YEM AMAGLI KULLANILMAK ISTENEN GENETiGi DEGISTIRILMiS
MIR604 MISIR GESIDi VE URUNLERI (MIR604 den olusan, iceren veya iiretilen iiriinler)
iCiN BILIMSEL RiSK DEGERLENDIRME RAPORU

RAPORUN HAZIRLANIS GEREKGESi VE DAYANAKLARI

Bu rapor, genetik olarak degistiriimis MIR604 kodlu misir ¢cesidi ve Urinlerinin (MIR604’den
olugan, iceren veya uretilen Urlnler) yem amach kullanimi icin, 5977 sayili Biyoguvenlik
Kanunu ve ilgili yonetmelik uyarinca Biyoguvenlik Kurulunun 03.03.2011 tarih ve 6 nolu
toplanti karari ile olusturulan ve bu dogrultuda gérevilendirilen Bilimsel Risk Degerlendirme
Komitesi tarafindan hazirlanmigtir. Raporun hazirlanmasinda, Biyoguvenlik Kanunu ve
kanunun uygulanmasi ile ilgili ydnetmelikler, Rio Bildirgesi, Cartagena Biyogtivenlik Protokolu
ve ilgili AB direktifleri gibi ulusal ve uluslararasi dizenlemeler dikkate alinmistir.

Rapor hazirlanirken MIR604 misir cesidi ile ilgili ithalat¢i firma tarafindan dosyada sunulan
belgeler, risk degerlendirmesi yapan ilgili kuruluslarin (EFSA, WHO, FAO, FDA, OECD)
gorusleri ve bilimsel arastirmalarin sonuglari ile farkli lkelerde Uretim ve tlketim durumlar
g6z 6niinde bulundurulmustur

ITHALATGI KURULUSLAR:

o Tirkiye Yem Sanayicileri Birligi Dernegi iktisadi isletmesi
e Beyaz Et Sanayicileri ve Damizlikgilar Birligi iktisadi isletmesi (BESD-BIR)
e Yumurta Ureticileri Merkez Birligi iktisadi isletmesi (YUM-BIR)

CESIDIi GELISTIREN ve URETEN KURULUS:
Syngenta Seeds S.A.S, Syngenta Crop Protection AG, Basel
CESIDIN GELISTIRILME AMACI VE URETIM:i:

MIR604 misir ¢esidi, Syngenta firmasi tarafindan Coleoptera takimindan zararli bdceklere
karsi direngli olarak gelistiriimis, genetigi degistiriimis bir misir ¢esitidir.

MIR604 misir, misir Uretim slirecinde zarara neden olan, misir kok kurdu [Diabrotica vigifera,
D. berberi, D. berberi (Coleoptera : Chrysomelidae)]’ na karg! bitkide koruma saglamaktadir.

RISK ANALIzi VE DEGERLENDIRMESI:

MIR604 transgenik misir ¢esidi ve Urlnlerine ait bilimsel risk analiz ve degerlendirmesi, bu
cesidin gelistiriimesinde kullanilan gen aktarim ydntemi, aktarilan genin molekuler
karakterizasyonu ve Urettigi protein, besin degeri, olasi alerjik, toksik ve cevreye kacisi ile
olusabilecek riskler dikkate alinarak yapilimistir.

MIR604 misir gesidi ile ilgili bilimsel risk degerlendirmesi yapilirken, gesitle ilgili ithalatci firma
tarafindan dosyada sunulan belgeler, risk degerlendirmesi yapan kuruluglarin (EFSA, WHO,
FAO) raporlar ve bilimsel aragtirmalarin sonugclari (alerjik ve toksik etki analizleri, genetik
modifikasyonun kararliligi, morfolojik ve agronomik 6zellikler, hedef disi organizmalara etkisi
vb.) g6z éndnde bulundurulmustur. MIR604 transgenik ¢esidi ile yapilan hayvan besleme
calismalari da incelenmis, yem olarak kullanim sonucu ortaya cikabilecek olasi riskler
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degerlendirilmigtir. Ayrica bu c¢eside ait tohumlarin kaza ile dogaya yayilarak yetismesi
halinde ortaya ¢ikabilecek tarimsal ve ¢evresel riskler de dikkate alinmigtir.

1. Molekiiler Genetik Yapi1 Karakterizasyonu
1.1. Aktarilan genleri tagiyan vektorlerin yapisi ve gen aktarim yontemi

MIR604 misir gesidi, ticari ismi Syngenta Agrisure™ RW olan, urettigi toksik proteinler ile
Coleoptera takimindan , misir kdk kurtlarina kargi koruma saglayan transgenik bir misir
cesididir. Transgenik MIR604 cesidi, kendilenmis iki misir hattinin (NP2500 ve NP2499)
melezlenmesinden elde edilen tek melez misir ¢esidinin embriyolarina, pZM26 plazmidini
iceren Agrobacterium tumefaciens LBA4404 araciligiyla, toksik proteinlerin sentezinden
sorumlu genlerin aktariimasiyla gelistiriimistir (EFSA 2009).

1.2. Aktarilan genlerin molekiiler yapi, ekspresyonu ve kararhhk analizleri
1.2.1. Aktarilan genlerin molekiiler yapilari

pZM26 plazmidi, misir bitkisine gen aktarimi igin yapilandirilirken T-DNA’sinin sag ve sol
sinir bolgeleri arasina iki anlatim birimi yerlestiriimistir. Hazirlanan bu plazmid ile yapilan gen
aktarimi sonucunda elde edilen, MIR604 transgenik misir c¢esidinde iki transgen ifade
edilmektedir (Tablo 1)

Tablo 1. MIR604 ¢esidine aktarilan genetik birimler

Gen Kaynak Tip Promotor Terminator Kopya
sayisli
mcry3A Cry3A delta- IR Zea mays A. tumefaciens 1
endotoksin metallothionein- nopalin sentaz
(Bacillus benzeri gen (nos) 3'- UTR
thuringiensis bolgesi
subsp. tenebrionis)
pmi mannoz-6-fosfat SM ZmUbilnt (Zea A. tumefaciens 1
izomeraz mays poly- nopalin sentaz
(Escherichia coli) ubiquitin geni (nos) 3'-UTR
promotoru ve 1. bolgesi
intron)

1- Modifikasyonla elde edilen Cry3A (mCry3A) geni; MIR604 cesidi tarafindan uretilen
yabanci proteinlerden biridir. Bu gen, Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis'de
bulunan cry geninin benzeri olup hedef béceklerde toksik etkinin artirimasi icin elde
edilmistir ve mCry3A olarak tanimlanmaktadir. mCry3A, misir metallothionein-benzeri
(MTL) genden alinan promotoérin kontrolu altindadir ve kodon dizilimi, misirda ifade
edilecek sekilde duzenlenmigtir. Ayrica, ilgili genin ifadesinin durdurulmasi igin
Agrobacterium tumefaciens’den alinan nopalin sentaz (NOS) geni kullaniimistir.

2- pmi (manA) geni; Escherichia coli’de fosfo-mannoz izomerazi (PMI) kodlayan ve segici
markor Ozelligi ile transgenik hicrelerin secimine yardimci olan bir gendir. PMI,
transforme olan misir hicrelerinin karbon kaynagi olarak mannozu kullanmalarini saglar,
cunku pmi geni igermeyen misir hucreleri tek karbon kaynagi olan mannoz varliginda
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blylyemezler. pmi geni, misir (Zea mays) poli-Ubikutin geninin birinci intron bélgesinin
ve promotor bolgesinin kontrolu altinda bulunmaktadir (Freeze 2002).

1.2.2. Aktarilan genlerin ekspresyonu

T-DNA kopyasinin, transgenik bitkilere entegrasyonunun dogrulanmasi DNA dizi analizi,
nesillerde kalitim calismalari ve  Southern blot analizi ile gerceklestiriimistir. Vektor
DNA’sinin 5309 baz ciftlik dizisine 6zgl problarin kullanimi ile gergeklestirilen Southern blot
analizinde, pZM26 plazmit dizisine ait DNA pargalarinin MIR604 bitki ¢esidinde bulunmadigi
belirlenmistir. Southern blot analizleri ve DNA dizi analizi ¢calismalari MIR604 c¢esidinde
mcry3A ve pmi genlerinin tek kopya olarak bulundugunu gdstermistir. Yabanci genlerin bitki
genomu ile birlesim yerlerinin tanimlanmasi kapsaminda yapilan biyoinformatik analizlerde,
bilinen toksin ve alerjenleri kodlayan okuma ¢ergevelerine (ORF) rastlanmamistir.

Bitkiye aktarilan T-DNA bdlgesi ile yapilan analizler ilgili DNA bdlgelerinde bazi dedisimlerin
varligini ortaya cikarmigtir; T-DNA’nin sag sinir bolge ucunda 43 bg¢’lik ve sol siniri ucunda
ise 44 b¢'lik bolgelerin kesilmis oldugu gozlenmistir. Ayrica, DNA dizisinde 3 nikleotidlik bir
degisimin oldugu da belirlenmigtir. pmi kodlama boélgesinde de iki degisim ortaya ¢ikmistir;
pmi proteininin 61. pozisyondaki valin amino asidi alanin amino asidine, 210. pozisyondaki
glutamin amino asidi ise histidin amino asidine déntismustir (CERA 2011; GMO Compass).

Degistirilmis mcry3A geni, 598 amino asidlik bir proteini kodlamaktadir. mCry3A proteini,
polen hari¢ tim MIR604 bitki dokularinda belirlenmistir. Bitkilerin farkli blyime evrelerinde
yaprak (3 - 23 ug/g taze agirlik), kok (2 - 14 ug/g taze agirlik) ve tim bitkide (0.9 - 11 ug/g
taze agirlik) mCry3A protein seviyesi 6lgllmustir. Hasata yakin bir dénemde MIR604 hibrit
tohumlarinda yapilan analizlerde ise mCry3A miktari ortalama 0.7 pg/g taze agirhk olarak
belirlenmisgtir.

MIR604 hibrit tohumlarinda hasata yakin bir dénemde dlgtlen PMI protein miktari taze
agirhkta 0.14 ug/g'den daha az bulunmus, polendeki PMI miktar ise taze agirlikta
ortalama 1.9 - 2.6 ug/g olarak belirlenmistir. 15, 29 ve 75 gunlik silajlarda PMI proteini
belirlenmemistir (EFSA 2009).

1.2.3. Aktarilan genlerin kararhlik analizleri

Bitkilere yapilan gen aktariminda, yabanci genin bitki genomuna girisi rastgele olmaktadir ve
aktif halde bulunan genlerin degismesi, sessizlesmesi veya sessiz halde bulunan genlerin
aktif hale gelmesi gibi degisimler meydana gelebilmektedir. Beklenmeyen etkiler olarak
tanimlanan bu degisimler, yeni metabolitlerin olusmasina veya mevcut metabolitlerin
degismesine neden olabilmektedir (Ren ve ark., 2009; Kuiper ve ark., 2004). Ancak cesit
elde edilirken, gen aktarilan misir bitkileri ticari varyeteyle 4-6 generasyon boyunca geriye
melezlenerek genetik kararlilik saglanmistir.

MIR604 misir ¢esidinde bulunan yabanci genlerin varligi, NPH8431 kendilenmis hatti ile
MIR604 c¢esidinin 4-6 nesli boyunca geriye melezlenerek Southern, PCR ve ELISA
analizleri ile genetik stabilitesi arastiriimistir. Analizlerde mCry3A’yi kodlayan genin birgcok
nesilde tek kopya olarak bulunmasi, kalici kalitimin bir géstergesi olarak kabul edilmistir.
PMI ve mCry3A'nin kalitim oraninin 3:1 olarak gorulmesi, sabit tek Mendel lokusunun
varhgini gostermektedir. Transgenik bitkilerdeki yabanci gen girisi DNA dizi analizi ve
biyoinformatik ¢alismalar ile kontrol edilmistir. MIR604 ¢esidinin 3 nesil boyunca (4, 5 ve 6)
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yapilan hibritleme ¢alismalari bu ¢esitlerin benzer oldugunu, pZM26 plazmidinin T-DNA’sI ile
aktarilan DNA bdlgelerinin, mCry3A ve PMI proteinlerinin doéllerdeki kararlligi bircok nesilde
molekdler analizler ile test edilmistir. MIR604 misir ¢esidine aktarilan, béceklere karsi bitkide
koruma saglayan 6zelligin, kararlihdi bircok nesilde izlenmistir.

2. Kimyasal Bilegsim ve Tarimsal Ozelliklerin Risk Analizi
2.1. Kimyasal bilesim analizi

Amerika Birlesik Devletlerinde 2002 ve 2003 yillarinda farkli bdlgelerden alinan MIR604 misir
ve GD olmayan misirin, tanesinde ve hasil 6rneklerinde nem, ham protein, ham yag,
karbonhidratlar, nisasta, ham selliloz, NDF, ADF, ham kul, bazi vitaminler (provitamin A,
vitamin E, B1, B2, B6, niasin, folik asit) mineral maddeler (Ca, Mg, P, K, Na, Cu, Fe, Zn, Cr,
Mn, Se), amino asitler ve yag asitleri analizleri yapiimistir.

2003 yilinda elde edilen hasil misirlarda daha dnce yapilan analizlere ek olarak toplam
karbonhidrat, bazi mineraller, bazi vitaminler (pantotenik asit, vitamin C), kriptoksantin, anti
besinsel faktérler (tripsin inhibitori), fitosteroller (kolesterol, kampesterol, stigmasterol, beta-
sitosterol), misir tanesinde ise fitik asit, inositol, rafinoz, ferulik asit, p-kumarik asit, furfural ve
tripsin inhibitéri analizleri de yapilmigtir.

Tarla ¢alismalarina ek olarak 2006 yilinda yapilan denemelerde, MIR604 misir ve normal
misirdan elde edilen unlarda monosakkarit, disakkarit ve fosforil form analizleri yapiimistir.
Bu analizlerden sonra, MIR604 misir ile genetigi degdistiriimemis esdegeri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhliklar (p <0.05) go6zlenmistir. Ancak bu farkliliklar, dogal
biyolojik degisim sinirlari icinde kalmistir. Sonuglara butin olarak bakildiginda, MIR604
misirin diger ticari misir gesitlerinin bilesimine esdeger oldugu kanisina varilmistir. (OECD
2002; Kramer 2004; Reynolds ve ark., 2005; Australia-New Zealand Food Standart 2006;
EFSA, 2009; Anonim 2011a)

2.2. Tarimsal ozelliklerin analizi

Genetidi degistirilmis (GD) ve genetigi degistiriimemis misir ¢esitleri arasindaki farklari, tim
Ozellikler bakimindan ortaya koyabilmek icin son yillarda ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
GD musir cesitleri biyoteknolojik yontemlerle elde edildigi icin, bu yeni cesitlerde sadece
amaca, yani hastaliga/ boceklere/ yabanci otlara dayaniklik bakimindan degisiklik meydana
gelmektedir. Dolayisiyla yapilan arastirmalarin sonucu; 6nemli tarimsal 6zellikler (tohum ve
cicek morfolojisi, bitki boyu, vejetasyon sliresi vb.) bakimindan bdceklere dayaniklilik geni
aktariimis olan MIR604 ile geleneksel hibrit misir gesitleri arasinda bilinen tarimsal ve
biyolojik karakterler ile yabanci ot rekabeti bakimindan farkhligin olduguna dair kesin bir
bulgu rapor edilmemistir (EFSA 2007).

3. Cevresel Risk Degerlendirmesi

Ulkemizde GD bitkilerin yetistiriimesi kanunen yasak oldugundan c¢evresel risk
degerlendirmeleri; MIR604 misir gesidinin kullanimi dikkate alinarak hayvan yemi seklinde
tiketimi sonrasi sindirim sisteminden baslayip digki ve gibre seklinde indirekt sekilde maruz
kalma, GD urunind tagima, depolama ve isleme esnasinda kazayla ¢evreye yayilma riskleri
ile sinirh tutulmustur.

MIR604(Yem amagli) Sayfa 4/15



Misir, yazlik bir sicak iklim bitkisi olup Tudrkiye kosullarinda kisin tariminin yapilma sansi
yoktur (Kirtok 1998; OECD 2003). Kogan uzerinden dokilen misir tanelerinin topraga
karisarak kis kosullarini atlatip, ilkbaharda g¢imlenip neslini devam ettirme sansi da
bulunmamaktadir.

Dogada bulunan bitkiler arasinda en yliksek enerji stoguna sahip olan misir bitkisi Dinya’'da
159 milyon hektar alanda ekilmekte ve yaklasik 817 milyon ton tane Uretimi yapiimaktadir.
Ulkemizde ise 592 bin hektar ekim alaninda yaklasik 4.2 milyon ton tane (retilmistir (FAO
2009). Dinya ortalamasi olarak, uretilen misirin yaklasik % 27’si insan beslenmesinde, %
73’0 hayvan beslenmesinde kullaniimaktadir.

Misir bitkisi Amerika orijinli bir bitki olup, Amerika kitasinin kesfinden sonra Kuzey Afrika
Uzerinden Turkiye'ye getirilmistir. Dolayisiyla Turkiye misir bitkisinin orijin merkezi degildir ve
Tarkiye’de endemik bir misir tiri de bulunmamaktadir. Bununla birlikte misir bitkisinin
asirlardan beri Turkiye'de yetistiriliyor olmasi sebebiyle sayisiz lokal populasyon ve islah
edilen ¢ok sayida yerli cesit mevcuttur. Her ne kadar islah edilen cgesitlerin ve lokal
populasyonlarin ihtiva ettikleri ekstrem derecede 6zel karakterler, literatlrlere yansimamis
olmakla birlikte bu gesit ve populasyonlar biyolojik gesitlilik agisindan dnem tasimaktadir.

MIR604 misir ¢gesidi yetistirildiginde, Coleoptera takimi zararllarina kargi bécek dayaniklilik
geni icermesi zararli popullasyonunun yogun oldugu ulkelerde misir yetistiriciligi icin énemili
bir avantaj saglamaktadir. Ancak adi gegen zararlilar Ulkemizde bulunmamaktadir. S6z
konusu misir ¢esidi bocek dayanikliik geni disinda hastaliklara dayanikhlik, diger kultar
bitkileri ile rekabet, soguk kosullarda yasamini strdirme, dormansi fazina sahip olmama gibi
klasik misir gesitlerine gore farkli bir 6zellik icermemektedir. Bu durumda da misir dretim
alanlari disinda kendiliginden yetiserek dogada yasamini sirdirme sansi bulunmamaktadir.

Mevcut literatlr incelendiginde s6z konusu ¢esitin asiri bir yayllma, dodada kalabilme ve kigi
gecirebilme gibi farkli bir 6zellik tasimasina yonelik herhangi bir bulguya rastlanmamistir
(EFSA 2008).

3.1. Gen transfer potansiyeli

Herhangi bir genin transfer olabilmesi; DNA'nin dogrudan horizontal olarak transferi veya ilgili
geni tasiyan tohumlardan olusan bitkilerin tozlasmasi ile vertikal gen transferi ile mimkin
olmaktadir.

3.2. Bitkiden bakteriye gen transferi

EFSA (2009) verilerine gore dogal kosullarda GD bitkilerden mikroorganizmalara horizontal
gen transferi hemen hemen imkansiz gorinmektedir. MIR604 misir g¢esidinde ifade edilen
Cry3A ve manA genleri bakteri orijinli olup, gen transferi mikrorganizmalar arasinda homolog
rekombinasyonlar varsa miumkin olabilmektedir. Bu genler dogada mikroorganizmalarda
mevcuttur ve homolog rekombinasyonlarin varligi durumunda bu fonksiyonel genler aktarilsa
bile dogadaki mevcut mikrobiyal komunitenin gen havuzunda bir degisiklik yaratmayacaktir.
Ayrica MIR604 misir cesidindeki degisik cry3A ve manA geni prokaryotik
mikroorganizmalarda sinirli bir aktiviteye sahip Okaryotik promotér tarafindan kontrol
edilmektedir.

MIR604 misir ¢esidi tohumlarinin ¢evreye kazara dagiimasi durumunda bitkisel materyalin
veya dogaya dagilan polenlerin toprakta clrimesi sonucu mikroorganizmalar transgenik
DNA ile karsilagabilecektir. Ayrica GD misirdan yapilmis gida ve yemler de transgenik DNA
icermektedir. Bu sekilde insan ve hayvanlarin sindirim sistemindeki mikroorganizmalar
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transgenik DNA ile karsilasabilir. Mannoz toprak ve suda yasayan mikrorganizmalar igin
yaygin olarak kullanilan bir karbon kaynadi degildir ancak birka¢c mikrorganizma tiru
mannozdan yararlanabilmektedir. Fosfomannoz izomeraz kodlayan manA geninin varligi
dogadaki mikroorganizmalar igin dogaya uyumu arttiracak bir 6zellik kazandirmamaktadir.

Degistirilmis Cry3A geninin yapisi ve orijini dikkate alindiginda ¢evre ve sindirim sistemindeki
seleksiyon baskisinin eksikligi, bu genlerin diger mikroorganizmalara farkh bir 6zellik katacak
yada uyumunu arttiracak sekilde horizontal olarak gen transferini son derece
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle s6z konusu genlerin insan ve hayvan sindirim sistemindeki
mikroorganizmalara transferi mumkun goérilmemektedir. Cok az bir olasikla bu transfer
gerceklesmis olsa bile insan ve hayvan saghgi acisindan olumsuz bir etki s6z konusu
olmayacaktir. Clinkii dogal mikrobiyal komuniteye yeni bir 6zellik katmayacagi gibi mevcut
mikroorganizmalara uyumu da son derece sinirhdir.

3.3. Bitkiden bitkiye gen transfer potansiyeli

Misir yabanci déllenen bir bitkidir. Cigeklenme periyodu boyunca bir misir bitkisi 5 milyondan
fazla polen uretebilmektedir (Kurt 2010). Buna bagh olarak bir bitkiden diger bir bitkiye polen
gecisi, dolayisiyla gen akisi dogal bir slrectir.

Tuarkiye’de GD misirdan gen kagisi olasiligini sinirlandiran faktorler:

—

GD Urdn tariminin Tarkiye’de kanunlarla yasaklanmig olmasi,

Turkiye’nin misir bitkisinin gen merkezi olmamasi,

Tarkiye’de misir tariminin sinirh alanlarda yapilmasi,

Misir tohumlarinin dormansi géstermemesi,

Uygun kosullar altinda mevsime bagli olmaksizin gimlenip gelisebilmeleri,

Tohumlarin yenmesi ve yilksek nem iceriginden dolayl 6zel muhafaza kosullari
disinda kolayca ¢urimesidir.

w N

(9]

() A~
— N N N N

Misir, uygun kosullarda tarimsal ekosistem igerisinde canlihgini siirdiirebilen bir bitkidir. ithali
talep edilen MIR604 misir gesidi sadece yem amagl olarak kullanilacaktir. Bununla birlikte
kontrol edilemeyen faktorler (kaza, dikkatsizlik, kasit vb.) ile ¢cok az da olsa ¢evreye yayllma
olasiligi vardir. GD musir kiltire alindiginda belirli béceklere karsi dayaniklilik geni icermesi,
bu boceklerle micadele agisindan misir yetistiriciliginde dnemli bir avantaj saglamaktadir.
Ancak GD misir, béceklere dayanikliik geni disinda hastaliklara dayaniklilik, diger kalttr
bitkileri ile rekabette Ustlnlik, ekstrem kosullarda yasamini sirdirme, dormansiye sahip
olmama gibi 6zellikler bakimindan geleneksel misir gesitlerine gore farklihk icermemektedir.
Bu nedenle, misir uretim alanlari disindaki farkl ekolojilerde kendiliginden vyetiserek,
yasamini sirdirme sansi bulunmamaktadir. Ayrica tarla denemeleri, MIR604 misir gesidinin
geleneksel misir gcesidine gdére asiri bir yayllma, farkli bir gelisme ya da dogaya uyum
saglama o6zelliginin bulunmadigini gdstermistir. Ayrica mevcut literatlir incelendiginde s6z
konusu cgesitin dogada kalabilme, kigi gegirebilme gibi farkli bir 6zellik tasimasina yonelik
herhangi bir bulguya da rastlanmamistir.

3.4. Hedef organizmalar ile etkilesim potansiyeli

MIR604 misir gesidi Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis bakterisinden degistiriimis
cry3A proteini ifade etmek (izere gelistiriimistir. insektisit 6zelligi tasiyan bu protein kin
kanathlardan Diabrotica virgifera virgifera, Diabrotica berberi gibi misirda zararli kok
kurtlarina etkilidir.
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MIR604 misir c¢esidi Ulkemizde yetistiriimedigi slrece, tasinma, depolama ve isleme
sirasinda tohumlarin kazara dokulmesi veya GD misirla beslenen hayvanlarin digki ve
glbreleri yoluyla cevreye dagilmasi sonucu Ulkemizdeki hedef organizmalar bu genlerle
karsilasabilir. Cry3A proteini misir tanelerinde ¢gok disuk oranda ifade edilmektedir. Ayrica
cry proteinleri sindirim sisteminde enzimatik aktivite sonucu suratle par¢galanmakta ve ¢ok az
bir miktar diskiya gegmektedir (Einspanier ve ark., 2004; Lutz ve ark., 2006; Wiedemann ve
ark., 2006; Guertler ve ark., 2008).

Sonug olarak MIR604 misir gesidindeki Cry3A proteini llkemizde hedef organizmalarla
kargilagsma riski ¢gok distk goérulmagtir.

3.5. Hedef olmayan organizmalar ile etkilesim potansiyeli

MIR604 misir ¢esidindeki Cry3A proteinleriyle ¢cevreye kazara dagilan tohumlardan olusan
bitkilerden veya hayvan digki ve gubreleri ile hedef olmayan organizmalarla kargilagsmasi
olasidir. Ancak Cry3A proteininin misir tanelerinde ¢ok dislik oranda ifade edilmesi, sindirim
sisteminde enzimatik aktivite sonucu parcalanmasi nedeni ile hedef olmayan organizmalarin
ilgili proteinlerle karsilasmasi ¢ok dusuk ihtimaldir. Ayrica ¢ok disik oranda dogaya dagilan
Cry proteinleri mikrobiyal aktivite sonucu da pargalanmaktadir. Cry proteinleri toprakta kil
minerallerine ve himik asite baglanmaktadir. Bu nedenle disuk oranda da olsa topraga
karisan cry proteinleri toprakta mikrobiyal pargalanmaya maruz kalmayabilir. Ancak yapilan
calismalar toprakta GD Urlinlerinden topraga karisan Cry proteinlerinin toprakta birikmedigi
ve pargalandigini gostermistir (Icoz ve Stotzky, 2007; 2008).

Sonug¢ olarak, MIR604 misir ¢esidi, hayatta kalabilme, ¢ogalma ve yayllma acisindan bir
degisiklik icermedigi, s6z konusu misirdan gen kagisinin son derece dusik bir ihtimal
dahilinde oldugu bu nedenlerden dolayl da beklenmedik bir gevresel etki yaratmayacagi
kanisina varilmigtir.

4. Yem Giivenliginin Degerlendirilmesi
4.1. islemenin etkisi

MIR604 misir hasilindan yapilan silajda mCry3A protein dizeyi silolamadan 6nce (0. glin) ve
siloladiktan 15, 29 ve 75 gin sonra alinan 6rneklerde ELISA ile analiz edilmistir. mCry3A
proteini, silaj yapilmadan 6nceki dizeyden daha disuk oranda olmasina ragmen, 75 gin
saklamadan sonra bile rastlanmistir. Ayni ¢alismada silaj érneklerinde PMI (fosfo-mannoz
isomeraz) miktari ELISA yontemi ile &lgulmus ancak yontemin hassasiyetinin yeterli
olmamasi nedeniyle glvenilir sonu¢ alinamamistir. Kuru ve yas 6gutiimias misirda PMI
varligi ve enzim etkinligi ELISA ile analiz edilmistir.

Baslangi¢c materyali olarak kullanilan tanelerde ve kuru 6gutilmis misirin embriyosunda ve
unlarinda yabanci protein bulunmasina ragmen, yas olarak 6gutilmuds misirin gluten, nisasta
ve kuru embriyolarinda PMI proteinine rastlanmamistir.  Ayrica yas embriyolar yag
ekstraksiyonu sirasindaki isleme kosullarina benzer bigcimde 30 dk 100 °C isitildiktan sonra
embriyo kisimlarinda yapilan ELISA testinde PMI belirlenmemistir. MIR604 ¢esidi, yeni ifade
edilen proteinler diginda kontrol misir ile esdeger bilesime sahip oldugu belirlenmistir (EFSA
2009; Anonim 2011b).
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4.2. Toksikolojik degerlendirmeler

4.2.1. MIR604 misir gesidinde sentezlenen yeni proteinlerin toksikolojik yonden
degerlendirilmesi

MIR604 misirda sentezlenen mCry3A ve PMI protein miktarinin disik olmasi bu misirdan
saflastirilacak olan proteinlerin yeterli miktarda izole edilmesinin zorlugu géz online alinarak,
glvenlik degerlendirmesi ¢alismalari EFSA tarafindan rekombinant E.coli susundan Uretilen
proteinler kullanilarak yapilmistir.

E.coli'den dretilen mCry3A proteininin 2 farkh formu bulunmaktadir; birincisi mCry3A proteini,
digeri ise N-ucunda bakteride kullanilan klonlayici vektérden gelen 16 amino asitlik bir
eklentidir. Bitkide ifade edilen bakteriyel proteinler, béceklerdeki biyolojik etkinlik testlerinde
benzer etkinlik gostermistir. Ayrica bakteriyel ve bitki kokenli mCry3A proteininin sodyum
dodesil silfat poliakrilamid gel elektroforezi (SDS PAGE), immunoblot ve kiitle
spektrofotometresi ile karsilastirimasi yapilmis ve benzerlikleri dogrulanmistir. Ayrica ilgili
protein yapilarinin glikozillenmedigi gorilmuistir. mCry3A proteini tizerinde sicaklik etkisi 30
dk boyunca 4, 25, 37, 65 ve 95 derecede enzim inkibasyonundan sonra bécek larvalari
Uzerine insektisidal etkinligini belirleyerek biyolojik olarak da arastiriimistir. pH 7.5'ta 30 dk
95 derecede inkubasyondan sonra etkinlik belirlenmemistir. Tohum Ureticisi firma, E.coli'den
Uretilmis PMI proteini (2 amino asit eklentisi iceren PMI-0105) ve bitkiden Uretilmis proteini
akut toksisite, in vitro sindirilebilirlik ve 1siya dayaniklilik testlerinde kullanmistir. PMI-0105
proteini Western blot, kitle spektrofotometresi ile molekiler agirlik belirlenmesi, N-ucundaki
amino asit dizilimi ve enzimatik analiz ile dogrulanmistir. EFSA’nin istegi Gzerine, MIR604
misirda bulunan ve yeni ifade edilen PMI ile PMI-0105’in esdeger olduguna dair 6zgln veriler
basvuru sahibi tarafindan saglanmistir. PMI-0105’in ve MIR604’teki PMI'in benzer enzimatik
etkinlige sahip olduklari, immunoblot ile belirlendigi gibi her ikisinin de benzer elektroforetik
hareketlilik temelinde ayni molekil blyukligine sahip oldugu belirtiimistir. PMI-0105’in
immunoblot analiz sonuglari, PMI-0105’in dimerik sekline hemen hemen uygun belirsiz bir
band varligini da gostermistir. Mikrobiyal kaynakli PMI-0105’in enzimatik etkinligi pH 7.0’de
65°C’'de 30 dk inkubasyondan sonra neredeyse tamamen kaybolurken (%97 oraninda
disme), ELISA ile oélgtilen PMI-0105’in imminoreaktifligi bu sartlar altinda tamamen
kaybolmaktadir. Ayrica PMI-0198 adli diger PMI proteini E.coli Gretilmis ve bu protein bitkisel
PMI proteinle karsilastirildiginda E.coli'de onu ifade etmek igin kullanilan teknik nedeniyle N-
ucunda T7-tag eklentisi varli§i belirlenmistir. PMI-0198 proteini, bitkide ifade edilen PMI
proteininde bulunan 2 amino asit eklentisinden yoksundur, 61 nolu pozisyonda alanin, valin
ve 210 nolu pozisyonda histidin ve glutamin tasimaktadir. N-ucundaki eklentiler hari¢
tutulursa, bakteriyel manA geni tarafindan kodlanan dogal proteinle esdeger oldugu kabul
edilebilir. PMI-0198, akut toksisite testlerinde, in vitro sindirilebilirlik ve 1s1 dayanikhlik
testlerinde kullaniimistir. Bu proteinle yapilan testlerden elde edilen veriler EFSA tarafindan
tamamlayici nitelikte degerlendiriimis ve guvenlik testlerinde bakteriyel mCry3A ve PMI
proteinlerinin kullaniimasi kabul edilmistir.

EFSA'nin Cry3Bb1, Cry1lAb ve Cry1Ac gibi Cry proteinlerinin guvenligi ile ilgili
degerlendirmeleri konusunda daha 6nceden 6nemli deneyimi oldugu, fakat PMI enziminin
EFSA tarafindan daha dnce degerlendiriimedigi bildirilmigtir. PMI enzimi, mannoz-6-fosfati,
fruktoz-6-fosfata veya tam tersine katalizleyen bir enzimdir ve bu 2 bilesigin yalniz PMI
enziminin substrati oldugu bilinmektedir (Freeze 2002). Bu durum tohum dreticisi tarafindan
yapilan degisik sakkaritlerde MIR604 misirda yeni ifade edilen PMI'in analogu olarak bakteri
tarafindan Uretilen PMI-0105 ile yapilan bir calisma ile de dogrulanmistir. PMI, pH 7.5ta
fruktoz-6-fosfat ve mannoz-6-fosfat arasindaki ara cevirimi katalizlerken, fruktoz-1,6-difosfat,
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mannoz-1-fosfat, glikoz-6-fosfat, fruktoz veya mannoz substrata eklendiginde reaksiyon
olusmamigtir. PMI enzimleri bakteri, maya, hayvan, insan ve bitki gibi prokaryot ve
Okaryotlari iceren ¢ok sayida organizmada olusur ve glikoprotein sentezinde goérev alir.
MIR604 misirda ifade edilen PMI'In glikoprotein profilinde degisiklik gézlenmemistir ve bu
durum konakgl bitkinin protein glikolizlenmesine katilan PMI'in etkisinin olmadigini
gOstermektedir (Reed ve ark., 2001). EFSA’nin istegi Gzerine tohum Ureticisi firma, MIR604
misirda yeni ifade edilen PMI enziminin bakteriyel analogu olan PMI-0105'in pH etkinlik
profilinin verilerini de saglamistir. PMI-0105 test edilen pH sinirlarinda (pH 5-10) enzimatik
etkinlik gdstermistir (optimum pH 7.5) (EFSA 2009). Ancak, bitkiye yabanci gen girisi
rastlantisal oldugundan, bitki genomu ile etkilesimi ile ilgili incelemeler yapilmadan E. coli'de
uretilen proteinler ile yapilan risk degerlendiriimesi uzun vadede ortaya c¢ikabilecek
toksikolojik risklerin belirlenmesinde yeterli olmayabilir.

4.2.2. Akut toksisite testleri

mCry3A ve PMI-0105 proteinleri, farelerde yapilan akut oral toksisite calismalarinda tek
dozda sirasiyla 2377 mg/kg ve 2072 mg/kg dozunda verildiklerinde ters bir etki
gOstermemistir.

4.2.3. Yapay sindirim sivilarinda bozulma

mCry3A ve PMI proteinlerinin in vitro sindirilebilirligi, yapay mide sivisi olarak (SGF) da
bilinen seyreltik hidroklorik asitte proteaz pepsin ¢dzeltisinin kullanildigi model sistemde
calisiimistir. Mikrobiyal ve bitki kaynakli mCry3A, pepsin/mCry3A orani yaklasik 2.7/1
(agirhk/agirlik) olan SGF’'de (pH 1.2) inklbe edilmistir. Her iki protein de SDS-PAGE ve
immunoblot ile yapilan dlcimlerde 2 dk i¢inde parcalanmistir. Ayrica ayni islem pepsin/PMI-
0105 orani 2.9/1 olan SGF’de (pH 1.2) ¢alisiimis ve PMI-105, immunoblot ve bunu takiben
elektroforetik ayirimla bir dakika iginde pepsin varliginda tam olarak pargalanmistir.
Pankreatin/PMI orani 38/1 (agirhk/agirlik) olan “yapay bagirsak sivisinda” (SIF; pH 7.5)
PMI-0105’in inkubasyonu immunoblot ile vyapilan analizlerde PMI'In tam olarak
parcalandigini géstermigtir. Ayrica, SIF’te yapilan c¢alismalarda PMI-0105, 10 kat
seyreltmede 30 dk iginde tam olarak pargalanirken, 100 kat seyreltmede saglam bir PMI
bandinin bozulmadan kaldigi immunoblot analizi ile belirlenmigtir.

4.2.4. Biyoinformatik caligmalar

MIR604 misir ¢esidinde ifade edilen mCry3A ile PMI proteinlerinin aminoasit dizilimleri ile
veri tabaninda bulunan genel proteinlerin dizilimleri arasinda EFSA tarafindan yapilan
karsilastirmada bilinen toksik proteinler ile bir benzerlik gortlmedigi belirtiimistir (EFSA
2009).

4.2.5. Proteinler disinda yeni bilesiklerin toksikolojik degerlendirmesi

EFSA (2009) tarafindan yapilan calismalarda, MIR604 misir ¢esidinde, mCry3A ve PMI
proteinlerden baska ifade edilmis yeni bir protein bulunmadigi ve MIR604 misirin bilesiminin
transgenik olmayan benzeri ile adi gegcen proteinler diginda farkh olmadigi rapor
edildiginden, toksikolojik testlere gerek duyulmamistir. Ancak, ilgili veri tabanlarinda yapilan
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taramalarda bulunmayan ve transgenik bitkilerde ortaya ¢ikmasi olasiligi olan yabanci
proteinlerin aranmasi ile ilgili calismalarin, yeni nesil arastirma ydéntemleri ile arastiriimasinin
gerekli oldugu bilinmektedir.

4.2.6. MIR604 misir ¢esidinin toksikolojik agidan degerlendirmesi

Subkronik oral toksisite

EFSA (2009) raporunda agiklanan denemelerde, MIR604 misir taneleri ile yapilan 90 gunlik
sican besleme c¢alismasi Wistar irki sicanlarla (Alpk:APfSD) yapilmistir. Her iki cinsten her
grupta 12 hayvanin bulundugu 4 sigan grubu olusturulmus, 2 gruba %10 veya %41.5
(agirlik/agirhk) MIR604 misir taneleri iceren yemler verilirken, diger 2 gruba ayni igerikte
transgenik olmayan misir iceren kontrol yemleri verilmistir. Deney suresince hayvanlar klinik
belirtiler yoniinden gulnlik olarak kontrol edilmis, yem tiketimi, canh agirliklar haftalik olarak
kaydedilmis ve uygulama periyodunun sonunda fonksiyonel kapasite ve motor etkinlik testleri
yapilmistir. Calisma kapsaminda klinik patolojik élgtimler, hematolojik, biyokimyasal, organ
agirliklari, makroskobik ve mikroskobik muayeneler gergeklestiriimigtir. Kontrol gruplari ile
karsilastirildidinda ¢ok fazla istatistiksel farklhilik gértlmastir. Bunlarin bazilari %10 oraninda
MIR604 misir iceren yemleri yiyen grupta gorulirken, %41.5 MIR604 misir iceren grupta
gorulmemistir. Ozellikle, %10 igerikli transgenik misir yiyen erkeklerin ortalama viicut agirhgi
devamli olarak deneyin biylk bir béliminde kontrollerin arkasindan gecikmeli bir sekilde
gelmistir. EFSA bu farkliliklarin yalnizca %10’luk grup arasinda olustugunu ve doza bagli
olmadigini ve bu ylizden MIR604 verilmesiyle iliskisi olmadigi seklinde degderlendirmistir.
Kontroller ile karsilastiriidiginda %41.5 oraninda transgenik misir tiketen grupta gérilen
farkliliklar, deneyin 2., 5., 6. ve 10. haftalarinda disi siganlarin vicut agirliklarinda azalma
olmustur. Ayni igerikte transgenik misir tiketen siganlarda yem tiketimi, bir hafta boyunca
transgenik misir tiketen disilerde azalmistir. Vicut agirliklarindaki farkhliklar disuk olup,
deneme sonu vicut agirligr farkh olmadigindan, EFSA bu sonuglar toksikolojik ydnden
onemli olmadigi seklinde degerlendirilmigtir.

Hematoloji verileri ile ilgili olarak, %41.5 MIR604 misir iceren yem ile beslenen erkek
sicanlar, kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda platelet miktarinda disme goérilmustar.
Ozellikle kontrollerde ama ayrica MIR604 ile beslenen gruplarda ortalama platelet miktari
degerleri EFSA'nin  istedi (zerine saglanan diger c¢alismalarin  kontrolleriyle
karsilastirildiyinda, ortalama degerlerin Ustliinde ¢ikmistir. Bununla beraber MIR604 ile
beslenen sicanlarin tim bireysel degerleri diger c¢alismalarin sinirlari igcinde kalmistir,
Ozellikle kontrol misiri tiketen siganlarin degerleri ise diger calismalardan elde edilen
degerler arasinda kalmistir. Ayrica ilgili hematolojik parametrelerde (protrombin zamani,
etkin kismi tromboplastin zamani) farkhlik gorulmemistir. Bu ylzden bu farkhiik 6nemsiz
olarak degerlendiriimis ve ylksek kontrol degerlerinden olusabilecegine deginilmistir.
Serumdaki biyokimyasal analizlerde, %41.5 transgenik misir tuketen erkek siganlarda
ortalama plazma kolesterol dlzeylerinde ylkselme goérilmustir. Bu gruptaki bireysel
degerlerin sinirinda nispeten genis bir dediskenlik vardir ve ortalama deger diger
galismalarin sinirndan daha yiiksektir. ilgili kan parametrelerinin incelenmesinde ve
mikroskobik karaciger muayenelerinde herhangi bir farkliik bulunmadigindan ve kontrol
grubu erkek siganlarda ylksek kolesterol dizeyi gdzlendiginden, bu farkhlik toksikolojik
agidan énemli gértlmemis ve MIR604 misir gesidinin tiketimi ile iligkili olmadigi belirtiimistir.
%41.5 MIR604 misir tuketen disilerde ortalama plazma kreatinin kinaz etkinligi dusuk
gorulmus, ama bu durumun kontrol grubunda cok yuksek deger gosteren 2 hayvandan
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kaynaklandigi belirtilmistir. Bu asiri sapan degerler ¢ikarildiktan sonra istatistiksel farklilik
gOralmemistir.

Organ agirhiklari konusunda kontrollerle karsilastirildiginda %41.5 transgenik misir iceren
yem ile beslenen disi sicanlarda kalp agirliklari (vicut agirhigina uygun hesaplanmistir) ve
erkek sicanlarda testis agirliklari daha yiksek bulunmustur. Disilerdeki kalp agirliklari igin
ortalama ve bireysel degerler diger kontrollerin sinir verileri ile benzer bulunmustur. Ortalama
kismi testis agirliklari diger kontrol gruplarindan bir miktar fazla, %10 transgenik olmayan
kontrol misirla beslenen gruptan daha diisiik olarak belirlenmistir. ilgili farkhliklar toksikolojik
olarak o6nemli gérulmemistir. Kalp ve testislerin histopatolojik muayenelerinde bulgu
verilmemistir (EFSA 2009).

4.3. Alerjiile ilgili degerlendirmeler
4.3.1. Yeni ifade edilen proteinlerin alerjenitesinin degerlendirilmesi

mCry3A ve PMI proteinleri, alerji etkisi bulunmayan kaynaklardan koken almaktadir. Ayrica
bu proteinler yapay mide sivisinda hizla parcalanmaktadir. Proteinlerin dizileri ile ilgili yapilan
biyoinformatik analizlerde bilinen alerjik proteinler ile benzer olmadigi bildiriimektedir. Ayrica
yapilan diger calismalar da bunlarin alerjen olmadigini géstermistir (EFSA 2009).

4.3.2. GD misir gesidinin allerjenitesinin degerlendirilmesi

Misirin alerjenik bir gida olmamasi nedeniyle EFSA, MIR604 misirin alerjenik 6zellik
tasiyacagini disinmemektedir. Misir alerjisi ¢cok disuk siklikta olmaktadir ve baslica 6zel
cografik bélge halkinda goérilmektedir.  Misir tozu ve poleni ile yakin temasta bulunan
kisilerde nadiren de olsa alarjik vakalar bildiriimektedir. Misira bagh gida alerjisi nadir olarak
gorulmektedir (Moneret-Vautrin ve ark, 2000).

4.3.3. MIR604 misirin hayvan besleme ile ilgili degerlendirilmesi

Etlik piligler, 75 erkek ve 75 disi bulunan 3 gruba ayrilarak, MIR604 misir g¢esidi (1), ayni
genetik bilesime sahip genetigi degistirimemis misir (2) ve geleneksel misir (3) iceren
rasyonla beslenmiglerdir., Rasyonlar %55-60 arasinda degisen oranlarda misir icerecek
sekilde hazirlanarak hayvanlara 49 gun boyunca verilmigtir. Canli agirliklari ve yem tuketimi
0., 16., 31. ve 49. gunlerde olgulmustir. Her gruptan 6 erkek ve 6 disi hayvanda karkas
dzelliklerinden i¢ yag, govde, but, kanat ve goégis kaslar agirliklar dlcilmistiir. istatistik
yonden o6nemli bir farkllik disi hayvanlardaki but agirliklarinda elde edilmigtir; transgenik
olmayan misir tiketen hayvanlarla karsilastirildiginda MIR604 misir tiketen hayvanlarda but
agirhgr daha fazla bulunmus, fakat bu farklilik referans yem yiyenlerde goralmemigtir. EFSA
bu farkliligin ¢ok disuk oldugu ve biyolojik yonden 6nemli olmadigi ve MIR604 misirin
geleneksel misir kadar besleyici énemi oldugu sonucuna varmistir (EFSA 2009; Brake
2004).
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GENEL SONUG ve ONERILER

Bu raporda, genetigi degistiriimis MIR604 c¢esidinin yem olarak kullaniminin guivenlik
agisindan degerlendirmesi, ilgili ¢esidin gelistiriimesinde kullanilan gen aktarim yéntemi,
aktarilan genin molekiler karakterizasyonu ve urettigi protein, besin degeri, olasi alerjik,
toksik ve gevreye gen kacisl ile olusabilecek riskler dikkate alinmistir.

MIR604 misir gesidinin elde edilmesinde kullanilan gen aktarim ydntemi ve aktarilan genin
molekuler karakterizasyonu ile ilgili literatur incelendiginde bilinen herhangi bir olumsuz
sonuca rastlanmamistir. MIR604 misirin Urettigi proteinler ile yapilan biyoinformatik analizler
sonucunda, ilgili proteinlerin bilinen bir alerjen ve toksik proteinle benzerligine
rastlanmamistir.

Genetigi degistiriimis bitkilerin Glkemizde yetistiriimesi 5977 sayili kanun kapsaminda yasak
olmakla birlikte ithal edilmesi dustnilen MIR 604 misir ¢esidi tanelerinin amag disi ¢evreye
dagiimasi ve olasi kagak ekimler nedeniyle gen kagigsi riskinin olabilecedi bu nedenle ithaline
izin verilmesi durumunda yetkili kuruluslar tarafindan izlenmelidir.

Bu c¢esit oldukga yeni bir ¢esit olup, Syngenta firmasinin miracaati Gzerine 2006 yilinda
Avustralya’da, 2007 yilinda Japonya, Kanada ve ABD’de, 2009 yilinda AB’de, ilgili yetkili
kuruluglar tarafindan gida ve yem olarak kullanilmasi onaylanmistir. Ancak, bu gesitle ilgili,
yem olarak kullanilmasi halinde ortaya cikabilecek riskler konusunda vyeterli veri
bulunamadigi i¢in, komitemiz oygokluguyla MIR604 misir ¢esidinin Glkemizde yem amacli
kullaniminin uygun olmayacagi gérus ve kanaatine varmigtir.
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