GD yem ile beslenen hayvanlardan elde edilen et, süt ve yumurtalardaki rekombinant DNA ve proteinlerin akıbetine ilişkin EFSA açıklaması 
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1. Giriş
1829/2003 sayılı genetiği değiştirilmiş gıda ve yemlere ilişkin AB Tüzüğü, etiketleme gerekliliklerini ortaya koymaktadır. Etiketlemeye ilişkin kararlar, tüketicinin bilinçli tercihler yapabilmesini sağlamak amacıyla risk yöneticileri tarafından alınmakta olup Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi’nin (EFSA) çalışmaları kapsamının dışında kalmaktadır. Avrupa Komisyonu 15 Mart 2007 tarih ve SANCO/E1/SG/cc(2007)D/510144 sayılı mektubu ile EFSA’yı genetiği değiştirilmiş yem ile beslenen ayvanlardan elde edilen gıdaların (et, süt ve yumurta gibi) etiketlenmesi niyet hakkında bilgilendirmiştir. Mektupta gıda güvenliğine ilişin herhangi muhtemel bir riske veya mevcut bir GDO’lu ürünün risk değerlendirmesine atıf bulunmamaktadır. Bu çerçevede, Komisyon, rekombinant protein ve DNA’nın canlı hayvanların sindirim sistemindeki akıbetine ilişkin bakış açısı ile transgenlerin veya bunların ürünlerinin hayvan dokularına veya yumurta gibi ürünlerine geçmesi ihtimali ile ilgilenmektedir. EFSA’dan konuya ilişkin bir yanıt beklenmiş ve bu kapsamda aşağıdaki literatür araştırması yapılmıştır.
2. Genetiği değiştirilmiş (GD) yemdeki rekombinant DNA’nın akıbetine ilişkin literatür araştırması
Bugüne kadar, GD yem ile beslenen hayvanlardan alınan organ veya doku numunelerinin herhangi birinde rekombinant DNA dizinine rastlanmamıştır (Flachowsky et al., 2007). GD bitkilerden veya bunlardan türetilen proteinlerden gelen rekombinant DNA’nın hayvan dokuları, süt veya yumurta’ya ulaşıp ulaşamayacağı konusunun birçok yönü araştırılmıştır. Bunlar; (1)yem üretimi ve silajlama sırasında rekombinant DNA ve proteinin akıbeti; (2) rekombinant DNA ve proteinin GD yem ile beslenmiş hayvanların sindirim sistemindeki akıbeti; (3)sindirilmiş DNA veya protein parçalarının hayvan dokularına veya ürünlerine muhtemel emilimi; (4) emilen DNA veya protein parçalarının muhtemel biyolojik fonsiyonalitesi. 
2.1 Yem üretimi ve silajlama sırasında rekombinant DNA ve proteinin akıbeti

GD bitkiler hayvanlarca tüketilmeden önce farklı işlemlere tabi tutularak yeme işlenir. Çalışmalar, mekanik işlemlerin DNA stabilitesi üzerine etkisi olmadığını, diğer taraftan ekstraksiyon veya tostlama (solventten arındırma) işleminin DNA’nın oldukça fazla parçalanmasına neden olduğunu göstermiştir (Flachowsky et al., 2007). Samanın silajlama yöntemi ile korunması DNA’nın yaklaşık 200 bazçifti uzunluğunda küçük parçalara ayrışmasına neden olmaktadır (Wiedemann et al., 2006, Lutz et al., 2006, Flachowsky et al., 2007, CAST, 2006). 
2.2. Rekombinant DNA ve proteinin hayvanların sindirim sistemindeki akıbeti 
Rekombinant DNA ve proteinin hayvanların sindirim sistemindeki akıbeti değerlendirilirken pek çok hususun dikkate alınması gerekir: 

2.2.1. GD yemlerdeki rekombinant DNA ve proteinler beslenmedeki diğer DNA ve proteinlerden farklı değildir

Esas olarak tüm yemler (ve gıdalar), sindirildikten sonra hayvanlar (ve insanlar) için temel besin kaynağı olarak önemli ölçüde DNA ve protein içerir.  Bu sebeple, hayvanların (ve insanların) sindirim sistemi beslenme ile birlikte yabancı DNA, protein ve protein parçalarına maruz kalır. Bitkisel ürünlere rekombinant DNA teknolojis vasıtasıyla giren DNA, beslenmede yer alan diğer DNA kaynaklarından farklı değildir ve sürekli tüketilen mevcut gıda organizmalarından gelen DNA ile eşdeğer kabul edilir (Jonas et al., 2001, CAST, 2006).  
2.2.2. DNA ve proteinlerin sindirilerek parçalanması

DNA ve proteinler bitkisel materyallerden sindirim sisteminde meydana gelen normal sindirim işlemi sonucu ayrışırlar. Yenen DNA ve proteinler, çiğneme ile oluşan mekanik işlemler yanak ve sindirim sistemindeki enzimatik reaksiyonlar ve asit hidrolizi sonucu hızlı bir şekilde parçalarına ayrışırlar. DNA fragmanlara ve nükleotidlerine ayrışırken, proteinler polipeptitler, oligopeptitler ve amino asitlerine ayrışır. Son zamanlarda yayımlanan birkaç derleme bu süreci anlatmaktadır (Beever and Kemp, 2000, Jonas et al., 2001, Lutz et al., 2005, CAST, 2006). 
2.3. Recombinant bitki DNA’sının insan sindirim sistemindeki bekası 

Bu açıklama rekombinant DNA ve proteinin hayvan sindirim sistemindeki akıbetine odaklansa da, rekombinant DNA ve proteinin insan sindirim sistemindeki akıbetine ilişkin veriler de bulunmaktadır (Netherwood et al., 2004). Bu çalışmada, onikisi sağlıklı, yedi tanesi ise ilyostomi (ince bağırsağın son kısmının alınması ve digestanın bir ağız yolu ile bir kolostomi torbasına bağlanması) hastası olan gönüllüye, epsps rekombinant geni içeren GD soya içeren yemekler verilmiştir. Ilyostoi hastası olan yedi kişide ince bağırsağı geçtiği halde dayanan rekombinant DNA miktarı kişiden kişiye değişmiştir ve bir kişide torba ağzında tespit edilen maksimum %3.7 olarak tespit edilmiştir. GD soya ile beslenen sağlık kişilerde ise sindirim sistemi sonunda rekombinant DNA’ya rastlanmamıştır. Yedi ilyostomi hastasından üçünde, bu deneye katılmadan önce GD soyadan incebağırsak mikroflorasına düşük frekanslı gen transferi olduğu kanıtlanmıştır. Yazarlar, 
Bu deney sırasında mikrofloraya gen transferi olmadığı sonucuna varmışlardır.
2.4. Sindirilen DNA parçalarının veya proteinlerin hayvan dokularına muhtemel emilimi  

Bölüm 2.2’de anlatıldığı üzere, normal sindirim sırasında DNA ve proteinlerin hızlı parçalanması bozulmamış DNA veya proteinlerin emilim şansının en aza inmesi beklenir. 2006 yılında Tarımsal Bilim ve Teknoloji Konseyi (CAST) “Modern Biyoteknoloji ile Türetilen Yemler ile Beslenen Hayvanlardan Elde Edilen Et, Süt ve Yumurtaların Güvenilirliği” başlıklı bir makale yayımlamıştır (CAST, 2006). Bu raporda, rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak tarımsal özellikleri açısından değiştirilen ürünlerle beslenen hayvanlardan elde edilen et, süt, yumurta, lenfosit, kan ve organ dokularında herhangi bir rekombinant bitki protein veya DNA’sının bozulmamış veya immünolojik olarak reaktif parçalarının bulunmadığı belirtilmektedir. İlerleyen paragraflarda, DNA ve proteinin sindirim sistemi yolu ile emilimi alanında yapılan çalışmalara ilişkin genel bilgi verilmektedir. 
Kemirgenlerde: Proteinlere ilişkin olarak saflaştırılan ve ağızdan uygulanan ovalbuminin (rekombinant olmayan) plazma veya lenf sıvısında verilen dozun %0.007-0.008’i oranındaki miktarlarda tespit edildiğini gösteren bir rapor bulunmaktadır (Tsume et al., 1996). Benzer şekilde, DNA için, saflaştırılmış M13 faj DNA’nın (rekombinant olmayan) farmakolojik olarak yüksek konsantrasyonlarda uygulandığı ve farenin beyaz kan hücrelerinde tespit edildiği rapor edilmiştir Schubbert et al., 1997).
Çiftlik hayvanlarında: Normal şartlar altında hem geviş getiren hayvanlarda hem de monogastrik çiftlik hayvanlarında sindirilen proteinler çoğunlukla serbest amino asitler ve bunun yanında di ve tri-peptitler olarak emilir. Süt sığırları, yetiştirilen buzağılar, broiler tavuklar ve domuzlar ile yapılan çalışma sonuçlarında mevcut genetiği değiştirilmiş ürünler ile beslenen çiftlik hayvanlarının ürün ve dokularında rekombinant proteine rastlanmamıştır (CAST, 2006). Ash et al. kuluçkalık tavuklarda Roundup Ready soya fasulyesinden elde edilen genetiği değiştirilmiş proteinin akıbetine ilişkin bir çalışma yürütmüştür. Chowdhury et al. Bt11’den elde edilen genetiği değiştirilmiş proteinin buzağılardaki akıbetini çalışmış (Chowdhury et al., 2003), Jennings et al. ise YieldGard mısırdan elde edilen rekombinant DNA ve proteinin broiler tavuklardaki (Jennings et al., 2003) Roundup Ready soya fasulyesinden elde edilenlerin ise domuzlardaki (Jennings et al., 2003) akıbetini analiz etmiştir. Yonemochi et al.  Starlink mısırdan elde edilen rekombinant DNA ve proteinin süt sığırları ve broilerlerdeki akıbetini incelemiştir (Yonemochi et al., 2002). Bu yazarlardan hiçbiri, rekombinant DNA ile kodlanan rekombinant DNA ve proteine transgenik bitki materyalleri ile beslenen hayvan dokularında rastlamışlardır. Rekombinant DNA ile ilgili olarak,  rekombinant DNA parçalarının hayvan dokularında ve et, süt ve yumurta gibi ürünlerinde tespit edilip edilemeyeceğini ilişkin yapılan diğer çalışmalar CAST ekibi tarafından gözden geçirilmiştir (CAST, 2006). Bu çalışmaların bir listesi ve DNA kaynağı, test edilen hayvan türü, rekombinant ve rekombinant olmayan DNA’nın tespitine ilişkin sonuçlar gibi detaylar ile birlikte Flachowsky et al. tarafından hazırlanan derlemede verilmiş (Flachowsky et al., 2007) ve yüksek hassasiyetli PCR ve Southern blot metodolojileri kullanılmasına karşın, halihazırda mevcut olan GD ürünler ile beslenen hayvanlardan alınan et, süt, yumurta, deri, onikiparmak bağırsağı dokusu, lökosit, lenfosit, kan ve organ dokusu örneklerinde tek kopya transgenden elde edilen rekombinant DNA parçasına rastlanmadığı sonucuna varılmıştır. İstisna olarak, konvansiyonel süt örneklerinde, rekombinant cry1a(b) ve cp4epsps genlerinin (sırasıyla 3500 ve 1800 baz çifti)  106 ve 146 baz büyüklüğündeki küçük parçalarına rastlanmıştır, ancak bu dizinler aynı zamanda organik süt ürünlerinde de bulunmuştur. Tespit edilen DNA’nın kaynağının dışkı ve havadan bulaştığı veya doğrudan cry1a(b) ve epsps dizinlerinin kaynağı olan B. thuringiensis ve Agrobacterium sp. gibi toprak bakterilerinden doğal çevresel bulaşma ile geldiği düşünülmüştür (Agodi et al., 2006). CAST tarafından hazırlanan derlemede belirli hayvan doku ve sıvılarında doğal çok kopyalı (multicopy) bitki geni (örneğin, kloroplast genleri) parçaları olduğu bildirilmektedir (CAST, 2006).
Yukarıda verilerle de anlatıldığı üzere DNA veya protein parçalarının bağırsak yolundan vücuda alınmasının hayvanlar için normal bir fizyolojik süreç olduğu açıktır. Et, süt ve yumurtalarda bozulmamış rekombinant DNA tespit edilememesi şöyle açıklanabilir: (1) rekombinant dizinin sindirim sürecinde bozulmadan kalması muhtemel değildir (2) rekombinant dizin GD bitkilerde tek kopya veya düşük düzeyli kopya olarak bulunmakta bu da emilimi çok nadir bir durum haline getirmektedir, bu yüzden de tespit etmesi zordur.  
Bu durum eğer, örneğin rekombinant DNA’nın kloroplast veya mitokondriyal DNA’ya eklendiği bitkiler gelecekte organel DNA’sı her hücrede çok kopyalı olarak bulunduğundan serbest kalırsa, o zaman bu durum değişebilir.  Ancak, aşağıda belirtildiği üzere, bu bir güvenlik sorunu yaratmayacaktır. Gen kopya sayısının ve tespit etme hassaslığının kritik bir etkisi olduğu vurgulanarak, şu anda GD bitkiler ilave edilmiş yemler ile beslenen hayvanların ürünlerinin (et, süt, yumurta) geçeri ve güvenilebilir şekilde izlenebilirliğini sağlayacak bir teknik olmadığı vurgulanmıştır (Alexander et al., 2007. Flachowsky et al. (2007) da, son dönemlerde yapılan yayımların sonuçlarının, beslenme ile alınan DNA’nın büyük bir kısmının sindirim sisteminde parçalandığı, anacak bazı DNA parçalarının hayvan dokularında bulunabildiği görüşünde birleştiği sonucuna varmıştır. Bu parçalar “doğal” bitki DNA’larından gelmiştir ve bazı hayvan türlerinde bulunurken diğerlerinde görülmemiştir. GD yemlerle beslenen hayvanların herhangi bir organ veya doku örneği ile yumurta ve sütünde rekombinant DNA veya protein kalıntısına rastlanmamıştır.  

2.5. Emilen DNA ve protein parçalarının muhtemel biyolojik işlevselliği

Hayvan yeminden gelen DNA ve proteinlerin sindirim sonrası parçalarına ayrıldıktan sonra hayvansal dokulara muhtemel emilimi sonucu hayvan dokularında işlevsel olacağı hipotezi, bu parçaların çok küçük boyutlarda olması nedeniyle şüphe uyandırıcıdır. Ayrıca, emilim sonrasındaki muhtemel işlevselliklerine ilişkin olarak şu hususların dikkate alınması gerekir: - yabancı DNA ve proteinler endojen restriksiyon nukleazı veya proteolitik enzimler tarafından parçalanmaktadır ki bu enzimler yabancı DNA ve proteinleri parçalamak için geliştirilen savunma sisteminin bir parçasıdır (Jonas et al., 2001, Alexander et al., 2007). – Rekombinant DNA’nın fonksiyonel olabilmesi için gerekli ifadenin oluşturulması (expression) için genomik bir entegrasyon ön şarttır. Bir bitki ya da bakteriden elen genin hayvan genomuna böylesi bir dikey transferinin gerçekleşme ihtimali oldukça düşüktür çünkü DNA’nın herhangi bir genoma dahil olmasına ilişkin temel mekanizma ancak homolog rekombinasyon ile mümkündür. – Ayrıca, eklenen DNA’nın işlevsel hale gelebilmesi için emilen DNA’nın kopyalama için aktif olan bölgeye eklenmesi gerekmektedir. Kendi kopyalama sistemini taşımadığı sürece,  DNA’nın uygun bir aktifleştirici (promoter), kopyalama alanı (transcriptional site) ve ribozm bağlanma alanı ile yan yana pozisyonda olması gerekir (Beever and Kemp, 2000). – Halihazırda herhangi bir bitki proteininin bitkisel ürün tüketen bir hayvan dokusunda tanımlandığına (expression) ilişkin bir kanıt mevcut değildir. Aslında hiçbir bitki geni veya bu genin bir parçasına insan veya herhangi bir hayvan genomunda şimdiye kadar rastlanmamıştır (Beever and Kemp, 2000). – Ayrıca, belirli hayvan dokularında çok kopyalı bitki DNA’sı bulunduğuna ilişkin yukarıda anlatılan çalışmalarda , ne kloroplast DNA’sı ne de mısır genleri endojen olarak yaban türü kanatlı genomunda bulunmamaktadır (Klotz et al., 2002). – Aynı zamanda, sekiz kuşak boyunca büyük miktarlarda rekombinant DNA ile beslenen farelerde işlevsel bir ekspresyon veya germline transferine rastlanmamıştır  (Hohlweg and Doerfler, 2001).
Sonuç

(1) Biyolojik olarak aktif genler ve proteinler gıda ve yemlerde değişen oranlarda bulunmaktadır. Yenme sonrası, insan ve hayvanların sindirim sisteminde hızlı bir şekilde kısa DNA ve peptit parçalarına ayrışma gözlemlenmiştir. 

(2) Bugüne kadar canlı hayvanlar ile yapılan pek çok çalışma, GD bitkilerden gelen rekombinant DNA ve proteinlerin broiler, sığır, domuz veya bıldırcın gibi çiftlik hayvanlarının doku, sıvı veya yenilebilir ürünlerinde tespit edilmediğini göstermiştir. 

