikinci dereceden terimlerin toplami tahmin edilebilirdi.
Eksen noktalarmin etkilesimli terimlerin tahminine higbir etkisi bulunmamaktadir.
Merkezi denemelere hatanin dogru bir sekilde ifade edilebilmesi igin ihtiyag
duyulmaktadir ve ikinci dereceden terimlerin tahmini igin gerekli bilgileri temin

etmektedir (Myers ve Montgomery 2002).

Merkezi kompozit tasarimlarin esnekligi merkez noktalardaki deneme sayisina
(nc) ile a degerine yani eksen uzunluguna baglh olarak degismektedir. Bu yiizden nc ve
a degerleri dogru belirlenmesi, diizgiin bir tasarim olusturulmas: konusunda biiyiik bir
rol oynamaktadir. a degeri, ¢6ziimiin arastirildigr bolge (region of interest (R)) ve
¢oziimde kullanilan bolgenin (region of operability /O) blyilkligiine bagl olarak

degisiklik gostermektedir.

Sekil 5.3 ve 5.4, k = 2 ve k = 3 degerlerinin kullanildigi merkezi kompozit
tasarimlar yer almaktadir. Burada k = 2 oldugunda, eksen uzunlugu a = V22 ve k =

3 oldugunda ise, eksen uzunlugu a = ¥/23 olur. k = 2 oldugunda bir daire yiizeyinde
sekiz noktada deney tasarimi olusturulmustur ve orjin noktasinda merkezi denemeler
bulunmaktadir. k = 3 oldugunda ise tasarim modeli 14 nokta ve merkezi denemelerden

olusmaktadir.
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(V2,0)

(-1,1) ﬁ 1 1)
SRR
° 0,0) °
(0,-v2) (0,4/2)
o y
(-1,-1) 1,-1
(+v2,0) D

Sekil 5.3 k=2ve a = V22 degerleri i¢in merkezi bilesik tasarim

Sekil5.4k=3ve a = V23 degerleri icin merkezi bilesik tasarim

Eksen uzunluklarinin ¢ogunlukla 1 ile vk arasinda degisiklik gostermektedir.
[k tasarimda bGtlin eksen noktalar: bir kiipiin iizerinde, ikincisinde ise bir kiirenin
tistiinde yer almaktadir. Tasarim modellerinin ikisinde de merkezi denemelerin birden

cok kez tekrarlanmasi bir gerekliliktir.

Dondurtlebilirlik ve ortogonal bloklama 6zelligine de sahip olan merkezi

kompozit tasarim yontemi ikinci dereceden modelde bulunan kuadratik terimleri de
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tahmin edebilmektedir. Ortogonal olarak bloklanan tasarimlar modeldeki terimlerin ve
blok etkilerinin ayr1 bir sekilde tahmin edilebilmesini ve regresyon katsayilarindaki
degisikligin en aza indirilmesini saglar. Tasarimlardaki dondirdlebilirlik, butin
noktalarim merkez noktaya esit mesafede olma 6zellikleri sayesinde tahmin gesitliligini
gidermekte, bu durum da daha giivenilir tahmin yapilmasini saglar. Merkezi bilesik

tasarimlarda, donersellik o degerinin se¢imi ile gerceklesmektedir.

Dondiiriilebilirligi saglayan o degeri deney sayisina bagli olarak degismektedir.

o =[ Deney Sayis1 ]**
Tam faktoriyel ise :
o =[2K "

Burada k, kullanilacak faktor sayisini ifade etmektedir (Myers ve Montgomery, 2002).

Tablo 5.6’da donersel merkezi kompozit tasarimlarda agiklayici degiskenlerinin farkl
sayilar1 i¢in a degerleri gosterilmektedir (Myers 1971).

Tablo 5.6 Bir Donersel Merkezi Kompozit Tasarimi i¢in Degerleri

k F N a

2 4 8+n.  1.414
3 8 14+n. 1682
4 16 24+n.  2.000
5 32 42+n.  2.378
5Grep) 16 26+n.  2.000
6 64 76+n.  2.828
6 Grep) 32 44+n.  2.378
7 128 142+n.  3.364
7(5rep) 64 78+n.  2.828

Burada donerselligin gayesi dengeli bir tasarim olusturmaktir. Ancak tasarim

alaninda herzaman bu sabitlik saglanamamaktadir. Ikinci dereceden ddnersel
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Ozellikteki tasarimlarin kararlilig1 icin merkezde fazla sayida denemenin uygulanmasi
gerekmektedir. Kuresel veya kiiresele yakin tasarimlarda merkezi noktalarda 3 veya 5
tane deneme saglam bir denge olusturmak i¢in yeterlidir (Myers ve Montgomery
2002).

5.6.2. Box-Behnken Tasarimlan

Ikinci derece model parametrelerinin tahminlenmesinde kullanilan ii¢ seviyeli
cok etkenli ve donersel tasarimlarin bir ¢esidi olan Box-Behnken tasarimlar1 1960
yilinda Box ve Behnken tarafindan gelistirilmistir. Box-Behnken tasarimlarinda her
bir faktor U¢ seviyeye sahiptir. Box-Behnken tasarimlar1 merkezi kompozit tasarimlara
nazaran daha ekonomik bir tasarim tiriidir (Koksoy 2001). Box-Behnken
tasarimlarinm avantajlarmdan bir tanesi kiiresel bir tasarim olmasi ve sadece ii¢
diizeyde verilere sahip olmasidir. Box-Behnken tasarimlari, tamamlanmamuis bir blok
tasarimim (incomplete block design) uygun bir sekilde iki dizeyli ¢cok etkenli bir
tasarimla birlestirilmesi sonucunda ortaya ¢ikarlar (Sehirlioglu 1997). Bu durumu
anlatabilmek ic¢in 4 degiskenli tasarim Tablo 5.7°de g0sterilen (a), (b), ve (c)

sekillerinde verilmistir.

85



Tablo 5.7 Bir Box Behnken Tasarimi

(a) - Tamamlanmamis Blok Tasarim

( b) - 22Cok etkenli Tasarim

X1 X2 X3 Xy X1 X2
/* ----- * | > -1 -1
-------------- _;"-“".;“‘?'—---—————-——--—————-——--—--_.~_::> 1 -1
.| -1 1
* * 1 1
* * ,’I
........ ’; ..............*...... I,I
ERY
(¢) - 4 degiskenli Box Behnken Tasarimi q,e’;ley n(l)fictalarl
X1 X2 X3 Xe /
: 1 -1 ': 0 QI
-1 0 9
1 _1; 0 0| BLOK1
0 0 1 I,’-li
0 o 1 /-1
0 0 1y 1
0 0 1 i
0 0 10 __0;
| 1 0 0 -
1 0 0 -1
1001 BLOK 2
. 1 0 0 1
Blok 1’dekine benzer _ 0 1 1 0
bicimde yerlestirilir 0 1 1 0
0 -1 1 0
0 1 1 0
0 0 0 O
B 0 -1 0 -1
0 1 0 -1
o -1 0 1 BLOK 3
0 1 0 1
Blok 1°dekine benzer - -1 0 -1 0
bigimde yerlestirilir 1 0 -1 0
-1 0 1 0
1 0 1 0
- kO 0 O j/
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Tablo 5.7’ de ( a) seklinde verilen matrisin her bir satir1, tamamlanmamis blok
tasarimim bloklarin1 gostermektedir. Her bir blokta mevcut 4 denemenin iKisi
gerceklesecektir ve bu bloklarda gerceklesecek denemeler “*” ile gosterilip ( c) de 22
tasarim olarak verilen matrisin siitunlarma konulmustur. Bu sutunlarda geriye kalan
kisimlar O ile belirtilmistir. En son, olusturulan tasarima her bir bloga (0,0,0,0)
seklindeki merkez noktalarindan birer tane olmak tiizere toplam 3 tane deneme daha
eklenir. Tasarim matrisindeki her bir etken 3 diizeyli olup, diizeyler —1, 0 ve 1 seklinde
belirtilmistir (Box ve Draper 1987). Bu tasarim, dik bloklama (orthogonally blocked)
Ozelligini tasimaktadir, yani ikinci derecede model parametre tahminleri blok

etkisinden etkilenmezler (Koksoy 2001).

Box-Behnken tasarimlar1 i¢in deneme noktasinin sayist N = 2k (k — 1) + nc
denklemiyle belirlenmektedir. Bu denklemde k faktor sayisin1 nc merkezi deneme
sayisini belirtmektedir (Bas, 2010). Tasarimda tiim faktorler i¢in alt ve st sinirlar
ayni anda hi¢bir zaman kapsanmadigi i¢in, u¢ degerlerin yaratacagi tatmin edici
olmayan sonuglar da engellenmis olur. Ozetle Box-Behnken tasarimlari, ikinci
dereceden modellerin tahminine, ardisik (sequential) tasarimlarin kurulumuna,
modelin gliven eksikliginin analizine ve bloklara olanak saglama 6zelliginden dolay1

tercih edilen bir yanit yiizeyi tasarimidir.

Box Behnken ve merkezi kompozit tasarimlarin genel olarak kullanildigi
alanlar ve bunlarla ilgili ¢aligmalara genel olarak bakilacak olursa; Biyoteknoloji,
kimya, kimya miihendisligi, ¢evre, gida teknolojileri, imalat ve eczacilik alanlarinda

her iki tasarim da kullanilmistir (Tania ve Deborah 2002).

5.7. Coklu Yamit Optimizasyonu ve Istenebilirlik (Desirability) Fonksiyonu

Istenebilirlik (Desirability) fonksiyonunun temeli, tiim yanitlarin istenebilirlik
degiskenlerini igeren “istenebilirlik fonksiyonu” olarak tanimlanan tek bir ortak
fonksiyon altinda toplanmasini ve bu fonksiyonun istenen sonuglar1 verecek sekilde
maksimizasyonuna dayanmaktadir. Bu yontemin avantajlar1 farkli degerlere sahip

yanitlarin  birarada incelenebilmesi, yanitlarin tek bir fonksiyona kolayca
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cevrilebilmesi ve sayisal veya sayisal degere sahip olmayan yanitlarm kullani-
labilmesidir. Istenebilirlik fonksiyonu, tiim yanitlarin biren hesaba katildigi, 0 ile 1
arasinda degisen tek bir yanit katsayisidir ve bu degerin 1’e yaklasmasi aragtirmaci

tarafindan istenen kriterlerin saglandigini géstermektedir (Kog, 2009).

Y anit maksimize edilmek istendiginde;

I( 0, y <L
d={<Y—L>r, L<y <T
lT—L

l( 1, y<T
d={<U_Y>T, T<y<U
|U—T

esitlikleriyle hesaplanmaktadir. Yanit maksimize ya da minimize edilmek istendigi

durumda istenebilirlik fonksiyonu tek yonlii olarak tanimlanar.

Eger yanitin belli bir aralikta olmasi istendiginde;

(0, y<L

U—y\"*

=7+ Lsysr
d =+ U—yrz

-z <y <

(U—T)' T=y=V

\ 0, y>U
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esitligiyle hesaplanir. Yanitin belli bir aralikta olmasi istandigi durumda fonksiyon tek

yonlii olarak tanimlanir.

Esitlikte kullanilan L; deneylerden elde edilen en kiigiik degeri, T; hedef degeri, U

ise deneylerden elde edilen en yiiksek degeri, r; agirlik katsayisini ifade etmektedir.

Istenebilirlik (desirability) fonksiyonu her bir yamt i¢in ayr1 ayr1 olusturulur ve
daha sonrasinda yanitlarin geometrik ortalamasindan ortak bir fonksiyon elde edilerek
¢oklu yanit i¢in tek bir amag fonksiyonu olusturulur. Ortak amag¢ fonksiyonuna ait D

degeri asagidaki esitlikle hesaplanmaktadir.

D = (dv.da.....dm)"M

Bu ortak fonksiyona ait D degerini maksimize eden bagimsiz degisken degerleri,
her iki yanit degiskenini istenen hedefe ulastiran optimum faktér degerlerini

vermektedir (Montgomory, 2004).
6. BOLUM

UYGULAMA

Bu boliimde calismanin deneyin uyglanmasi esnasinda kullanilan malzeme,
kimyasal ve cihazlar, deneylerin tasarimi i¢in belirlenen faktér ve seviyeler
belirlenmesi,  deneyin uygulanmadan once yapilan DNA izolasyonu, DNA
konsantrasyon ve saflik tespiti gibi hazirlik asamalari, merkezi kompozit tasarim ile
tasarlanan deneylerin yapim asamalari, elde edilen modelin ¢iktilari, modelin yine
merkezi kompozit tasarim ile optimizasyonu, elde edilen sonuglar ve grafikler

almaktadir.
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6.1. Metodoloji

Bu ¢alismada GDO analizinde kullanilan real time PCR parametrelerinden
belirlemis oldugumuz 4 tanesinin (DN A konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, prob
konsantrasyonu (F+R) ve mater mix konsantrasyonu) farkli seviyelerinin PCR ¢iktis1
ve Uriintine (¢t degeri ve PCR iiriin konsantrasyonu) olan etkileri Merkezi Kompozit
Tasarim (Cental Composite Design-CCD) yontemi ile arastirilmistir. Olusturuluan
modelin optimizasyonu yapilarak incelenen faktorlerin optimum seviyeleri

belirlenerek yanit degiskenleri merkezi kompozit tasarim yontemi ile eniyilenmistir.

6.1.1. Kullamilan Kimyasal ve Malzemeler

DNA Izolasyonu i¢in Kullanilan Kimyasal ve Malzemeler:

Eurofins GeneSpin Kit Seti

Santriftj tdpleri (1,5-2,0 ml hacimlik tek kullanimlik)
Proteinase K

RNAse

Isopropanol

DNA Temizleme Kolonu

N-hekzan

YV V ¥V ¥V V VYV VY V

Tek kullanimlik otomatik pipet uglar

GDO Tarama ve Tip ve Belirleme Analizleri i¢in Kullanilan Kimyasal ve

Malzemeler:

» DNA: Yemlik misirdan izole edilmistir. DAS 40278-9 GDO gen bolgesi
tizerinde c¢aligilmistr. Bu gen pormotor veya terminatorlerle tespit
edilememekte olup kendine 6zgu primer ile belirlenebilmektedir.

» Primer: Forward ve revers primerlerin toplam konsantrasyonu seklinde ele

alimmigtir. Mycrosynth marka primer kullanilmistir
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» Prob: Mycrosynth marka SYBR Green | kullanilmistir.

Deneyde kullanilan Hedef Gene ait Primer ve Problarin Dizinleri asagidaki

T’de gosterilmektedir.

Tablo 6. 1 Deneydeki DAS 40278 Hedef Genine ait Primer ve Problarin Dizinleri

DAS40278 Geni Hedef Dizisi

DAS-40278-9 5°-f1 | 5°— CAC GAACCATTG AGT TAC AAT C-3’

DAS-40278-9 5°-r3 | 5 TGGTTCATT GTATTCTGG CTT TG-3’

DAS-40278-9 5°-S2 | 5 6FAM- CGT AGC TAACCT TCATTG TATTCC G —

TAMRA 3’
DAS40278 hmg Referans Geni Dizisi
MaiJ-F 5’ -TTg GAC TAG AAATCT CGT GCT GA-3’
mhmg-R 5’-GCT ACATAG GGAGCCTTG TCCT-3’
mhmg-P 5’ 6FAM- CAATCC ACA CAA ACG CACGCG TA -
TAMRA 3'

» Master mix: Daha 6nceki boliimlerde bahsi gecen PCR’1 6nemli derecede
etkileyen faktorlerin de bulundugu bir karisimdir. PCR’da kullanilan master
mixler piyasada farkli igerikler ve markalarda bulunabilmektedir. Bu

calismada FluoCycle II™ Master mix kullanilmustir.

FluoCycle I1™ Master mixin igerigi: 100 mM KCl, 20mM tris HCI, 0,8 mM
her bir ANTP (A, T, G, C), 20 birim/ml Tag DNA polimeraz enzimi, 8mM MgCl; ve
stabilizatorler seklindedir.

» Distile Su: Olusan son karistim hacmini 25 upl’ ye tamamlamak igin

kullanilmistir.

6.1.2. Kullanilan Cihaz ve Aletler

DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Cihaz ve Aletler:
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YV V. V V V V V

Ogiitiicii, Ogiitiicii Kaplari
Biyoguvenlik Kabinleri Class Il
Otomatik Pipetler

Santrifujler

Vorteksler

Termal ¢alkalayici

Nanodrop spektrofotometre

GDO Tarama ve Tip ve Belirleme Analizleri i¢in Kullanilan Cihaz ve Aletler:

YV V.V V V V V V

6.1.3.

Tek kullanimlik otomatik pipet uclar

Santrifuj tipleri (1,5-2,0 ml hacimlik tek kullanimlik)
Biyoguvenlik Kabinleri Class Il

Otomatik Pipetler

Santrifujler

Vorteksler

Plate Santrifij

Real Time PCR

DNA izolasyonu

Yemlik misir numunesinde yapilan DNA izolasyonu islemi Eurofins GeneSpin

Protokoli ile yapilmustir.

Eurofins GeneSpin Kit Protokolii

[zolasyon islemine baslamadan 6nce kutu icerisinde bulunan Genespin Wash
Buffer 2 soliisyonunun {izerine 48 ml absolute etanol ve ProteinazK’nin
Uzerine de 600 pl proteinaz buffer solisyonu eklenir. Solusyonlar
hazirsa/hazirlandiktan sonra ekstraksiyona baglanilir.

En az 500 g olarak laboratuvara gelen numune homojen hale getirilir.
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e Eppendorftiipiine 0,2 g tartilir. (Numunenin tiiriine gore tartim miktar1 azaltilip
cogaltilabilir.)

e Kodlanmis numune igeren eppendorf tuplerine 550-850-1000 pl lysis buffer
eklenir ve vortekslenir. Eger numune higroskopik yapida ise lysis soliisyonu
miktarlar1 arttirilmalidir.

e 15 dakika sonra 10-30 pl Proteinaz K ekle ve 1200 RPM thermal ¢alkalayiciya
almir.

e Tlpler 65°C’da en az 30 dk inkiibe edilir. DNA veriminin diisiik oldugu
orneklerde, liziz asamasinda 1 gece bekletilir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
RNA bakimindan zengin numunelere 20 pl RNase (10mg/ml stok
soliisyonundan) eklenip, 30 dakika oda kosullarinda bekletildikten sonra
>10.000 g’de 10 dk santrifiij edilir. Inkiibasyonlar 1200 rpm’ye ayarlanmis
calkalamali 1s1tic1 blok tizerinde gerceklestirilerek enzim etkinligi arttirilabilir.

e (alisilacak numune sayisi (paralelleri ile birlikte) i¢in kullanilacak Elution
Buffer soliisyonunun miktar1 hesaplanir ve temiz bir eppendorf tiipiine
belirlenen miktar alinarak 70°C’ye 1sitilir.

e Supernatant1 ayrilan numuneden 600-650 pl yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine
almir, tizerine 600 pl Binding Buffer ve 600 ul Etanol konularak vortekslenir.

e Olusan karisim toplamda 3 seferde 600-650 pl spin kolono alinarak her
seferinde 11.000 rcf de 1 dk santrifujlenir.

e Santrifiijleme islemleri (toplamda 3 sefer) bittikten sonra yeni toplama tiipii
iizerine yerlestirilen spin kolonun tizerine 400 pl wash buffer]l soliisyonu
eklenir, 1 dk11.000 g’de santrifiij edilir ve altta biriken s1v1 atilir.

¢ Yeni toplama tiipii lizerine yerlestirilen spin kolon {izerine 650 pl wash buffer
2 soltusyonu eklenir, 1 dk11.000 g’de santrifiij edilir ve altta biriken s1v1 atilir.

e Yeni toplama tupl Uzerine yerlestirilen spin kolon {izerine tekrar 250 ul wash
buffer 2 solisyonu eklenir, 2 dk 11.000 rcf’de santrifiij edilir ve C5 soliisyonu

kolondan tamamen uzaklastirilir.

Spin kolon yeni bir 1,5 mI’lik santrifiij tiipline yerlestirilir ve ilizerine dnceden

70°C’de 1sitilmig elution buffer soliisyonundan 100 pl ilave edilir ve 5 dk oda
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sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1 dk 11.000 g’de santriflij edilerek DNA alttaki
tiipte toplanilir (Anonim, 2018; Anonim, 2013).

6.1.4. DNA Konsantrasyon ve Saflik Tespiti

[zolasyonu tamamlanan DNA’dan 1 ng/pl kullanilarak DNA’nin saflik degeri
Mikro UV Spektrofotometrede (Nanodrop) ol¢iilmiis ve A260/A280 orani 1,82

Ol¢lilmiis ve DNA konsantrasyonu 40 ng/ul’ ye ayarlanmisitr.

LS

Sekil 6.1 DNA Saflik ve Konsantrasyonu Olgiimii yapilan Mikro UV
Spektrofotometre
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6.1.5. GDO Tarama Analizi

Real Time PCR’da gen tarama islemi ile promotor/terminatér gen bdlgeleri

taranmig ve bu bolgelere rastlanmamustir (Anonim, 2013b; Anonim, 2016b).

6.1.6. Faktorler Seviyeler ve Yamit Degiskenlerinin Belirlenmesi

Real Time PCR’ etkileyen faktorlerin ve seviyelerdeki parametrelerin
seciminde bu konuda yapilan 6nceki c¢alismalar (Souza, 2011; Thanakiatkrai ve
Welch, 2011) ve sektorel tecriibelerden (Anonim, 2013b; Anonim 2016a)
yararlanilmastir.

Merkezi Bilesik Tasarim yonteminde kullanilan a degeri faktor sayisi (k) ye

gore degigsmektedir.

Calismada 4 faktor kullanildigindan (k=4) : o = (2¥)*

o = 2 olarak hesaplanmig ve kullanilmigtir. Sonug olarak a’nin da eklenmesi

ile tasarim 5 seviyeli hale gelmistir.

Tablo 6.2 Deney Tasariminda Kullanilan Faktor ve Seviyeleri

Faktor Seviyeler
Faktorler
No - a(-2) -1 0 1 + a(+2)
X1 DNA Kons. (ul/reak.) 3 4 5 6 7
X2 Primer Kons. (F+R) (ul/reak.) 0,5 1 15 2 2,5
Prob (SYBR Green I) Kons.
X3 0,5 0,75 1 1,25 1,5
(ul/reak.)

X4  Master Mix Kons. (pl/reak.) 7,5 10 12,5 15 17,5

ct degeri, GDO analizinde tip belirlemeden sonra miktar tayininde {iriiniin
GDO’lu mu yoksa GDO bulagant m1 oldugunun dogru tespit edilmesi konusunda %

0,9 esik degerinin diizgiin hesaplanmasi ag¢isindan onemlidir. Ayrica reaksiyonun
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etkinligi ile 1ilgili de bilgi vermektedir. Disiik ct degeri PCR kosullarmin
uygunlugunun yiiksek oldugunu gdstermektedir. O yiizden bu ¢alismada ct degeri “en

kiigiik en iyi” seklinde ele alinmustir.

Uriin konsantrasyonu ise, PCR sonucu elde edilen replike olmus DNA
dizinlerinin konsantrasyonunu yani ¢ogalma miktarini ifade etmektedir. Reaksiyon
sonucu olusan PCR {iriinii ne kadar fazla ise reaksiyon o kadar uygun kosullarda
meydana gelmis demektir. O yiizden {iriin konsantrasyonu yanit degiskeni i¢in “en

biiyiik en 1yi seklinde” ¢calisilmistir.

6.1.7. Deneyin Yapihsi

Merkezi Kompozit Tasarim yontemi Minitab.18 programi kullanilarak tam
faktoriyel, 16 (2X) kiip nokta, 8 eksen nokta (2k) ve 7 merkez nokta (nc) olmak iizere
31 deney 3 tekrarli olacak sekilde toplam 93 deney tasarlanmastir.

Deneylerin hazirlik ve uygulama asamalari sirasinda kosullarda bir degisiklik
olmamustir. Deneyler basindan sonuna kadar ayni kisi tarafindan uygulanmistir. Biitiin
deneylerde ayn1 malzemeler ve cihazlar kullanilmis olup deneylerin tamami ayn1 giin

icinde tek seferde, boliimlere ayrilmadan yapilmistir.

Deneyler Balikesir Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii biinyesindeki

Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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Sekil 6.2 Deneyde kullanilan Real Time PCR Cihaz1

Tasarlanan deneylerin hazirlik ve uygulama asamalar1 asagidaki sekildedir.
Yapilan tip belirleme analizi sonucunda Promotor/terminatér genlerle tespit

edilemeyen DAS 40278-9 genine rastlanmistir (Anonim, 2013b; Anonim,
2016a).

Varlig1 tespit edilmis olan DAS 40278-9 geni iizerinde yukarida bahsedilen 4
faktor ve 5 seviye halinde incelenmek tizere 3 tekrarli 31 deney i¢in 93 tane
kuyucuk ayr1 ayr1 deney tasarim planindaki seviyelere gore hazirlanan mixler
ile doldurulmustur. Hazirlanan mixler distile su ile 25 pl’ye tamamlanmigtir

yani her bir kuyucukta 25 pl karisim bulunmaktadir (Anonim, 2013b; Anonim,
2016a).

Biitlin deneylerde ayni saflastirilmig DNA, ayni primer ve ayn1 prob kullanilmistir.

Sadece deneylerin tasarimina gore faktor seviyeleri degistirilmistir.

Real Time PCR’1n ayarlar1 Tablo 6.3’te gdsterilmektedir.
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Tablo 6.3 Real Time PCR Sicaklik-Zaman Ayarlar1

Asama Sicakhk (°C)  Sure (sn) Dongu
1 Baslangi¢c Denatiirasyon 95°C 600 1
2 Amplifikasyon : Denatiirasyon 95°C 15 45
3 Baglanma ve Uzama 60°C 60

e Termal dongu sonunda elde edilen PCR urunleri (replike olan DNA)
Sekil 6.1°de goriintiisii olan Mikro UV Spektrofometrede (nanodrop)

Olgtilmiis ve tespit edilen degerler kaydedilmistir.
Real Time PCR’dan termal dongii sonunda 3 tekrarli 31 deneyden elde

edilen c; degerleri ve PCR iiriin konsantrasyonlar1 Tablo 6.4’te

gosterilmektedir.
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Tablo 6.4 Merkezi Kompozit Tasarim ile Yapilan Deneylerin Sonuglari

Deney DNA  Primer Prob  Master Ct Degeri (say1) Y1 PCR Uriin Kons. (ng/ul) Y2
No X1 (F;(rzR ) Xs '\%X
l.tekrar  2.tekrar  3.tekrar 1l.tekrar 2.tekrar  3.tekrar
1 -1 -1 -1 -1 28,57 28,61 28,54 856 853 858
2 1 -1 -1 -1 27,9 27,91 28,04 1090 1088 1095
3 -1 1 -1 -1 28,81 28,86 28,97 698 695 700
4 1 1 -1 -1 28,21 28,21 28,04 1108 1105 1112
5 -1 -1 1 -1 28,58 28,65 28,76 802 799 805
6 1 -1 1 -1 27,97 27,93 27,83 1104 1108 1101
7 -1 1 1 -1 28,92 29,12 29,07 602 605 798
8 1 1 1 -1 28,48 28,49 28,25 956 959 952
9 -1 -1 -1 1 28,81 28,87 28,85 694 698 690
10 1 -1 -1 1 28,33 28,44 28,32 982 986 979
11 -1 1 -1 1 29,19 29,28 29,32 581 583 580
12 1 1 -1 1 28,52 28,45 28,5 906 902 908
13 -1 -1 1 1 29,03 28,95 28,97 641 643 639
14 1 -1 1 1 28,55 28,29 28,47 938 940 935
15 -1 1 1 1 29,68 29,66 29,39 552 549 555
16 1 1 1 1 28,93 28,84 28,75 712 715 710
17 -2 0 0 0 29,36 29,56 29,68 567 571 565
18 2 0 0 0 28,27 28,33 28,08 1023 1026 1019
19 0 -2 0 0 28,08 27,92 27,94 1068 1071 1064
20 0 2 0 0 28,99 29,05 28,89 654 657 650
21 0 0 -2 0 28,59 28,51 28,14 952 948 955
22 0 0 2 0 28,94 28,9 28,87 658 663 652
23 0 0 0 -2 27,26 27,27 27,24 1146 1149 1141
24 0 0 0 2 28,12 28,15 28,05 1051 1053 1054
25 0 0 0 0 28,75 28,81 28,87 794 798 792
26 0 0 0 0 28,76 28,6 28,73 782 785 786
27 0 0 0 0 28,76 28,79 28,29 802 800 801
28 0 0 0 0 28,91 28,72 28,85 794 791 796
29 0 0 0 0 28,85 28,32 28,87 792 795 798
30 0 0 0 0 28,55 28,62 28,82 802 800 804
31 0 0 0 0 28,8 28,83 28,76 798 801 803
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Deney sonuglarmin ctdegerlerini gosteren amplifikasyon grafigi asagidaki Sekil 6.3°te

gosterilmektedir.

Amplification Curves
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Sekil 6.3 Deney Sonuglarma ait Amplifikasyon Grafigi

6.1.8. Merkezi Kompozit Tasarimin Uygulanmasi ve Modelin Olusturulmasi

Merkezi kompozit tasarim yontemi Minitab.18 programi kullanilarak full
faktoriyel 7 merkez noktali 31 deney 3 tekrarl olacak sekilde toplam 93 denemelik bir
tasarim olusturulmustur. Deneylerin hazirlik ve uygulama asamalar1 sirasinda

kosullarda bir degisiklik olmadig1 i¢cin bloklama yapmaya gerek duyulmamastir.
Minitab.18 programmma Stat/DOE/Create Response Surface Design
sekmesinden yontem olarak Central Composite, full faktoriyel, ayrica 4 faktor, 7

merkez noktali 31 deney, 3 tekrar, %95 giiven aralig1 se¢ilmistir.

Elde edilen ¢iktilar, Analyze Response Surfase Design sekmesinden programa

girilmis asagidaki sonuclar elde edilmistir.
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Sadece bagimsiz degiskenlerin etkisi birinci dereceden modelle incelendiginde
Minitab.18 programu ¢iktisinda C:degeri ve liriin konsantrasyonu yanit degiskenleri

icin agagidaki sonuclar elde edilmistir.

Tablo 6.5 Lineer Programlamada c;: Yant1 (Y1) i¢in Varyans Analizi Sonuglar1
Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 4 14,4908 3,62271 42,39 0,000
Linear 4 14,4908 3,62271 42,39 0,000
DNA 17,7684 7,76837 90,91 0,000
1
1
1

Primer 3,0217 3,02170 35,36 0,000

0,6709 0,67087 7,85 0,006
M. mix 3,0299 3,02990 3546 0,000

Error 88 77,5198 0,08545

Lack-of-Fit 20 6,4597 0,32298 20,72 0,000
Pure Error 68 1,0601 0,01559

Total 92 22,0106

Prob

S R-sq R-sq(adj) R-sg(pred)
0,292321 65,84%  64,28% 61,30%

Tablo 6.6 Lineer Programlamada c; Yanit1 (Y1) i¢in Regresyon Katsayilari

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 28,6082 0,0303 943,78 0,000

DNA -0,3285 0,0345 -9,53 0,000 1,00
Primer 0,2049 0,0345 5,95 0,000 1,00
Prob 0,0965 0,0345 2,80 0,006 1,00
M.mix 0,2051  0,0345 5,95 0,000 1,00

Y1 = 28,6082 -0,3285 X1 + 0,2049 Xz + 0,0965 X3 + 0,2051 X4
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Ct yanit degeri icin biitiin bagimsiz degiskenlerin etkisi 0,05’ten kiigiik p
degerleri ile anlamli bulunmustur. %68,94 bulunan R? degeri, c: degerindeki
degisimlerin % 68,94’linlin modeldeki bagimsiz degiskenlerden kaynaklandigi

anlamina gelmektedir.

Tablo 6. 7 Lineer Programlamada Uriin Konsantrasyonu Yanit1 (Y2) i¢in Varyans

Analizi Sonuglari

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Model 4 2104040 526010 67,08 0,000
4 2104040 526010 67,08 0,000

DNA 1 1292028 1292028 164,76 0,000
1
1
1

Linear

Primer 385003 385003 49,09 0,000
Prob 159707 159707 20,37 0,000
M.mix 267302 267302 34,09 0,000
Error 88 690098 7842
Lack-of-Fit 20 663621 33181 85,22 0,000
Pure Error 68 26476 389
Total 92 2794138

S R-sq R-sq(adj) R-sg(pred)
88,5552 75,30%  74,18% 71,84%
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Tablo 6.8 Lineer Programlamada Uriin Konsantrasyonu Yamit1 (Y2) igin Regresyon

Katsayilar1

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 838,04 9,18 91,26 0,000
DNA 134,0 10,4 12,84 0,000 1,00
Primer -73,1 10,4 -7,01 0,000 1,00
Prob -47,1 10,4 -451 0,000 1,00
M. mix -60,9 10,4 -5,84 0,000 1,00

Y, = 838,04 +134,0 X1-73,1X2-47,1X3-60,9 X4

Uriin konsantrasyonu yanit degeri icin de ct yanit degerinde oldugu gibi biitiin

bagimsiz degiskenlerin etkisi 0,05’ten kiigiik p degerleri ile anlamli bulunmustur.

%75.3 bulunan R? degeri, iiriin konsantrasyonundaki degisimlerin %68,94 iiniin

modeldeki bagimsiz de§iskenlerden kaynaklandigi anlamina gelmektedir.

Her iki yanit degeri i¢in de birinci dereceden model uygun goriindiigii halde

modelin yanit degiskenlerindeki degisimleri daha iyi tanimlayabilmek amaciyla ikinci

dereceden modelin uygunlugu arastirilmastur.

Ikinci dereceden modelin her iki yanita ait minitab ¢iktilar1 asagidaki gibidir.
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Tablo 6. 9 Ikinci Dereceden Modelin ¢t Yanit1 (Y1) igin Varyans Analizi Sonuglari

ve R? Degerleri

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 14 19,9817 1,42726 54,87 0,000
Linear 14,4908 3,62271 139,27 0,000

DNA 7,7684 7,76837 298,65 0,000
3,0217 3,02170 116,17 0,000
0,6709 0,67087 25,79 0,000
3,0299 3,02990 116,48 0,000
52820 1,32050 50,77 0,000
0,4902 0,49018 18,84 0,000
Primer*Primer 0,0529 0,05287 2,03 0,158

4
1
Primer 1
1
1
4
1
1
Prob*Prob 1 0,0349 0,03491 1,34 0,250
1
6
1
1
1
1
1
1

Prob

Master mix
Square

DNA*DNA

Master mix*Master mix 4,3042 4,30419 165,47 0,000
0,2088 0,03480 1,34 0,251
0,0403 0,04025 1,55 0,217
0,0008 0,00075 0,03 0,865
0,0073 0,00725 0,28 0,599
0,1230 0,12302 4,73 0,033
0,0050 0,00500 0,19 0,662

0,0326 0,03255 1,25 0,267

2-Way Interaction
DNA*Primer
DNA*Prob
DNA*Master mix
Primer*Prob
Primer*Master mix

Prob*Master mix

Error 78 2,0289 0,02601
Lack-of-Fit 10 0,9688 0,09688 6,21 0,000
Pure Error 68 1,0601 0,01559
Total 92 22,0106
S R-sq R-sq(adj) R-sg(pred)

0,161281 90,78%  89,13% 86,91%

104



Tablo 6. 10 ikinci Dereceden Modelin ¢t Yamit1 (Y1) icin Regresyon Katsayilari

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 28,7267 0,0352 816,23 0,000

DNA -0,3285 0,0190 -17,28 0,000 1,00
Primer 0,2049  0,0190 10,78 0,000 1,00
Prob 0,0965 0,0190 508 0,000 1,00
Master mix 0,2051 0,0190 10,79 0,000 1,00
DNA*DNA 0,0756  0,0174 4,34 0,000 1,03
Primer*Primer -0,0248 0,0174 -1,43 0,158 1,03
Prob*Prob 0,0202 0,0174 1,16 0,250 1,03
Master mix*Master mix -0,2240 0,0174  -12,86 0,000 1,03
DNA*Primer -0,0290 0,0233 -1,24 0,217 1,00
DNA*Prob -0,0040  0,0233 -0,17 0,865 1,00
DNA*Master mix 0,0123  0,0233 0,53 0,599 1,00
Primer*Prob 0,0506  0,0233 2,17 0,033 1,00
Primer*Master mix 0,0102  0,0233 0,44 0,662 1,00
Prob*Master mix 0,0260 0,0233 1,12 0,267 1,00

Yi= 28,7267 - 0,3285 X1 + 0,2049 X, + 0,0965 X3 + 0,2051 X4 + 0,0756 X412
- 0,0248 X2? + 0,0202 X3? - 0,2240 X4? - 0,0290 X1X> - 0,0040 X1 X3
+0,0123 X1 X4+ 0,0506 X2X3 + 0,0102 X2X4 +0,0260 X3X4

Ct degeri yamit degiskeni (Y1 icin ikinci dereceden modelde diizeltilmis R?
degeri %89,13’e ylikselmistir. Bu degerden bagimsiz degiskenler, kendi aralarindaki
etkilesimler ve kuadratik etkilerinin toplaminin ¢t yanit degiskeninin %90,78’ini
tanimladig1 anlasilmaktadir. Ancak primer miktar1 ve prob miktar1 faktorlerinin
kuadratik etkileri, %95 giiven araliginda anlamsiz ¢ikarken DNA miktar1 ve master
mix miktarmm kuadratik etkileri %95 giiven araliginda %100 degeri ile yiiksek oranda
anaml1 bulunmustur. DNA miktari ile diger li¢ faktor arasindaki etkilesimi %95 giiven

araliginda anlamsiz bulunmustur. Ayrica master mix miktar1 ile prob miktar1 ve primer
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miktar1 etkilesimleri de %95 giiven araliginda anlamsiz ¢ikmistir. Primer miktar1 ve

prob miktar1 arasindaki etkilesim %95 giiven araliginda 0,033 p degeri ile (%96,7)

anlamli ¢ikmustir.

Tablo 6.11 Ikinci Dereceden Modelin Uriin KonsantrasyonuYanit1 (Y?) icin Varyans

Analizi Sonuglar1 ve R? Degerleri

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 14 2547678 181977 57,59 0,000
Linear 4 2104040 526010 166,47 0,000
DNA 1 1292028 1292028 408,90 0,000
Primer 1 385003 385003 121,85 0,000
Prob 1 159707 159707 50,54 0,000
Master mix 1 267302 267302 84,60 0,000
Square 4 413063 103266 32,68 0,000
DNA*DNA 1 8699 8699 2,75 0,101
Primer*Primer 1 3410 3410 1,08 0,302
Prob*Prob 1 5080 5080 1,61 0,209
Master mix*Master mix 1 372426 372426 117,87 0,000
2-Way Interaction 6 30574 5096 1,61 0,155
DNA*Primer 1 668 668 0,21 0,647
DNA*Prob 1 8401 8401 2,66 0,107
DNA*Master mix 1 5188 5188 1,64 0,204
Primer*Prob 1 13300 13300 4,21 0,044
Primer*Master mix 1 1230 1230 0,39 0,534
Prob*Master mix 1 1789 1789 0,57 0,454
Error 78 246460 3160
Lack-of-Fit 10 219984 21998 56,50 0,000
Pure Error 68 26476 389
Total 92 2794138
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S R-sq R-sq(adj)

R-sq(pred)

56,2116 91,18%  89,60%

Tablo 6.12 Ikinci Dereceden Modelin Uriin KonsantrasyonuYanit1 (Y?) igin

86,42%

Regresyon Katsayilar1

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 795,9 12,3 64,89 0,000

DNA 133,96 6,62 20,22 0,000 1,00
Primer -73,13 6,62 -11,04 0,000 1,00
Prob -47,10 6,62 -7,11 0,000 1,00
Master mix -60,93 6,62 -9,20 0,000 1,00
DNA*DNA -10,07 6,07 -1,66 0,101 1,03
Primer*Primer 6,31 6,07 1,04 0,302 1,03
Prob*Prob -7,69 6,07 -1,27 0,209 1,03
Master mix*Master mix 65,89 6,07 10,86 0,000 1,03
DNA*Primer 3,73 8,11 0,46 0,647 1,00
DNA*Prob -13,23 8,11 -1,63 0,107 1,00
DNA*Master mix -10,40 8,11 -1,28 0,204 1,00
Primer*Prob -16,65 8,11 -2,05 0,044 1,00
Primer*Master mix -5,06 8,11 -0,62 0,534 1,00
Prob*Master mix -6,10 8,11 -0,75 0,454 1,00
Y2 = 7959+ 133,96 X1 - 73,13 Xz - 47,10 X3

- 60,93 Xs- 10,07 X1%+ 6,31 X2~ 7,69 X3+ 65,89 X42+ 3,73 X1Xo- 13,23 X1
Xs- 10,40 X1 X4 - 16,65 X2X3- 5,06 X2X4 - 6,10 X3X4
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Uriin konsantrasyonu yanit degiskeni ic¢in ikinci dereceden modelde
diizeltilmis R? degeri %89,60’a yiikselmistir. Bu degerden bagimsiz degiskenler, kendi
aralarindaki etkilesimler ve kuadratik etkilerinin toplamimin ct yanit degiskeninin
%91,18’ini tanimladig1 anlagilmaktadir. Sadece master mixin kuadratik etkisi %95
giiven araliginda anlamli bulunmustur, diger bagimsiz degiskenlerin kuadratik etkileri
%095 giiven araliginda anlamsiz ¢ikmustir. Faktorlerin kendi aralarindaki etkilesimine
bakildiginda sadece primer miktar1 ve prob miktar1 arasindaki etkilesim 0,044 p degeri
ile (%95,6) anlamli ¢ikmis, diger faktorler arasindaki etkilesimler anlamsiz

bulunmustur.

Her iki yanit degiskeni i¢in de ikinci dereceden model uygun bulunmustur.
%95 giiven araliginda p degeri 0,05’ten kiiciik olan faktor kareleri ve etkilesimler

modelden ¢ikarilarak tekrar hesaplanmistir.

Her iki yanit degiskeni i¢in de %95 giiven araliginda anlamsiz bulunan
degiskenler modelden ¢ikarilinca olusan yeni modelde biitiin degiskenler anlaml1 bir
hale gelmistir. Ancak her iki yanitta da R? degerlerinde kiigiik te olsa bir diisiis
gbzlenmistir. c; degeri igin diizeltilmis R? degeri %89,13’ten %89,12’ye diiserken,
urtin konrantrasyonu igin diizeltilmis R? degeri %89,60’tan %89,21” e diismiistiir Yani
modelin bagimsiz degiskenlerin yanitlar1 %95 giiven araliginda anlaml bir sekilde

tanimlama oranlarinda ¢ok Kkicuk bir diisiis meydana gelmistir.
Ayrica her iki yanitta da R? ve diizeltilmis R? degerleri arasindaki fark yaklasik

%1,5 tan %0,7 ye diismiistiir. Yani bu durumdan modelden ¢ikarilan degiskenlerin

yanitlari tanimlanmasinda 6nemli bir etkilerinin olmadig1 anlasilmaktadir.
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Olusan yeni indirgenmis modelin regresyon sonuglar1 asagidaki gibidir.

Tablo 6. 13 indirgenmis Modelin ¢; Yanit1 (Y1) i¢in Varyans Analizi Sonuglar1 ve
R? Degerleri

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 7 19,7978 2,82826 108,64 0,000
Linear 4 14,4908 3,62271 139,16 0,000
DNA 1 7,7684 7,76837 298,41 0,000
Primer 13,0217 3,02170 116,07 0,000
Prob 1 06709 0,67087 25,77 0,000
Master mix 13,0299 3,02990 116,39 0,000
Square 2 51840 2,59198 99,57 0,000
DNA*DNA 1 0,5064 0,50636 19,45 0,000
Master mix*Master mix 14,3766 4,37655 168,12 0,000
2-Way Interaction 1 0,1230 0,12302 4,73 0,032
Primer*Prob 1 0,1230 0,12302 4,73 0,032

Error 85 12,2128 0,02603
Lack-of-Fit 17 11,1527 0,06781 4,35 0,000
Pure Error 68 1,0601 0,01559
Total 92 22,0106
S R-sq R-sq(adj) R-sg(pred)

0,161346 89,95%  89,12% 87,84%
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Tablo 6.14 Indirgenmis Modelin c¢; Yamit1 (Y1) icin Regresyon Katsayilar

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 28,7224  0,0258 1111,72 0,000

DNA -0,3285 0,0190 -17,27 0,000 1,00
Primer 0,2049  0,0190 10,77 0,000 1,00
Prob 0,0965 0,0190 508 0,000 1,00
Master mix 0,2051  0,0190 10,79 0,000 1,00
DNA*DNA 0,0760 0,0172 4,41 0,000 1,01
Master mix*Master mix -0,2235 0,0172  -12,97 0,000 1,01
Primer*Prob 0,0506  0,0233 2,17 0,032 1,00

Y1 = 28,7224 -0,3285 X1 + 0,2049 X, + 0,0965 X3 + 0,2051 X4 + 0,0760 X2
- 0,2235 X4%+ 0,0506 X2X3

Ct yanit degiskeni icin sonuglara bakilacak olursa quadratik degiskenler ve
etkilesimlerden p degeri 0,05’ten biiyiik olan yani model i¢inde anlamsiz goriinenler
cikarildiktan sonra olusturulan yeni model biitiin bagimsiz degiskenleriyle anlaml

hale gelmistir.

Model esitligini ve degiskenlerin kat sayilarmi inceleyecek olursak; diger
biitiin degiskenler sabit tutuldugunda DNA konsantrasyonu 1 birim arttirildiginda ct
degeri 0,3285 birim azalmaktadir. Katsayilar1 (-) olan DNA konsantrasyonu ve master
mixin karesi degiskenleri arttiginda yanit degiskeni ¢t degerinin azalacagi anlamina
gelmektedir. Diger yandan (+) katsayili primer konsantrasyonu, prob konsantrasyonu,
master mix konsantrasyonu, DNA konsantrasyonunun karesi ile primer
konsantrasyonu ve prob konsantrasyonu etkilesimi degiskenlerindeki artis ¢t degerinin

de artmasina sebep olmaktadir.
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Modeldeki bagimsiz degiskenler c¢ degerindeki degisimin %89,12’sini

tanimlamaktadir.

ct yanit degiskenine ait modelde anlamli bulunan tek anlaml etkilesim olan

pimer ve prob konsantrasyonlarmin etilesimlerini gosteren kontur ve ylizey plotlar1
asagidaki gibidir.

Contour Plot of Ct vs Prob; Primer

Ct
< 28,50
] 28,50 - 28,75
| 28,75 - 29,00
1,25 Il 29.00 - 29,25
W 29.25 - 29,50
[ | > 29,50
Hold Values
2 DNA 5
S 100 M.Mix 12,5
o
0,75
0,50 !
0,5 1,0 15 2,0 2,5

Primer

Sekil 6.4 Primer ve Prob Konsantrasyonunun c Degerine Etkisinin Kontur Grafigi
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Surface Plot of Ct vs Prob; Primer

Hold Values
DNA 5
M.Mix 12,5

295
ct 290

285

10 prob

Primer 24

Sekil 6. 5 Primer ve Prob Konsantrasyonunun c; degerine Etkisinin Yiizey Grafigi

Sekil 6.4 ve 6.5’te, DNA ve master mix konsantrasyonlar1 merkez noktasinda
sabit tutuldugunda primer ve prob konsantrasyonlarinin ct yanit degerine olan etkileri
gosterilmektedir. Kontur ve yizey grafiklerinden primer ve prob konsantrasyonlarinin
yuksek seviyelerinde c: degerinin de yiikseldigi anlasilmaktadir. Primer ve prob
konsantrasyonu ile c; degeri arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Primer
konsantrasyonunun c; degerine olan etikisi prob konsantrasyonuna nazaran daha
yiiksektir yani primer konsantrasyonundaki degisim prob konsantrasyonundakine gore
ct degerini daha ¢ok etkilemektedir. Primer konsantrasyonu yiiksek seviyede iken prob
konsantrasyonundaki artis ct degerini diisiikk primer seviyesine goére daha bariz bir
sekilde arttrrmugstir. Aymi sekilde prob konsantrasyonu yiiksek seviyede iken primer
konsantrasyonundaki artis ta ct degerinde, diisiik prob seviyesine gore daha bariz bir

sekilde artisa sebep olmustur.
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Tablo 6.15 Indirgenmis Modelin Uriin Konsantrasyonu Yanit1 (Y2) i¢in Varyans

Analizi Sonuglar1 ve R? Degerleri

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 6 2512274 418712 127,75 0,000
Linear 4 2104040 526010 160,49 0,000
DNA 1 1292028 1292028 394,21 0,000
Primer 1 385003 385003 117,47 0,000
Prob 1 159707 159707 48,73 0,000
Master mix 1 267302 267302 81,56 0,000
Square 1 394934 394934 120,50 0,000
Master mix*Master mix 1 394934 394934 120,50 0,000
2-Way Interaction 1 13300 13300 4,06 0,047
Primer*Prob 1 13300 13300 4,06 0,047
Error 86 281864 3277
Lack-of-Fit 18 255387 14188 36,44 0,000
Pure Error 68 26476 389
Total 92 2794138
S R-sq R-sgq(adj) R-sq(pred)
57,2493 89,91%  89,21% 87,51%
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Tablo 6. 16 Indirgenmis Modelin Uriin KonsantrasyonuYanit1 (Y?) i¢in Regresyon

Katsayilar1

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 786,25 7,58 103,69 0,000

DNA 133,96 6,75 19,85 0,000 1,00
Primer -73,13 6,75 -10,84 0,000 1,00
Prob -47,10 6,75 -6,98 0,000 1,00
Master mix -60,93 6,75 -9,03 0,000 1,00
Master mix*Master mix 66,89 6,09 10,98 0,000 1,00
Primer*Prob -16,65 8,26 -2,01 0,047 1,00

Y2 = 786,25 + 133,96 X1 - 73,13 X2 - 47,10 X3 - 60,93 X4
+ 66,89 X4%- 16,65 XoX3

Uriin konsantrasyonu yanit degiskeni i¢in sonuglara bakilacak olursa quadratik
degiskenler ve etkilesimlerden p degeri 0,05’ten biiyiik olan yani model i¢inde
anlamsiz goriinenler ¢ikarildiktan sonra olusturulan yeni model biitiin bagimsiz

degiskenleriyle anlamli hale gelmistir.

Model esitligini ve degiskenlerin kat sayilara bakilacak olursa; diger biitiin
degiskenler sabit tutuldugunda DNA konsantrasyonu 1 birim arttirildiginda Urin
konsantrasyonu 133,96 birim artmaktadir. Katsayilari (-) olan primr, prob, master mix
konsantrasyonlar1 ile primer ve prob konsantrasyonu etkilesimi arttifinda yanait
degiskeni Urin konsantrasyonunun azalacagi anlamma gelmektedir. DNA
konsantrayonu ve master mixin karesinin katsayilar1 (+) oldugundan bu

degiskenlerdeki artis lirtin konsantrasyonunda artis meydana getirmektedir.

Modeldeki bagimsiz degiskenler 0rtin konsantrasyonundaki degisimin

%089,21’ini tanimlamaktadr.
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Uriin konsantrasyonu yanit degiskenine ait modelde anlamli bulunan tek
etkilesim olan pimer ve prob konsantrasyonlarmin etilesimlerini g0steren kontur ve

yuzey grafikleri asagidaki gibidir.

Contour Plot of Uriin Konsantrasyonu vs Prob; Primer
1,50

Uriin Kons.
< 500
500 - 600
I 600 - 700
Il 700 - 800
I 800 - 900
[ ] > 900
Hold Values
-8 DNA 5
<) MMix 12,5
o

0,5 1,0 15 2,0 2,5
Primer

Sekil 6. 6 Primer ve Prob Konsantrasyonunun Uriin Konsantrasyonuna Etkisinin

Kontur Grafigi
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Surface Plot of Uriin Kons. vs Prob; Primer
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Sekil 6. 7 Primer ve Prob Konsantrasyonunun Uriin Konsantrasyonuna Etkisinin
Yiizey Grafigi

Sekil 6.6 ve Sekil 6.7, DNA ve master mix konsantrasyonlar1 merkez noktasinda
sabit tutuldugunda primer ve prob konsantrasyonlarinin iiriin konsantrasyonuna olan
karsilikli etkilerini gostermektedir. Kontur ve yizey grafiklerinden primer ve prob
konsantrasyonlarinin yiiksek seviyelerinde iiriin konsantrasyonunda diisiis oldugu
gorulmektedir. Primer ve prob konsantrasyonu ile {iriin konsantrasyonu arasinda ters
bir oranti bulunmaktadwr. Primer konsantrasyonundaki degisiklik prob
konsantrasyonuna gore Urlin konsantrasyonunu daha cok etkilemektedir. Prob
konsantrasyonu en yiksek seviyede iken primer konsantrasyonunda meydana gelen
artis sonucu Uriin konsantrayonunda bariz bir azalma go6zlenirken, prob
konsantrasynunun en diisiik seviyesinde iken prob konsantrasyonunda meydana gelen
artigla {irlin konsantrasyonunda meydana gelen azalma daha diisiiktiir. Ayni sekilde
primer konsantrasyonu en yiuksek seviyede iken prob konsantrasyonunda meydana
gelen artis sonucu Tlriin konsantrasyonu bariz bir sekilde azalirken, primer
konsantrasynunun en diisiik seviyesinde iken prob konsantrasyonunda meydana gelen

artigla iirlin konsantrasyonunda daha az bir diisiis gdzlenmektedir.
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6.1.9. Modelin Optimizasyonu
Bu bolimde, en son elde ettigimiz ikinci dereceden model minitab.18

programinin DOE/Response Surface/Response Optimizer sekmesinden optimize

edilmistir. Optimizasyon sonucunda elde ¢iktilar asagidaki sekildedir.

Tablo 6. 17 Merkezi Kompozit Tasarimda Diisiik Yiiksek ve Hedef Yanit Degerleri

Response  Goal Lower  Target Upper Weight Importance
Uriin Kons.  Maximum 549 1149,00 1 1
Ct Minimum 27,24 29,68 1 1

Tablo 6. 18 Merkezi Kompozit Tasarim ile elde edilen Optimimum Faktor
Seviyeleri ve Yanitlar1

Master Uriin Kons. Ct Composite
Solution DNA Primer Prob mix Fit Fit Desirability
1 2 -2 2 -2 1562,25 26,6460 1

Tablo 6. 19 Merkezi Kompozit Tasarim Yo6ntemi ile elde edilen Yanit Degerlerine
ait Optimimum Sonug¢ Araliklar1

Response Fit SE Fit 95% ClI 95% PI
Uriin Kons. 1562,2 47,4 (1468,1;1656,4) (1414,5;1709,9)
Ct 26,646 0,147 (26,355;26,937) (26,213;27,079)
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Optimal DNA Primer Prob Master m
: High 2,0 2,0 20 20

D 1OW - cur [20] [-20] [2.0] [-2,0]

Predict Low 20 20 20 20

Composite
Desirability
D: 1,000

Uriin Kon
Maximum
y = 1562,2456
d = 1,0000

Ct
Minimum
y = 26,6460
d = 1,0000

Sekil 6. 8 Merkezi Kompozit Tasarim ile Elde Edilen Optimizasyon Grafigi

Elde edilen optimizasyon sonuglarina gore +2 seviyesinde DNA (7
ul/reaksiyon) ve prob (1,5 pl/reaksiyon) konsantrasyonu, -2 seviyesinde primer (0,5
ul/reaksiyon) ve master mix (7,5 pl/reaksiyon) konsantrasyonu kullanildiginda en

diisiik ct (26,65) ve en yiksek Urlin konsantrayonu (1562,25) elde edilmektedir.
Elde edilen optimizasyon sonuglarina gére hem yanitlarin ayri ayri hem de

ortak fonksiyonun D degerleri 1 olarak elde edilmistir ve alabilecegi en yiiksek
degerdedir.
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6.1.10. Onay Deneyleri ile Modelin Dogrulanmasi

Modelde elde edilen optimum faktor seviyeleri kullanilarak onay deneyi
yapilmig ve modelde tahmin edilen yanit degerleri ile onay deneylerinden elde edilen
sonuglar  karsilastirilarak  modelin = dogrulanmast  saglanmistir.  Dogrulama
deneylerinden elde edilen sonuclar ile modelden hesaplanan degerler birbine yakin
bulunmustur ve deney sonuglar1 Minitab optimizasyon sonu¢ tablosundaki optimum

yanit deger araligina dahildir.

Tablo 6. 20 Onay Deneyinin Sonuglar1 ile Modelin Tahmin Degerlerinin
Karsilastirilmasi

Yanitlar Tahmini Deger Deney Sonucu Fark
Y1 (Ct degeri) 26,65 26,92 -0,27
Y (Urtin Kons.) 1562,25 1483,26 78,99
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SONUC

GDO ¢aligmalar1 verimi daha yiiksek, hastalik, kuralik yiliksek sicaklik gibi
faktorlere daha dayanikli, daha yiiksek besin igerigine sahip tiriinlerin elde edilmesi
icin kullanilan biyoteknolojik ¢aligmalarin basinda gelmektedir ve bu ¢alismalar hizla
artmaktadir. Birgok bitki ve hayvan {izerinde yapilmasi ile birlikte misir bitkisi, GDO
alaninda iizerinde en yogun calismalarmnin yapildig: bitkilerin basinda gelmektedir.
GDO c¢alismalar1 giinden giine arttikca beraberinde getirdigi riskler de daha fazla
tartisilmaya basglanmistir. GDO’lu iirlinlerle ilgili ¢ok fazla soru isareti oldugundan,
kullanim1 amaci, piyasaya siiriilmesi, ithalati, thracati v.b. bir¢ok konuda sik1 denetim

ve Onlemler alinmakta ve bu konuda bircok {ilke yasal diizenlemeler getirmektedir.

GDO analizinde en yaygin kullanilan yontem Real Time PCR (Polimerase
Chain Reaction) yontemidir. PCR i¢in ¢ok fazla kosulun saglanmasi ve materyal
hazirlanmas1 gerekir. PCR ‘m olugmasi i¢in ¢ok fazla materyal gerektiginden, bunu
etkileyen de ¢ok fazla faktér bulunmaktadir. Bu faktorlerdeki en ufak bir sapma
PCR’1n olugmasini engellemektedir. Bu yiizden genellikle reaksiyonun baglamasi i¢in
bu faktorleri degistirerek defalarca deneme yapmak gerekir. Bu durum hem zaman,

hem emek hem de kaynak kaybima hem de yiiksek maliyete yol agmaktadir.

Deney tasarimi yaklasimi s6z konusu faktorlerin farkli seviyelerinin ¢ikt1
degeri ya da degerleri tizerinde olusturduklar1 degisimleri ve bu degisimlerin altinda
yatan nedenleri daha az sayida deneme ile arastirip optimize edebilmektedir. Yanit
yiizey yOntemi giliniimiizde kullanilan en etkili istatistiksel deney tasarimi
yontemlerinden olmakla birlikte klasik metodlara gére hem maliyeti ¢ok daha diisiik

hem de avantajlar1 ¢cok daha fazladir.

Bu c¢aligma ile bir¢cok riske sahip oldugu diisiiniilen GDO’ lu {iriinlerin
analizinde gen taramasi ve GDO miktar tespitinde 6nemli rol oynayan cp degeri ve
PCR (run konsantrasyonuna etki eden faktorler ve bu faktorlerin seviyeleri tespit

edilerek, bu faktorlerin (DNA konsantrasyonu, primer konsantrasyonu (F+R), prob
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konsantrasyonu, master mix konsantrasyonu) hem karsilikli kendi aralarindaki
etkilesimleri hem de yanit degerlerine (cp degeri ve PCR iiriin konsantrasyonu) olan
etkileri yiizey yanit yontemlerinden merkezi kompozit tasarim metodu ile tespit

edilmis ve incelenmistir.

Calismada arastirilan faktorlerin her biri ayr1 bir 6neme sahiptir. DNA ve
primer konsantrasyonu diizgiin bir ¢ogalma ile yakindan ilgilidir. Diigiik miktarda
DNA ve primer kullanimi istenen {iriiniin yeterince elde edilememesine yol agarken
yiiksek miktarda kullanimi istenmeyen triinlerin olugsmasima sebep olmaktadir. Ayni
sekilde goriintiileme amagli kullanilan prob miktar1 yeterli olmadiginda dogru sonug
elde edilememektedir. Master mix ise aslinda birden fazla faktoriin birlesimi seklinde
karsimiza ¢ikmaktadir. Ciinkii reaksiyon {izerinde her birinin ayr1 ayri etkisi olan
MgCl, Taq polimeraz enzim ve dNTP’leri igerdiginden ¢ok boyutlu ayri bir 6neme
sahiptir. Master mix bu etkenlerin karisimi halinde temin edildigi ve kullanildigindan,

karisim halinde faktor olarak ele alinmustir.

Merkezi Bilesik Tasarim yonteminin uygulamasinda Minitab.18 programu ile
tam faktoriyel, 7 merkez noktali 31 deney 3 tekrarl olacak sekilde toplam 93 deney
yapilmistir. Deneylerin hazirlik ve uygulama asamalar1 sirasinda kosullarda bir

degisiklik olmadigindan bloklama yapilmamustir.

Yapilan tekrarlarla deneydeki ve deneyler arasindaki degiskenlik tespit
edilerek olusturulan modelde hata tanimimnin dogru bir sekilde yapilmasi ve deney

sonuglarinin ortalamasi ile faktor etkilerinin daha kesin bir tahmini saglanmistir.

Merkezi kompozit tasarim yOnteminin  kullanilmasi ile modelde
dondiiriilebilirlik ve ayn1 zamanda ikinci derece modeldeki kuadratik terimlerinin
tahmininin yapilabilme imkanlar1 saglanmistir. Ayrica o degeri ile faktorlerin daha
genis bir aralikta incelenmesini, merkezi denemelerin fazlaligi ise hatanin dogru
sekilde tanimlanmas1 ve kararli bir model olusturulmasini saglanmistir. Ayrica az

sayida deney ve maliyetle ¢ok fazla veri elde edilmistir.
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Yapilan calisma sonucunda dort faktoriin de modelde yiiksek oranda dnemli
bulunmustur ve incelelen her iki yanit degiskeni tizerinde 6nemli etkiye sahip olduklar1
goriilmiistiir. Faktorlerin % 95 giiven araliginda kendi basina ¢t degerinin (Y1) %
68,4’linti triin konsantrasyonunun ise (Y2) %75,3’liniin tanimladigi sonucu elde
edilmistir. Ikinci dereceden modelde elde edilen sonuglara bakildiginda faktdrlerin
sadece kendi etkilerinin yaninda kuadratik etkilerinin ve aralarindaki etkilesimlerin de
yanit degiskenlerinin degisimde anlamli bir rol oynadig1 anlasilmis olup R? degerleri
Ctdegerii¢in % 90,78, liriin konsantrasyonu icin ise % 91,18’e ylikselmistir. Bu yiizden
model ikinci derecede ele alinmis ve incelenmistir. ikinci dereceden modelde % 95
giiven araliginda p degeri 0,05’ten biiyiik olan yani 6nemli bir etkiye sahip olmadigi
tespit edilen kuadratik degiskenler ve etkilesimler modelden ¢ikarildiginda R?
degerlerinde kiiciik bir diisme gdzlenmis ancak biitiin degiskenlerin anlamli hale

geldigi yeni bir model olusturulmustur.

Lineer degiskenlerin kat sayilarma bakildiginda DNA konsantrasyonu (X1) ile
Ct degeri (Y1) arasinda ters iliski oldugu yani DNA konsantrasyonu (X1) arttik¢a ct
degerinin (Y1) arttigi, diger 3 faktor ile dogrusal bir iligki oldugu yani bu 3 faktor
arttikca ¢t degerinin (Y1) azaldig1 sonucu elde edilmistir. Primer (X2), prob (X3z) ve
master mix (X4) degiskenleri ise arttikga Uriin konsantrasyonunun (Y2) azaldigi
goriilmiistiir. Uriin konsantrasyonu (Y?2) ile sadece DNA konsantrasyonu (X1) arasinda
dogru bir orant1 bulunmustur. Elde edilen modelde regresyon katsayilarina
bakildiginda her iki yanit lizerinde de en fazla DNA konsantrasyonunun (X1) etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Daha sonra ¢t degeri (Y1) i¢in diger faktdrlerin etki diizeyi
coktan aza dogru sirastyla master mix (X4), primer (Xz) ve prob (Xs) konsantrasyonu
seklinde iken tiriin konsantrasyonu (Y?2) i¢in primer (X2), master mix (Xs) ve prob (Xs)

konsantrasyonu seklinde oldugu anlagilmaktadir.

¢t degeri (Y1) icin DNA Kkonsantrasyonu (X;%) ve master mixin kuadratik
etkileri (X4?) anlamli bulunurken, iiriin konsantrasyonu (Y2) igin ise sadece master
mixin (Xs) kuadratik etkisi anlamli bulunmustur. Ct degeri (Y1) ile master mixin
kuadratik etkisi (X4?) arasinda ters bir iliski gdzlenirken, diger anlamli bulunan

kuadratik degiskenler arttiginda her iki yanit degiskenin de arttig1 goriilmiistiir.
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En son elde edilen indirgenmis modelde her iki yanit i¢cin de anlamli bulunan
tek etkilesim olan primer (X2) ve prob (Xs3) konsantrasyonlarinin etkilesimi kontur ve
yuzey grafiklerine bakildiginda ct degeri ile primer (X2) ve prob konsantrasyonlari
(X3) arasinda dogru orant1 oldugu goriilmiistiir. Primer konsantrasyonunun (X2) ct
degerine olan etkisi prob konsantrasyonuna (X3) gore daha yiliksek oldugu
anlasilmistir. Uriin konsantrasyonuna (Y?) etkilerine bakildiginda primer (X2) ve prob
konsantrasyonlar1 (X3) ile aralarinda ters bir oranti oldugu goriilmiistiir. Prob
konsantrasyonu en yiiksek seviyede iken primer konsantrasyonunda meydana gelen
artiy sonucu Uriin konsantrayonunda bariz bir azalma gozlenirken, primer
konsantrasynunun en diisiik seviyesinde iken prob konsantrasyonunda meydana gelen
artisla {iriin konsantrasyonunda meydana gelen azalma primer konsantrasyonundakine

kiyasla daha diisiik oldugu saptanmistir.

Calismada incelenen yanitlara bakilacak olursa; GDO analizinde tip belirleme
analizinden sonra miktar tayininde lriinin GDO’lu mu yoksa GDO bulasant m1
oldugunun dogru tespit edilmesi i¢in % 0,9 esik degeri kritik bir nem tasir. ct degeri
miktar tayininin hesaplamasinda kullanildigindan, dogru ve giivenilir bir sekilde
hesaplanabilmesi i¢in dnem tasimaktadir. Ayrica reaksiyonun etkinligi ile de ters
orantilidir. Diistik ¢t degeri PCR kosullarnin  uygunlugunun yiiksek oldugu

gostermektedir. O yilizden bu calismada ct degeri minimize edilmeye ¢alisilmistir.

Uriin konsantrasyonu ise, PCR sonucu elde edilen replike olmus DNA
dizinlerinin konsantrasyonunu yani ¢ogalma miktarinm ifade etmektedir. Reaksiyon
sonucu olugsan PCR iiriinii ne kadar fazla ise reaksiyon o kadar uygun kosullarda
meydana gelmis demektir. O yiizden {iriin konsantrasyonu yanit degiskeni maksimize

edilmeye caligilmistir.

Merkezi kompozit tasarimin sagladigi diger bir avantaj ise ¢ok yanitli modelin
optimize edilebilmesidir. Olusturulan modelin optimizasyonu merkezi kompozit
tasarim yontemi ile yapilarak iki ayr1 optimum yanit degeri i¢in olusturulan ortak bir
cekicilik (desirability) fonksiyonu ile faktorlerin ortak optimum seviyeleri

belirlenmistir. +2 seviyesinde DNA (7 pl/reaksiyon) ve prob (1,5 pl/reaksiyon)
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konsantrasyonu, -2 seviyesinde primer (0,5 pl/reaksiyon) ve master mix (7,5
pl/reaksiyon) konsantrasyonu optimizasyon sonucu elde edilen optimum faktor
seviyeleridir. Bu seviyelerde faktorler ayarlandiginda en diisiik ct (26,65) ve en yiiksek
urlin konsantrayonu (1562,25 ng/ pl) elde edilecegi anlasilmistir.

PCR ve GDO analizi alaninda deney tasarimi ve yanit yiizey yontemi ile ilgili
simdiye kadar ¢ok az sayida calismanin olmasi nedeniyle bu caligmaya gerek

duyulmus ve bu caligma ile literatiirde bazi eksiklikler giderilmeye caligilmistir.

GDO disindaki PCR alaninda yapilan ¢aligmalara bakildiginda; Klasik PCR ile
yapilan deney tasarimi ¢aligmalari: Cobb ve Clarkson (1994), Taguchi yontemiyle
primer, DNA, MgCl, ve dNTP konsantrasyonlar1 4 faktor ve 3 seviyede; Boleda ve
arkadaslar1 (1996), merkezi kompozit tasarim ile DNA ve MgCl, konsantrasyonunu 2
faktor ve 5 seviyede; Niens ve arkadaslar1 (2005), faktoriyel tasarimla 7 faktori 2
seviyede; Fattah ve Gaballa (2006), Box Behnken yiizey yanit yontemiyle 6 faktor 3
seviyede tek bir yanit i¢in uygulanmistir. Bu ¢alisma ile karsilastirildiginda basta PCR
yontemi ve incelenen DNA kaynagi bakimindan ayrilmakla birlikte, kullanilan deney
tasarim1 yontemi, faktor ve seviye sayilari, yanitin kendisi ve yanit sayisi
bakimlarindan da farklilik gostermektedir. Boleda ve arkadaslariin (1996) calismasi
sadece kullanilan deney tasarimi yontemi (merkezi kompozit tasarim) bakimindan

aynidir.

Real time PCR ile Souza ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan ¢aligma
kullanilan faktorler ve sayilar1 bakimidan bu ¢alisma ile en ¢ok benzeyen ¢aligmadir.
Calismada kullanilan 3 faktor (primer, prob ve master mix konsantrasyonu) ayni iken
1 faktor (dongii sayis1) farkhdir. Faktorlerdeki diger farkliliklar forward ve revers
primerin iki ayr1 faktor olarak incelenmesi ve kullanilan prob ¢esididir. Bunlarin
disinda yine incelenen DNA kaynagi, kullanilan deney tasarimi yontemi, yanitin
kendisi ve yanit sayis1 bakimlarindan bu calismadan ayrilmaktadir. Calismada Taguchi
tasarim yontemi ile erime egrisi yanit degiskeni incelenmistir. Sadece real time PCR

yonteminin kullanilmasi bakimindan bu ¢aligmayla aynidir.
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Real time PCR ile Thanakiatkrai ve Welch (2011) tarafindan yapilan diger bir
calismada ise Taguchi deney tasarimi ile regresyon analizi sonuglar1 karsilastirilmistir

ve sadece kullanilan ¢t yanit degeri bakimindan benzerlik gostermektedir.

Zhang ve arkadaglar1 (2012), mikrobiyoloji alaninda multiplex PCR ile {i¢ ayr1
DNA (izerinde yaptiklari galismada merkezi kompozit tasarimini 3 faktor ve 5 seviye
seklinde uygulamiglardir. Bu ¢alisma ile sadece kullanilan deney tasarimi yontemi

aynidir.

Multiplex PCR ile yapilan bir diger ¢alismada (Camacho ve ark., 2013) ise
MgCl> ve sicaklik faktori, faktoriyel tasarim yontemi ile incelenmis olup bu

calismadan her bakimdan ayrilmaktadir.

GDO ile ilgili deney tasarimi iizerine tek bir ¢alisma yapilmis olup (Nabi ve
ark., 2016) calismada multiplex PCR’da 4 ayr1 gen ve primerleri, sicaklik, DMSO ve
MgCl, faktorleri 2 seviyede kesirli faktoriyel tasarim yontemi ile incelenmistir.
Calismada kullanilan PCR yOntemi, deney tasarimi yontemi, incelenen faktorler,
seviye sayisi, arastirilan DNA gen bdlgesi ve hem yanitin kendisi hem de yanit sayis1

bakimindan bu ¢alismadan farklilik géstermektedir.

PCR ile ilgili bir diger deney tasarimi ¢alismasinda (Lafrance ve ark., 2021)
Ty-1, Ty-2 ve Ty-3 genlerine baghh TG178, TG105A ve P6-25 molekiiler markerlarin
tespitinde PCR parametrelerini optimize etmeyi ¢alisilmistir. Sicaklik, tavlama, DNA
miktari, MgClz ve primer konsantrasyonu olmak (izere dort faktoriin, merkezi bir
bilesik tasarim (CCD) ile incelenmesiyle bu calisma ile faktdr sayis1 ve kullanilan

yontem bakimindan benzerlik gostermektedir.

Bu calisma GDO alaninda; real time PCR kullanimi, yemlik misirda DAS
40278-9 GDO gen bdlgesi lizerinde ¢alisilmasi, merkezi kompozit tasarim yontemiyle
4 faktorun bir arada 5 seviyede arastirilmasi, ¢oklu yanitin incelenmesi ve optimize

edilmesi bakimlarindan ilk kez yapilmigstir.

125



Bu c¢aligma ile GDO analizi ve real time PCR alaninda ylizey yanit
yontemlerinden merkezi kompozit tasariminin etkin bir yontem oldugu, bu alanda
genis kullanim alani bulabilecegi ve hata payir diisiik ve giivenilir sonuglar elde
edilebilecegi sonucuna varilmistir. Bunlara ilaveten ¢alismada kullanilan faktor ve
seviye sayist ele alindiginda biitiin denemeler tam faktoriyel tasarim olarak ele
alindiginda 4 faktorin her biri teker teker 5 seviye halinde incelenmesi gerekmektedir.
Yani buttin kombinasyonlar denenmesi halinde 4°= 625 deneme yapilmasi gerekirken
merkezi kompozit tasarim 31 deneme ile 4 faktoriin 5 seviye halinde yanitlara etkisinin

arastiritlmasina ve optimize adilmesine olanak saglanmistir.

Ayrica GDO’lu tiriinlerin insan sagligina kars1 muhtemel zararlar1 ve insanlarin
GDO ile ilgili endiseleri bu ¢alismanin énemini daha da arttirmaktadir. Ozellikle
gliniimiizde yasanan Covid pandemisi ile insanlar hastaliklara kars1 direng kazanmak
ve saglikli yasamak i¢in beslenme konusunda daha hassasiyet gostermeye baslamistir.
GDO’lu iirtinlerin bagisiklik sistemini zayiflatmasi, kanser riskini arttirmasi gibi olas1
risklerinden dolay1 6zellikle yanlis GDO analizi sonucunda O6zellikle gida olarak
yanlislikla kullanimi, GDO’lu firiinlerin gida amag¢h kullanimi iilkemizde yasak
oldugu i¢in kabul edilemez bir hatadwr. Yem amacgh kullanimina izin verilmesiyle
birlikte, GDO analizinde yapilabilecek yanlis tespit sonucunda GDO’lu iiriin GDO’suz
olarak etiketlenerek tiiketicinin yanlis bilgilendirilmesine, habersizce tliketilen
GDO’lu yemlerin dolayli olarak insan saghigini da tehdit etmesine sebep olmasi

muhtemeldir.

Bundan sonraki ¢alismalarda GDO analizi ya da real time PCR konusunda
kullanilmamig  farkli deney tasarimi yOntemleri denenebilir, yOntemler
karsilastirilabilir, faktor sayisi arttirilabilir, farkl faktorler ya da farkh ¢iktilar yine
merkezi kompozit tasarim ile arastirilabilir, farkli bitkisel ya da hayvansal GDO gen
bolgeleri tizerinde calisilabilir. GDO alaninda miktar tayini ile ilgili farkli deney
tasarimi arastirmalar1 yapilabilir. Deney tasarmm ile incelenen faktorler farklh

algoritmalarla optimize edilebilir.
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