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OZET

ISLENMIS SIGIR ETi URUNLERINDE COKLU GERCEK ZAMANLI
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (GZ-PZR) YONTEMI ILE TEK
TIRNAKLI HAYVAN ETININ BELIRLENMESI ICIN METOT
GELISTIRILMESI

Sevda GOKBORA
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Haziran 2018, 63 sayfa

Et, 6zellikle esansiyel aminoasitler, zengin vitamin, mineral ve yag igerigi ile
birlikte insan beslenmesindeki en 6énemli temel gida maddelerinden birisidir. Diinya
niifusunun giderek artmasi ile birlikte, gida maddelerine ve dolayisiyla et ve et
tiriinlerine olan talep giderek artmaktadir. Diinyada niifus artisinin en hizli oldugu
tilkelerden biri olan Tiirkiye’de de saglikli ve dengeli beslenmenin saglanabilmesi igin
kirmiz1 et tiiketimi biiyilk 6nem tagimaktadir. Giliniimiizde et {riinlerinde en sik
karsilasilan problem tagsis ve orijinalliktir.

2000-2015 yillar1 arasinda Tiirkiye, Irlanda ve Meksika’y1 da kapsayan
diinyanin ¢esitli bolgelerinde et iirlinlerinde yiiksek oranda yanlis etiketleme vakalari
rapor edilmistir. Farkli hayvan tiirlerine ait etler sucuk, salam, sosis ve kofte gibi
tirtinlere katildiklarinda tiiketiciler tarafindan algilanmasi zordur. Etlerin bagka etlerle
karistirtlip tiiketime sunulmasi gida giivenilirligi konusunda halki endiselendiren
konularin basinda gelmektedir. Et tirlinlerinde kullanilan et tiirlerinin tanimlamas: ve
etiketin dogrulanmasi, ekonomik sebepler, din ve saglikla ilgili faktdrler ve haksiz
rekabetin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir.

Yapilan bu ¢alismada at ve esek mitochondri sitokrom b (cytb) genine spesifik
primerler kullanilarak Ger¢gek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) yontemi
ile hem tiir tayini hem de miktar analizine olanak saglayan bir metot gelistirilmistir.
Referans olarak sigir eti iginde bilinen miktarlarda at ve esek eti bulunan iiglii et
karisimlart hazirlanmis ve DNA izolasyonlar1 yapilmistir. DNA diliisyon serilerinin
kalip olarak kullanildigi at ve esek primerleri ile tekli, ikili ve iiglii reaksiyonlar
hazirlanmis ve %0,05 ile %50 araliginda yiiksek lineer korelasyon degerine ve
reaksiyon verimliligine sahip kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Ayrica, at ve esek eti
icin Onceden dogrulanmig bir metotla analiz edilen 40 adet islenmis et Ornegi,
gelistirilen kantifikasyon yontemi ile yeniden analiz edilmistir. Orneklerin 15°i at ve
esek eti i¢in pozitif sonug veren orneklerdir. Nicel yontem, islenmis et iiriinlerinde at ve
esek etini % 1-50 seviyesinde belirleyebilmistir. Sonuglar, lilkemizde teftislerin ve
giivenilir analiz yontemlerinin 6nemini bir kez daha gostermistir.Elde edilen sonuglar,
tilkemizde denetimlerin ve giivenilir analiz yontemlerinin ne kadar 6nemli oldugunu bir
kez daha gostermistir.



Sonug olarak, islenmis sigir etine karistirilmasi muhtemel at ve esek etlerinin
tespiti i¢in, kolay, hizli, giivenilir ve kantitatif bir GZ-PZR yoOntemi gelistirilmistir.
Ayrica, yiizde % 0,3 oraninda tespit, %1 oraninda miktar tayini yapilabildiginden
gercek bir tagsis mi yoksa metottan kaynakli yanlis pozitif sonu¢ mu oldugu konusunda
bu yontem ile dogru sonug elde edilebilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: At eti, Esek eti, Et tiir tayini, Kantitatif GZ-PZR, Tagsis,
TagMan prob, Tek tirnaklr eti

JURI: Prof. Dr. Mehmet INAN
Dog. Dr. Omer SIMSEK

Dr. Ogr. Uyesi Barcin KARAKAS BUDAK



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A MULTIPLEX REAL TIME PCR ASSAY FOR
DETECTION AND QUANTIFICATION OF EQUINE MEAT IN PROCESSED
BOVINE MEAT PRODUCTS

Sevda GOKBORA
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN
June 2018, 63 pages

Meat is one of the most important foodstuffs in human nutrition, especially in
terms of its highly rich content of essential amino acids, vitamins, minerals and fat.
With the gradual increase of the world population, the demand for foodstuffs and
therefore meat and meat products is also steadily increasing. As one of the countries
with the fastest growing population in the world, Turkey, too, the consumption of red
meat is of utmost importance in order to ensure a healthy and balanced diet. Today, the
most common problem in meat products is adulteration and originality.

In various regions of the world including Turkey , Ireland and Mexico, a high
rate of mislabeling cases of meat products have been reported between 2000-2015. For
customers, it is difficult to perceive the meat of different animal species when they are
mixed in products such as sausage, salami, and meatballs. The fact that meat is mixed
with other meats and presented for consumption is one of the issues that worries the
public about food adultaration. Identification of the meat source in meat products and
verification of the label are important in terms of economic reasons, religion and health
related factors as well as the frouds.

In this study, a method has been developed which allows both species
identification and quantitative analysis by using Real-Time Polymerase Chain Reaction
(Real Time PCR) method using specific primers for horse and donkey mitochondrial
cytochrome b (cytb) gene. As a reference, triple meat mixtures containing horse and
donkey meat were prepared in known quantities in bovine meat and DNA isolations
were performed. Single, double and triple reactions were prepared with horse and
donkey primers in which DNA dilution series were used as template, and the calibration
curves with high linear correlation value and reaction efficiency between 0.05% and
50% were obtained. Furthermore, forty processed meat samples which already analyzed
for horse and donkey meat by a validated method were re-analyzed by the quantification
method developed. Fifteen out of forty samples were positive for horse and donkey
meat. The quantitative method was able to determine the horse and donkey meat at the
level of 1- 50% in a processed meat. The results have once again shown the importance
of inspections and reliable methods of analysis in our country.



As a result, an easy, fast, reliable and quantitative Real-Time PCR method has
been developed for the detection of possible horse and donkey meats. In addition, with
value of 0.3% and 1% of LoD and LoQ, respectively, it is possible to obtain correct
results with this method as to whether it is a real adulteration or a false positive result
due to the used method.

KEYWORDS: Horse meat, Donkey meat, Meat species identification, Quantitative
Real-Time PCR, Adulteration, TagMan prob, Equine meat

COMMITTEE: Prof. Dr. Mehmet INAN
Dog. Dr. Omer SIMSEK

Dr. Ogr. Uyesi Bargin KARAKAS BUDAK
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1. GIRIS

Et, evcil gevis getirenler, kanatlilar, tavsan ve domuzdan elde edilen insan
tilketimine uygun tiim parcalar1 ifade etmektedir (Anonim 1). Ozellikle viicut tarafindan
sentezlenemeyen elzem aminoasitleri biinyesinde bol miktarda i¢ermesi, ek olarak Fe,
P, Zn, Cu gibi mineral maddeler ile B12 gibi vitaminler ve yag i¢cermesi nedeniyle,
beslenme agisindan biiyiik onem tasimaktadir (Gilinsen vd. 2006).

Ulkemizde ve diinyada et sektdriindeki en biiyiik problemlerden biri tagsis ve et
tiriinlerinin orijinalliginin bozulmasidir. Pahali etlerin daha ucuz etlerle karistirilmasi et
endiistrisinde yaygin hale gelmis ve hem saglikla hem de inangla ilgili endiseleri de
beraberinde getirmistir. Yapisal benzerlikleri nedeniyle sigir ve koyun etlerine domuz,
at ve esek gibi hayvanlarin etleri karistirilabilmektedir. Benzer pigmentasyona sahip et
tirleri islenmis et triinlerinde kullanildiklarinda tiiketici tarafindan teshis edilmesi
miimkiin olmamaktadir. Halk sagligimin korunmasmin yanisira, dini inanislar
dogrultusunda tiiketicilerin aldatilmasinin ve ekonomik yonden haksiz rekabetin 6niine
gecilmesi amaciyla uzun yillardan beri tiiketime sunulan et ve et diriinlerinin hangi
hayvan etinden yapildiginin belirlenmesi bilim insanlarinin  baslica arastirma
konularindan biri olmustur (Ekici ve Akyiiz 2003).

Tiiketicilerin aldatilmasinin 6nlenmesi amaciyla gidalarin kontroliinde, hassas,
hizl1 sonug veren, basit, rutin kullanimlara uygun, duyarlilig1 yiiksek, giivenilir ve ayn
zamanda dislik maliyetli yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasma gereksinim
giderek artmaktadir. Et ve et iriinlerinin ayiriminda duyusal niteliklere, anatomik
farkliliklara, histolojik 6zelliklerine, doku ve yaglarin 6zelliklerine ve etlerdeki glikojen
miktarma dayanan yontemlerin yan1 sira immunolojik, elektroforetik ve serolojik
metotlar kullanilagelmektedir. Bununla birlikte son zamanlarda et tiir tayininde DNA’ya
dayali tekniklerin kullanimi 6nemli hale gelmistir. Tiire 6zgii primerler kullanilarak
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi basit, hizli, spesifik ve duyarli bir
analitik yontemdir ve hatta islenmis gidalarda bile uygulanabilmesi agisindan 6ne
¢cikmay1 bagsarmustir (Ilhak ve Arslan 2007).

Islenmis ve islenmemis et iiriinlerinde tiir tayini yapilabilmesi i¢in iilkemizde ve
diinyada bir¢ok calisma yapilmistir. Kesmen ve digerleri (2007) tarafindan yapilan
caligmada tiire spesifik primerler kullanilarak klasik PZR yontemiyle ikili et
karisimlarindan hazirladiklar1 pismis sosiste domuz, at ve esek eti tayini yapilmis ve
tirlerin %0.1 seviyesinde tayinini gergeklestirebilmislerdir (Kesmen vd. 2007). Yine
ayni grup si1gir ve koyun etlerine at, esek ve domuz etlerinden ilave ederek hazirlanan
ikili et karisimlarindan elde ettikleri sucukta %0.1 seviyesinin klasik PZR yontemiyle
tayin edilebilecegini gostermislerdir (Kesmen vd. 2010). Et tiirlerinin kalitatif
analizinde basarili bir sekilde kullanilabilen klasik PZR yonteminin kantitatif analiz i¢in
yeterli olmadig1 bilinmektedir. Bu yiizden hem diinyada hem de iilkemizde et tiir tayini
ve miktar1 konusunda yapilan ¢alismalarda kalitatif ve kantitatif analizlerin birlikte
yapilabildigi gercek zamanli PZR (GZ-PZR) yontemi yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (Dooley vd. 2004; Eugster vd. 2008; Fajardo vd. 2008; Soares vd. 2013).
Bu yontemde hedef genin amplifikasyonu ile es zamanl olarak artig gosteren floresan
sinyal Ol¢iilerek PZR sonrasinda ilave bir isleme gerek duyulmaksizin sonug
alinabilmektedir.



GIRIS S.GOKBORA

GZ-PZR’de kullanilan floresan temelli metotlar temel olarak iki kategoriye
ayrilmaktadir: Problu sistemler (TagMan vb.) ve DNA’nin igine girerek 1sima yapan
interkalatdr boyalarin (Sybr green vb.) kullanildig1 sistemler. Interkalatér boyalar,
ortamda bulunan ¢ift sarmal DNA’ya baglanirlar ve 1s1ma yaparlar. Yeni sentezlenen
DNA miktar arttik¢a bu baglanmanin sonucu olarak floresan 1sima da artar. Sybr green
gibi interkalatdr boyalarin kullanildigi metotlar problu metotlara gore daha ucuz ve daha
hizli olup tasarimlar1 ve optimizasyonlar1 daha kolay gerceklestirilebilmektedir. Fakat,
Sybr green boyasi, ortamdaki biitiin ¢ift sarmal DNA’lara baglanacagi igin spesifik
olmayan DNA’lar da 1s1ma Yyapar ve bu nedenle miktar analizi yapilmasi zorlasir.

Sekansa 6zel TagMan gibi problarin kullanildigr sistemlerde ise PZR
reaksiyonunda ¢ogaltilmak istenen amplikona spesifik ileri (F) ve Geri (R) primer
ciftine ek olarak uglarinda floresan isaretleyiciler tasiyan, sekansa 6zel lglincii bir
primer (prob) bulunmaktadir. Bu iigilincii primerin 5’ ucunda haberci 3’ ucunda ise
sondiiriicli boyalar vardir. Spesifik PZR {irlinliniin ¢ogalmasi, amplifikasyon reaksiyonu
boyunca probun ¢ogalacak bdlgeye baglanmasi ve akabinde o bolgeden koparak 1s1ma
yapmast ile olgiilir. TagMan prob sistemi hedef DNA’ya spesifik olmasindan dolay1
¢ok iyi sonuglar vermektedir. TagMan prob kullanarak sigir, koyun, ke¢i, tavuk, hindi,
domuz, at, esek gibi tiirlerin etlerinin hem kalitatif hem de kantitatif analizlerinin
yapilabilecegini gosteren ¢aligmalar hem tilkemizde hem de diinyada mevcuttur (Laube
vd. 2003; Dooley vd. 2004; Kesmen vd. 2009).

Tiiketiciler satin aldiklari iiriiniin dogru bir sekilde etiketlenmis olmasini isterler.
Yahudilik ve Islam gibi dinler domuz etinin tiiketimini tamamen yasaklar ve tiiketiciler
% 100 s181r eti oldugu beyan edilen bir {irlinti alirken bu bilginin dogru oldugundan ve
domuz eti icermediginden emin olmalidir. Et kiyma haline getirilip karistirildiginda
hangi tiire ait oldugunu belirleyici bir 6zellik tasimaz. Bu nedenle tiir tespiti i¢in PZR
gibi DNA tabanli metotlarin kullanilmasi 6nemlidir.

Bu calismanin gerekgesi, ozellikle son yillarda i¢inde Tiirkiye'nin de oldugu
Irlanda ve Meksika gibi iilkelerde bircok tagsis olayr ile karsilasiimasi ve piyasa
kontrollerinin daha siki hale gelmis olmasidir. Odak noktast gida gilivenliginin
saglanmast olan bu kontrollerde, 6zellikle islenmis iirlinlerde tiirlerinin kalitatif ve
kantitatif analizini giivenilir ve hizli bir sekilde gerceklestirecek ek metotlara
gereksinim artmistir.

Bu ¢aligmanin genel hedefi, islenmis sigir eti tirtinlerinde tek tirnakli (at ve esek)
hayvan tiirlerinin kalitatif ve kantitatif analizini gida gilivenligi laboratuvarlarinda
yapabilecek giivenilir ve hizli bir ¢oklu GZ-PZR metodu gelistirmektir. Bu hedefe iki
0zel hedefgerceklestirilerek ulagilmistir:

I. Referans DNA ve et karisim Ornekleri hazirlanarak at ve esek DNA'sina
spesifik primer ve problarla GZ-PZR reaksiyonlar1 gerceklestirilmis ve
metodun validasyon verileri elde edilmistir.

1. Ozel bir laboratuvarin analiz ettigi, at ve esek eti bakimindan negatif veya
pozitif oldugu bilinen 40 adet 6rnegin gelistirilen metotla analizi yapilmis ve
laboratuvarin analiz sonuglari ile karsilastirmalari yapilmistir.
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Bu c¢alismanin onemi denetim veya ozel laboratuvarlarda halihazirda var/yok
seklinde yapilan et tiir tayini analizlerine miktar analizini de dahil ederek bir adim ileri
tasimak ve boylelikle iiriinlin etiketinde bildirilmemis bir tiiriin varlig1 tespit edildigine
capraz kontaminasyon mu yoksa bilingli bir tagsis mi oldugunun yorumlanmasina
olanak saglamaktir. Ayrica test edilecek olan piyasa {riinlerindeki tagsislerin
miktarlarmi belirlenmesinin et sektoriindeki hileli iiriin yaygmliginin ve boyutlarinin
anlasilmasina, devletin gida kontrol ve giivenligi politikalarinin etkinliginin ve
gerekliliginin farkina varilmasina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Diinya Genelinde Et Uriinlerinde Tagsis Yayginhg

Son yillarda Avrupa’da sigir eti etiketi ile piyasaya siriilen islenmis et
iiriinlerinde at eti tespit edilmesi ile giindeme gelen konu, irlanda’da yerel bir sorun
olarak baslamis, denetimlerin devam etmesi ile Nestle ve Ikea gibi dev firmalara
sicramis ve firmalarin {iriinlerini piyasadan toplatmalar ile uluslararasi bir hal almistir
(Anonim 1). irlanda Gida Giivenligi Otoritesi (FSAI), 2013 Ocak ayinda si181r eti olarak
etiketlenmis et tiriinlerinde domuz ve at eti tespit etti. %100 sigir olarak etiketlenen 27
burger koftesinin 10 tanesinde (%37) at, 23 tanesinde (%85) domuz DNA's1 pozitif
sonug verdi (FSAI 2013). Hammaddeler analiz edildiginde ise bazi partilerde at DNA's1
bulagiklig1 rapor edildi. Bir ay igerisinde FSAIL %100 sigir eti olarak bildirilen lazanya
iiriinlerinin %100 at etinden yapildigmi dogruladi. Bu, Ingiltere'de “Horsegate
Skandali” olarak adlandirilan olaylar zincirini beraberinde getirdi. Bu tiir
sahtekarliklarin ortaya ¢ikmasi, liretimde sahtekarlik ve gidalarin etiketlenmesi ile ilgili
kanun ve yonetmeliklerin gbzden gegirilmesi, kontrollerin arttirilmasi ve sikilastirilmasi
konularmni bir kez daha karar organlarinin giindemine tagimaistir.

Ingiltere'de 2013 yilinda 68 ilkdgretim okulunda verilen yemeklerde at DNA'st
tespit edilmistir (Jacobs 2013). Ebeveynler ve okul yetkilileri bu {irlinlerin% 100 sigir
eti oldugunu diisiiniiyorlardi ve bu sdzde sigir eti iiriinlerinin ¢cogu Islami okullara
dagitilmisti. Yine 2013'te, Giiney Afrika'da, kiyma, kofte, sarkiiteri {irlini dahil olmak
tizere 139 islenmis etin etiket bilgisi kontrolii i¢in analizleri yapilmis ve 95 6rnegin (%
68) etikette yer almayan hayvan tiirlerini igerdigi tespit edilmistir (Cawthorn, Steinman
and Hoffman 2013). DNA temelli bir metot olan LCD-array (Low Cost Density Array)
ile analiz edilen 6rneklerde 14 farkli hayvan eti tiirii (s1gir, manda, domuz, koyun, kegi,
at, esek, tavsan, tavuk, hindi, kaz ve iki ordek cesidi) tespit edilmistir. Sonuglar ayrica
PZR ile dogrulanmis ve en yaygimn bildirilmemis tirlerin domuz ve tavuk oldugu
bildirilmistir. Bu tiir tagsislerin nedenlerinin basinda ekonomik fayda elde etmeye
calismak gelmektedir. Olast bagka bir neden ise ayni ekipmanin farkli et tiirleri i¢in
kullanilmas: ve uygun olmayan temizleme teknikleri nedeni ile onceki iiretimlerden
capraz bulagma gergeklesmesidir. Tagsisin en fazla yapildig tiriinlerin sosis, burger
koftesi ve sarkiiteri {irtinleri olmasi ise kiyma seklindeki sigir etinin igerisine
karistirilacak olan farkli bir tiirin duyusal olarak fark edilmesinin ¢ok zor olmasidir
(Cawthorn, Steinman ve Hoffman 2013).

Meksika'da yaymlanan 2000 yilinda bir caligmada, %100 sigir ve geleneksel
Meksika sosisi olarak etiketlenen 40 et iiriinii, sigir, domuz, at ve kiimes hayvanlarinin
tespiti igin AGID (agar-jel immiino diflizyon) ile analiz edilmistir (Flores-Munguia vd.
2000). Test edilen 40 et 6rneginin 14 tanesinde (% 35) beyan edilmemis tiirler igin
pozitif sonug elde edildi. 23 hamburger 6rneginin 9'u beyan dis1 at eti ve 17 Meksika
sosisi 6rneginin 5'inde at ve domuz eti i¢in tespit edilmistir (Flores-Munguia vd. 2000).

Ulkemizde yapilan denetimlerde de iizerinde %100 sigir eti etiketi bulundugu
halde yapilan analizler sonucu bazi sucuk, salam ve sosislerde kanatli hayvan etlerine
rastlanmistir (Anonim 2). Yine en ¢ok karsilagilan bir baska durum ise sigir etinden
yapildig1 iddia edilen sucuklarda at ve esek gibi tek tirnakli hayvan etlerinin tespit
edilmis olmasidir (Anonim 3). Yapilan denetimler sonucu tagsis yaptig1 kesinlesen
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firmalar Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin resmi sitesinden ilan edilmektedir. En
son, 1 Eyliil 2016 tarihinde Bakanlik tarafindan yapilan agiklamada 135 parti sigir eti
iirlintinde tek tirnakli eti, kanath eti, sakatat ve soya tespit edildigi bildirilmistir.

Istanbul'da 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada, Ozpar ve digerleri (2013) sosis,
kofte, salam ve kiyma gibi et tirlinlerinden 73 adet et iirlinii analiz edilmistir. GZ-PZR
ve LCD-Array ile analiz edilen 6rneklerin %53,4"iniin (73 6rnekten 39'unda) beyan dis1
et icerdigini gostermistir. Beyan dis1 tliriin en fazla tespit edildigi iirlinler kofte,
ardindan kiyma, salam ve sosis idi. Tespit edilen tiirler tavuk, hindi ve koyun olup
higbirinde at ya da domuz DNA's1 tespit edilmedi. 2006 yilinda yayinlanan baska bir
calismada ise, %100 sigir eti olarak etiketlenmis fermente edilmis 100 cesit et
irlininde, beyan dist kiimes hayvan eti tespit edilmistir. % 100 sigir eti olarak
etiketlenmis ¢ig etlerde ise at ve geyik DNA'lar1 rapor edilmistir (Ozpinar vd. 2013a).

410 adet et ve et {iriiniinlin analiz edildigi bir arastirmada o6rneklerin tamaminda
sigir eti, % 20’sinde tavuk eti ve % 4,3’tinde at eti tespit edilmistir. Bu veriler
orneklerin % 16,3’iinlin etiket bilgileri ile uyumlu olmadigimi ve %19,2’sinin hileli
oldugunu géstermektedir (Giinsen vd. 2006). Izmir'de yapilan baska bir calismada ise
116 et ve et iirlinli i¢inde 3 tirtinde domuz eti, 2 {iriinde at eti ve 1 iirtinde de sigir/domuz
eti karigimi tespit etmisler ve triinlerin %15,5'inin hileli oldugunu belirtmislerdir
(Turkyilmaz ve Irmak 2008). Tiirkyilmaz vd. 2009 yilinda yaptiklar: diger bir ¢alismada
ELISA metodu ile inceledikleri 121 6rnegin 4 tanesinde (%2,5) tek tirnakli, 2 tanesinde
(%1,7) ise domuz eti tespit etmislerdir (Tiirkyilmaz vd. 2009).

Mersin ve Adana piyasasindan toplanan 140 adet et ve et iiriiniinde (45 adet et,
45 adet kiyma, 20 adet fermente sucuk, 30 adet hamburger kofte) ELISA ve AGID
metotlar1 kullanilarak domuz ve at eti varlig arastirilmis, incelenen 140 6rnegin 4’iinde
(%2,9) at eti tespit edilmistir (Yalgin ve Alkan 2012).

Son yillarda Istanbul’da yapilan galigmalardan birinde tiiketime sunulan 500
adet ¢ig et uriiniinde (kiyma, lahmacun i¢ malzemesi ve kebap), 9 farkh tiire (sigr,
koyun, domuz, at, esek, tavuk, kedi, kopek, hamambdcegi, fare ve sinek) ait DNA
ornekleri GZ-PZR yontemi ile aragtirilmis ve 52 drnekte sigir disinda koyun, tavuk ve at
kalintilarina rastlanilmistir (Cerit vd. 2015).

Keyvan vd. (2017)’nin, Ankara’da satilan sucuk, salam ve sosislerdeki et
tirlerini PZR yontemi ile aragtirdiklart bir ¢alismada, 37 sucuk Ornegin 5 tanesinde
(%13,5) kanatli, 1 tanesinde (%2,7) kanatli ve tek tirnakli eti tespit etmisler, 32 salam
orneginin 7 tanesinde (%21,8) ve 33 sosis Orneginin 2 tanesinde (%6,1) kanath eti
bulmuglardir. Etiket bilgileri ile karsilastirildiginda 15 adet (%14,7) ornegin etikette
belirtilmeyen farkli hayvan tiirlerine ait etlerden tiretildigi saptanmistir (Keyvan, Kul ve
Tansel 2017).

Edirne, Tekirdag ve Istanbul piyasasindan toplanan %100 sigir eti oldugu beyan
edilen tost, hamburger ve pizzalarin igerisinde si8ir, kanatli, domuz ve at eti aramasinin
ELISA metodu ile yapildigi bir caligmada 155 gida Ornegi incelenmis ve 2 tost
orneginde at eti tespit edilmistir. Ayrica 6rneklerin %33'linde tavuk eti tespit edilmis,
higbir ornekte domuz etine rastlanmamistir. Bu ¢alismada sonug olarak arastirilan
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illerde satisa sunulan s6z konusu her ii¢ gidadan birinde tagsis yapildig: tespit edilmistir
(Atalay vd. 2016).

2.2. Tiirkiye’de Et iiriinleri Denetim Mevzuati ve Diizenlemeler

Tiirkiye’de son yillarda, AB’ye uyum cercevesinde gida gilivenligi ile ilgili
mevzuat c¢aligmalart hizlanmistir. Bunlar, 1997 yilinda ¢ikarilan Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi ve buna istinaden et ve et irlinlerine yonelik ¢ikarilan Tebligler, 2004
tarihinde yiiriirliige giren 5179 sayili Gidalarm Uretimi, Tiiketimi ve Denetlenmesine
Dair Kanun ve 2010 yilinda ¢ikarilan Veteriner Hizmetleri, Bitki Sagligi, Gida ve Yem
Kanunu’dur. Bu yasal diizenlemelerin temel amaci; gida giivenliginin, iiretici ve tiiketici
menfaatleriyle halk sagliginin ve ¢evrenin korunmasini saglamaktir. Tiirkiye’de, AB’ye
uyum cergevesinde hayvancilik sektorii, et ve et tirlinleri sanayinde gida giivenligi ile
ilgili mevzuatin ¢ikarilmasi 6nemli bir adim olarak goriilmektedir (Anonim 4; Anonim
5; Athi vd. 2010)

5179 sayili Kanun, ilk yayimlandigi yillarda Tiirkiye’deki gida otoritelerince
560 sayill KHK’dan ¢ok farkli bulunmamustir. Oztan ve Kahraman (2005), yeni
Kanun’un 560 sayili KHK’ya gore yalnizca yetkilerin tek elde topladigini, Tiirk gida
mevzuatinin AB gida mevzuati ile entegrasyonu konusunda pek bir yenilik
getirmedigini ifade etmistir. Ancak, devaminda gelen siirecte, yeni Kanun’a dayanilarak
yayimlanan pek c¢ok Teblig, Yonetmelik, Talimat vb. diizenlemeler, ileride
olusturulacak olan Gida Yasasi’nin adeta bir 6n hazirligi olmustur. Bununla birlikte
Kanun’un yayimlandig1 yillarda baslamis olan “Eslestirme Projesi” Tiirkiye’de gida
giivenligi konusunda Onemli ilerleme saglamistir. “Eslestirme Projesi”, Tiirkiye
Cumhuriyeti Tarim ve Koyisleri Bakanligi ile Almanya Gida, Tarim ve Tiiketiciyi
Koruma Federal Bakanligi Tiiketiciyi Koruma ve Gida Giivenligi Federal Ofisi ve
Litvanya Cumhuriyeti Gida ve Veteriner Hizmetleri ile ortaklasa yiiriitiilen
“Turkiye’deki Gida Giivenligi ve Kontrolii Sisteminin Yeniden Yapilandirilmasi ve
Giiclendirilmesi Avrupa Birligi Eslestirme” projesidir. Projenin amaci; mevcut Tiirk
Gida Kanunu’nun 178/2002 numarali Konsey Tiiziigi ile uyumu, degisimi ve gida
kontrol sisteminin verimli ve etkili uygulanmasiin saglanmasi amaciyla Tarim ve
Koyisleri Bakanligi’nin kapasitesinin giiclendirilmesidir. AB’den mali destek alan
proje, “Gida Giivenligi ve Kontroli” ve “Ulusal Gida Referans Laboratuvarinin
Kurulmas1” baglikli iki alt proje bileseni olarak Nisan 2006 tarihinden itibaren 18 ay
stireyle ytriitilmiistiir.

2013 yilinda tamamlanan proje ile denetimin en 6nemli kolu olan Gida Kontrol
Laboratuvar Miidiirliikleri’nde metot birlikteligi ve standardizasyonu saglamak, yeni
analiz metotlan gelistirmek, laboratuarlar arasi karsilastirma testleri ve yeterlilik testleri
diizenlemek, halk sagligin1 korumaya yonelik ¢alismalara katilmak ve bu konuda ilgili
kurum ve kuruluslarla igbirligi yapmak amaciyla Ulusal Gida Referans Laboratuvar
Midirligi kurulmustur. Tarim ve Koyisleri Bakanligi’nin ismi, Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi olarak degistirilerek yeniden yapilandirmaya gidilmistir. Gida
denetim, ithalat, ihracat numunelerinin laboratuvar analiz sonuglari ve denetim
bilgilerinin yer aldigi bir veritabani olan Gida Giivenligi Bilgi Sistemi (GGBS)’nin
kullanimina baglanmistir (Anonim 6).
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Tiirkiye’de gida giivenligini denetleyen otorite konumunda bulunan Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanli1’nin yani sira Saglik Bakanligi, Il Ozel Idareleri ve Belediyeler
de denetim yapma yetkisine sahiptirler (Anonim 7).

2.3. Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi (Teblig No 2012/74)

Et ve et iirtinlerindeki taklit ve tagsis olaylarini 6nlemek amaciyla Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi 2009 itibariyle denetimleri arttirmis ve 1 Mart 2013°te
yiiriirliige giren “Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi™ni 15 Aralik 2012
tarihinde resmi gazetede yayimlamistir. Bu teblig ile taklit ve tagsise neden olan bir¢cok
nokta yasaklanmistir. Ambalaj tasarimindan igerik bilgilerine, kullanilan Kkatk1
maddelerinden {irlin ismine varincaya kadar her noktay1 agiklayan teblige gore
biiyiikbas (s1gir, manda ve deve) ve kiiglikbas (koyun ve kegi) hayvanlardan elde edilen
kirmizi etler birbirleri ile karistirilabilir. Bu driinlerin ancak kendi aralarinda
karistirilabilecegi ifade edilmistir. Koyun eti ile sigir eti ya da kanath etleri birbiriyle
karigtirilabilir. Bu iki durum disinda farkli hayvan tiirlerine ait etler birbiriyle
karistirllamaz. Ancak sadece iiretim teknolojisi geregi kanath eti iirlinlerine kirmizi et
veya yagi karistirilabilir. Ayrica, Uriinlerin i¢inde kemik, kikirdak ve sakatat kullanimi
yasaklanmis, sakatatin ancak tek basina “sakatat” ismiyle satilabilecegi belirtilmistir. Et
tirtinlerinde, kanath et, yalnizca salam, sosis ve jambonda kullanilabilecek, fermente
sucuk, 1s1l islem gormiis sucuk ve pastirma gibi iriinlerde ise yalnizca kirmizi et
kullanilabilecektir.

Soya, soya unu, et aromasi, disaridan et proteini ve hayvansal kaynakli
olamayan protein kullanimi da yasak kapsamina alinanlar arasindadir. Uriinde istenen et
proteini oranlar1 uygun kalitede et kullanilarak saglanacak olup et proteini miktar
etikette mutlaka ifade edilecektir.

Tiir ismiyle birlikte ve tiirli yansitacak ambalaj tasarimi ile sunulacak olan
triinlerde %100 ifadesi kullanilmasi, tiiketiciyi yaniltic1 tasarimlar ve isimlendirmeler
yapilmasi da getirilen yasaklar arasindadir.

Bu tebligle, yiiriirliikten kalkan "Cig Kirmizi Et ve Hazirlanmis Kirmiz1 Et
Karigimlart Tebligi"nin (Teblig No: 2006/31) 4. maddesinde yer alan ve "diger kasaplik
hayvanlar" olarak tanimlanan domuz, yaban domuzu, at ve tavsan tiirleri bu tebligde
tanimlanmamustir. “Et ve Et Uriinleri Tebligi”’nde bu hayvanlarla ilgili bir tanimlama
yapilmamasi ya da atifta bulunulmamasi ve 6nceki tebligin ytiriirliikkten kalkmig olmasi;
domuz, yaban domuzu eti ve at etinin kasaplik hayvan kategorisinden kalktig1i ve
yasaklandig1 anlamina gelmektedir.

Piyasadaki iiriinlerin Gida Kodeksine uygunlugunun tespiti ve iirliniin etiketinde
bildirilen bilgilerin kontrolii i¢in kontrol laboratuvarlarinin islenmis et iriinlerinde
etlerin tiirlerini ve miktarlarini tespit etmesi zorunlu hale gelmistir.

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi 2012 yilindan bu yana “5996 sayili
Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghgi, Gida ve Yem Kanunu” ve bu Kanun kapsaminda
hazirlanan, “Gida ve Yemin Resmi Kontrollerine Dair Yonetmelik” geregince;
laboratuvar sonucuyla taklit veya tagsis yapildigi kesinlesen gidalari tireten/ithal eden;
kisilerin hayatin1 ve saghgini tehlikeye diisiirecek sekilde bozulmus, degistirilmis
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gidalar1 {ireten ve/veya satan firmanin adi, triin adi, markasi, parti ve/veya seri
numarasini i¢eren bilgiler kamuoyunun bilgisine sunulmaktadir. Béylece ilk kamuoyu
duyurusunun yapildigi 2012 yilindan bu yana 769 firmaya ait 1605 parti {riin
tiiketicilerin bilgisine arz edilmistir (Anonim 8).

2.4. Tiir Tayini i¢cin Kullamlan Yéntemler

Et tiir tayini igin ette bulunan proteinlerin ya da DNA’nin tespitine dayanan
teknikler kullanilmaktadir. Proteine dayali teknikler, elektroforetik, kromotografik ve
immiinolojik (Asensio vd. 2008) teknikler olup islenmemis et iriinlerine
uygulandiklarinda yiiksek hassasiyet gibi avantajlar1 olmakla birlikte islem gérmiis
etlere uygulandiklarinda ayni sonuglar proteinlerin 1s1, yiiksek basing ve diger islem
teknolojilerinden kaynakli degredasyonuna bagli olarak alinamamaktadir. Bununla
birlikte ELISA ve AGID gibi proteine dayali teknikler DNA temelli testlerle ayni
hassasiyete sahip degildir. Ornegin, en diisiik tespit limiti baz1 ELISA testlerinde %2-10
arasinda iken PZR analizlerinde bu oran %0,1'e kadar diismektedir (Ozpinar et al.
2013). LCD ya da DNA Mikrogip testleri ise %0,1 hassasiyete sahip olmakla birlikte bu
testlerde arka plan giiriiltiisii yiiksek oldugundan yanlis pozitif sonuglar elde etme riski
yiksek olmaktadir (Yosef, Al-Julaifi and A.M.A 2014). Dolayisiyla proteine dayali
tekniklerin ozellikle islenmis et triinlerinde et tiir tayininde kullanilmasi ¢ok tercih
edilmemektedir. Proteinlerle kiyaslandiginda DNA molekiiliiniin sicaklik ve basing
islemlerine dayaniklt olmasi ve her hiicre tipinde DNA’nin bulunmasi islenmis
gidalarda DNA analizini miimkiin kilmaktadir (Mafra, Ferreira ve Oliveira 2008).

Cizelge 2.1'de Kane (2015) tarafindan yapilan et tiir tayininde kullanilan
metotlarin karsilastirmali olarak bir ozeti verilmektedir. Metotlar karsilastirmali olarak
diisiiniildiiglinde hayvan tiirii tespitinde PZR temelli testlerin sektdr standardi olarak
kabul edildigi sdylenebilir.



KAYNAK TARAMASI S. GOKBORA
Cizelge 2.1. Et tiir tayininde kullanilan metotlar (Kane 2015)

I\';\:fol (Ijzu T??yn;tml ?l?raelslf Anatajlar ve Dezavantajlari Referans
Avantaj: Hizli, ¢ig ve pismis etlerin tespitinde etkili, (Hsieh vd.
zaman tasarruflu 2005; Ayaz,

Degisken Dezavantaj: Karigik et orneklerinde en diisiik tespit Ayaz ve Erol
olmakla . limiti %2-10. Kontaminasyon kaynakli yanlis pozitif 2006)
ELISA birlikte Min 2 sonug verme riski yliksek
ortalama s
$3,90
Avantaj: Uygulamasi kolay ve ekonomik. (Hsieh vd.
Dezavantaj: Cok degisken hassasiyet (6rn: koyun ve 2005)
Degisken hindiyi tam olarak ayiramiyor). Kontaminasyon
olmakla . kaynakli yanlis pozitif sonug verme riski yiiksek
- Min.
AGID birlikte 24
S
ortalama
$1,33
Avantaj: Tanimlamanm kolaylhig1 agisindan korunmus  (Hebert
gen Dbolgeleri hedeflenerek universal primerlerin  vd.2003)
kullanilmas1
DNA Sekans 04-48 ODlenf:;/laget:z;i: k y Tiirlerin ~ veribankasinda  tanimlanmis
Barkotlama basma $2,00 S '
Avantaj: Aymi andan birden fazla tiir tespitinin (Cawthorn,
yapilabilmesi, yiiksek spesifite, hassasiyet ve kesinlik Steinman ve
degerleri, %0,1 tespit limiti Hoffman
Tiire 6zsii Dezavantaj: Kontaminasyondan kaynakli yanlis pozitif 2013)
iire 6zgii P icki
P7R $1,80 2,55  riski
Avantaj: Klazik PZR'den daha izl sonug. Otomasyona  (Ozpinar vd.
elverigli. %0,1 tespit limiti ile ayn1 anda birden fazla 2013)
tiiriin tespiti. Miktar tayinine olanak saglamast.
152 Dezavantaj: Maliyetinin yiliksek olmast
GZ-PZR $2,20 ,h
Avantaj: Kolay ornek hazirligi, ayni anda birden fazla (Cawthorn,
tiirtin tespiti, yliksek hassasiyet (%0,1 tespit limiti). Steinman ve
Dezavantaj: Miktar tayini yapilamamasi, arkaplan Hoffman
45dK  giiriiltiisiiniin yiiksek olmasindan dolayr hatali okuma 2013; Yosef,
(PZR  yapma riski Al-Julaifi ve
LCD array $3,00 stiresi AM. 2014)
dahil
degil)
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2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Klasik ve Ger¢ek Zamanh

Son zamanlarda et tiir tayininde DNA’ya dayali tekniklerin kullanimi1 énemli
hale gelmistir. Subat 2013 tarihinde Avrupa’da ortaya c¢ikan at eti skandali iizerine
Briiksel’de gerceklestirilen toplanti sonrasi Avrupa Birligi Saglik Komisyonu iiyesi
Tonio Borg, Avrupa Birligi iiyesi iilkelerde et iirlinlerinin analizlerinin yalnizca
DNA'’ya dayali metotlarla ger¢eklestirilecegi agiklamasini yapmistir (Anonim 9).

PZR molekiiler biyolojide kullanilan en 6nemli ve gii¢lii tekniklerden biridir.
PZR ile DNA ya da cDNA (komplementer DNA)'dan istenen gen bolgeleri milyonlari
bulan sayilarda kopyalanabilir ya da ¢ogaltilabilir (Sekil 2.1). Reaksiyonun
gerceklesebilmesi i¢in gerekli olanlar ¢ogaltilmak istenen bolgeye gore tasarlanmis ileri
(F) ve geri (R) primerler, termostabil DNA polimeraz enzimi ve termal dongii cihazidir.

PZR'de her dongiide tekrarlanan 3 ana basamak vardir. Reaksiyonlar genellikle 30-40
dongii araliginda gerceklestirilir.

1. Denatiirasyon: Yiiksek sicaklikta ¢ift sarmal DNA "erir" ve tek iplik haline
gelir. Bu basamak genellikle DNA polimerazin dayanabilecegi en yiiksek
sicaklik olan 95°C'de gergeklestirilir.

2. Baglanma: Baglanma basamaginda birbirini tamamlayan sekanslar hibridize
olma sans1 yakalarlar. Bu agamanin primerlerin erime sicakligina (Tm) uygun
olarak secilmesi gerekir (primerlerin Tm degerlerinin 5°C agagis1)

3. Uzama: 70-72°C'de DNA polimerazin aktivitesi optimumdur ve primer
uzamas1 100 baz/saniye hizinda gergeklesir. GZ-PZR'de genellikle ¢ogalacak
olan amplikon kisa oldugundan bu asama genellikle 60°C'deki baglanma
asamasi ile birlestirilir.

Islenmis ve islenmemis et iriinlerinde tiir tayini i¢in iilkemizde ve diinyada PZR
metodu ile bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Kesmen ve digerleri (2007) tarafindan yapilan bir
calismada tiire spesifik primerler kullanilarak klasik PZR yontemiyle ikili et
karigimlarindan (sigir ya da kuzu etlerine at, esek ve domuz etlerinden %0,0, %0,1,
%0,5, %1,0 ve %5,0 karistirilarak) hazirladiklar1 pismis sosiste domuz, at ve esek eti
tayini yapilmaya calisilmis ve %0,1 seviyesinde bile karistirilmis et tiirleri tayin
edilebilmistir (Kesmen, Sahin ve Yetim 2007). Yine ayni grup sigir ve koyun etlerine
at, esek ve domuz etlerinden her biri %0,0, %0,1, %0,5, %1,0 ve %5,0 seviyelerinde
ilave edilerek hazirlanan ikili et karisimlarindan elde ettikleri sucukta %0,1 seviyesinde
bile et tiirlerinin klasik PZR yontemiyle tayin edilebilecegini gostermislerdir (Yetim vd.
2010).
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Sekil 2.1. Polimeraz  Zincir Reaksiyonunda hedef bdolgenin ¢ogalma prensibi
(Anonymous 1)

Et tiirlerinin tespit edilmesinde basarili bir sekilde kullanilabilen klasik PZR
yontemin miktar analizi (kantitatif analiz) i¢in yeterli olmadig1 bilinmektedir. PZR
teorik olarak hedef bolgeyi iistel bir sekilde ¢ogaltmaktadir. Yani her dongiide hedef
bolgenin sayisi teorik olarak iki katina ¢ikar (Sekil 2.1). PZR metodu reaksiyonu
sonunda olusan {iriiniin miktar1 ve dongii sayisi bilinirse hedef bolgenin baslangigtaki
miktar1, bilinen bir standartla karsilastirilarak hesaplanabilir fikri ile GZ-PZR metodunu
gelistirilmistir. Klasik PZR'de, ¢ogaltilan sekansin tespiti tiim dongiiler tamamlandiktan
sonra gerceklestirilen jel elektroforez analizi ile miimkiin olmaktadir. GZ-PZR'de ise
hedef bolgenin amplifikasyonu her dongiide 6lgiilmektedir. Reaksiyonun iistel faza
gecis aninin tespit edilebilmesi hedef bolgenin baslangic miktarini yiiksek bir dogruluk
ve hassasiyetle, genis bir dinamik aralikta hesaplayabilme imkani vermektedir.
Boylelikle klasik PZR c¢ogunlukla spesifik DNA bolgelerinin  ¢ogaltilmasi ve
dizilenmesi, klonlama g¢alismalar1 ve diger molekiiler biyoloji tekniklerinde
kullanilirken et tiirlerinin kalitatif tespiti (var/yok analizi) ve miktar tayini (kantitatif
analiz) konusunda yapilan ¢aligmalarda GZ-PZR yo6ntemi yaygin olarak kullanilmaya
baglanmistir (Eugster vd. 2008; Soares vd. 2013). GZ-PZR'm klasik PZR'ye gore
avantajlar1 maddeler halinde su sekilde 6zetlenebilir:

(1) Hedef bolgenin baglangi¢ materyaldeki miktarinin ya da kopya sayisini
hesaplamaya olanak saglamasi,

(2) Reaksiyon sonrasinda jel elektroforezi gibi ek analizlere gerek kalmadan
verilerin degerlendirilebilmesi, boylelikle deney siiresinin kisalmasi ve yliksek sayida
Ornegin analiz edilebilmesi ,

(3) Reaksiyonlar1 ve veri analizleri kapali tiip igerisinde gergeklestiginden diigiik
kontaminasyon riski, kontrol i¢in amplifikasyon sonrasi herhangi baska bir analize
gerek kalmamasi.
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2.5.1. GZ-PZR calisma prensibi

GZ-PZR'nin nasil ¢alistiginin anlasilabilmesi i¢in 6rnek bir amplifikasyon egrisi
tizerinden agiklama yapilabilir. Reaksiyon boyunca floresan isimadaki degisim, termal
dongii ve floresan bolgede tarama yapabilme 6zelliklerini birlestiren cihazlar tarafindan
Ol¢iilmektedir. Reaksiyon boyunca kaydedilen verilerden, floresan isima miktarinin
dongii sayisina kars1 ¢izilen grafikten bir amplifikasyon grafigi elde edilir ve bu grafik
PZR siiresince biriken iriinii temsil eder (Sekil 2.2). Bu grafikte x ekseni reaksiyon
dongii sayisini, y ekseni ise PZR sirasinda tiipiin i¢inde olusan amplikon miktari ile
dogru orantili bir sekilde artan floresan sinyali gostermektedir.

4
4,000 .
3500 4 |T@r9etinput iistel faz ! plato fa
m 10 .
J m 10
3,000 810 e
10° 4
g 25004 |m 1o ¥
E = 10 B
= 2000 4 107 [
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Dongii sayisi

Sekil 2.2. GZ-PZR analizinde 6l¢iilen floresanin, dongii sayisina karsilik amplifikasyon
grafigi ( Anonymous 2)

GZ-PZR amplifikasyon grafigi 2 fazdan olusur: iistel faz ve akabinde yer alan
plato fazi. Ustel faz siiresince PZR iiriiniiniin miktar1 her déngiide ikiye katlanir.
Bununla birlikte reaksiyon ilerledikce, reaksiyon bilesenleri tiikkenir, bir ya da daha fazla
bilesen kisitli hale gelir. Bu noktada reaksiyon yavaslar ve plato fazina girer (Sekil 2.2,
kirmizi renkli egri, 22-40 dongiileri arasi).

Reaksiyonun ilk dongiilerinde floresan degeri taban degerinin altinda kalir. Bu
asamada tirlin iistel olarak biriktigi halde artan floresan miktar tespit edilemez (Sekil
2.2., 0-14 dongiileri arasi). Zamanla ortamda tespit edilebilir miktarda floresan 1sima
yapacak kadar {iriin birikir. Bu nokta, esik dongii olarak adlandirdigimiz C; degeridir. C;
degeri tstel fazda heniiz hi¢bir bilesen kisithi degil iken tespit edildiginden, hedef
sekansin reaksiyonun baslangicindaki miktarini hesaplamak miimkiin olabilmektedir.

Ct degerini, amplifikasyon reaksiyonunun baglangicinda var olan hedef bélgenin
miktar1 belirler. Amplifikasyon sirasinda ¢ogalacak olan bolgenin miktar1 ¢coksa taban
degerinin tizerinde floresan sinyal verecek kadar iiriiniin birikmesi i¢in goreceli olarak
daha az dongii gerekecektir. Bu nedenle reaksiyon diisiik (ya da erken) Ct degerine
sahip olacaktir. Bunun tersi olarak, eger reaksiyonun basinda hedef bolgenin miktari
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¢ok azsa, taban degerinin {izerinde floresan sinyali i¢in daha fazla dongiiye ihtiyag
olacaktir. Bu nedenle reaksiyon yiiksek (ya da gec) Ct degerine sahip olur. Ct degeri ve
hedef bolgenin miktar1 arasindaki bu iliski GZ-PZR'nin Kantitatif olma &zelliginin
temelini olusturur. Sekil 2.2.'de bu iliski agikca goriilmektedir.

2.5.2. GZ-PZR'nin reaksiyon kimyasi

Bir GZ-PZR metodu gelistirilirken en Onemli asama hedef sekansin
¢ogalmasmin hangi kimya ile takip edilecek oldugudur. Farkli floresan kimyalari
mevcut olmakla birlikte genel olarak iki baglik altinda toplanabilirler: (1) ¢ift-sarmal
DNA'ya baglanan boyalar (Sybr green 1) ve (2) boyali ve seckansa spesifik
oligoniikleotid primer ve/veya problar (TagMan, molecular beacons, Eclipse problar,
Scorpion vb.). GZ-PZR reaksiyonlarinda en yaygin kullanilan kimyasallarlar Sybr green
| ve TagMan Hidroliz problaridir.

Metotta hangi kimyasalinnin kullanilacagi reaksiyonun nasil (tekli ya da ¢oklu)
gerceklestirilecegine ve maliyet Onceliklerine baglidir. Genel olarak az 6rnek analizi
gerektiren tekli deneylerde DNA'ya baglanan boyalar tercih edilir ¢linkii deney dizayni
daha kolay, deneyin kurulumu daha hizli ve baslangi¢ maliyeti daha diisiiktiir. Bununla
birlikte, cok 6rnek analizi gerektiren deneyler i¢in floresan etiketli primer ve problarin
kullanilmas: tercih edilir ¢linkii yiiksek baslangic maliyeti gerceklestirilecek olan ¢ok
fazla deneye bolistiiriildiigiinde diisecektir. Ayrica bu sistemle ¢oklu reaksiyonlar
gerceklestirilebilir ve boylelikle deney stiresi kisaltilabilir. Coklu reaksiyonlarda
floresan boyali primer ve problarin kullanilmasi zorunludur ¢iinkiit DNA'ya baglanan
boyalar sekansa spesifik degildir. Bu nedenle kantitatif coklu reaksiyonlarda
kullanilamazlar.

2.5.3. Cift sarmal DNA'ya baglanan boyalar

GZ-PZR reaksiyonlarinda en yaygin olarak kullanilan boya Sybr green |
boyasidir. Bu tip boyalar ortamda bulunan ¢ift sarmal DNA’ya baglanirlar. Reaksiyon
cozeltisi iginde serbest halde iken ¢ok az 1s1ma yapan Sybr green I boyasinin floresan
1s1masi, yeni sentezlenen DNA sekanslarina baglandik¢a 1000 kat kadar artar. Bu
nedenle reaksiyonda meydan gelen toplam i1sima ortamda varolan ¢ift sarmal DNA
miktari ile dogru orantilidir, hedef bolge ¢ogaldikca 151ma artar.

Cift sarmal DNA'ya baglanan boyalar1 kullanmanin en 6nemli avantajlari deney
dizayniin kolay olmasi (yalnizca ileri ve geri primerlere ihtiyag vardir, prob dizayni
yapmaya gerek yok), diisiik baslangi¢ maliyeti ve amplifikasyondan sonra spesifitenin
erime egrisi analizi ile kontrol edilebilmesidir. Erime egrisi analizi farkli reaksiyon
triinlerinin tespiti i¢in kullanilir. Amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra sicaklik
cok yavas bir sekilde kiigiik araliklarla arttirillir ve her asamdan floresan sinyali
kaydedilir. Sicaklik arttikga DNA erir (¢ift sarmal yapis1 bozulur, tek iplik haline gelir)
ve floresan 1s1ma diiser. Sicakliga karsi floresan 1simadaki degisimin birinci tlirevinin
negatif degerine ¢izilen grafik ile her bir amplikon i¢in spesifik olan erime sicakligi
(Tm) degeri tespit edilmis olur. Tm degeri, ¢ift iplik DNAmin %50'sinin tek iplik
halinde oldugu sicaklik degeridir. Erime egrisinde pik veren sicaklik degeri, reaksiyon
sonucu olusan amplikona 6zgii karakteristik bir degerdir. Erime egrisinden birden fazla
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pik olmasi, reaksiyon sirasinda spesifik olmayan fragmentlerin de (primer-dimer vb.)
cogaldigini gosterir (Lopez-Andreo, Garrido-Pertierra ve Puyet 2006).

Sybr green metodunun ¢esitli hayvan eti tiirlerinin ve miktarinin hem islenmis
hem de islenmemis et {irlinlerinde tayini igin basarili sekilde sonug¢ verdigi calismalar
literatiirde mevcuttur (Lopez-Andreo, Garrido-Pertierra ve Puyet 2006; Fajardo vd.
2008; Soares vd. 2013). Bununla birlike Sybr green metodunun en 6nemli dezavantaji,
her ne kadar erime analizi ile iiriin spesifitesi kontrol edilse de spesifik olmayan bir
fragmentin ¢ogalmasi durumunda boya ortamdaki biitiin ¢ift sarmal DNA’lara
baglanacag1 ve dolayisi ile toplam 1s1ma miktar1 artacagi i¢in i¢in dogru, tekrarlanabilir
ve hassas bir miktar analizinin yapilmasi zorlasacaktir . Ayrica bu tiir boyalar ile ¢oklu
reaksiyonlarin tasarlanmasi miimkiin degildir. Birden fazla gen arastirma konusu
oldugunda her bir gen i¢in ayri tiiplerde paralel reaksiyonlar kurmak gerekir.

2.5.4. Floresan etiketli primer ve prob tabanh sistemler

Ticari olarak birgok floresan boyali primer ve prob tabanli sistem
bulunmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan1 degkirmiziasyon probu
olarak da bilinen TagMan prob sistemidir. Bu tiir sistemlerde primerler ya da hedefe-
spesifik oligoniikleotid problar haberci bir boya ile etiketlenir ve ¢ogu sistemde bu
problar ortamda hedefin bulunmadig1r durumlarda 1s1ma yapmayacak sekilde tasarlanir.
Bir ucu haberci boya ile etiketlenmis oligoniikleotidin 1s1ma yapmamasi, diger ucunun
sondiiriicli boya ile etiketlenmesi ile miimkiin olur. Prob hedef bolgeye baglandiginda
haberci ve sondiiriicii boyalar Taq DNA polimerazin 5' niikleaz aktivitesi ile
birbirlerinden ayrilirlar ve 1s1ma gergeklesir (Sekil 2.3).

Polymerization

Forward Q = Quencher
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3
5

l f

Cycle Complete
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¢ &= » 3
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- =5
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Sekil 2.3. TagMan prob sisteminin ¢aligma prensibi (Anonymous 2)
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GZ-PZR metotlarinda, floresan etiketli primer ve problar, DNA'ya baglanan
boyalara gore 2 Onemli avantaja sahiptirler: (1) spesifik olarak hedef sekansi tespit
ederler ve spesifik olmayan iiriinlerin olusmasi miktar analizinin dogrulugunu etkilemez
(2) Coklu reaksiyonlarin tasarlanmasina olanak saglarlar.

TagMan sisteminde sekans-spesifik primer ¢ifti ile birlikte ayrica TagMan prob
olarak adlandirilan sekans-spesifik floresan etiketli bir oligoniikleotid daha bulunur.
TagMan prob primerlerin gogalttigi bolgeye spesifik olarak baglanan {iglincii bir
primerdir. Bu primerin 5’ ucunda haberci, 3’ ucunda ise sondiiriicii boya vardir. Prob
coOzelti i¢inde serbest halde iken haberci boya sondiiriicii boya ile ¢ok yakin oldugundan
1s1ma yapamaz. Sekil 2.3'de gosterildigi gibi amplifikasyon reaksiyonunun baglanma ve
uzama basamaginda prob hedef bolgeye baglanir ve Taq polimerazin 5'—3'
ekzoniikleaz aktivitesi Oniine gelen probu parcalarken haberci boyayi serbest birakir.
Sonug olarak haberci sondiiriicii boyadan uzaklasir ve hedef bolgenin ¢cogalma hizina
orantili olarak floresan sinyalde artis kaydedilir. Yaygin olarak kullanilan haberci ve
sondiiricti boya ciftlerine fluorescein (FAM, yesil floresan yayar) ve Black Hole
Quencher 1 (BHQI1) cifti 6rnek verilebilir. Birbirleri ile uyumlu diger haberci-
sondiiriicii ciftler Cizelge 2.2'de verilmistir.

Cizelge 2.2. Yaygin olarak kullanilan haberci-sondiiriicii boya kombinasyonlari
(*DABCYL mekanik bir sondiiriictidiir ve molecular beacons i¢in uygundur **TAMRA
sondiirticti olarak tavsiye edilmez fakat tek-renkli FAM deneylerinde kullanilabilir)

Haberci Uygun sondiiriicii

FAM (flourescein) BHQ1, DABCYL*, TAMRA**
JOE BHQ1

Cy5 BHQ2, BHQ3

TET BHQ1, DABCYL*

HEX BHQ1, BHQ2, DABCYL*
TAMRA BHQ2, DABCYL*

Texas Kirmizi BHQ2, BHQ3, DABCYL*
ROX BHQ2, BHQ3, DABCYL*

Sekil 2.4'de haberci ve sondiiriicii boyalar dalga boylari ile birlikte gosterilmektedir.
Kullanilmak istenen florofora uygun sondiiriicii boya se¢imi icin bu tiir sekillerden
yararlanilabilir.

TVE™ 563 (563)
Cy* 3 (564)

Quenched by lowa Black® RQ ATTO™ 550 (575 ROX (608)
and Black Hole Quencher®-2 TAMRA (583) ATTO™ Rho 101 (608)
ATTO™ 565 (591)  TEX 615 (6131 TYE™ 665 (665)
Texas Red®-X (617) Cy* 5 (668)
500 nm 540 nm 620 nm 660 nm
TET (539) LOEE(‘(SS?SJJ Quenched by ZEN™-lowa Black® FQ

ATTO™ 488 (522)

6-FAM (5201 ATTO™ 532 (554) and Black Hole Quencher®-1

Sekil 2.4. Florofor haberci boyalarin dalga boylar1 ve uygun sondiirticiileri (Prediger
2015).
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Gergek zamanli PCR cihazlarinin birgok farkli modeli mevcuttur. Her model
floresan boyalar1 uyarmak igin bir eksitasyon kaynagina ve floresan emisyonlari
algilamak i¢in bir dedektore sahip olmalidir. Ayrica, cihazda thermal doéngiileyici
bulunmalidir. Sekil 2.5'de ¢alismada kullanilan Rotor Gene Q cihazinin optik sistemi
gosterilmektedir.

Rotor Gene Q, 6 cksitasyon kaynagi segenegi ve kisa, sabit bir optik yolla
birlestirilmis 6 tespit filtresi ile ¢coklu reaksiyonlar i¢in kullanilmak iizere gelistirilmis
bir cihazdir.

Reaksiyon tiipiiniin i¢indeki 6rnekler haznenin altindan 1s1k yayan diyot (LED)
ile uyarilir. Enerji tiipiin tabanindaki ince duvarlarindan nakledilir. Yayilan floresanlik
reaksiyon haznesinin yan tarafindaki emisyon filtrelerinden gecer bir foton c¢ogaltici
tarafindan toplanir. Sabit optik yol her 6rnek igin tutarli bir uyarilma saglar, yani ROX
gibi pasif bir i¢ referans boyas1 kullanilmasina gerek yoktur.

On gorinis
- —
Feaksiyon bdlmesi :
Tespit
Filtraleri
/ dedektar
s
Fo’Eon .
codalticl . kaynad

dizenedi

Ml motor

arubu
"

Sekil 2.5. Rotor Gene Q cihazinin optik sisteminin illiistrasyonu. Isik kaynagi ve
Dedektor filtreleri (Anonymous 3)

2.5.5. Coklu GZ- PZR analizi

Coklu reaksiyon, ayni tiipiin igerisinde birden fazla hedefin analiz edildigi bir
GZ-PZR teknigidir. Her bir hedef belirli bir boya ile, yani hedefe spesifik primer ¢ifti ve
florosan etiketli probla ayirt edilir. Coklu PZR kalitatif ve kantitatif sonuglar elde etmek
i¢in kullanilabilir. Basarili bir kantitatif sonug igin, tiim dizilerin yeterli sinyal tiretmesi
gerekir. Tekli reaksiyon tek bir genetik sekansi ¢ogaltmak igin tasarlanmisken ikili
reaksiyon iki genetik sekansi gogaltmak i¢in tasarlanmis bir testtir. En yaygin kullanilan
coklu reaksiyon ikili reaksiyondur. Ikili reaksiyon genellikle hedef geni ve
normallestirici geni ayn1 reaksiyonda ¢ogaltmak i¢in kullanilir.
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Teorik olarak, ayni reaksiyonda cogaltilabilecek hedeflerin sayisi mevcut
spektral kullanilabilen 6zelllikleri farkli boyalarin sayisi ve GZ-PZR cihazimin kanal
sayisi ile sinirhidir. Bununla birlikte, deneysel kisitlamalar da vardir: Bir reaksiyondaki
farkli primer ciftleri ve/veya problari birbirleriyle etkilesime girmemelidir. Ayrica bu
primerler ve problar dNTP ve termostabil DNA polimeraz gibi mevcut PCR
bilesenlerini paylagsmak zorundadir ( Anonymous 2).

Coklu bir metodun optimizasyonu ¢ok zaman alici oldugu halde cesitli
avantajlar saglamaktadir:

e Daha az degiskenlik, daha fazla tutarhlik,
e Daha az reaktif kullanimi, daha az maliyet,
o Daha fazla 6rnek analizi,

Ormnegin, analiz tek bir hedeften olusuyorsa, reaksiyonu bir hedef ve bir kontrol
(normallestirici) bolgeyi ¢ogaltacak sekilde ikili olarak kurmak analiz edilecek 6rnek
sayisini artiracak, ihtiyag duyulan 6rnek miktarini ve kullanilan reaktif kullanimini 2 kat
azaltacaktir.

Coklu reaksiyonun en oOnemli avantajlarindan bir digeri ise pipetlemeden
kaynaklanan hatalar1 en aza indirmesidir. Hedef bolgeler ve kontrol bolgesi ayni tiip
icerisinde ayn1 6rnekte ¢ogaltilacagindan, herhangi bir pipetleme hatasi her bir bdlgeyi
ayni derecede etkileyecektir. Bu hassasiyet avantajindan faydalanabilmek igin,
paraleller (teknik replika) arasindaki sapmay1 hesaplamadan once her bir tiipten elde
edilen hedef bolge verisinin kontrol bolge verisi ile normalize edilmesi gerekir.

Coklu reaksiyonlarda her bir hedef icin farkli bir raportdr boya gereklidir.
Secilen boyalar, hedef bolgeler ayni tiipte ¢ogalirken yeterince 1isima yapabilmeli ve
hassas bir sekilde cihaz tarafindan tespit edilebilmelidir. Calismadaki analizlerin
gerceklestirildigi Rotor Gene Q cihazindan bulunan dedeksiyon kanallar1 ve uygun
boyalar Cizelge 2.3'de verilmistir. Calismada tglii olarak gergeklestirilecek c¢oklu
reaksiyonda kullanilacak olan kanal ve boyalar bu gizelgeye gore Yesil (FAM), Sari
(JOE) ve Kirmizi (Cy5) olarak segilmistir.
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Cizelge 2.3. Rotor Gene Q cihazinda bulunan kanallar ve kullanilabilecek boyalar
(Anonymous 3)

Kanallar Eksitasyon (hm) Emisyon (nm) Uygun boyalar

Blue 365+20 460420 Marina Blue®, Edans Bothell
Blue, Alexa Fluor® 350,
AMCA-X, ATTO 390

Yesil 470+10 51045 FAM®, SYBR® Yesil |,
Fluorescein, EvaYesil®, Alexa
Fluor 488

Sari 53045 55745 JOE™, VIC®, HEX, TET™,
CAL Fluor® Gold 540, Yakima
Sarn®

Orange 58545 6105 ROX™_  CAL Fluor Kirmizi
610, Cy®3.5, Texas Kirmizi®,
Alexa Fluor 568

Kirmizi 625+10 660+10 Cys, Quasar® 670,
LightCycler® Kirmiz1640,
Alexa Fluor 633

Crimson 68015 712 high pass Quasar 705, LightCycler
Kirmiz1705, Alexa Fluor 680

HRM 46020 51045 Sybr green I, SYTO®9, LC
Yesil® LC  Yesil Plus+,
EvaYesil

Calismada sigir eti iriinlerinde analiz edilmek istenen bolge sayist 2 hedef
sekans (at ve esek) ve 1 igsel kontrol sekansi (18S rRNA) oldugundan reaksiyonlar ti¢lii
olacak sekilde tasarlanmigtir. Analiz edilen bolgelerin tespit edilmesi igin tasarlanan
problarda kullanilan boyalar ve okuma yapilan dedeksiyon kanallar1 Sekil 2.6'de
gosterilmistir.

FAM JOE Cy5
Yesil Kanal Sari Kanal Kirmizi Kanal
ol4} ._.' Tl
[
Y
II II
=0 75 .'I a1
= [ I 1
= II| ': |II
;g—,. [ [}
I 1
a 30 1w
>_ / ; \
— K | A |
i) i [ '\\
0 25 ér | i \
! )
E ," f "\ \‘\
Em] - |l| . oy
¢ ——— g5 e
200 400 =00 g00 700 200 j=Ia]0]

Dalga Bovu (rnm

Sekil 2.6. Calismada kullanilan boyalarin ve Rotor Gene Q cihazindaki filtrelerin
Uyarilma (---) ve emisyon (—) dalga boylar (lifetechnologies.com/spectraviewer)
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2.5.6. Coklu analizlerde primer ve prob tasarimi

Coklu analizlerde primer ve prob tasarimi tartigmasiz en kritik faktordiir.
Reaksiyon karmasikligi arttikca, primerler ve problarin dimerize olma olasilig1 artacak
ve ayrica reaksiyon bilesenleri igin rekabet bir veya daha fazla hedefin
amplifikasyonunu sinirlayacaktir. Asagidaki faktorler, rekabet etkilerini en aza
indirirken performansi maksimize etmek acgisindan 6nemlidir:

e Amplikonlar1 kisa tutmak. Amplifikasyon 60 bg ila 150 bg¢ arasinda bir
bolgeyi cogaltmak {lizere primerler tasarlamak reaksiyon verimliligini
arttiracaktir.

e Tm degerleri birbirine yakin primerler tasarlamak. Tiim primer ve problarin
ayni tiipiin icerisinde bir baglanma sicakliginda ¢alisacagi unutulmamalidir.

e Primer ve probun hedef bdlgeye olan spesifitesini kontrol etmek igin
BLAST aramasi gergeklestirmek.

e Primer ve problarin dimer olusturma egilimlerini kontrol etmek i¢in Primer
Dizayn Programlar1 kullanmak (BIO-RAD Laboratories 2006).

2.6. Mutlak Miktar Tayini: Standart Egri Metodu

GZ-PZR'de elde edilen verilerin analiz edilmesi deneyin en onemli basamagidir.
Secilecek olan kantifikasyon yontemi deneyin amaglarina baghdir.

» Mutlak miktar analizi, hedef bolgenin gercek kopya sayisini (ya da miktarini)
belirler. Bu yontem ¢ok dikkatli bir planlama ve dogruluk degeri yiiksek bir
standart egri gerektirir.

+ Kargilastirmali miktar analizleri de dikkatli planlama gerektirmekle birlikte,
miktart tam kopya sayisi yerine relatif olarak ifade eder. Cogunlukla gen
ekspresyonu calismalarinda kullamlan ve 274" olarak adlandirilan bu yéntemde
bir genin ekspresyon seviyesi kalibratér ya da baska bir test Ornegi ile
karsilastirma yapilarak kat degisimi seklinde hesaplanir. Bu teknikte Ornegin
kesin kopya numarasi degil kalibrator 6rnekle karsilastirildiginda kag kat

oo

degistigi tespit edilir (Livak ve Schmittgen 2001).

Bu calismamizda hedeflenen, si8ir eti iirlinlerinde olmas1 muhtemel at ve esek eti
miktarmin belirlenmesi oldugundan, igerigi bilinen et karisimlarindan elde edilen
standart egrinin referans olarak kullanildigi mutlak miktar tayin yontemi kullanilmigtir.

Mutlak miktar tayini, arastirtlan hedefin miktarinin (kopya sayisinin ya da %
miktarinin) belirlenmesi gereken durumlarda tercih edilen gercek zamanli PZR
analizidir. Mutlak kantifikasyon igin konsantrasyonu bilinen hedefin birkag basamak
seri dilisyonu gerceklestirilir, gergek zamanli PZR ile ¢ogaltilir ve elde edilen veriler,
hedef konsantrasyonun Ct degerlerine kars1 grafigi ¢izilerek standart egri elde edilir.
Daha sonra bilinmeyen 6rnegin Ct degeri bu standart ile karsilastirilarak kopya sayis1 ya
da ytizde miktar1 belirlenmis olur.
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Mutlak miktar tayininde dikkat edilmesi gereken 6nemli basamaklar asagidaki
gibidir:

1. Standart egri olusturmak igin diliisyon serisi hazirlanirken ve reaksiyon
kurulurken pipetleme dogrulugu ¢ok dnemlidir. Ciinkii gergek zamanli PZR duyarliligi,
hedef bolge ile birlikte ¢ok ufak insan hatalarini da gogaltir. Her bir reaksiyon tiipiine
ayn1 miktarda DNA'nin girdiginden emin olunmasi imkansiz olsa da, analize bir kontrol
bolgenin dahil edilmesi ile reaksiyonlar arasindaki farkliliklar en aza indirilebilir. Hedef
bolge icin elde edilen sonuglarin kontrol bolgenin sonuglart ile normalize edilmesi ile
birlikte genomik DNA ekstraksiyonundan, pipetlemeden ve reaksiyonlardaki
amplifikasyon verimlerinden kaynaklanan varyasyonlarin kontrolii saglanabilir.

2. Hedef genin ve kontrol genin amplifikasyon verimlerinin birbirlerine ¢ok
yakin olmasi1 6nemlidir. Analiz 6ncesinde analiz edilecek olan genlere ve normallestici
gene ait primer ve primer ve problarin amplifikasyon validasyonlarinin yapilmasi
gerekir.

3. Standart egriyi olusturacak noktalarin miktar aralifinin, test orneklerinde
karsilasilabilecek miktarlarin hepsini kapliyor olmasi1 gerekir. Ornegin bilinmeyen test
ornekleri 10 kopya icerebilecek ise standart egrinin en diisiik konsantrasyonu 100
olmamalidir.
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3. MATERYAL VE METOT

At, esek ve dana etlerinden
DNA izolasyonu

Primer sekans dizayni

At, esek ve 18S primerlerinin spesifitesinin
klasik PCR ile kontrol edilmesi

Tekli At ve Esek DNA diliisyon serilerinin
hazirlanmasi

Prob dizaym
Primer ve prob konsantrasyonu

Mg*? konsantrasyonu

Reaksiyon kosullar:
At DNA diliisyon serisi ile Esek DNA diliisyon serisi ile
At ve 18S primer ve prob Esek ve 18S primer ve prob
setlerinin verimliliginin tekli setlerinin verimliliginin tekli

ve ikili GZ-PZR ile test ve ikili GZ-PZR ile test
edilmesi edilmesi
At ve esek DNA'larindan ikili DNA
Diliisvon Serisinin hazirlanmasi
Prob dizaym
Primer ve2 prob konsantrasyonu
At, Esek ve 18S primer ve Mg™ konsantrasyonu

prob setlerinin Reaksiyon kosullart

verimliliginin si¢lii GZ-PZR
ile test edilmesi

ikili Referans Et Karisimlarinin
hazirlanmasi ve DNA izolasvonu

DNA izolasyonu metodu

At, Esek ve 18S primer ve
prob setlerinin
verimliliginin di¢lii GZ-PZR
ile test edilmesi

Piyasa orneklerinin ti¢lii GZ-
PZR ile analiz edilmesi

Sekil 3.1. Calismanin akis grafigi. Noktali gergceve icerisinde belirtilen konular, ilgili
basamakta optimizasyon i¢in gz dniinde bulundurulan hususlardir.
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3.1. Calismada Kullanilan Etlerin ve Orneklerin Temini

Referans DNA ve validasyon et karigimlarinin hazirlanmasinda kullanilan sigir
eti yerel bir besiciden, at eti Ankara il Gida Kontrol Miidiirliigiinden, esek eti ise
Ankara Bala Ciftliginden temin edilmistir.

Calismanin sonunda analiz edilen, ana malzemesi sigir oldugu belirtilen
kavurma, kofte, pide ici, kebap, salam, sucuk gibi iiriinler 6zel bir laboratuvarda daha
once analizi gergeklestirilen ornekler arasindan secgildi. Alinan bu 6rnekler karistirici
yardimiyla homojen bir sekilde ayr1 ayri kiyilarak DNA’lar1 izole edildi. Biitiin 6rnekler
ve DNA’lar ¢calisma boyunca -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.DNA izolasyonu

Calismada kullanilan biitiin et tiriinlerinin DNA’lart Qiagen Blood&Tissue Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak izole edilmistir. Uygulanan yontem kisaca su sekilde
Ozetlenebilir. Homojenize edilmis 6rnekten 25 mg tartilarak i¢inde 5 mm g¢apinda
paslanmaz celikten yapilmis bilye bulunan 2 ml’lik vidal tiiplere konulur. Bu tiipiin
icine 180 upL ATL tamponu eklenir ve tiipler 2x24 tissue lyser adaptOriine
yerlestirildikten sonra 15 Hz hizinda 20 sn siiresince kirma islemine tabii tutulur. Daha
sonra tiiplerin igindeki ¢elik bilyeler alinir ve ayni tiiplere 20 pL proteinase K soliisyonu
eklenir. Tipler kisa bir siire vortekslendikten sonra thermomikserde Kkaristirict
fonksiyonu agik olarak 56 °C’de 3 saat boyunca ornekler tamamen parcalanana kadar
inkiibe edilir. Tipler 15 sn. vortexlenir, 200 pL. AL tamponu eklenir ve tekrar
vortexlenir. Etanol’den (%96-100) 200 uL eklenerek iyice karistirilir ve karigimin
sliziintisii DNeasy mini spin kolona yiiklenir. 8000 devir/dk hizinda 1 dakika
santrifiijlenen 6rnekler kolondan ge¢mis olurlar. Kolon yeni bir 2 ml’lik tiipe alinarak,
500 uL AW1 tamponu eklenir ve 8000 devir/dk’de 1 dakika santrifiijlenir. Kolondan
gecen siiziintii tiipl ile birlikte atilir ve kolon yeni bir 2 ml tiipe alinir. 500 pL. AW2
tamponu eklenir ve 14.000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij yapilir. Kolon 1,5 mI’lik
santrifiij tiipine alindiktan sonra 200 pL AE tamponu eklenerek, oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edilir ve sonrasinda 1 dakika boyunca 8000 rpm’de santrifiijlenir. Bu
asamadan sonra DNA izole edilmis olur. (Anoymous 4)

DNA’larin kalitesi %1°lik agaroz jel elektroforezi ile 40 dakikada 120 Volt
altinda analiz edilmistir.

3.3. DNA Konsantrasyonlarmin Belirlenmesi

Genomik DNA konsantrasyonlarinin olgiilmesi Qubit dSDNA BR Assay Kit
(Invitrogen, CA, ABD) ile iiretici talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir.
Protokolde belirtilen oranlarda toplam 200 pl i¢inde hazirlanan Qubit
tamponu/boya/drnek karisiminin okumalar1 ve konsantrasyon hesaplamalar1 Qubit 2.0
Florometre cihazinda (Invitrogen, CA, ABD) yapilmistir.
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3.4. Referans DNA Diliisyon Serileri ve Validasyon Et Karisimlarinin
Hazirlanmasi

Oncelikle sigir, esek, at etlerinden izole edilen genomik DNA'larin
konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis ve her biri 5 ng/ul konsantrasyonunda olacak sekilde
niikleaz-ari su ile seyreltilmistir.

Tekli DNA Diliisyon Serilerinin hazirlanmas: i¢in at ve esek genomik
DNA'siin (5 ng/ul) yari-logaritmik basamaklara diliisyonu niikleaz-ari su ile Cizelge
3.1'de verildigi sekilde yapilmistir.

Cizelge 3.1. Tekli (at, esek ya da sigir) DNA Diliisyon Serilerinin hazirlanigi

0 o *
Tiip no AL, c;; lsilsgc;ll(‘ ya da Hazirlamis1 To(pnl Z/Z]ODu’\II)A

1 100 5 ng/ul at ya da esek DNA's1 10

2 32 32 pltip 1 +68 ulsu 32

3 10 10 pl tiip 1+ 90 ul su 1

4 3,2 10 pl tiip 2 + 90 pl su 0,32

5 1 10 ul tiip 3 + 90 pl su 0,1

6 0,32 10 pl tiip 4 + 90 pl su 0,032

7 0,1 10 pl tiip 5+ 90 pl su 0,01

Hedef DNA degerleri, yalnizca at ya da esek DNA'st (5 ng/ul) igeren 1 nolu tiip %100 kabul edilerek
verilmistir. Diliisyonlar niikleaz-ari su kullanilarak yapilmustir.

*Toplam DNA degeri, 20 pl hazirlanan reaksiyon karigimina eklenen 2 pl DNA ile tiipe giren toplam
DNA miktarini verir.

Ikili DNA Diliisyon Serisi (AE-DDS) at ve esek etinden izole edilen genomik
DNA’larmn (5 ng/ul) esit oranda karistirilmasi ve niikleaz-ari su ile yari-logaritmik
basamaklara seri diliisyonlarinin yapilmasi ile Cizelge 3.2'de verildigi sekilde elde
edilmistir.

Cizelge 3.2. Ikili (at ve esek) DNA Diliisyon Serisinin (AE-DDS) hazirlanisi

Tiip Toplam
no %At  %Esek Hazirlanis1 DNA*
(ng/20 pl)

1 50 50 100 pl esek (5 ng/ul) + 100 pl at (5 ng/pl) 10

2 16 16 32 pl tiip 1 + 68 pl su 3,2

3 5 5 10 ul tiip 1 + 90 pl su 1

4 1,6 1,6 10 pl tiip 2 + 90 pl su 0,32

5 0,5 0,5 10 pl tiip 3 +90 ul su 01

6 0,16 0,16 10 pl tiip 4 + 90 pl su 0,032

7 0,05 0,05 10 pl tiip 5+ 90 ul su 0,01

*Toplam DNA degeri, 20 pl hazirlanan reaksiyon karisimina eklenen 2 pl DNA ile tiipe giren toplam
DNA miktarin1 verir.

Uclii DNA Diliisyon Serisi (SAE-DDS) at ve esek etinden izole edilen genomik
DNA’larin (5 ng/ul) esit oranda karistirilmast ve sigir DNA's1t (5 ng/ul) ile yari-
logaritmik basamaklara seri diliisyonlarinin yapilmasi ile Cizelge 3.3'de verildigi
sekilde elde edilmistir.
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Cizelge 3.3. Uclii DNA Diliisyon Serisinin (SAE-DDS) hazirlanist

Tiip Toplam
%At  %Esek %Sigir Hazirlanisi DNA*
no (ng/2 ul)
1 50 50 0 100 pl esek (5 ng/ul) + 100 pl at (5 ng/ul) 10
2 16 16 68 32 pl tiip 1 + 68 pl sigir (5 ng/ul) 10
3 5 5 90 10 pl tiip 1 + 90 pl sigar (5 ng/ul) 10
4 1,6 1,6 96,8 10 pl tiip 2 + 90 pl sigar (5 ng/ul) 10
5 0,5 0,5 99 10 pl tiip 3 + 90 pl sigar (5 ng/ul) 10
6 0,16 0,16 99,68 10 pl tiip 4 + 90 pl sigir (5 ng/ul) 10
7 0,05 0,05 99,9 10 pl tiip 5 + 90 pl sigir (5 ng/ul) 10

Diliisyonlar 5 ng/ul konsantrasyonundaki sigir DNA's1 kullanilarak yapilmustir.
*Toplam DNA degeri, 20 pl hazirlanan reaksiyon karisimina eklenen 2 pl DNA ile tiipe giren toplam
DNA miktarini verir.

Uclii Et Karisim Serisi (Validasyon Karisim Serisi) i¢in at ve esek etlerinden
agirlikga esit oranda karistirilarak once %50'lik karisim hazirlanmistir. Daha sonra bu
ilk karisimdan Cizelge 3.4'de verildigi oranlarda sigir eti ile karigtirilarak %0,05, %0,1,
%0,5, %1, %2,5, %10, %25 ve %50 (w/w) oranlarinda at ve esek eti iceren sigir eti
serisi elde edilmistir. Karigimlar toplamda 100 gr olacak sekilde hazirlanmistir.
Karisimlardan genomik DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Niikleaz-ari su ile 5 ng/ul
konsantrasyonuna seyreltmeleri yapilarak -20°C'de muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 3.4. Validasyon Karisim Serisinin hazirlanisi

Karisim Toplam
%At  %Esek %Sigir Hazirlanis1 DNA*
no
(ng/20 pl)
1 50 50 0 100 gr esek eti + 100 gr at eti 10
2 25 25 50 50 gr Karisim 1 + 50 gr sigir eti 10
3 10 10 80 20 gr Karigim 1 + 80 gr sigir eti 10
4 2,5 2,5 75 10 gr Karigim 2 + 90 gr sigir eti 10
5 1 1 98 10 gr Karigim 3 + 90 gr sigir eti 10
6 0,5 0,5 99 20 gr Karisim 4 + 80 gr sigir eti 10
7 0,1 0,1 99,8 10 gr Karigim 5 + 90 gr sigir eti 10
8 0,05 0,05 99,9 10 gr Karigim 6 + 90 gr sigir eti 10

*Toplam DNA degeri, 20 pl hazirlanan reaksiyon karisimina eklenen 2 ul DNA ile tiipe giren toplam
DNA miktarin verir.

Ayni zamanda ¢apraz reaksiyon kontrolii (negatif kontrol) olarak kullanilmak
tizere tavuk, koyun, kegi, domuz etlerinden DNA izolasyonlar1 yapilmis ve 5 ng/ul
konsantrasyonuna niikleaz-ari su ile seyreltilerek kullanilmustir.

3.5. Hedef Gen ve Primerlerin Belirlenmesi ve Sentezi

Islenmis et {iriinlerinde kalitatif ve kantitatif analiz yapmak DNA
degredasyonundan dolay1 zorlasmaktadir. Etlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde
genellikle mitokondriyal DNA’ya (mtDNA) ait genler kullanilmaktadir. Kalitatif
analizlerde mtDNA kullanmanin yiiksek mutasyon hizi, diisiik tespit limiti ve ¢ogu
hiicrenin birden fazla mtDNA kopyasina sahip olmasi gibi avantajlar1 vardir. Ayni
sekilde kantitatif analizler icin de mtDNA’nin diisiik tespit limiti bilinen en 6nemli
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avantajidir (Ballin 2010). Bazi et karisimlarinda hayvan eti tiirlerinin analizi i¢in 12S
rRNA (Rodriguez vd, 2005), sitokrom b (cytb) (Hird vd. 2004; Dooley vd. 2004,
Chisholm vd. 2005), 16S rRNA (Sawyer vd. 2003), ND2 ve ND5 (Kesmen vd.2009;
Kesmen vd. 2012) gibi mtDNA genlerinin GZ-PZR metodunda kullanildigi bir ¢ok
caligmada rapor edilmistir. Bu nedenlerle bu ¢alismamizda mitokondriyal bir gen olan
cyt-b geni tiir tespitinde hedef bolge olarak secilmistir.

Literatiirden edindigimiz bilgiler 1s18inda ¢alismamizda hedef gen olarak
mitokondriyal sitokrom b (cytb) geni secilmistir. 18S rRNA geninin biitiin 6karyotlarda
korunmus bdlgesi ise internal kontrol (I¢sel kontrol/dahili kontrol) olarak kullanilmustir.
Bu genleri ¢ogaltmak i¢in uygun primerler literatiir arastirmasi sonucu bulunmus
(Cizelge 3.5) ve NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) veribankasi
kullanilarak segilen primerlerin bizim hedefimizdeki tiirlere ait olup olmadigi kontrol
edilmistir. Yapilan bu analiz sonucunda primerler, hedef organizmalar i¢in maksimum
benzerlik gostermistir. Problarin floresan boyalarla isaretlenmesi Rotor Gene 6000 el
kitabindaki tavsiyelere gore belirlenmistir.

Cizelge 3.5 Calismada kullanilan primerler ve problarin sekanslari, amplikon
biiyiikliikleri ve problart isaretlemekte kullanilan haberci ve sondiiriicii boyalar.

Primer Hedef Sekans (5°-3%) Amp mf.qr.'. Referans
gen bityiikliigii
DCytb-F }
DCvtb-R Sigir-  CCCGATTCTTCGCTTTCCAT 119  (Tanabe vd.
DP):obe Cytb  CTACGTCTGAGGAAATTCCTGTTG be 2007)
ACytb-F  \, CCAGAATGGTACTTC CTG TTT GC 85  (Koonel vd
ACytb-R TAG AGA GGA TTA GGG CTA ATA CGC ( 02%%2) '
AProbe OV JOE- ACGCCATCCTACGCTCCATTCCCA -BHQ (Sant Kanal)) be
ECytb-F _ GGTGTATTAGCCCTTATCCTTTCCATCT .
Esek 80  (Chisholm
ECytb-R CATGTTAGTGTTAGTAAGTCTGCTACTAAGAGTCAGAAC vd. 2005)
Cytb  FAM-GCACTCATCCCTACCCTACACA-BHQL (Yesil Kanal) be :
EProbe
18S-F TGGTGCCAGCAGCCGC
18S-R 185 1 CAACTACGAGCTTTTTAACTGCA 7 (PZ%el'i)" d.
RNA  cy5.cGCTATTGGAGCTGGAATTACC-BHQ2 (Kirmizi Kanal) be
18Probe

Primerler ve problar Macrogen (Seul, Kore) ve Sentegen (Ankara, Tiirkiye)
firmalarina sentezlettirilmistir. Liyofilize olarak elimize ulasan {irlinler 6nce sentez
raporunda belirtildigi miktarda (100 uM) TE tamponu (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM
EDTA) ile kanstirilmis ve 10'ar upl bolunerek, 1sik almayacak sekilde -20°C'de
muhafaza edilmislerdir. Reaksiyon hazirlanacagi zaman, 10 pl primer ve prob lizerine
90 pl niikleaz-ari su eklenerek son konsantrasyon 10 uM degerine getirilmistir.

3.6. Klasik PZR

Cizelge 3.4’de verilen primer c¢iftlerinin spesifitesinin kontroldi, her bir ¢iftin
sigir, at, esek ve negatif kontrollere ait genomik DNA’larin kalip olarak kullanildig:
klasik PZR ile gergeklestirilmistir. Reaksiyon {irinlerinin %4'lik agaroz jelde
yiriitiilerek analiz edilmesi ile tiire 6zgii primerlerin, diger tiire ait DNA’larda herhangi
bir iirlin verip vermedigi kontrol edilmistir.
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PZR reaksiyonlari, HotStarTaq Master Mix (Qiagen, Almanya) kiti kullanilarak
ve kit protokoliine uygun olarak hazirlanmistir. Toplam 25 ul hacminde hazirlanan
reaksiyon igerigi Cizelge 3.6 deki gibidir:

Cizelge 3.6. HotStarTaq Master Mix ile hazirlanan PZR reaksiyon igerigi

Reaksiyon karisimi Miktar Son konsantrasyon

2XHotStarTaq Master Mix 12,5 ul 2,5 U HotStarTag DNA Polimeraz
1XPZR Tampon
200 uM dNTP (herbirinden)

Ileri Primer (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM

Geri Primer (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM

Niikleaz ari su 10,5 wl

DNA 1l 5-10 ng

Toplam 25 ul

PZR reaksiyonu Tprofessional Thermocycler (Biometra, Almanya) cihazinda
Cizelge 3.7’teki kosullarda gerceklestirilmistir:

Cizelge.3.7. PZR amplifikasyon protokolii

Asamalar Kosullar
Aktivasyon basamagi 15 dk 95°C
Amplifikasyon basamagi
Denatuvrasyon 1dk 94°C Bu basamak 35 kez
Baglanma 1 dk 65°C tekrarlanir
Uzama 1dk 72°C
Nihai uzama 10 dk 72°C

PZR sonunda elde edilen triinler, 1XTAE tamponu ile (40 mM Tris-asetat, 1
mM EDTA) hazirlanan %4’liik agaroz jelde 120 Volt altinda 120 dakika yiriitilerek
UV  jel gorintileme kutusunda (Vilber Lourmat EBox-VX2, Fransa)
goriintiilenmislerdir.

3.7.Gerg¢ek Zamanh PZR (GZ-PZR)

GZ-PZR reaksyonlari i¢in QuantiTect Multiplex PCR NoROX Master Mix Kit
(Qiagen AG GmbH, Almanya) ve RealQ Plus 2xMaster Mix for Probe without ROX
(Ampligon, Danimarka) kullanilmis ve reaksiyonlar Kit protokollerine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar, ikili ve iglii olarak, DNA'dan 10 ng, primer
ciftlerinin ve problarin herbirinden 0,2-0,5 uM igerecek sekilde toplam 20 pl hacminde
asagidaki Cizelge 3.8 ve 3.10'da belirtildigi gibi hazirlanmistir (Anonymous 6)
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Cizelge 3.8. QuantiTect Multiplex PCR NoROX Master Mix Kit ile hazirlanan tekli ve

ikili GZ-PZR igerigi

Reaksiyon karisimi Miktar Son konsantrasyon
2xQuanTitect MM 12,5 ul 1x
5,5 mM Mg*?

Ileri Primer1 (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
Geri Primerl (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
Probel (10 M) 0,4 ul 0,2 uM
Mleri Primer2 (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
Geri Primer2 (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
Probe2 (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
Niikleaz ari su 1,5l

Kalip DNA 2 ul 10 ng
Toplam 20 ul

Ikili GZ-PZR reaksiyonu Rotor Q (Qiagen, Almanya) cihazinda Cizelge
3.9°daki kosullarda gerceklestirilmistir:

Cizelge 3.9. Tekli ve ikili GZ-PZR amplifikasyon protokolii

Asamalar

Kosullar

Aktivasyon basamagi

15 dk

95°C

Amplifikasyon basamagi

Denaturasyon 60 sn
Baglanma ve Uzama 60 sn

94°C x45
55°C Yesil, Kirmizi ve Sari
kanallarinda okuma yapildi

Cizelge 3.10. Uclii GZ-PZR igerigi

Reaksiyon karisimi Miktar Son konsantrasyon
2xQuanTitect MM 12,5 ul 1x

5,5 mM Mg*
Ileri Primer1 (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
Geri Primerl (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
Probel (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
fleri Primer2 (10 pM) 0,4 ul 0,2 uM
Geri Primer2 (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
Probe2 (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
fleri Primer3 (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
Geri Primer3 (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
Niikleaz ari su 1,9 pl
DNA (5 ng/ul) 2 ul 10 ng
Toplam 20 pl

Uclii GZ-PZR reaksiyonu Rotor Q (Qiagen, Almanya) cihazinda Cizelge
3.11°deki kosullarda gergeklestirilmistir:
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Cizelge 3.11. Uclii GZ-PZR amplifikasyon protokolii

Asamalar Kosullar
Aktivasyon basamagi 15 dk 95°C
Amplifikasyon basamagi
Denaturasyon 60 sn 94°C ] x45
Baglanma ve Uzama 90 sn 55°C Yesil, Kirmiz1 ve Sari

kanallarinda okuma yapildi

Her reaksiyon 3 paralel olarak hazirlanmistir. Her seferinde, ¢apraz bulasma
kontrolii olarak kalip DNA'nin eklenmedigi NTC (no template control) ve anti-tiir
DNA'larmin eklendigi NC (negatif kontrol) reaksiyonlar1 da hazirlanmistir.

3.8. Agaroz jel elektroforezi

PZR iiriinlerinin ve genomik DNA’larin dogrulamasi agaroz jel elektroforezi ile
yapilmistir. Agaroz’un (SeaChem, Lonza, ME, ABD) 4 gr tartilarak 100 ml 1xTAE
tamponunda (Tris/asetat/EDTA, 40 mM Tris asetat, 1 mM EDTA) mikrodalgada
wsitilarak ¢oziindiiriilmesi ile hazirlanan jele, 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra 2 pl
etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA, ABD) eklenmistir. Heniiz
katilagsmadan jel kasetine dokiilen ve taraklari yerlestirilen jel katilastiktan sonra 6X
yikkleme boyasi ile karistirilan 6rnekler kuyucuklara yiiklenmis, 1x TAE tamponu
icerisinde 120 V akimda 60-120 dakika yiiriitiilmistiir. Jelde boyutlarmma gore farkli
hizda ilerleyen DNA parcalart boylelikle birbirlerinden ayrilmis ve DNA’ya baglanan
etidyum bromiiriin UV 1simnlart altinda 1s1ma yapmasi sayesinde UV jel goriintiileme
kutusunda (Vilber Lourmat EBox-VX2, Fransa) goriintiilenmislerdir.

DNA standardi olarak GeneRuler 1 kb Plus ve Ultra Low Range DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) markirlart kullanilmistir. DNA standardi, 6x jel
yiikleme boyasi ve steril ultra saf su ile 1:10 seyreltilerek kullanima hazir hale getirilmis
ve kuyucuklara 5 pl olarak yiiklenmistir.

3.9. GZ-PZR Metot Optimizasyonu: Reaksiyon Veriminin Tespit Edilmesi

GZ-PZR'de kantifikasyon, reaksiyonun baglangi¢daki hedef bolgenin miktari ve
amplifikasyon sirasinda elde edilen Ct degeri arasindaki iligki {izerinden
gerceklestirildiginden, dogrulugu yiiksek ve tekrarlanabilir analizler gerceklestirebilmek
icin metodun optimum sartlara sahip oldugunun ispatlanmasi gerekir. Optimize edilmis
bir metodun baglica 6zellikleri asagidaki gibidir:

» Dogrusal bir standart egri (R*>0,98)
»  Yiiksek amplifikasyon verimliligi (%90-%110)
= Paralel reaksiyonlar arasinda tutarlilik

GZ-PZR metodunun optimizasyonu i¢in dncelikle DNA diliisyon serisi ile bir
dizi reaksiyon yliriitlip standart egri elde etmek gerekir. Optimizasyon reaksiyonlarinda
kullanilacak olan kalip DNA, ¢ogaltilmasi hedeflenen sekansi bilinen miktarlarda
icermelidir (6rn. genomik DNA ise ng olarak, plazmid ise kopya sayisi olarak).
Reaksiyon sonrasinda hedef bolgenin baslangi¢ miktarinin (ya da diliisyon faktoriiniin)
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logaritmasina kars1 her diliisyonun amplifikasyonundan elde edilen Ct degerlerine karsi
cizdirilen grafik ile standart egri elde edilir. Lineer regresyon dogrusunun denkleminden
elde edilen Pearson korelasyon katsayisi (r) ve belirleme katsayisi (RZ) degerlerinden
metodun degerlendirilmesi yapilir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.2. Metodun optimizasyonu ig¢in standart egri olusturulmasi. A) Diliisyon
serisinin amplifikasyon egrisi; B) Ct degerine karst kalip DNA miktarlarinin
logaritmasina ¢izilen standart egri (Regresyon dogrusunun denklemi grafigin iizerinde
gosterilmistir)

Diliisyon serisinin, ideal olarak Sekil 3.2.A'da gosterildigi gibi araliklar1 ayni
olan amplifikasyon egrileri vermesi gerekir. Her dongiide tam bir ikiye katlanmanin
gerceklesmesi durumunda, floresan egrilerinin arahign 2" = Diliisyon Faktorii
denkleminden elde edilebilir (n, egrilerin C; degerleri arasindaki fark). Ornegi, kalip
DNA'nin 10'ar kat seyreltilerek hazirlandigi diliisyon serisinde 2" = 10 olacagindan Ct
degerleri arasindaki fark n = 3,32 olacaktir. Esit aralikli amplifikasyon egrilerinin elde
edildigi reaksiyonun standart egrisi Sekil 3.2.B'de gosterildigi sekilde dogrusal
olacaktir. Lineer regresyon dogrusunun denklemi ve r degeri standart egri grafiginin
lizerinde gosterilmistir.

Standart egrinin r ya da R? degeri deneysel verilerin regresyon dogrusuna ne
kadar 1yi oturdugunu, yani verilerin ne kadar dogrusal oldugunu ifade eder. Dogrusallik,
deneydeki paralel reaksiyonlarin arasindaki farkliligi ve amplifikasyon verimliginin
farkli konsantrasyonlarda ayni olup olmadigim1 gosterir. Replikalarin Ct degerleri
arasindaki farkin biiyiikk olmasi r ve R? degerlerini diisiiriir. Dogrulugu yiiksek ve
tekrarlanabilir bir reaksiyonun r degeri >0,990 ya da R? degeri >0,980 olmalidir.

Amplifikasyon verimi (E) standart egrinin egiminden, (3.1) bagintisindan
hesaplanir.
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E=10"em_ 1 (3.1)

Ustel fazda PZR fiiriiniiniin her bir déngiide tam olarak ikiye katlandigini
varsayarsak her bir dongiide amplikonun miktar1 2 katina ¢ikacak ve reaksiyon verimi 1
olacaktir. Yukaridaki formiil kullamlarak 1 = 10 €™ - 1 esitliginden ideal sartlarda
standart egrinin egimi -3,32 olarak hesaplanir. ideal egim degerinin amplifikasyon
egrileri arasindaki ideal uzaklikla ayn1 degerde oldugu goriilmektedir.

Amplifikasyon verimi genellikle ylizde (%) olarak ifade edilir ve bu deger her
dongiide ¢ogaltilan hedef bolge oranini verir. Verim degerini yiizde degerine ¢evirmek
i¢in (3.2) bagintist kullanilir.

% Verim = E x %100 (3.2)
Ideal bir reaksiyonda % Verim = (2 - 1) x %100 = %100 olacaktir.
Sekil 2.6.'deki 6rnekten verim hesaplamasi yapacak olursak:
E=103%9_1=0,954
% Verim = 0,954 x %100 = % 95,4

Her dongii sonunda amplikon sayis1 1,954 kat artmis ya da hedef bdlgenin %95,4'i
¢ogaltilmis anlamina gelmektedir.

Verimin %100'e yakin olmasi metodun giivenilir ve tekrarlanabilir oldugunu
gosterir. Pratikte kabul edilebilir reaksiyon verim araligr %90-110'dir. Diisiik reaksiyon
verimleri zayif primer tasarimindan ya da reaksiyon kosullarinin (baglanma sicakligi,
primer konsantrasyonu vb.) optimum olmamasindan kaynaklanabilir. Reaksiyon
veriminin >%100 olmas: diliisyon serisindeki pipetleme hatasini ya da spesifik olmayan
amplikon olusumunu (primer dimer olusumu vb.) gosterir. Bununla birlikte inhibitoriin
varligi da reaksiyon verimini yiikseltir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyona sahip
ornekler daha fazla inhibitor igerecegin Ct degerlerindeki kayma diisitk konsantrasyonlu
orneklerden daha fazla olacaktir. Sonug olarak standart egrinin egiminin mutlak degeri
diiser ve hesaplanan verim degeri ylikselir. Bu nedenle metot optimizasyonu yapilirken
inhibisyona sebep olmayacak optimum DNA konsantrasyonunun belirlenmesi de ¢ok
onemlidir.

3.10. Miktar Analizi: Kantifikasyon Egrisinin Cizilmesi

GZ-PZR sonuglarinin giivenilir sonuglar vermesi i¢in kalibrasyon egrisinin
normalizasyonu  yapilmis degerlerle ¢izilmesi Onemlidir. Bdylelikle DNA
ekstraksiyonundan, amplifikasyon verimliligindeki degisikliklerden ve pipetlemeden
kaynaklanan farkliliklar kontrol altina alinmis olur. Deney dizayninda i¢ kontroliin
bulunmasi (bu ¢alismada 18S rRNA kontrol olarak kullanilmistir), tiire 6zgii primerlerin
amplifikasyon farkliliklarinin, hedef bdlgenin farkli miktarlarda bulunmasindan mi
yoksa diger faktdrlerden mi (DNA degkirmiziasyonu, inhibisyon, Orneklerden elde
edilen DNA’larin kalite ve miktarlarindaki farkliliklar gibi) kaynaklandiginin
anlagilmasini saglar. Ozellikle islenmis et {iriinlerinin et disinda bilesenlere sahip oldugu
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(6zellikle bitkisel kaynakli) ve maruz kaldiklar1 farkli islemlerin DNA kalite ve
miktarm etkiledigi ve bu durumun hedef bolgenin amplifikasyonu tizerinde dogrudan
etki edecegi unutulmamalidir. i¢ kontroliin kullanilmas1 bu degiskenlerin kontrol altinda
tutulmasini saglar. Bu nedenle, kantifikasyonun yapilabilmesi i¢in normalize edilmis Ct
degerlerinin (ACt) hedef konsantrasyon degerlerinin (%) logaritmasina karsi
cizdirilmesi ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilmistir. Her bir hedef icin ACt
degerleri (3.3) bagintisindan elde edilmistir.

Cthedef(at/esek) - Ctkontrol(18S) = AC‘[norm.hedef (33)

Cthedef(atiesck)V€ Cliontroi1ss) degerleri sirasiyla ti¢lii validasyon et karisimlariin
tire spesifik ve 18S primerleri ve problar ile gergeklestirilen ii¢lii reaksiyonlar
sonucunda elde edilen Ct degerleridir.

At, esek ve 18S primerleri ile gerceklestirilen reaksiyonlarin Ct degerleri Rotor
Gene Q 2.0.3 (Qiagen, Almanya) yazilimi tarafindan yapilan kantifikasyon analizi
sonucu raporlanan verilerdir. Daha sonraki tiim islemler (grafigin ¢izdirilmesi ve
istatistiksel analiz) Microsoft Office 2007 Excel yaziliminda gerceklestirilmistir.

3.11. Kantifikasyon Egrisinin Lineer Regresyon Analizi

At ve esek etinin kantifikasyonu i¢in 2 ayr kantifikasyon egrisi ¢izdirilmis ve
lineer regresyon yontemi ile egrilerin bilinmeyen orneklerdeki at ve esek miktarinin
tespit edilmesinde kullanilabilirliginin analizi yapilmistir.

Rotor Gene Q yaziliminda yapilan kantifikasyon analizinde c¢izdirilen standart
egrilerde, hedef Ct degerlerinin kontrol Ct degerleri ile normalizasyonu
yapilmadigindan, cihazin yazilimi yalmizca esik degerlerinin otomatik olarak
belirlenmesi ve Ct degerlerin edilmesinde kullanilmistir. Daha sonra, (3.3) bagintisina
gore at ve esek Ct degerlerinden ayr1 ayr1 18S Ct degerinin ¢ikarilmast ile ACt degerleri
elde edilmigstir. Validasyon et karisimlarimin % At ve Esek konsantrasyonlarimin
logaritmas1 alinarak ACt degerlerine karsi grafikleri Excel'de c¢izdirilmistir. Grafigin
egilim ¢izgisi formiiliinden standart egrinin egimi elde edilmis ve bu degerden (3.1) ve
(3.2) bagmtilar1 kullanilarak verim elde edilmistir.

Daha sonra DOT islevi kullanilarak, "en kiigiik kareler" yontemine gore dogrunun
istatistigi hesaplanmig ve ardindan dogruyu tanimlayan dizi elde edilmistir. Bir
mikrodizin iglevi olan DOT ile elde edilen degerler ve tanimlar1 Cizelge 3.12'de
verilmistir.
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Cizelge 3.12. Microsoft Excel DOT islevi ile elde edilen degerler ve tanimlar1

DOT (bilinen_y'ler;[bilinen_x'ler];DOGRU;DOGRU)
egilim ¢izgisi denklemi

y=mx+h

1 m b

egilim ¢izgisi egimi egilim ¢izgisi y ekseni kesim noktasi
5 ss(m) ss(b)

egim icin standart sapma degeri b sabiti i¢in ss degeri

3 R’ s5(y)

benzerlik katsayisi y degerleri icin ss degeri
4 F sd

gozlenen deger serbestlik derecesi
5 ss(reg) ss(resid)
regresyon karelerinin toplami kareleri toplaminin artig1

3.12. Standart Egrinin Giiven Aralig ve Tahmin Arahg Limitleri

Cizelge 3.12'de verilen dizide yer alan degerler kullanilarak %95 Giiven Aralig1
(confidence interval, CI) ve %95 Tahmin Araliginin (prediction interval, PI) alt ve iist
siirlar1 hesaplanmig ve standart egri tlizerinde gosterilmistir. CI ve PI alt ve st
degerlerini bulmak i¢in kullanilan formiiller ve veriler, tanimlar1 ile birlikte Cizelge
3.13'de verilmistir.

Cizelge 3.13. Giiven Aralig1 (CI) ve Tahmin Araliginin (PI) alt ve iist degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan formiiller, Excel islevleri ve tanimlar1

Veri Tamm, formiil ve islevi
n Veri sayis1
BAG DEG SAY(degerl;[deger2];...)
Xm X degerlerinin ortalamasi
ORTALAMA(say1l;[say12];...]
SS(xx) X degerlerinin sapmalarinin karelerinin toplami
SAPKARE(say1l, [say12], ...)
tos t dagiliminin 2 kuyruklu tersi
TTERS(olasilik,serb derecesi)
SH Standart hata
_  |ss(resid)
SH = —
GﬁvenﬁArahgl B \/ 1 (X —xm)?
alt ve st sinir X=Y Ftos xSHX |—4 ——
n SS(xx)
Tahmifl Aralig _ \/ 1 (X —Xm)?
alt ve Ust sinir X=Y Ftos xSHX [14+—4+———
n SS(xx)
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Tiim degerler hesaplandiktan ve grafige dokiildiikten sonra Sekil 3.3'e benzer bir
grafik elde edilmistir. At ve esek igin ayri ¢izdirilen kantifikasyon grafiklerinin miktar
tayininde kullanilabilirligine, elde edilen grafiklerin ve istatistiksel verilerin
degerlendirilmesi ile karar verilmistir.

%95 Giiven Arahigi
En uygun lineer regresyon -
o egrisinin %95 olasilikla yer
aldigi bolge
o .
%95 Tahmin Arahigi
oy ] - Belli bir x degerine karsi
hesaplanany
e degerlerinin %95'inin
< yer alacagi bolge

I I | I |
4 2 0 y, 4

Sekil 3.3. Standart egrinin giiven (CI) ve tahmin araliklarinin (PI) grafiksel olarak
ifadesi (Leininger 2013).

3.13. Tespit (LOD) ve Ol¢iim (LOQ) Limiti

Metodun en diisiik tespit limiti (LOD), en diigiik 6l¢iim limiti (LOQ), linearite,
verimlilik ve tekrarlanabilirlik degerleri bir metodun uygunlugunun ve kapasitesinin
degerlendirilmesi i¢in belirlenmesi gereken 6nemli kriterlerdir.

Bir analizin tespit limiti (LOD) pozitif 6rneklerin % 95'inin tespit edilebildigi en
diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir. Bagka bir deyisle, LOD konsantrasyonlarinda
hedef iceren bir 6rnek grubu iginde, basarisiz reaksiyon oran1 % 5'ten fazla olmamalidir
(Bustin vd. 2009). LOQ ise 6rnegin igindeki hedef bolgenin miktarinin hesaplanabildigi
en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir.

LOQ ve LOD degerleri, at ve esek etlerinin bilinen oranlarda sigir eti ile
karistirtlmas1 ile hazirlanan gl validasyon et karisimlarinin DNA’lar1  ile
gerceklestirilen GZ-PZR sonucu ile belirlenmistir. Referans et karisimlarindan elde
edilen DNA’larin at, esek ve 18S primer ve problari ile analizleri gergeklestirilmistir. 3
paralelli gergeklestirilen analizler sonucunda LOD ve LOQ, standart egrinin egimi (m)
ve y degerlerinin standart sapmasi (ss(y)) degerlerinden (3.4) ve (3.5) bagintilari
kullanilarak hesaplanmustir.

LOD = 3,3 X (ss(y)/m) (3.4)

LOQ =10 X (ss(y)/m) (3.5)
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ss(y) ve m degerleri, ACt degerlerinin logio(% konsantrasyon) degerlerine karsi
cizdirilen standart egrinin Excel DOT islevinden elde edilen (Cizelge 3.12) istatistiki
degerleridir.

3.14. Kesinlik ve Dogruluk Degerleri

Metodun kesinlik degeri, validasyon et karisimi DNA'lan ile gergeklestirilen
reaksiyonlarin relatif standart sapmalari hesaplanarak belirlenmistir. Referans et
orneklerinden izole edilen DNA’lar ile 3 tekerriirlii analiz gerceklestirilmistir. Her bir
tiir i¢in varyasyon katsayilarmin (relatif standart sapmalarin) ortalamasi alinmig ve bu
degerler her bir tiir i¢in ayr1 kesinlik degerleri olmustur. Bu analizler sonucunda elde
edilen ortalama degerler ile ger¢ek degerler arasindaki sapmadan ise metodun dogruluk
degeri elde edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Et Tiirlerinden DNA izolasyonu

Sigir, at, esek, domuz ve tavuk etlerinden genomik DNA izolasyonu yapilmistir.
Konsantrasyonlar1 dl¢iildiikten sonra her bir kuyucuga 1 pl DNA yiiklenmis, %1 agaroz
jelde yiiriitiilerek kaliteleri kontrol edilmistir (Sekil 4.1).

Sigir At Domuz Tavuk Esek

$1 =82 Al A2 b «D2 +B3 T1 T2 E1 E2

Sekil 4.1. Et tiirlerinden izole edilen genomik DNA’larin %1 agaroz jel goriintiisii.
(S1: sigir DNA’s1, 240 ng/ul; S2: sigir DNA’s1, 107 ng/ul; Al: at DNA’s1, 220 ng/ul;
A2: at DNA’s1, 100 ng/ul; D1: domuz DNA’s1, 1250 ng/ul; D2: domuz DNA’s1, 1130
ng/ul; D3: domuz DNA’si, 500 ng/ul; T1: tavuk DNA’s1, 1150 ng/ul; T2: tavuk
DNA’s1, 1275 ng/ul; E1: esek DNA’s1, 635 ng/ul; E2: esek DNA’s1, 385 ng/ul)

Genomik DNA’larin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen goriintiiden, sigir, esek ve
at DNA’larinin bozulmadiklar1 ve Olgiilen konsantrasyon degerlerinin birbirleri ile
karsilastirildiklarinda tutarli oldugu belirlenmistir.

4.2. Primerlerin Spesifikliginin Klasik PZR Yoéntemi ile Kontrolii

Literatiirden aldigimiz sigir, at ve esek tiirlerine 6zgili primerlerin spesifikligi
klasik PZR yontemi ile kontrol edilmistir. PZR amplifikasyonunda kalip olarak izole
ettigimiz sigir, at ve esek DNA’lar1 kullanilmistir. Ayrica yine laboratuvarda izole
ettigimiz koyun, keg¢i, tavuk, domuz, misir ve soya DNA’larindan olusan bir karigim
hazirlanarak negatif kontrol olarak kullanilmistir. PZR sonucunda kullanilan primerlerin
istenildigi gibi sadece 6zgii olduklar tiirde pozitif sonug verdigi diger DNA’larla ¢apraz
reaksiyona girmedigi goriilmiistiir (Sekil 4.2). Bunun disinda PZR reaksiyonunda biitiin
DNA’larda pozitif sonug¢ vererek reaksiyonun dogrulugunu kontrol etmemizi saglayan
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18SrRNA primerleri kullanilarak da PZR yapilmis ve istenen sonug¢ elde edilmistir
(Sekil 4.2).

A-  Sigir primerleri M

C-  Esek primerleri Y/ D- 18S primerleri M

p ST 5

Sekil 4.2. Tiire 6zgii primerlerin spesifikliginin kontrolii (%4°1liik agaroz goriintiisii).
1.S1gir, 2.At, 3.Esek, 4.Negatif kontrol, 5.No template kontrol, M.DNA standardi. A)
Sigir primerlerinin ¢apraz kontrolii. B) At primerlerinin ¢apraz kontrolii, C) Esek
primerlerinin ¢apraz kontrolii., D) 18SrRNA primerlerinin ¢apraz kontrolii.

4.3. Primerlerin QPCR Reaksiyon Verimliliginin Belirlenmesi

Klasik PCR ile karsilagtirildiginda GZ-PZR’nin en basta gelen avantaji kantitatif
Ol¢tim yapilabilmesine olanak vermesidir. Kantitatif analizlerde internal bir kontroliin
kullanilmasi 6zellikle analiz edilecek olan 6rneklerin kompleks yapiya sahip islenmis
tirtinler oldugu durumlarda ¢ok 6nemlidir. Bu ¢aligmada mitokondriye ait sitokrom b
geninde bulunan ~80 ¢n bir metot gelistirilmistir. I¢sel kontrol olarak ise tiim 6karyotik
hiicrelerde ¢ogalan niikleer 18S rRNA genine ait 119 b¢ uzunlugundaki bir bolgenin
amplifikasyonu hedeflenmistir.

Caligmada kullanilan primerlerin klasik PZR ile 6zgiilliigii kontrol edildikten
sonra her birinin GZ-PZR amplifikasyon verimlilikleri, tekli, ikili ve t¢lii DNA
Diliisyon Serileri ile tekli, ikili ve ti¢lii kurulan reaksiyonlarla belirlenmistir.

PZR reaksiyon verimliligi, PZR reaksiyonu sirasinda amplikonun cogalma
hizinin yiizde olarak ifade edilis seklidir. PZR reaksiyonunun verimliliginin %2100 (ya
da 1) olmasi, amplikonun miktarinin her bir dongiide miktar olarak 2 kati kadar
cogaldig1 anlamina gelir.

GZ-PZR reaksiyonlarinda reaksiyon verimliligini belirlemek icin standart
egriden faydalanmilmistir. Standart egri, Ct degerlerinin DNA konsantrasyonunun
logaritma degerlerine karsi1 gizilerek elde edilmis, verimliligin hesaplanmasi igin ise
(3.1) ve (3.2) bagmtilar1 kullanilmistir. Her bir primer ve prob setinin reaksiyon
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verimliliginin belirlenebilmesi i¢in ata ait primer ve prob setinin At DNA Diliisyon
Serisi (A-DDS) ile, esek primer ve prob serisinin Esek DNA Diliisyon Serisi (E-DDS)
ile, 18S primer ve prob setinin hem at hem esek hem de Sigir DNA Diliisyon Serileri
(S-DDS) ile tekli, ikili ve tiglii reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda
cizdirilen standart egrilerden reaksiyon verimlilik degerleri elde edilmistir. Reaksiyon
veriminin %90-%110 (0.9-1.1) arasinda, R? degerinin >0.98 oldugu sartlarda analizlere
devam edilmistir.Ayrica, DNA inhibisyonu kontrolii yapilmis, Standart egrinin lineer
araliginin ortalarina denk gelen konsantrasyon degerleri ile deneylere devam edilmistir.

DNA Diliisyon Serilerinin 18S, at ve esek primer ve prob setleri ile tekli, ikili ve
ticlii reaksiyonlarindan elde edilen reaksiyon verimlilik bulgulari asagida verilmistir.

4.3.1. Tekli GZ-PZR reaksiyonlarinda primer prob setlerin verimliligi

Her bir primer ve prob setinin tekli reaksiyon verimlilikleri, at primer-prob
setinin A-DDS ile, esek primer-prob setinin E-DDS ile, 18S primer-prob setinin A-
DDS, E-DDS ve S-DDS ile tekli reaksiyonlar1 sonucunda belirlenmistir. Esek probu
haberci olarak 5-FAM, sondiiriicii olarak 3'-BHQ1 boyalar ile etiketlenmis olup
floresan 1simasi1 Yesil Kanalinda, at probu haberci 5'-JOE ve sondiiriicii 3'-BHQ1
boyalar ile etiketlenmis olup 1s1mas1 Sar1 Kanalinda, 18S probu ise haberci 5'-Cy5 ve
sondiiriicii  3'-BHQ2 boyalar1 ile etiketlenmis olup 1s1masi Kirmizi Kanalinda
kaydedilmistir.

4.3.1.1. At primer ve prob setinin tekli reaksiyon verimliligi

A-DDS'nin (%32, %10, %3,2, %1, %0,32 ve %0,1) At primer ve prob (5'-JOE
ve 3-BHQL1) seti ile tekli GZ-PZR reaksiyonlar1 Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9'da verildigi
sekilde 3 paralelli olarak gerceklestirilmistir. Negatif kontrol olarak sigir, domuz, tavuk
ve esek DNA'lar1 kullanilmigtir. Reaksiyon sonucu 5 noktadan bir standart egri elde

edilmistir. Yazilim tarafindan verimlilik, egim ve R’ degerleri hesaplanmistir (Sekil
4.3).

Cihazin yazilimi tarafindan esik degeri otomatik olarak belirlenmis ve her bir
reaksiyonun Ct degeri tespit edilmistir. Ct degerlerine karst konsantrasyonun
logaritmasi grafigi cizilerek standart egri elde edilmistir (Sekil 4.3.B). At primer ve prob
setinin A-DDS ile tekli reaksiyon verimliligi (0,91 ya da %91) ve R? (0,99) degerleri
olmas1 gereken araliklarda elde edilmistir.
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15 ——
04
50‘3
E
gu‘z
01
Mb. - - : ‘ ‘ ‘
A 5 10 15 2 5 Kl i 4
Cyck
3 I o ' ]
: : Sarl kanal -At Prirmer Prob
L prrTT R=0,39890 R=0,53730
A T T h=-3,569 B=18,793
T R B oSl werim=0,91
A8 4 - dm b e foee-
AT e T bee--
10 W 10
B Konsantrasyon

Sekil 4.3. At primer ve prob setinin At DNA Diliisyon Serisi ile gergeklestirilen tekli
GZ-PZR reaksiyon verimliligi analizi sonucu, (konsantrasyona karsi Ct). (A)
amplifikasyon grafigi (Sar1 Kanal); (B) Standart egri (E: reaksiyon verimliligi, M: egim,
R?: benzerlik katsayisi)

Reaksiyon iirinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi ile primerlerin 6zgiilliigi kontrol
edilmistir. Sekil 4.4'de goriildiigli gibi yalnizca spesifik olarak hedeflenen fragmentin
amplifikasyonu gerceklesmis ve boylelikle, negatif kontrollerde {iriin olusumunun yok
denecek kadar az olmasi ile birlikte at primer ve prob setinin at etine spesifik oldugu
gosterilmistir.

%100 %32 %10 %3.2 %1.0 %0.32 %0.1 Sigir esek

AP A A

Sekil 4.4. At primer ve prob setinin A-DDS (%100, %32, %10, %3.2, %1.0, %0.32,
%0.1) ile tekli GZ-PZR reaksiyon sonucunda elde edilen iiriinlerinin %4 agaroz jel
gorlntiisii. S181r, esek genomik DNA'lar1 negatif kontrol

A-DDS'nin ilk iki konsantrasyonla (%100 ve %32) gerceklestirilen
reaksiyonlarinda floresan isima gergeklesmemistir (Sekil 4.3.A). Agaroz jel goriintiisii
de (Sekil 4.4) bu reaksiyon tiiplerinde iiriin olugsmadigini géstermistir. Reaksiyon tiipiine
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giren DNA miktar1 %100 konsantrasyonu i¢in 100 ng, %32 konsantrasyonu i¢in 32 ng
DNA'ya tekabiil etmektedir. Reaksiyon 10 ng genomik DNA'ya tekabiil eden %10
konsantrasyonunda calismistir. Boylelikle 20 pl reaksiyon i¢in 10 ng iizeri DNA'nin
reaksiyonu inhibe ettigi tespit edilmistir. Daha sonraki deneylerde herbir reaksiyon
maksimum 10 ng minimum 0.1 ng DNA ile gerceklestirilmistir.

4.3.1.2. Esek primerinin baglanma sicakhiginin optimize edilmesi

E-DDS'nin esek primer ve prob seti ile tekli GZ-PZR reaksiyonlar1 Cizelge 3.8
ve Cizelge 3.9'da verildigi sekilde 3 paralelli olarak gergeklestirilmistir. Bu
reaksiyonlarda 3 farkli baglanma/uzama sicakligi uygulanarak sicakligin reaksiyon
verimine etkisi incelenmistir. Her bir sicaklik ig¢in bir standart egri elde edilmistir.

Yazilim tarafindan verimlilik, egim ve R? degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.5, 4.6 ve
4.7).

005 {Threshoid

:
2

vesgil kanal E-DDS
R=0,99552 R*=0,29105
M1=-3,501 B=31,241
werim=0,93

3
24""':'""""T""""'I """"" . """"':' """" I'""""T """"" ——

Fonsatrasyon

Sekil 4.5. Esek primer ve prob setinin E-DDS ile 60°C baglanma sicakliginda
gerceklestirilen tekli GZ-PZR reaksiyon verimliligi analizi sonucu. (A) E-DDS ile esek
primerlerinin amplifikasyon grafigi, Yesil Kanal; (B) Standart egri (E: reaksiyon
verimliligi, M: egim, R% korelasyon katsayis1)
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BULGULAR
0.4 /
n:n Threshold — G - J—
T = e
LI A S S vesil kanal E-DDS
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o . . .
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Fonsatrasyon

Sekil 4.6. Esek primer ve prob setinin E-DDS ile 55°C baglanma sicakliginda
gergeklestirilen tekli GZ-PZR reaksiyon verimliligi analizi sonucu. (A) E-DDS ile esek
primerlerinin amplifikasyon grafigi, Yesil Kanal; (B) Standart egri (E: reaksiyon
verimliligi, M: egim, R?: korelasyon katsayis1)

03
04
202
Eiz
0,1
Threshold
1 E — — )
é 1b 1|E 2IU 2‘5 SIU SIE 4‘0
Cycle
I == oo,
o ; Yesi| kanal E-DDS
o R — R=0,93755 R*=0,99512

sgd . :L ----------------------------- M=-3,143 B=25,743
---------- werim=1,08

i3 TP Foosmeoen o T
S

cT

o I R N
16 1d

Fonsatrasyon

Sekil 4.7. Esek primer ve prob setinin E-DDS ile 45°C baglanma sicakliginda
gerceklestirilen tekli GZ-PZR reaksiyon verimliligi analizi sonucu. (A) E-DDS ile esek
primerlerinin amplifikasyon grafigi, Yesil Kanal; (B) Standart egri (E: reaksiyon
verimliligi, M: egim, R?: korelasyon katsayis1)
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Cizelge 4.1'de esek primer ve setinin 3 farkli baglanma sicakligindaki reaksiyon
verimliligi ve R? degerleri karsilastirilmigtir.  Baglanma sicakliginin - verimlilik
degerlerinde bariz bir fark yaratmadigindan analizlere 55 °C baglanma sicakligi ile
devam edilmistir.

Cizelge 4.1. Esek primer ve prob setinin E-DDS ile tekli reaksiyonlariin farkh
sicakliklardaki verimlilik degerleri

Baglanma/Uzama Reaksiyon 2
< RN R
sicakhigy verimliligi
60 °C %93 0,99
55 °C %93 0,99
45 °C %108 0,99

4.3.1.3. 18S primer ve prob setinin tekli reaksiyon verimliligi

Igsel kontrol olarak kullanilan 18S primer ve prob setinin, at, esek ve sigir
DDS'lerinin her biri ile tekli GZ-PZR reaksiyonlari gerceklestirilerek reaksiyon
verimlilikleri ayri ayr1 hesaplanmistir (Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10). Her bir reaksiyon
sonucunda 5 noktadan standart egri elde edilmistir. Yazilim tarafindan verimlilik, e§im
ve R? degerleri hesaplanmistir.

Threshold

Y Y Y Y Y Y Y
10 15 2 25 30 36 40

31
30
29
28

o 27

25 4
24 4
23 |

____________________________________________________

b N e io--. M=-3,456 B=28,156

——————————————————————————————————————————————————————

P iz kanal-185-4-DD5

R=0,99864 R°=0,99728

o oo e T " Verim=0,95

___________________________________________________________________________________

Konsatrasyon

Sekil 4.8. 18S primer ve prob setinin A-DDS ile tekli reaksiyon verimliligi analizi
sonucu (Kirmizi Kanal).
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18S primerlerinin A-DDS ile tekli GZ-PZR reaksiyonu sonucunda, reaksiyon

verimliligi (0,95 ya da %95), R? degerleri (0,99)
edilmistir.

olmas1 gereken araliklarda elde
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Sekil 4.9. 18S primer ve prob setinin S-DDS ile tekli reaksiyon

sonucu (Kirmizi Kanal)

verimliligi analizi
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Fonsatrasyon

Sekil 4.10. 18S primer ve prob setinin E-DDS ile tekli reaksiyon verimliligi analizi

sonucu (Kirmiz1 Kanal)
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Her iig tiirtin DNA's1 (at, esek ve si8ir) ile gerceklestirilen tekli GZ-PZR sonrasi
18S primer ve prob seti reaksiyon verim yeterlilik sartlarini1 Cizelge 4.2'de goriilecegi
lizere saglamis bulunmaktadir.

Cizelge 4.2. 18S primer ve prob setinin At, Sigir ve Esek Diliisyon Serileri ile tekli
reaksiyonlarinin verimlilik degerleri

18S primer/prob Reaksiyon R?
verimliligi
At Diliisyon Serisi % 95 0,99
Sigir Dillisyon Serisi % 100 0,99
Esek Diliisyon Serisi % 109 0,96

Her ii¢ tirde de verimlilik degerlerinin %90-110 araliginda, R? degerinin 0,99
olmasi, 18S primer ve prob setinin bu metot i¢in uygun bir kontrol oldugunu
gostermistir.

4.3.2. ikili GZ-PZR reaksiyonlarinda primer prob setlerin verimliligi

Herbir primer ve prob setinin ikili reaksiyon verimlilikleri, at ve 18S primer-
prob setlerinin A-DDS ile, esek ve 18S primer-prob setlerinin E-DDS ile ikili
reaksiyonlart sonucunda belirlenmistir.

4.3.2.1. At primer ve prob setinin ikili reaksiyon verimliligi

At ve 18S primerlerinin A-DDS ile ikili GZ-PZR reaksiyonu sonucunda,
reaksiyon verimlikleri sirasi ile %96 ve %91, R? degerleri ise 0,99 olarak gereken
araliklarda elde edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. At ve 18S primer ve prob setlerinin A-DDS ile ikili reaksiyon verimliligi
analizi sonucu (A) At primerleri amplifikasyon grafigi (Sar1 Kanal) (B) 18S primerleri
amplifikasyon grafigi (Kirmizi Kanal) (C) At ve 18S standart egrileri
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4.3.2.2. Esek primer ve prob setinin ikili reaksiyon verimliligi

Esek ve 18S primerlerinin E-DDS ile ikili GZ-PZR reaksiyonu sonucunda
cgizilen 6 noktali standart egriden, reaksiyon verimlilikleri sirasi ile %96 ve %97, R?
degerleri ise 0,99 olarak gereken araliklarda elde edilmistir (Sekil 4.12).

0.10{Thresnoig

Cycle.

2
Threshold

0 35 40

—+ Yegil kanal Ezek E-DDS

~+ R=0,93919 R*=0,99839

i MW=-3,420 B=28,620

serim=0,96

Kzl kanal E-DDS

i R=0,99925 R=0,99850

T MW=-3,401 B=25,738

::.: Werim=0,97

Foansatrasyon

Sekil 4.12. Esek ve 18S primer ve prob setlerinin E-DDS ile ikili reaksiyon verimliligi
analizi sonucu (A) Esek primerleri amplifikasyon grafigi (Yesil Kanal) (B) 18S
primerleri ile amplifikasyon grafigi (Kirmiz1 Kanal) (C) Esek ve 18S standart egrileri
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4.3.3. Uclii GZ-PZR reaksiyonlarinda primer prob setlerin verimlilikleri

Esek, at ve 18S primerlerinin AE-DDS (at ve esek DNA'lar1 1:1 oraninda
kanstirildiktan sonra seri diliisyonlar1 yapilmistir, Cizelge 3.2) ile i¢li GZ-PZR
reaksiyonu sonucunda, reaksiyon verimlikleri ve R? degerleri esek i¢in %76 ve 0,99 at
icin %100 ve 0,99 ve 18S icin %108 ve 0,99 olarak elde edilmistir. Standart egrilerini
gosteren Sekil 4.13.D'de acikga goriildiigii lizere esek primerlerine ait standart egri, at
ve 18S egrilerinden ¢ok farkli bir egime dolayisi ile farkli verimlilik degerine sahip
¢ikmigtir. Bu sorunun giderilmesi i¢in primer ve prob konsantrasyonlarinda ayarlama
yapilarak {iclii reaksiyon tekrarlanmastir.

Coklu reaksiyonlarda ayni tiirlin igerisinde birden fazla amplikon ¢ogaldigindan
her bir primer ¢ifti reaktifler i¢in yaris icinde olacaktir. Reaksiyona giren genetik
materyalde, hedef bolgelerden birinin miktarinin digerlerinden daha fazla olmasi o
bolgenin daha fazla ¢ogalip, daha az miktardaki bolgeler i¢in reaktifleri kisitlamasina
neden olmaktadir. Cogaltilmak istenen esek bolgesinin reaksiyon igeriginde 18S'e gore
daha az olmasi, verimliliginin diisiik kalmasina neden olabilir diistincesi ile primer
konsantrasyonlarinin degistirildigi yeni bir reaksiyon kurulmustur. Primer ve problarin
her birinin reaksiyon igerigindeki son konsantasyonlar1 18S i¢in 0,15 pM, at i¢in 0,2
UM ve esek igin 0,25 pM olacak sekilde Uglii DNA Diliisyon Serisinde (SAE-DDS) (at
ve esek DNA'lar1 1:1 oraninda karistirildiktan sonra seri diliisyonlar1 sigir DNA's1 ile
yapilmistir) reaksiyonlari gergeklestirilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Primer ve prob setlerinin AE-DDS (at ve esek DNA'larinin her birinden
%16, %S5, %1,6, %0,5, %0,16 ve %0,05 igeren) ile Gi¢lii reaksiyon verimliligi analizi
sonucu (A) Esek primerleri amplifikasyon grafigi (Yesil Kanal) (B) At primerleri
amplifikasyon grafigi (Sar1 Kanal) (C) 18S primerleri amplifikasyon grafigi (Kirmizi

Kanal) (D) Standart egri
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wesgil kanal SAE-DDS
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Sekil 4.14. Primer ve prob setlerinin SAE-DDS (%16, %5, %1,6, %0,5, %0,16,
%0,05'er at ve esek DNA's1 igeren sigir DNA's1) tiglii reaksiyonu amplifikasyon ve
standart egri grafikleri (A) Esek primer amplifikasyon grafigi (Yesil Kanal) (B) At
primer amplifikasyon grafigi (Sar1 Kanal) (C) Standart egri

Optimize edilen primer ve prob konsantrasyonlari ile esek primer setinin reaksiyon
verimliligi %76'dan %104'e diizeltilmistir (Sekil 4.14). At primer setinin verimlilik ve
R? degerleri ise yine istenen aralikta elde edilmistir (%98 ve 0,99) (Sekil 4.14). Daha
sonraki analizlere optimizasyonu yapilmis primer ve prob konsantrasyonlar ile devam
edilmistir.

SAE-DDS ile tgli reaksiyon sonucunda elde edilen 18S primer setinin
amplifikasyon grafigi Sekil 4.15'deki gibidir. Tekli (A-DDS, E-DDS) ve ikili AE-
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DDS'lerden farkl olarak, {icliit SAE-DDS hazirlanirken at ve esek DNA karisimi su ile
degil sigir DNA's1 ile seyreltildiginden her bir noktadaki DNA konsantrasyonu 5
ng/ul'dir. Her bir reaksiyon tiipine 2 pl kalip DNA eklenmesi ile, her bir reaksiyon
tiiptindeki DNA konsantrasyonu at ve esek DNA's1 gibi azalmayip 10 ng olarak sabit
kalmistir. Her ii¢ tiirde de ¢ogalmasi beklenen 18S primer setinin tiim noktalardaki Ct
degerinin ayni ¢ikmasi, tliplere eklenen DNA miktarinin esit oldugunu, dilisyon
serilerinin hazirlanmasindan ya da reaksiyonun kurulmasindan kaynaklanan pipetleme
hatalarinin en az seviyede tutuldugunu géstermistir.

Cycle

Didngll sayisi

Sekil 4.15. SAE-DDS (%16, %S5, %1,6, %0,5, %0,16, %0,05'er at ve esek DNA's1t
iceren s1g1ir DNA's1) ti¢lii reaksiyonu sonucu 18S primer seti ile amplifikasyon grafigi.

4.4 Kantifikasyon Grafikleri ve Istatistiksel Analizleri

At, esek ve 18 S primerlerinin, DNA Diliisyon Serileri ile tekli, ikili ve tg¢lii
gerceklestirilen reaksiyonlar:t sonucunda reaksiyon verimlilikleri her {i¢ primer seti
icinde olmasi gereken %90-110 araliginda elde edilmistir. Ayrica tiim reaksiyonlarda R?
degeri >0,98 olarak bulunmustur. Primer/prob konsantrasyonlar1 ve reaksiyon baglanma
sicakli1 optimizasyonu yapilan reaksiyonun miktar analizindeki performansini 6lgmek
icin, Uiclli reaksiyonlar bir kez de Validasyon Et Karisimlarindan izole edilen DNA'lar
ile tekrarlanmigtir. Miktar tayini, normalizasyonlar1 yapilmig Ct degerleri ile ¢izdirilen
standart egrinin kullanildigi mutlak kantifikasyon metoduna gére Microsoft Excel
programinda gergeklestirilmistir.

Bilinen miktarlarda at ve esek eti igeren tiglii validasyon érneklerinin tiire 6zgi
ve 18S primerleri ile {iglii olarak 3 paralelli gergeklestirilen reaksiyonlari sonucunda at
ve esek tiirleri i¢in 2 ayr1 kantifikasyon egrisi ¢izdirilmis, egrilerin Excel dogrusal
tahmin (DOT) islevi ile istatistiksel verileri elde edilerek LOD, LOQ, kesinlik ve
dogruluk degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.3 ve 4.4). Ayrica %95 giiven ve tahmin
araliklarmin alt ve {ist sinirlart belirlenerek grafik lizerinde gosterilmistir (Sekil 4.16 ve
4.17).
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Cizelge 4.3. Uclii validasyon et karisimlarmin iiglii reaksiyonunun at ve 18S primerleri Ct degerleri ve At Kantifikasyon
Grafigi i¢in hesaplanan verileri

Std %095 %095

05

Ct, Ct Log10 ort. Hesap. .. - . . Hesap. ort. %
%At At 185 %?At ACt ACt sapma ACtp Giiven Al‘itllgl Tahmin Ar?llgl % Atp VAL 0/2 :SN[ VK
ACt alt iist alt iist
50 18,53 17,94 1,70 0,59 0,53 0,07 0,40 0,20 0,59 -0,18 0,97 43,38 45,36 2,18 5%
50 18,60 18,06 1,70 0,54 0,40 44,99
50 18,45 17,99 1,70 0,46 0,40 47,70
25 18,27 16,98 1,40 1,29 1,34 0,09 1,35 1,18 1,51 0,78 1,91 26,03 25,19 1,62 6%
25 18,41 17,13 1,40 1,28 1,35 26,22
25 18,4 16,96 1,40 1,44 1,35 23,33
10 19,66 17,23 1,00 2,43 2,56 0,11 2,60 2,46 2,74 2,05 3,16 11,33 10,33 0,87 8%
10 19,57 16,93 1,00 2,64 2,60 9,72
10 19,48 16,87 1,00 2,61 2,60 9,94
25 2149 17,02 0,40 4,47 4,37 0,08 4,50 4,39 4,61 3,95 5,05 2,56 2,75 0,17 6%
25 21,25 16,92 0,40 4,33 4,50 2,83
25 2122 16,9 0,40 4,32 4,50 2,85
1 22,79 17,17 0,00 5,62 5,58 0,15 5,76 5,64 5,87 521 6,31 1,11 1,15 0,13 11%
1 22,81 17,4 0,00 5,41 5,76 1,29
1 22,89 17,19 0,00 57 5,76 1,04
05 2392 16,95 -0,30 6,97 6,73 0,22 6,71 6,58 6,83 6,15 7,26 0,41 0,50 0,08 16%
05 23,74 17,21 -0,30 6,53 6,71 0,57
05 2365 16,96 -0,30 6,69 6,71 0,51
0,1 2596 16,88 -1,00 9,08 9,39 0,27 8,91 8,74 9,09 8,35 9,48 0,09 0,07 0,01 21%
0,1 25,57 15,99 -1,00 9,58 8,91 0,06
0,1 26,01 16,5 -1,00 9,51 8,91 0,06
0,056 26,38 16,82 -1,30 9,56 9,59 0,06 9,86 9,66 10,06 9,29 10,44 0,06 0,06 0,00 5%
0,05 26,44 16,9 -1,30 9,54 9,86 0,06

0,05 26,52 16,86 -1,30 9,66 9,86 0,06
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% At eti miktar tayini icin kantifikasyon grafigi

16,00
14,00
12,00
%95 Guven Aralig
10,00 o

8,00 y=-3,1559x+ 5,7571

R*=0,9955

ACt,at

6,00

4,00
%95 Tahmin Aralig

2,00

0,00 , - - - - =
1,50 -1,00 0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

-2,00
LOG10(%at eti)

Sekil 4.16. Validasyon Et Karisimlarinin (%50, %25, %10, %2,5, %1, %0,5, %0,1 ve %0,05'er at ve esek eti iceren sigir eti) tiglii
reaksiyonu sonucu elde edilen verilerden cizdirilen At Kantifikasyon Grafigi
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Cizelge 4.4. Uclii validasyon et karisimlarmin iiglii reaksiyonunun esek ve 18S primerleri Ct degerleri ve Esek Kantifikasyon
Grafigi i¢in hesaplanan verileri

Std %095 %95

¢S

%Es Ct, Ct Log10 ort. Hesap. .. < . - Hesap. ort. SS
ek Esek 185 %Esek €U ace S acp o GUvenArab@i  Tahmin Arahg oo Pl opmgek  96Esek 0 VK
ACt alt iist alt iist

50 244 21,74 1,70 2,66 261 0,06 2,68 2,46 2,90 2,03 3,34 50,97 53,22 2,34 4%
50 24,44 21,83 1,70 2,61 2,68 53,05

50 243 21,75 1,70 255 2,68 55,65

25 24,62 20,87 1,40 3,75 369 0,08 3,55 3,36 3,74 2,91 4,20 21,35 22,48 1,41 6%
25 24,68 20,97 1,40 371 3,55 22,04

25 24,39 20,79 140 36 3,55 24,06

10 25,89 21,01 1,00 4,88 4,72 0,21 4,70 4,54 4,86 4,07 5,33 8,66 9,90 1,69 17%
10 25,66 20,86 1,00 48 4,70 9,23

10 25,12 20,63 1,00 4,49 4,70 11,82

25 2757 21 0,40 6,57 6,36 0,36 6,44 6,31 6,56 5,81 7,06 2,25 2,69 0,60 22%
2,5 26,9 20,84 0,40 6,06 6,44 3,38

25 27,34 20,88 0,40 6,46 6,44 2,45

1 28,72 21,15 0,00 7,57 7,46 0,13 7,58 7,45 7,71 6,96 8,21 1,01 1,11 0,09 8%
1 28,56 21,18 0,00 7,38 7,58 1,18

1 28,66 21,24 0,00 742 7,58 1,14

05 30,02 21,14 -030 8,88 856 0,42 8,45 8,31 8,59 7,82 9,08 0,36 0,47 0,11 23%
05 2952 2124 -030 8,28 8,45 0,57

05 2964 2111 -030 8,53 8,45 0,47

0,1 32,03 2108 -1,00 1095 10,44 052 1047 10,27 10,66 9,82 11,11 0,07 0,11 0,03 31%
0,1 30,74 2053 -1,00 10,21 10,47 0,12

0,1 31,63 2147 -100 10,16 10,47 0,13

0,05 3187 2104 -130 10,83 11,37 0,23 11,34 1111 11,56 10,68 11,99 0,07 0,05 0,02 46%
0,05 3225 21,09 -1,30 11,16 11,34 0,06

005 332 2108 -130 1212 11,34 0,03
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% Esek eti miktar tayini icin kantifikasyon grafigi
12,00 %QS:ilven Aralig
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Sekil 4.17. Validasyon Et Karisimlarinin (%50, %25, %10, %2,5, %1, %0,5, %0,1 ve %0,05'er at ve esek eti iceren sigir eti) tiglii
reaksiyonu sonucu elde edilen verilerden ¢izdirilen Esek Kantifikasyon Grafigi
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At ve esek kantifikasyon grafiklerinin giiven ve tahmin araliklarinin, LOQ, LOD
degerlerinin hesaplanmas1 i¢in gerekli olan istatistiksel veriler Cizelge 4.5'de
verilmistir. Degerlerin tanimlar1 ve hesaplamada kullanilan formiiller Cizelge 3.12 ve
3.13'de verilmistir.

Cizelge 4.5. At ve esek kantifikasyon grafiklerinin verim, LOD ve LOQ degerleri

Deger At Esek
m -3,156 -2,884
ss(m) 0,052 0,059
b 5,757 7,584
ss(b) 0,054 0,062
R® 0,994 0,991
ss(y) 0,260 0,295
F 3694 2383
sd 22 22
ss(reg) 249 208
ss(resid) 1,483 1,920
n 24 24
Xm 0,237 0,237
SS(xx) 25,0 25,0
t95 2,1 2,1
SH 0,260 0,295
Verim %107 %122
LOD %0,3 %00,3
LOQ %00,8 %1,0

At ve esek kantifikasyon egrilerinin reaksiyon verimi (3.1) ve (3.2)
bagintilarindan hesaplanmis ve at i¢in %107, esek i¢cin %122 bulunmustur. At egrisinin
verimi kabul edilebilir %90-110 aralignda ¢ikmisken, esek egrisinin verimi kabul
edilebilir list sinirdan daha yiliksek ¢ikmistir. Verimin %100'den daha yiiksek ¢ikmasi,
egrinin egiminin olmasi1 gerekenden daha az olmasi anlamima gelir. Bu durum da
reaksiyon kosullar (primer dimer olusumu vb) ya da DNA ekstraksiyonundan kaynakli
(inhibisyon, ekstraksiyon veriminin diisiik olmas1 vb) bir soruna isaret etmektedir.

Metodun LOD ve LOQ degerleri (3.4) ve (3.5) bagntilar1 kullanilarak
hesaplanmustir. Cizelge 4.5’de yer alan ss(y) (y degerlerinin standart sapmasi) degerinin
m (standart egrinin egimi) degerine boliinmesi ile edilen oranin 3,3 katt LOD, 10 kati
ise LOQ olarak kabul edilir. Metodun en diisiik tespit limiti olan LOD hem at hem esek
icin %0,3 olarak hesaplanirken, miktarin hesaplanabildigi en diisiik limit olan LOQ, at
i¢cin %0,8, esek i¢in ise %1,0 olarak bulunmustur.

Metodun kesinlik degeri olan varyasyon katsayisi ise, Cizelge 4.3 ve 4.4'de
%VK siitununda yer alan degerlerin ortalamasi alindiginda at i¢in %10, esek icin ise
%20 olarak hesaplanmistir. Bu degerler, bu metot ile sigir eti igine %0,8-%50 araliginda
karistirilmis olan at eti miktariin %10 sapma ile, %1,0-%50 araliginda karigtirilmis
olan esek eti miktarinin ise %20 sapma ile hesaplanabilecegini gostermektedir.
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4.5. Orneklerin Analizi

Once DNA Diliisyon Serileri ile daha sonra Validasyon Et Karigimi ile
validasyonu yapilan metodun kontrolii, 6zel bir laboratuvarda yapilan var/yok
analizlerinin sonucunda 6rneklerin 25 tanesinin negatif, 15 tanesinin ise pozitif oldugu
bilinmektedir. Pozitif 6rnekler, 5 tanesi at pozitif, 5 tanesi esek pozitif ve 5 tanesi at ve
esek pozitif olarak secilmistir. Reaksiyonlar 3 paralelli olarak gergeklestirilmis, Rotor
Gene Q yaziliminda Sar1 ve Yesil kanallarinin kantifikasyon analizinden elde edilen Ct
degerlerinden 18S Ct degerleri ¢ikarilarak ACt degerleri elde edilmistir. Elde edilen ACt
degerleri at miktar1 ig¢in Sekil 4.16 ve esek miktar1 i¢in 4.17'deki Kantifikasyon
Grafiginin formiilinde (y=mx+b) y yerine koyularak % at ve esek eti oranlari ve
standart sapmalari hesaplanmustir. Sonuglar Cizelge 4.6'da 6zet olarak verilmistir.

Cizelge 4.6. Piyasa orneklerinin (40 adet) at, esek ve 18S primerleri ile igli
reaksiyon sonuglari

Ornek  Uriiniin tanim GZ-PZR Sonuglari
No % Esek eti %At eti
Tipi at / esek
/% Miktar SS %VK  Miktar SS %VK

1 Kofte -/- T.E. - - T.E ---
2 Kofte -/- T.E. - - T.E. ---
3 Urfa kebap -/- T.E. - T.E.
4 Kiilbast1 -/- T.E. - - T.E. -
5 Kiyma -/- T.E. --- - T.E. -
6 Manti igi -/ - T.E. - - T.E. -
7 Parca et -/ - T.E. - - T.E. -
8 Adana kebap -/ - T.E. - T.E.
9 Lahmacun harci -/- T.E. --- - T.E. ---
10 Icli kofte harci -/- TE. - - T.E. -
11 Doner -/- T.E. -—- - T.E. -
12 Kofte -/- T.E. -—- - T.E. -
13 Kiyma -/- T.E. -—- - T.E. -
14 Urfa kebap -/- T.E. - T.E.
15 Kofte -/- T.E. -—- - T.E. -
16 Urfa kebap -/ - T.E. - T.E.
17 Doner kiyma -/- T.E. --- - T.E. ---
18 Salam -/- T.E. - - T.E. -
19 Adana kebap -/ - T.E. - T.E.
20 Cig kirmiz et -/- T.E. --- - T.E. ---
21 Kofte -/- T.E. - - T.E. -
22 Parga et -/ - T.E. --- - T.E. ---
23 Adana kebap -/- T.E. - T.E.
24 Doéner -/- T.E. -—- - T.E. -
25 Sucuk -/ - T.E. -—- - T.E. -

T.E.=Tespit Edilemedi
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Cizelge 4.6’min devami. Piyasa Orneklerinin (40 adet) at, esek ve 18S primerleri ile
ticlii reaksiyon sonuglari

Ornek  Uriiniin tanimi GZ-PZR Sonugclari
No % Esek eti %At eti

Tipi At/ Esek

t/% Miktar ss %VK  Miktar SS %VK

26 Si1g1ir KiymaHarci +/- 0,28 0,06 80,3 6,71 %8
27 Lahmacun Harc1 +/- 0,27 0,11 66,1 4,43 %7
28 Lahmacun Harc1 +/- 0,21 0,06 43,9 1,13 %3
29 Adana Kebap +/- 0,08 0,02 52,4 2,51 %5
30 Parca Et +/- 0,11 0,02 33,0 4,38 %13
31 Sucuk -+ 20,2 1,40 %7 0,1 0,03
32 Pide Harc1 -+ 20,3 0,61 %3 0,1 0,02
33 Lahmacun Harc1 -1+ 14,4 1,49 %10 0,0 0,01
34 Adana Kebap -1+ 12,8 0,85 %7 0,0 0,02
35 Lahmacun Harc1 -1+ 16,4 0,89 %5 0,1 0,02
36 Sucuk +/+ 7.2 0,24 %3 4,5 0,15 %3
37 Sucuk +/+ 5,6 0,54 %10 2,7 1,51 %57
38 Salam +/+ 4.6 0,36 %8 2,0 0,24 %12
39 Sosis +/+ 6,2 0,79 %13 1,9 0,78 %41
40 Pide Harci +/+ 6,0 1,11 %19 1,4 1,12 %81

Piyasa orneklerinin analizi sonucunda alinan sonuglar 6zel laboratuvarin sonuglari
ile tutarli bulunmustur. At ve esek negatif oldugu bilinen 25 6rnekte ne at ne de esek
kanalinda herhangi bir amplifikasyon gozlenmezken kontrol 18S kanalinda beklendigi
tizere tiim Ornekler amplifikasyon vermistir.

At ve/veya esek pozitif oldugu bilinen 6rneklerde miktar tayini yapilmistir. At
pozitif olan 5 6rnekte at eti >%50'nin {izerinde hesaplanmis, at negatif oldugu bilinen 5
ornekte miktarlar LOQ degerinin (%0,8) altinda kalmistir. At ve esek pozitif olan 5
ornekte ise at eti miktar1 %1,4-%4,5 arasinda tespit edilmistir.

Esek pozitif oldugu bilinen 5 oOrnekte esek miktarlart %13-20 arasinda
hesaplanirken negatif olan 6rneklerde tespit edilen miktar esek LOQ degerinin (%1)
altinda kalmistir. At ve esek pozitif olan Orneklerde ise esek eti %5-7 arasinda
hesaplanmustir.

Tiim sonuglara bakildiginda metodun yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar

vermedigi, 6zel laboratuvarda valide metotlarla elde edilen sonuglarla tutarli sonuglar
elde edildigi sOylenebilir.
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5. TARTISMA

Ureticiler arasindaki haksiz rekabetin énlenmesi, tiiketicilerin aldiklar1 iiriinlerin
ihtivasi konusunda kesin ve dogru bilgiye sahip olmak istemeleri ve tiiketici sagliginin
korunmas1 agisindan, 6zellikle islenmis gida iirlinlerinde kullanilan malzemelerin ne
oldugunun tespit edilebilmesi giin gectik¢ce daha ¢ok 6nem kazanmaktadir.

Son yillarda, et {riinlerinde kullanilan etlerin orijinin tespiti agisindan DNA-
temelli metotlara basvurulmaktadir. Ozellikle PCR teknigi, basit, hizli, spesifik, hassas
ve islenmis trilinlerin kompleks yapilarinda bile tiirlerin tanilanmasina olanak vermesi
acisindan en ¢ok kullanilan tekniktir. Kantitatif tayinler icin GZ-PZR temelli metotlar
kullanilmaktadir. GZ-PZR’da kullanilan floresan temelli metotlar temel olarak iki
kategoriye ayrilmaktadir: Prob (TagMan vb.) ve DNA’nin i¢ine girerek 1s1ma yapan
boyalar (interkalatér boya). Problu metotlar, SYBR Green interkalatdr boyalarin
kullanildigi metotlara gére daha spesifik sonuglar vermesi ve ¢oklu reaksiyon dizaynina
uygun olmasi agisindan daha hizli olup, kisa siikirmizie ¢ok yiiksek sayida ornegin
analizine olanak saglamaktadir.

TagMan prob sistemi hedef DNA’ya spesifik olmasindan dolay1 ¢ok iyi sonuglar
vermektedir. Ayrica ¢oklu reaksiyona olanak sagladigindan su an varolan cihazlarda
7'ye kadar tiiriin tespiti ayni reaksiyonda yapilabilmektedir (Koppel, Zimmerli ve
Breitenmoser 2009). Bu 6zelligi ile yiiksek sayida drnegin analiz edilebilmesi ve ¢oklu
miktar tayinine olanak vermesi reaksiyon bagina diisen maliyeti diisiirmektedir. TagMan
prob kullanarak sigir, koyun, keg¢i, tavuk, hindi, domuz, at, esek gibi tiirlerin etlerinin
hem kalitatif hem de kantitatif analizlerinin yapilabilecegini gdsteren ¢aligmalar hem
tilkemizde hem de diinyada mevcuttur (Laube et al. 2003; Dooley et al. 2004; Kesmen
et al. 2009, 2012).

Literatiire baktigimizda mtDNA genlerini kullanarak RT-PCR TagMan
yontemiyle islenmis et triinlerinde tekli ve coklu kalitatif ve kantitatif analizler
yapilabildigini gérmekteyiz. Ornegin, Kesmen ve ark. ¢i§ ve pismis et {iriinlerinde
TagMan prob kullanilarak at, esek ve domuz etini tekli reaksiyonlarla ayri ayri tespit
etmislerdir (Kesmen vd, 2009). 2012 ve 2013 yilinda yaptiklar1 ¢calismalarda ise ¢ig ve
pismis et Uriinlerinde tavuk, hindi ve mart1 tiirlerini yine tekli GZ-PZR teknigi ile tayin
etmislerdir (Kesmen vd, 2012 ve 2013). 2014 yilinda ¢ig ve pismis et iirlinlerinde esek
ve domuz tiirlerininin tespiti igin ikili GZ-PZR teknigi gelistirmiglerdir (Kesmen vd,
2014).

Bu calisma ile sigir eti {riinlerinde tek tirnakli eti karistirilmast ile
gerceklesebilecek hilenin kantitatif tespiti i¢in, hassas, spesifik, hizli ve gilivenilir bir
PZR metodu gelistirmek hedeflenmistir. Bu amag ile, TagMan problar1 kullanilarak at,
esek ve kontrol olarak 18S primerleri ile {i¢lii olarak gerceklestirilecek ¢coklu GZ-PZR
metodu tasarlanmistir. Referans DNA diliisyonlart ve validasyon et karigimlart ile
gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda metodun validasyon parametreleri elde
edilmistir. Kantifikasyon yapilirken standart egri metodu (mutlak kantifikasyon)
kullanilmistir.

Gelistirilen metot ile sigir etine karistirilmis olan tek tirnakli hayvan etlerinin
%0,05 - %50 dinamik lineer araliginda, %90-122 PZR verimlilikleri ve ortalama at i¢in
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%10, esek i¢in %20 hata payi ile (yiiksek dogruluk degerleri) kantitatif olarak tespiti
yapilmistir. Calismamiz kapsaminda, metodun validasyon parametreleri belirlendikten
sonra, piyasadan elde edilen ve at ve esek igerigi bilinen 40 6rnege bu ¢alismada
geligtirilen metot uygulanmig ve il kontrol laboratuvarinda elde edilen var/yok
analizlerinin sonuglar ile tutarli sonucglar elde edilmistir. Negatif olmas1 gereken 25
ornekte at ve esek eti tespit edilmezken, pozitif oldugu bilinen 15 6rnekte at ve esek
etinin tespiti yapilmis ve miktar analizleri gerceklestirilmistir.

Esek pozitif 6rneklerde tespit edilen esek eti miktarlart LOQ degeri olan %1'in
tizerinde %5-20 arasinda hesaplanmistir. Bu miktarlar metodun kantifikasyon araliginda
olup varyasyon katsayisi ortalama %8'dir.

At pozitif 6rneklerde ise durum daha farkli bulunmustur. Yalnizca at pozitif olan
5 Ornegin 3'inde at eti miktar1 %50'nin lizerinde %6 gibi ¢ok diisiik bir varyasyon
katsayisi ile hesaplanmigtir. Diger 2 6rnegin at eti miktarlart ise %44 (%3 VK) ve %33
(%13 VK) olarak hesaplanmistir. At ve esek pozitif oldugu bildirilen 6rneklerde ise at
eti %4,5'un altinda tespit edilmis olup varyasyon katsayilar1 ¢ok yiiksek bulunmustur.

At eti ve esek eti pozitif ¢ikan Orneklerin arasindaki farki gérmek agisindan
miktar analizlerinin yapilmasinin 6nemli oldugu soOylenebilir. At pozitif c¢ikan
orneklerin %50'den daha yiiksek miktarda at eti igerdiginin hesaplanmasi, esek etinde
ise miktarin %?20'lerin altinda kalmasi, at etinin piyasada daha fazla bulundugunu ve
sigir etine karigtirmanin Otesinde tamamen sigir eti yerine kullaniliyor olmasinin
miimkiin oldugunu gdstermistir. At ve esek pozitif 6rneklerde ise miktarlarin az
¢ikmasi, Ozellikle at eti miktarinin ¢ok diisiik olup varyasyon katsayilarinin gok yiiksek
olmast ile, {ireticinin her iki et tiiriinii ayn1 anda kullanmasindan ziyade, bir tanesinin
bulagsikliktan dolay1 pozitif sonug verdigi diisiiniilebilir.

TagMan prob ile gelistirilen kantitatif GZ-PCR metodu, hassas, spesifik,
dogruluk degeri yiiksek olmasi1 gibi avantajlara sahip olmasinin yani sira, gelistirilmeye
ve iyilestirilmeye acik bir metottur. Uglii olarak tasarlanan bu metodun, kullanilacak
olan cihazin olanak verdigi Olclide 7'ye kadar daha fazla hedefi ¢ogaltacak sekilde
tasarlanarak gelistirilebilir ve bir ornek igin harcanan zaman ve reaksiyon hacmi
acisindan ¢ok daha avantajli hale gelebilir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢aligma si8ir eti irlinlerinde at ve esek eti varliginin tek bir reaksiyonla tespit
edilmesi ve miktarinin hesaplanmasini miimkiin kilan tglii bir GZ-PZR metodu
gelistirilmistir. Referans DNA diliisyon serileri ve validasyon et 6rnekleri ile metodun
optimizasyonu yapilmstir. Ozel bir laboratuvarda analizi yapilan drneklerden segilen ve
sonucu bilinen 40 adet piyasa 6rneginin gelistirilen metot ile analizleri yapilmistir. Elde
edilen veriler laboratuvarlarda elde edilen var/yok verileri ile paralellik gdstermistir.
Ayrica orneklerde varligi tespit edilen at ve esek etlerinin miktar analizleri yapilmistir.
Elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir.

e Metodun at eti miktar analizi i¢in reaksiyon verimi %107, LOD degeri %0,3
ve LOQ degeri %0,8 olarak hesaplanmustir.

e Esek eti i¢cin ise reaksiyon verimi %122, LOD %0,3 ve LOQ %1 olarak
hesaplanmustir.

e At ve esek negatif oldugu bilinen 6rneklerde bu metot ile de negatif sonug
almmigtir. At ve esek kanallarinda herhangi bir floresan 1s1ma tespit
edilmemistir.

e At pozitif oldugu bilinen 5 &rnekten 3'iinde %50 ve iizerinde (%6 VK) at eti
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin metodun validasyonu yapilan
araliginin iizerinde olmasi bu drneklerin %100 at eti olma ihtimalini ortaya
cikarmugtir.

e Esek pozitif oldugu bilinen 5 6rnekte de esek etinin miktar1 %12-20 arasinda
(%6 VK) tespit edilmistir. Diisiik varyasyon katsayis1 ve miktarlarin ¢alisma
araliginda olmasi dolayis1 ile gilivenilir olan bu sonucglardan hareketle bu
tirtinlerde esek etinin si1g1r etine bilingli olarak karistirildigi sdylenebilir.

e At ve esek pozitif oldugu bilinen 6rneklerde ise esek eti %10 varyasyon ile
%>5-8 arasinda, at eti ise ¢ok daha yiiksek varyasyonla (ort. %39) %1,5-4,5
arasinda tespit edilmistir. Bu sonuctan at pozitif sonucunun bulasikliktan
kaynaklandig1 sonucu ¢ikarilabilir.

e Bu c¢alisma sonucunda gelistirilen ticli GZ-PZR metodu ile yapilan piyasa
orneklerinin analizinde, valide var/yok metotlar: ile ayni1 sonuglarin alinmasi,
art1 olarak at ve esek etinin miktarlarini diigiik varyasyonla hesaplanabilmesi,
et piyasasindaki tagsis durumun yorumlanabilmesini saglamistir.
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