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1. GIRIS

Hayvansal gidalarin insan diyetindeki ©nemi, tlke niifusunun saglikli
olabilmesi i¢in goz ardi edilemez bir gercektir. Bilhassa viicudun gereksinimi olan
hayvansal proteinin karsilanimi i¢in kirmiz1 ve beyaz et, birlikte insan beslenmesinde
onemli bir yer teskil etmektedir (Karakus, 2011). Giinliik protein ihtiyacinin %40-
50’si, saglikli ve dengeli beslenme ic¢in, hayvansal kaynakli proteinlerden
karsilanmalidir (Kallem, 2015). Insan diyetinde &nemli bir yer alan kasaplik sigir eti
farkli kalite oOzelliklerine 1rk, cinsiyet, besi siiresi, besleme ve bakim gibi bir¢ok
faktorle baglantili olarak sahip olabilmekte, bahsi gecen faktorler sigir karkasinin
ticari degerini belirlemektedir (Craigie, 2012). Tiiketicinin 6dedigi para ederinde
kaliteye sahip et almasma olanak vermesi, tretim Kkalitesinin ve randimanin
artirtlmas1 bakimindan, karkas kalitesinin belirlenmesi onem tagimaktadir. Sigir
karkaslarmin kalite ile fiyat arasindaki iliskiyi belirleyen ticari kalite
degerlendirmesi, Avrupa Birligi (AB) tilkelerinde “karkas siniflandirma” sistemi (S-
EUROP), Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Kanada, Japonya, Giiney Kore ve
Avustralya gibi tilkelerde “karkas derecelendirme” sistemi kullanilarak yapilmaktadir
(Seker ve ark., 2017). Avustralya’da; “Avustralya Et Standartlar1 derecelendirme
sistemi (MSA)” ve “Avustralya-Et derecelendirme sistemi (AUS-MEAT)” olmak
tizere iki sistem uygulanmaktadir (Strydom, 2011). Et kalitesinin gesitliliginin sebebi
genetik (1rk), beslenme, yas, besi bitirme donemi ve cinsiyettir (Venkata-Reddy ve
ark., 2015). Kirmiz1 et derecelendirme ve smiflandirma kriterlerinden biri olan
‘cinsiyetin’ etin kalite ve lezzetini degistirdigi bir¢ok bilimsel ¢alisma ile erkek ve
disi sigir eti arasindaki farkliliklar ortaya konularak dogrulanmistir (Buskirk ve
Schweihofer, 2013; Venkata-Reddy ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2010).
Derecelendirme unsuru olan mermerlesme de siirlarda farkli cinsiyetlerde cesitlilik
gostermektedir ve ozellikle disilerde etkili sekilde yag katmani olusumunu kontrol
eden genetik mekanizmalar mevcuttur. Sigirlarin hormonal durumu da Karkastaki
yag ve protein dagilimini direkt olarak etkilemektedir (Venkata-Reddy ve ark.,
2015). Etin siniflandirilmasi ve derecelendirilmesinde geng sigirlarin karkaslari yash

sigir karkasindan daha kaliteli oldugu diisiincesiyle Giiney Afrika’da 1936’dan beri



“yas” karkas derecelendirme Kriteri olarak kullanilmaktadir (Strydom, 2011).
Hayvanlarda yas ilerlemesiyle beraber protein birikimi azalmakta ve canli agirliga da
bagl olarak viicutta yag miktar1 artmaktadir (Ergiin ve ark., 2011). Dentisyon ve
osifikasyona dayali yas belirleme islemleri kesimhane ya da iiretim ciftliklerinde
degerlendirilebilecek belirtecler oldugu icin pargalanmis et ve et lriinlerinden yas
belirlemede uygulanabilir degildir. Tirkiye’de 1966 yilinda Tiirk Standartlar
Enstitiisii (TSE) kasaplik si8ir i¢in gerekli siniflandirma standartlar1 belirlemistir.
Standartlar; yas, cinsiyet, konformasyon, etlilik ve yagliligi degerlendiren 6zellikleri
kapsamaktadir (Sakarya ve ark., 2014). Tiirkiye’de et alim ve satista bir nevi standart
belirleme birimi olan “Et ve Siit Kurumunun (ESK)” 29/07/2019 tarihinde yiiriirliige
koydugu “hayvan alim fiyat listesi” incelendiginde kurumun hayvanlar1 cinsiyet ve
yasin kriter alindigr ii¢ kategori altinda siniflandirdigi goriilmektedir (Et ve Siit
Kurumu, 2019). Tirkiye’nin uyguladigi kalite siralamast Amerika, Avustralya,
Avrupa Birligi (AB) iilkelerinin kabul ettigi siniflandirma ve derecelendirmeler ile
karsilastirildiginda bu sistemlerin baz alinmadig1 goriilmektedir. Ornegin diive etinin
kalitesi bilimsel ¢aligsmalarla da ortaya konmusken iilkemizde ikinci ve ti¢iincii Kalite
et kategorisinde olmasi tiiketiciye sunulan etin kalite-fiyat kriterlerinde celigki
uyandirmaktadir. Ayrica tiiketiciye bu ayrimi belirten etiket bilgisi de
sunulmamaktadir. Bu durumda saticinin tiiketiciyi bilgilendirmeyerek haksiz kazang
saglamasin1  Onlemek ve tiiketicinin kalite standartlarindan st diizeyde
yararlanmasini saglamak i¢in, alim1 yapilan bu hayvanlarin satiginda cinsiyetinin ve
yaklasik yasinin belirtilmesi ve gerektiginde laboratuvar ortaminda incelenebilmesi
onem tasimaktadir. Aym1 zamanda hayvansal kaynakli besin degerlerinin
tilkketilebilmesi agisindan farkli fiyat araliklarinda et ve iirlinlerinin sunumu/satist
tiiketicinin alim giiciinii kolaylastiracag: i¢in saglikli toplum olusumuna ve bilingli

tilketime destek saglayacagi agiktir.

Bu arastirmada; Ankara ilinde farkli kasap ve et reyonu bulunan marketlerden
sigir etleri satin alinmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) dayanan yontem
kullanilarak, X ve Y kromozomlarina 6zgii amelogenin (AMELX/AMELY) gen
dizilerinin  incelenmesine  dayanan cinsiyet tayini yapilmistir.  Ayrica

kesimhanelerden yas1 bilinen sigir karkaslarindan alinan iskelet kas dokulari ve satin



alinan et parcalari, otofloresans 6zelligi ile kimyasal biyobelirte¢ olarak kabul edilen
lipofuskin graniil birikimi yoniinden analiz edilmistir. Boylelikle hem lipofuskinin
sigir iskelet kasinda yas tahmini i¢in kullanilabilir bir biyobelirte¢ olma potansiyeli

hem de sigirda kas dokusunun yas tahmini i¢in uygunlugu degerlendirilmistir.

1.1. Cinsiyet ve Yasin Sigir Karkas Simiflandirmasinda Onemi

Hayvansal {iriinlerin insan diyetindeki 6nemi, niifusun saglikli olabilmesi i¢in
g6z ardi edilemez bir gergektir. Bilhassa hayvansal proteinin karsilanimi i¢in kirmizi
ve beyaz et, birlikte insan beslenmesinde 6nemli bir yer teskil etmektedir (Karakus,
2011). Giinliik protein ihtiyacimizin, saglikli ve dengeli beslenme i¢in, %40-50’si
hayvansal kaynakli proteinlerden karsilanmalidir (Kallem, 2015). Missouri
Universitesi Gida ve Tarim Politikas1 Arastirma Enstitiisii (FAPRI, Kolumbiya) 2011
verilerine gore: Tirkiye’nin kisi basina yillik kirmizi et tiikketimi 12 kilogram (kg);
Arjantin 96,1kg; Avustralya 91,4kg; Brezilya 95,1kg; Kanada 82,7kg; AB 77,1kg;
Rusya 58,7kg; ABD 107,5kg olarak belirlenmistir (Akgay ve Vatansever, 2013).
Diinya genelinde kisi basina diisen ortalama et tiiketim (kg) dagilimi Sekil 1.1°de
sunulmustur (Ritchie, 2019). Tirkiye’nin 1961 ve 2013 yillar1 arasindaki kisi basina
diisen et tilketim grafigi ise Sekil 1.2’de verilmistir (Ritchie ve Roser, 2019).

0-10
B 10-50
Il 50-100
Il 100-153

Sekil 1.1. Diinya tizerinde kisi basina diisen yillik ortalama et (kg) tiiketim haritasi.



Et ve et iriinleri A, B1, B2, B6 (piridoksinin), B12 (kobalaminin) ile B3
(niasin) vitaminleri ve B5 (pantotenik asit) bakimindan zengindir. Yagsiz ette C
vitamini, demir, bakir ve bazi B vitaminleri daha boldur. Kirmiz1 etin sahip oldugu
besin 6geleri, insanlarda doku yapimi, onarimi ve dinamik dengenin saglanmasinda
kayda deger bir 6nem tasimaktadir (Kallem, 2015). Sigir eti {iretiminden, kirmizi et
tiretiminin biiylik bir kismi temin edilmektedir (Karakus, 2011). Sigir etinin sindirim
kolayliginin da fazla olmasi (%97), bu proteinlerin insan diyetindeki 6nemini
arttirmaktadir (Kallem, 2015). Et ile beslenmedeki azlik ve bu nedenle olusan protein
yetersizligi, gelisimsel bozukluga ve saglik sorunlarina sebep olmaktadir (Ergiin ve

ark., 2011).

Insan beslenmesinde énemli bir yere sahip olan kasaplik sigir eti farkl kalite
ozelliklerine 1k, cinsiyet, besi siiresi, bakim ve besleme gibi birden fazla etkenle
iligkili olarak sahip olabilmekte, bahsi gecen faktorler sigir karkasinin ticari degerini
belirlemektedir (Craigie, 2012). Karkas kalitesi sadece iireticiyi degil, sanayici ve
tilketiciyi de dogrudan etkilemektedir. Tiiketicinin 6dedigi para ederinde kaliteye
sahip et almasma olanak vermesi, iretim kalitesinin ve randimanin artirilmasi

bakimindan, karkas kalitesinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir (Seker ve ark., 2017).

96.23 g

80¢g

B0 g

40 g

2049

0g
1961 1870 1880 1890 2000 2010 2013

Sekil 1.2. Tiirkiye’de giinliik kisi basina diisen et tiiketim (g) grafigi (Our World in Data
sitesinden uyarlanmistir).



Sigir karkasinin kalite ile fiyat arasindaki iliskiyi belirleyen ticari kalite
degerlendirmesi, Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde ‘“karkas siniflandirma” (S-
EUROP) sistemi, ABD, Kanada, Japonya, Giiney Kore ve Avustralya gibi iilkelerde
“karkas derecelendirme” sistemi kullanilarak yapilmaktadir (Seker ve ark., 2017).
Avustralya’da; “MSA” ve “AUS-MEAT” olmak {iizere iki sistem uygulanmaktadir
(Strydom, 2011). Sigir karkaslar1 kalitesine gore siniflandirilirken  kalite
derecelendirilmesi  ve verim derecelendirilmesi baz alinmaktadir. Kalite
derecelendirme; karkasa ait ticari ozellikler ile birlikte; etin renk, sululuk,
cignenebilirlik, tekstiir, aroma ve lezzet gibi unsurlarii da belirtmektedir. Verim
derecelendirmesi kesilen sigirin cinsiyeti ve yasi ile birlikte etin olgunlugunu,
mermerlesme derecesini ve karkas et-kemik yiizdesini esas almaktadir (Polkinghorne

ve Thompson, 2010; Sakarya ve ark., 2014).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde sigirlarda karkas derecelendirme sistemine,
tiretici fiyatlarini belirleyici bir arag olarak siklikla bagvurulmaktadir. Karkasin kalite
derecelendirmesinde, sigirin cinsiyeti, yasi, 6zellikle Musculus longissimus dorsi
(MLD) kasindaki mermerlesme, kas yapisindaki sikilik/sertlik ve etin rengi dnem
tasimaktadir (Seker ve ark., 2017). ABD’de derecelendirme zorunlu degildir fakat,
pazarlama stratejisi olarak iireticiler tarafindan ylriitiilmekte ve iirlin paketlerinde
bilgilendirme yapilmaktadir (Sakarya ve ark., 2014). Derecelendirmede kullanilan
kalite kategorileri Cizelge 1.1’de verilmektedir (Seker ve ark., 2017). Dereceler
arasinda ¢ok diisiik fiyat farki olmakla birlikte, en diisiik kalite ile en yiiksek kalite
arasinda fark nispi olarak biiyiik olmaktadir. Japonya’da ise fiyatlandirma,
derecelendirmeye bagli olarak yapildigindan dolay1 sistemin uygulanmasi zorunludur
(Sakarya ve ark., 2014). Shackell ve Dodds (2008), tarafindan bazi Japon
restoranlarinda yedikleri biftegin kaynagii kontrol etmek isteyenlere bilgi verildigi

bildirilmistir.



Cizelge 1.1. ABD’de uygulanan, sigir karkaslarinin kalite derecelendirmesi.

Kalite Kademesi Karkas Ozellikleri
Eniyi Tosun, diive, dkiiz ve boga karkasi
Ustiin Daha ¢ok boga ve 6kiiz karkast
Seckin Az yagli; iKi, ii¢ yas; cogunlukla boga, 6kiiz ve inek karkasi

Standart Iki ve ii¢ yas; boga, okiiz ve inek karkas1
Orta diisiik kalite Dort, alt1 yas; daha ¢ok boga, inek ve okiiz karkasi
Diisiik kalite Cogunlukla boga, inek ve dkiiz karkasi
(En diggqulslj;:\lliile”; ve 2) Daha ¢ok dort, alt1 yas; inek ve okiiz karkasi

AB’ye iiye iilkelerde “ticaret siniflar1” diizenlemeleri dogrultusunda, tiiketime
ya da satisa sunulan sigir eti cinsiyet, konformasyon ve yag dokusuna gore
smiflandirilmaktadir. Cinsiyet ile iliskili kategoriler; A (geng boga), B (boga), C
(6kiiz), D (inek) ve E (diive) olarak (Department of Agriculture, Food and the
Marine, 2019a), konformasyon ile iliskili kategoriler; “S; siiper, E; miikemmel, U;
cok iyi, R; 1yi, O; orta, P; kotli” olarak, yag dokusu ile iliskili kategoriler ise “1;
disiik, 2; zayif, 3; ortalama, 4; yiiksek, 5; ¢ok yiiksek” olarak belirlenmekte ve
belirtilmesi zorunlu tutulmaktadir (Sakarya ve ark., 2014). irlanda hiikiimetinin resmi
internet sitesinde karkaslarin %90'indan fazlasinin makine ile siniflandirilmasinin
yapildigr ve smiflandirma bilgileri, fabrika tarafindan saticiya bildirildigi
belirtilmistir (Department of Agriculture, Food and the Marine, 2019b). AUS-MEAT
derecelendirme sistemine iligkin etiket ornekleri Sekil 1.3’te sunulmustur (King,

2011).
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Sekil 1.3. Kirmizi etin yas, cinsiyet ve hayvanin beslenme bilgisini iceren etiket drnegi.

Avustralya’da 1987 yilindan sonra MSA’nin olusturdugu standartlar
gergevesinde cinsiyet, yas tayini ve karkas agirligi kriterleri ile sistem devam
ettirilmistir. MSA derecelendirme sisteminde olusturulan veri tabani {izerinden etin
bolgesi, 1k, pisirme metodu, cinsiyet, yas, karkas agirligi, fizyolojik yas,
mermerlesme, karkasin asim metodu ve pH degerleri iizerinden hesaplanan
istatistiksel bir 6ngorii metodu araciligi ile derecelendirme yapilmaktadir (Sakarya ve

ark., 2014).

Tiirkiye’de etiket bilgisine yonelik “Tarim ve Orman Bakanligindan: Tiirk
Gida Kodeksi Et, Hazirlanmis Et Karigimlar1 ve Et Uriinleri Tebligi (Teblig No:
2018/52)” ve “Turk Gida Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi, Sayi: 28157 (3.

Miikerrer)” incelendiginde kalite simiflandirma ve derecelendirmeye yonelik her



hangi bir kriteri baz alan tanimlayici ifadenin etikete konulmasindan s6z edilmedigi

goriilmektedir (Resmi Gazete 2011; Resmi Gazete, 2019).

Irlanda’da Gida Tarim ve Denizcilik Bakanhigi (si@ir eti ve iiriinlerinin
etiketlenmesine iliskin yonetmeliklerin uygulanmasinda yetkili kurulus), tarafindan
uygulanan “EU Parliament and Council Regulation 1760/2000 and S.I. No. 435 of
2000” mevzuatina gore; sigir eti pazarlamasinda yer alan operatdrler ve kuruluslar,

tiikketicilere asagidaki bilgileri saglayan etiketlemeyi yapmak zorundadir:

e Sigir etinin elde edildigi hayvan veya hayvan grubunun tanimlanmasini saglayan
bir referans numarasi veya kodu;

« Kesimhanenin onay numarasi ve iilkesi — Kesildigi yer (Uye Devletin veya
ticilincii tilkenin ad1) (onay numarasi);

o Kemiklerin ayrildig1 yerin onay numarasi ve iilkesi — Kesildigi yer (Uye
Devletin veya iigiincii lilkenin adi) (onay numarasi);

e Hayvanin dogdugu, beslendigi ve kesildigi iiye iilke veya tli¢iincii iilke (Mensei)
(Department of Agriculture, Food and the Marine, 2019b).

Mercosur iilkelerinde (Brezilya, Arjantin, Uruguay ve Paraguay) birbirine
oldukca benzer siniflandirma ve derecelendirme sistemleri, yas bagimli cinsiyet
smiflar1 ve ¢esitli kalite etkenlerine goére ongoriilen verimlilik dereceleri ile
yapilmaktadir (Sakarya ve ark., 2014). Giiney Afrika (SA) ve AUS-MEAT
sistemlerinde derecelendirme kriteri olan “yas” dentisyon ile belirlenmektedir. MSA,
Kanada ve USDA derecelendirme sistemi, dentisyon yerine osifikasyon
(kemiklesme) puani kullanmaktadir. MSA, USDA, AUS-MEAT, Kanada, Kore ve
Japon sistemlerinde olgunlugu belirlemek i¢in kullanilabilecek diger karakterler; etin
tekstiirii, rengi ve yaglilik durumudur. Bahsi gecen {ilkelerin baz aldig1 siniflandirma

ve derecelendirme kriterleri Cizelge 1.2°de siralanmistir (Strydom, 2011).



Cizelge 1.2. Baz iilkelerin et siniflandirma ve derecelendirmede baz aldiklari kriterler (makaleden uyarlanmustir).

Ulke Kanada Japonya Giiney Kore ABD Avustralya
Sistem Canada JMGA Korea USDA AUS-MEAT MSA
Derecelendirme birimi Karkas Kesim
Smiflandirma -- -- -- -- + --
Kalite derecesi - +
Verim derecesi + + - -
- . Bos indicus
Kesim oncesi Tahilla beslenen % HGP asih
Karkas agirhigi < 1<
<1< - Karkas agirlig1
Kesimhane Kar(lé?r?;ilg;hgl Karkas agirligi Karkas agirligi Karkas agirligt ];Ilr:sglfltl Cinsiyet
Y Cinsiyet Cinsiyet Cinsiyet 3 Elektriksel stimiilasyon
Konformasyon Dentisyon
< Asma
P8 yag
Mermerlesme puani Merm.erlesme P Mermerlgsme P: Mermerlesme Mermerlesme ve
. - Et rengi, parlaklig1 Et ve yag rengi Osifikasyon puani o
Et rengi ve tekstiirii g . 4 . .. .. | Mermerlesme p. osifikasyon p.
. g . Yag rengi, Sertlik Et rengi ve tekstiirii . :
Sogutma Yag rengi > N e . - Et rengi Et rengi
- - parlakligi, tekstiirii, Et tekstiirii Rib yagi N . . .o
Yag kalinligt Lo g . . Yag rengi Hump yiiksekligi
iskelet geligimi sertligi Yagsiz olgunluk Bobrek ve gevresi En yiksek pH
Rib ve yag kalinlig1 Yag kalinlig yagi
Son sodutma _ _ _ _ _ Dinlendirme siiresi
su Pigirme metodu

HGP: Hormonal biiyiime diizenleyiciler

(+): var
(--): yok




Et kalitesinin ¢esitliliginin sebebi genetik (irk), beslenme, yas, besi bitirme
donemi ve cinsiyettir (Venkata-Reddy ve ark., 2015). Kirmizi et derecelendirme ve
siniflandirma kriterlerinden biri olan ‘cinsiyetin’ etin kalite ve lezzetini degistirdigi;
erkek ve disi sigir eti arasindaki farkliliklar bilimsel ¢alismalar ile ortaya konularak
dogrulanmistir (Buskirk ve Schweihofer, 2013; Venkata-Reddy ve ark., 2015; Zhang
ve ark., 2010). Cinsiyet, biiyiime ve karkas ozellikleri {izerinde biiyiik farkliliklar
olusturmaktadir (Onogi ve ark., 2017). Sigirin cinsiyetinin, etin dokusunu yiiksek
diizeyde etkilemesinin sebebi ineklerdeki daha kiiciik kas lif ¢ap1 ve kas i¢i yaglarin
varligidir. Bu da inek etini boga etinden daha yumusak yapmaktadir (Venkata-Reddy
ve ark., 2015), boga etine kiyasla inek eti en yiiksek mermerlesme derecesine ve
yiiksek karkas kalite degerlendirmesine sahiptir (Choi ve ark., 2002; Frickh ve ark.,
2003; Lazzaroni ve Biagini, 2008; Litwinczuk ve ark., 2006; Panjono-Kang ve ark.,
2009; Schreurs ve ark., 2008). Kas i¢i yag birikiminde, cinsiyetin lipitlerin yag asidi

kompozisyonu iizerinde 6nemli etkisi vardir (Zhang ve ark., 2010).

Etin siniflandirilmasi ve derecelendirilmesinde g6z oniinde bulundurulan diger
bir unsur olan “yas”; geng¢ sigirlarin karkaslar1 yash sigir karkasindan daha kaliteli
oldugu diisiincesiyle, Giiney Afrika’da 1936’dan beri karkas derecelendirme kriteri
olarak kullanilmistir (Srtydom, 2011). Hayvanlarda yas ilerledikge protein birikimi
azalmakta ve canli agirliga da bagh olarak viicutta yag miktar1 artmaktadir (Ergiin ve
ark., 2011). Giliney Afrika’da 1984’te yapilan aragtirmada, A-yas (en fazla iki dis)
kategorisindeki hayvanlarin kas kollajen ¢Oziiniirligiiniin anlamli derecede daha
yiiksek oldugu, kas pigmenti konsantrasyonunun ve pisirme kaybiin (%) anlaml
olarak daha diisiik oldugu kanitlanmistir. Bu sonuglara gore de “A” kategorisindeki
hayvanlarin etlerinin yagh olanlardan daha yumusak, daha acik renkli ve sulu oldugu

sOylenerek genellestirilmistir (Strydom, 2011).

“Dentisyon ve osifikasyona dayali yas belirleme” islemleri, kesimhane ya da
iretim ¢iftliklerinde degerlendirilebilecek belirteglerdir. Bu sebeple satisa sunulmus
olan pargalanmis et ve et iiriinlerinde dentisyon ve osifikasyon degerlendirilmesi yas

belirlemede uygulanabilir kriterler degillerdir.
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Onceki paragraflarda Tiirkiye disindaki iilkelerde kasaplik sigir etinin
simiflandirilmasina yonelik uygulamalar anlatilmis olup, buradan sonraki metin

akisinda Tiirkiye’de bu uygulamalarin siireci ve durumu 6zetlenmistir.

Tiurkiye’de 1966 yilinda TSE kasaplik sigir igin gerekli standartlar
belirlemistir. Standartlar; yas, cinsiyet, randiman (etlilik), konformasyon ve
yaglhligin gz oniine alindig1 kalite siniflandirilmasiin 6zelliklerini kapsamaktadir.
Bu baglamda; Sigirlar, Ekstra (AA), Birinci (A), Ikinci (B), Ugiincii (C), Dérdiincii
(D) kalite siniflarina ayrilmistir. Fakat standartlar olusturulurken; Tiirkiye’de
bulunan hayvanlarin anatomik yapilar1 géz 6niinde bulundurulmadan, iizerlerinde
yeteri kadar bilimsel, deneysel arastirmalar yapilarak bulunabilecek gecerli degerlere
dayandirilmadan olusturulmasi sebebiyle, et piyasasinda uygulanma sansi

olamamugtir (Sakarya ve ark., 2014).

Tiirkiye’de glincel olarak uygulanan sigir kesimine yonelik takip edilen

prosediirler zaman igerisinde asagidaki mevzuatlari takiben ger¢eklesmistir;

Bagbakanlik (Diyanet Isleri Baskanlig1)’tan: (21.06.2017), (19.06.2018) tarihli

Kurban Hizmetlerinin Uygulanmasina Dair Teblige gore;

-Kurban olarak satin alinacak hayvanlarin saglikli, besili, veteriner saglik
raporu/hayvan pasaportu/nakil belgesi olan, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginca
belirlenen koruyucu asilari yapilmis ve hayvan kimlik sistemine kayitli olanlardan
segilmesi, “gebe ve damizlik degeri yiiksek disi hayvanlarin kurbanlik olarak
kesilmesinin onlenmesi, kurban edilmesi uygun olan hayvanlardan oncelikle erkek
olanlarin tercih edilmesi gerektigi hatirlatilir” ibaresi ile disi hayvan kesimine
yonelik diizenleme iller diizeyinde disi hayvanlar igin 6zel, veteriner hekimlerden
aliman “gebe degil ve damizlik degeri yoktur” ibareli raporlar ile kesilebilecegi
(Resmi Gazete, 2017; Resmi Gazete, 2018) Il Gida Tarim ve Hayvancilik
Miidiirliikleri tarafindan duyurulmustur.
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Benzer sekilde; Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Gida ve Kontrol Genel
Miidiirliigii’niin; 28.12.2012 tarihli (Giimiishane I1 Gida Tarim ve Hayvancilik
Miidiirliigii, 2014) ve 04.12.2017 (Malatya Il Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii,
2017) tarihli bakanlik yazilarinca, hayvan sayisinda artis1 temin etmek i¢in gebe veya
damizlik degeri tastyan disi hayvanlarin kesimine izin verilmemesi kararlari

alinmustir.

Tirkiye’de disi hayvan kesimi tlkenin biiyiikbas hayvan sayisina gore
sekillenmis olup belirli tarihlerde (04.11.2017; 11.01.20018) hayvan varligini
korumak ve iretimi arttirmak i¢in lireme yetenegine sahip olan disi hayvan kesimi
yasaklanmistir (Agr1 i1 Gida Tarim ve Hayvancihik Miidiirliigii, 2018; Malatya il
Gida Tarim ve Hayvancilik Miidirligi, 2017).

Bahsi gegen tebligler ve Tiirkiye’de satisa sunulacak etlerin de ayni sekilde
kombinalarda kesimi goz Oniline alindiginda, iireme yetene§i olan hayvanlarin
korunmast politikasinin  kalite-fiyat smiflandirilmasi araciligiyla saglanmaya
calisildigr goriilmektedir. Bu baglamda; Tiirkiye’de et satis ve alimda bir nevi
standart belirleme birimi olan “ESK” tarafindan 29/07/2019 tarihinde yiirirliige
konulan “hayvan alim fiyat listesi” incelendiginde kurumun hayvanlari cinsiyet ve
yasa gore i¢ kategoride siniflandirdigi goriilmektedir (Cizelge 1.3) (Et ve Siit
Kurumu, 2019).

Cizelge 1.3. ESK Hayvan Alim Fiyat Listesi.

BUYUKBAS HAYVAN AZLSIg/[All;IiYATI (YERLI) ODEMEYE
AV KESIM SEKLI KARKAS REIDIRA A ESAS
CINSi AGIRLIGI (Kg) ASGARI % TL/ETKG
o 57,00 ve tizeri 32,00
L ('%;;T)E Ve 170,00 55-56 30,50
53-54 30,00
II. KALITE
(Diive-Erkek Yagsiz 155,00 51-52 29,50
Manda)
III. KALITE 49-50 26,50
(Inek-Okiiz Disi| ~ Yagsiz 145,00 48 ve alti 24,75
Manda)
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Cizelge 1.3. Devam.

BUYUKBAS HAYVAN A;SIZAF;;{ATI (iTHAL) ODEMEYE
HAYVAN : : RANDIMAN ESAS
A KESIM SEKLi| KARKAS o TL/ET KG
CINSI AGIRLIGI (Kg) ASGARI %
57,00 ve tizeri 31,00
I. KALITE Yagsiz 170,00 55-56 29 50
53-54 29,00
II. KALITE Yagsiz 155,00 51-52 28,50
) 49-50 26,00
. Yag 145,00
IIL. KALIiTE agsiz A8 il 24,25

Kalite dereceleri ifadeleri:
I. Kalite: Yagsiz kesim karkas agirligi 170kg ve iizeri, %53 ve dstii karkas
verimine sahip 1-4 yas (dahil) aras1 erkek sigirlardir,
Il. Kalite: Yagsiz kesim karkas agirlig1 155kg ve iizeri,
a. %51 (dahil)- %52 (dahil) arasinda karkas verimine sahip 1-4 yas (dahil) aras1
erkek sigirlar,
b. Reforme olan ve/veya gebe olmayan %51 ve iizerinde karkas verimine sahip
1- 3 yas aras1 diivelerdir.
1. Kalite: Yagsiz kesim karkas agirligi 145kg ve tizeri,
a. 4 yasini asmig erkek sigirlar,
b. %50 ve altinda karkas verimine sahip tiim erkek sigirlar,
C. 3 yasii agsmis, reforme olan ve/veya gebe olmayan diiveler,
d. %50 ve altinda karkas verimine sahip reforme olan ve/veya gebe olmayan
diiveler, reforme olan ve/veya gebe olmayan disi sigirlardir (inekler)” (Et ve Siit

Kurumu, 2019).

Tirkiye’nin uyguladigi kalite siralamast Amerika, Avustralya, AB iilkelerinin
kabul ettigi siniflandirma ve derecelendirme elemanlar: ile Kkarsilastirildiginda bu
sistemler ile arasinda farklar oldugu goriilmekte ve diive etinin kalitesi bilimsel
caligmalarla da ortaya konmusken Tiirkiye’de 2. ve 3. kalite et kategorisinde olmasi
tiketiciye sunulan etin  kalite-fiyat degerlendirmesi bakimindan siiphe

olusturmaktadir.
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Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verileri degerlendirildiginde, veri tabaninda
kesilen sigirlarin yas ve cinsiyetlerine gore kategorize edildigi goriilmektedir. Sekil
1.4’te TUIK’e ait istatistik verileri web goriintiisii, Cizelge 1.4’te de tabloya
doniistiiriilmiis formu sunulmaktadir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2018), ayrica
Cizelge 1.5’te son 4 yil igerisinde sigirlart igeren kirmizi et iiretim miktari

verilmektedir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2019).

@ | @ https//birunituik.gov.tr/haywvancilikapp/hayvancilik.zu

Haywvanahk Istatistikleri

= yillik 1. Ddnem
Hayvan sayisi ve hayvansal driinler Yas grubuna gire hayvan sayisi ® Kesilen haywvan sayisi, et ve deri
Yil Secimi Tablo Secimi Haywan Tiirleri |
<< TOmMmi == Buylikbas haywvan Okiiz (12 Aydan Blyilk Kastre Edilmis Erkek)
2009 Klglikbas hayvan Inek (Yawrulamis Disi)
2008 Domuz Manda (12 Aydan Blyiak)
2007 Deve Boda (Damizhikta Kullamilan Erkek)
Dana (0-12 Erkek Ve Digi)
Duwve (12 Aydan Buyuk Yavrulamamis Disi)
Malak (0-12 Ay)
Tosun (12 Aydan Biyiik )
= Tiirkiye IBBS-Diizeyl iBBS-Diizey2 iBBS-Diizey3 ilce

Yerlesim Yerlerine Gore ® Haywvan Tiriine Gore

Tablo formati: & |:3 ; I:a Bilgi ve Acklamalar: @ ,@? j&

Sekil 1.4. TUIK hayvancilik istatistikleri, sigirlarin kategorize edilis bilgileri web goriintiisii.

Cizelge 1.4. Tiirkiye’de kesilen sigirlarm TUIK ’in baz aldig cinsiyet ve yas araliklar1.

Hayvan Ad1 Yas (ay) Cinsiyet
Dana 0-12 Erkek ve Disi
Diive 12< Yavrulamamis Disi
Tosun 12< Erkek
Inek Yavrulamis Disi
Boga Damuzlikta Kullanilan Erkek
Okiiz 12< Kastre Edilmis Erkek

12<: 12 aydan biiyiik

Siit fiyatlarinin diismesi ve yem fiyatlarinin artmasinin yaninda kirmizi et
fiyatlarinin da artmasi ile siit {ireticileri hayvanlarini kesimhanelere gotiirerek
ekonomik agidan zarar etmeyecekleri bir yol bulmaya yonelmistir (Giindogdu, 2019;
Ugur, 2018; Yildirim, 2016). Tirkiye’de kirmizi et (sigir eti) {iretimindeki artigin

nedenlerinden birini bu durumun olusturdugu goriilmektedir. Dolayisiyla reyonlarda
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ya da et iiriinlerinde (paketlenmis {irlinler) yash disi hayvan etine rastlanma olasilig1

artmaktadir.

Cizelge 1.5. Tiirkiye’nin yillara gore kirmizi et tiretim miktart.

Kriter Y1l Uretim Miktar1 (Ton)
2016 359727
Si1gir ya da dana karkaslari, 2017 200395
Yarim ya da ¢eyrek kemikli,
Taze ya da sogutulmus 2018 306638
2019 398024

TUIK ve ESK’nin verileri goz 6niine alindiginda hayvanlarin yas ve cinsiyete
gore farkli fiyatlarla alimi yapildigr ve bu hayvanlarin cinsiyeti/yasi farkli olarak
tiiketime sunuldugu goriilmektedir. Fakat reyonlarda bu ayrim yapilmadan ya da bu
bilgi miisteriye sunulmadan etler satisa sunulmaktadir. Ayrica bu farklarin

gozetilerek satisa sunulduguna dair higbir ibare tiiketiciyle paylagilmamaktadir.

Olusan kosullar her iki taraf (tiikketici ve satici) agisindan magduriyet
dogurdugu/dogurabilecegi icin konu adli kapsam tasimaktadir. Bu durumda saticinin
tilketiciyi bilgilendirmeyerek haksiz kazan¢ saglamasimi Onlemek ve tiiketicinin
kalite standartlarindan iist diizeyde yararlanmasini saglamak i¢in, alimi yapilan bu
hayvanlarin satisinda cinsiyetinin ve yaklasik yasinin belirtilmesi ve gerektiginde
laboratuvar ortaminda belirlenebilmesi “6zellikle gelir seviyesi diisiik iilkelerde”

biiylik 6nem tagimaktadir.

1.1.1. Cinsiyet ve Yasin Etin Kalitesi Uzerindeki Etkisine Yonelik

Calismalar

Peachey ve ark. (2002), 59 bas 0kiiz ve 58 bas boga (Hereford-Angus, 20 ile 27
aylik ve 2 yas olan iki grup) ile yaptiklari ¢alismada M. longissimus thoracis kasinin
duyusal yumusaklhiginin (sertlik, c¢ignenebilirlik) iki cinsiyette birbirine yakin
degerlerde oldugunu ortaya koymustur. Purchas ve ark. (2002), boga ve Okiiz
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karkaslarindan (toplam 117 bas Angus ve Angus melezi; 16-18 ay ve 26 aylik iki
grup) aldiklar1 longissimus kasi ile yaptiklari ¢alismanin sonucunda; boga etlerinin
okiiz etinden daha sert oldugunu bildirmislerdir. Frickh ve ark. (2002), Simmental
ki sigirlarla (81 bas) yaptiklar calismada; diive, 6kiiz, boga olarak gruplandirdiklari
sigirlart degisen besi yogunlugu sistemine (diisiik, orta, kapsamli) tabi tutarak
kiyaslanmalarin1 gergeklestirmis, calisma sonucunda; diivelerin Okiizlerden daha
yogun (ikisininde bogalardan daha yogun) yag dokuya sahip oldugunu ortaya
koymuslardir. Ayn1 zamanda kas yogunlugunun besi yogunluguyla benzer atis
gosterdigi ya da ¢ok az oranda diisiik oldugu bildirilmistir. Yine Frickh ve ark.
(2003), boga etinde kas i¢i yag oraninin okiiz ve diive etinden daha diisiik oldugunu;
diivelerin beslenme derecesine bagli olarak artis gosteren mermerlesme puanina
ulastigini; diive etinin su tutma kapasitesinin 6kiiz etinden nispeten daha yiiksek
oldugunu; diive etinin duyusal olarak Okiiz ve boga etinden daha yiliksek degerlere
sahip oldugunu yaptiklar bir diger ¢alismada rapor etmislerdir. Velik ve ark. (2008),
tic farkl irktan diive ve boga etleriyle yaptiklar1 calismada; diive etlerinin, et kalite
parametrelerinde (et protein igerigi, parlaklik) 6nemli 6l¢ciide boga etlerinden daha iyi
sonug verdigi bildirilmistir. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak, Mclntyre ve ark. (2009),
caligmalarinin sonucunda diivelerin dkiizlerden daha yiiksek mermerlesme skoruna
sahip oldugunu bildirmislerdir. Zhang ve ark. (2010), 18 bas (30 aylik; 6 disi, 6
erkek, 6 kastre erkek) sigirla yaptiklar1 ¢alismada, etin fizikokimyasal 6zellikleri
tizerindeki cinsiyet etkisini ozellikle sululuk, pH, hafiflik, yumusaklik, kas igi
yaglarin birikimi ve hidroksiprolin iizerinde agik olarak goézlemlediklerini
bildirmiglerdir. Bass ve ark. (2010), Magnezyum destekli beslenmenin kesimde
sigirlarda gortilebilecek stres kaynakli Longissimus kas kalitesinin degisiminde
cinsiyet farkinin etkisini inceleyerek (diive (72 bas), okiiz (72 bas)); iki grup arasinda
strese kars1 kayda deger cevap farkliliklarinin oldugunu ve oOkiizde Longissimus
etinin diivelerden daha sert yapiya sahip oldugunu yayinlamiglardir. Hanzelkova ve
ark. (2011), Galloway, Simmental, Charolais, Czech Fleckvieh irkina ait 72 adet sigir
karkasmnin (diive ve boga) L. lumborum kasi ile yaptiklari et yumusaklik
degerlendirmesinde; tiim test faktorlerinden (cinsiyet, 1rk, kesim sonrasi etin
bekletilmesi) etkilendigini sOyleyerek, boga etinin dnemli 6l¢iide diive etinden daha

az yumusak oldugunu belirtmislerdir. Moss ve ark. (2013), kesimhanelerden rastgele
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sectikleri elliser diive, O0kiiz ve boga ile calisma yaparak; diive ve Okiizlerin et
kalitesinin bogalardan daha yiiksek oldugu, bogalarda et yumusakliginin diisiik
oldugu, pH 5.8’den yliksek karkaslara bogalarda daha sik rastlandigi, bogalarin
onemli olgiide daha diisiik sululuga sahip oldugu sonuglarina varmiglardir. Ayni
zamanda yag-asit profilinin bogalar ile diive, Okiiz arasinda farklilik gosterdigi
bildirilmiglerdir. Daza ve ark. (2014), buzagi (16 bas), okiiz (8 bas) ve disi (8 bas)
sigir ile ¢alisma yaparak, Longissimus thorachis kasi kas i¢i yaglanma yiizdesinin
erkeklere gore diivelerde daha yiiksek oldugu, cinsiyetin a-tokoferol iizerine etkisi
olmadigini, kesim sonrasi sogutucuda bekletilen etlerdeki renk degiskenliginin
cinsiyetten etkilenmedigi rapor edilmistir. Onogi ve ark. (2017), diive ve oOkiiz ile
(sirast ile 1354 ve 1797 bas) yaptiklar1 ¢alismada fizikokimyasal 6zellikleri ele
alarak; alanin, glutamin, taurin (serbest amino asitler) ve anserin, karnosin (peptitler)
degerlerinin diive etinde Okiiz etindekine oranla daha yiiksek oldugu sonucuna
varmiglardir. Boylelikle ele aldigimiz ¢alismalar 1s1ginda, genel anlamda diive, okiiz
ve boga etleri arasinda farkliliklar kanitlanarak “cinsiyetin et kalitesine olan

etkisinin” dogrulandig1 soylenebilmektedir.

Bir diger derecelendirme unsuru olan “yas” parametresi lizerine yapilmis olan
caligmalar devam eden metinde yil siralamasina gore ele alinarak sonuglart ile

verilmistir.

Yukaridaki metinde de gectigi gibi cinsiyet farkinin et {izerine etkisini ortaya
koyan Purchas ve ark. (2002), ayni1 ¢aligmanin (16-18-26 aylik boga ve okiiz; 117 bas
Angus ve Angus melezi) sonucunda; gen¢ hayvanlarin daha yumusak et yapisina
sahip oldugunu da bildirmislerdir. Li ve ark. (2011a), Qinchuan k1 sigirlar (36
erkek, 3-9-12-15 aylik) ile galisarak; artan yasla beraber 6nemli 6l¢iide kesim giicii,
protein igerigi, hidroksiprolin igerigi, kirmizilik, kas fibril ¢ap1 ve yogunlugunda
artig; pisirme kaybi, sululuk, parlaklik, kas fibril bosluklarinda kayda deger bir
azalma oldugunu bildirmislerdir. Bunlara ek olarak; COL1Al (Kollajen, tip I, alfa 1;
fibril olusturan tipl kollajenin alfa-1 alt tinitesini kodlayan gen) mRNA (mesajci
ribontikleik asit) 3. ve 9. ayda diisiik seviyede ifade edilirken 12. ve 15. ayda ciddi
sekilde yiikseldigi, Leptin (adipoz dokudan salgilanan hormon) ve FAS (yag asidi
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sentaz enzimi) ifadesinde kayda deger degisim gozlemlenmedigi rapor edilmistir.
Bures ve Barton (2012), 24 bas (12 boga, 12 diive) Charolais x Simmental irk1 14 ve
18 aylik sigirlarla yaptiklar1 galismada; Longissimus lumborum kasinin diivelerde
bogalara gore daha ¢ok kuru madde, protein, kas i¢i yag, daha az total kolojen
icerdigini ve duyusal parametrelerce daha yumusak oldugunu belirlemislerdir. Bunun
tizerine yeme kalitesinin yas ile pozitif iliski gosterdigini; sululuk, genel kabul, lezzet
yogunlugu icin en yiiksek skorlar1 gozlemlediklerini bildirmislerdir. Pesonen ve
Huuskonen (2015), 21.642 bas boga (1-2 yas) ve 8.743 bas diive (8-20 ay) (Hereford,
Charolais, Limousin, Aberdeen-Angus, Simmental, Blonde d’Aquitaine 1irki) ile
yaptigi ¢alisma sonucunda; diivelerde yag ve M. longissimus skorunun bogalardan
yiiksek oldugunu bildirmistir. Nogalski ve ark. (2018), Chorolasis x Hoistein 1rki 20
bas diive ve 20 bas boga (her iki cinsiyetin 10’u 15 aylik, 10’u 18 aylik) ile yaptiklar
calismada hem cinsiyet hem yas farkinin et kalitesine olan etkisini inceleyerek; 18
aylik kesilen boga ve okiizlerin karkas kalitesinin 15 ayliklara gore daha yiiksek
oldugu; o6kiiz etinin duyusal acidan daha lezzetli ve yumusak oldugu belirtilmistir.
Kopuzlu ve ark. (2018), Dogu Anadolu Kirmizi bogalartyla yaptiklar1 calismada
kesim yas1 ve kas bolgesinin et kalitesine olan etkisini arastirarak; 15, 17, 19, 25, 27
aylik 46 adet boga karkasimin L. dorsi ve Gluteus medius kaslarmi ele almislardir.
Sonug olarak et-renk parametrelerinin yastan etkilendigini, 19 aya kadar yumusaklik,
sululuk, lezzet yogunlugunda artis gozlenildigini ilerleyen yaslarla bu skorda
diigiisiin gorildiigiini, iki kas arasinda pisirme verimi ve kesim kolayligi L. dorsi’de

daha yiiksek oldugu sonuclari bildirilmistir.

Ele alinan literatiirlerden elde edilen bilgiler dogrultusunda, kalite-fiyat

13

belirlenmesinde, et derecelendirme ve smiflandirilmasinin®  gerekliligi

anlasilmaktadir.
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1.2. Adli Bilimler ve Diger Alanlarda Cinsiyet Belirleme ve Yas

Tahmininin Onemi ve Gerekliligi

Bu baslik altinda teze konu edilen “yas ve cinsiyet belirlemenin”, diger adli
kullanim sahalar1 ve amaglarinin yaninda, “yas ve cinsiyet belirlemenin” kullanildigi

bilim alanlarinin, yararlanis amaglart 6zetlenmistir.

Adli tip ve hukuk uygulamalarinda ele alinan iki tip kimlik (adli ve tibbi
kimlik) vardir ve bunlardan “tibbi” olan; kesin ve giivenilir, sahsin iizerinden temin
edilen belgelere dayanmayan, boy, viicut agirligi, cinsiyet, yas, disler, yara izleri,
stinnet, kizlik zar1, dogum bulgulari ve anomalileri kapsayan kimliktir (Zeyfeoglu ve
Hanci, 2001). Tibbi kKimlik elemanlarindan olan “yas” (Atilgan ve Akkoyun, 2017)
ve “cinsiyet”in belirlenmesi, kimlik tespitinin 6nemli unsurlaridir ve ilk
adimlarindandir. Tiirkiye’de yas tayini, gelismis tlilkelerdeki gibi kimlik tayini yerine,
cogunlukla kimligi bilinen kisilerin dogru yaslarinin belirlenmesi i¢in yapilmaktadir.
Bu durumun en c¢ok rastlanan uygulamalarina, ornekleri (yasayan bireylerde);
gdcmenler, siginmacilar, sucglular, insan kacakeiligi, cocuk pornografisi sorunlari
olarak siralanabilir (Atilgan ve Akkoyun, 2017). Cinsiyet tespiti adli vakalarin

arastirtlmasi i¢in degerli bir aragtir (Shaw ve ark., 2003).

Adli incelemelerin disinda cinsiyet analizi, hastalik dagilimi, cinsiyetler
arasindaki Olim orani, sosyo ekonomik durum, evlilik ve defin sekillerinin
belirlenmesini saglayarak antik toplumlarin sosyal yapisinin aydinlatilmasma da
olanak saglamaktadir (Akbaba, 2017). Ayn1 zamanda hayvan tliremesi, fizyolojisi ve
davranis1 hakkindaki en 6nemli bilgi parcalarinda biri de cinsiyettir. Bu nedenle
zoolojiyi, ekolojiyi kapsayan bir¢ok ¢alisma alaninda da cinsiyet belirlenmesi igin
yontem gelistirilmesi gerekmektedir (Okuyama ve ark., 2014). Memelilerin dogal
popiilasyonlarinda cinsiyetin belirlenmesi de, popiilasyon dinamigini, yapisini,
habitat kullanimini, davranis ve g¢iftlesme sistemlerini anlamak igin gerekli bir

adimdir (Shaw ve ark., 2003).
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Adli incelemelerde cinsiyet analizi, bireysel kimliklendirmede gerektigi gibi
antik kiltiirlerin, demografik ve soy calismalarinda da insan kaynakli 6rneklerde

onem tasimaktadir (Masuyama ve ark., 2017).

Cinsiyet belirlemenin bir diger gerekliligi ve Onemi ticari alanda karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle Bat1 iilkelerinde etin ticari degerini belirleme ve
siiflandirmada 6nemli bir kriterdir (Gokulakrishnan ve ark., 2015). Bir¢ok et
paketleme fabrikasinin inek etini erkek eti olarak satmasi gibi ¢esitli et iiretim
sektoriine ticari hasar verdigi durumlar s6z konusudur (Curi ve ark., 2002;
Gokulakrishnan ve ark., 2015). Ayni1 zamanda Hindistan gibi dini inanglara gore inek
kesiminin yasak olmasi nedeniyle tiiketiciye giivenilir etiket bilgisi sunmak adina
etin cinsiyetinin belirlenmesi biiyilk 6nem tasir (Gokulakrishnan ve ark., 2012;
Gokulakrishnan ve ark., 2015).

Avrupa birliginin market pozisyonunu giiclendirmek adina sigir eti iireticilerine
Avrupa disina ihrag ettikleri etler i¢in, ihra¢ iadesi 6denmektedir. Burada kosul
kemiksiz “erkek” eti ihra¢ edilmesidir ve bu durumda devlet desteginin
saglanmasinda illegal durumlart ortadan kaldirabilmek i¢in giivenilir ve hizli cinsiyet
analizi 6nem kazanmaktadir (Ballin ve Madsen, 2007; Gokulakrishnan ve ark.,
2012). Bu sistemin legal olarak ilerleyebilmesi i¢in; Avrupa komisyon yonetmeligi
(EC) “765/2002” kararinda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemine dayali
deoksiriboniikleik asit (DNA) temelli analizin yapilmasi adina gen bolgeleri
(AMELX/AMELY ve Cinko-parmak proteinleri (ZNFs)) ve primer setleri

belirtilmektedir (European Commission, 2002).

Olay yeri ve arkeolojik kazilarda cinsiyet tayini iskelet kalintilarindan
(Unliitiirk ve Iscan, 2013); kemik, dis, kurumus hayvan ve bitki dokular1, yumusak
doku tabakasi, mumyalasmis dokulardan yapilabilmektedir (Akbaba, 2017). Fakat
morfolojik tanisal karakterlerden yoksun adli ve arkeolojik numunelerde morfolojik
cinsiyet analiz uygulanabilir olmadigi igin DNA analizine dayanan yontemler

kritiktir (Masuyama ve ark., 2017). Aym zamanda invaziv olmayan genetik
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numuneler yaban hayati korumasinda ve molekiiler ekolojide vahsi hayvanlarin

cinsiyetlerinin belirlenmesinde de son derece kiymetli araglardir (Liu ve ark., 2015).

1.2.1. Cinsiyet Belirlemek i¢in Kullanilan Yontemler ve Materyaller

Parga etten cinsiyet belirlemek i¢in hormon ve DNA temelli ¢esitli metodlar
gelistirilmistir. Hormon analizine dayanan; basing ve kimyasal iyonizasyon
kullanilarak yapilan likit kromotografisi-ardisik kiitle spektrometresi (LC/APCI-
MS/MS) (Arslan ve ark., 2015), gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS),
yiiksek performans sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi
(HPLC-MS/MS) ve enzime bagli immiinosorbent analizi (ELISA) gibi
immiinokimyasal metodlar cinsiyet belirlemede kullanilmistir (Arslan ve ark., 2015;
Bai ve ark. 2010; Gokulakrishnan ve ark., 2012; Gokulakrishnan ve ark., 2015;
Zeleny ve Schimmel, 2002).

GC-MS (numune: et), HPLC-MS/MS (numune: sigir serumu) yontemi ile
steroid hormonlarin  oOnciileri  ve metebolitleri  (progesteron/pregnenolon,
testesteron/epitestesteron/5a-dihidro-testosteron); ELISA ile anabolik steroidlerin ve
erkek-spesifik doku uyusmasi antijeni (H-Y antijen) analizi yapilabilmektedir
(Zeleny ve Schimmel, 2002).

Yukarida bahsi gegen metodlar sigir etinde cinsiyet hormonlarini 6lgmede
etkili bulunmustur fakat cinsiyet-spesifik/steroid hormon seviyeleri bireyler arasi
hatta bireyin kendinde degisim gosterebilmektedir (Gokulakrishnan ve ark., 2015;
Zeleny ve Schimmel, 2002). Ayni1 zamanda yas, ergenlik, mevsimsel degisimler ve
hayvan yetistiriciliginde kullanilan steroid hormon uygulamalar1 gibi fizyolojik
faktorler de degerleri degistirmektedir (Zeleny ve Schimmel, 2002). Durumun bdoyle
olmast tek bagmma hormon analizine dayanan c¢alismayi zorlastirmakta ya da
yontemlerin giivenilirligini diisirmektedir. Hatta yontemlerin 6zgiin ve hassas
oldugu kanitlanmasina ragmen (Gokulakrishnan ve ark., 2015), teknik kisitlamalar

veya gerekli olan ekipmanlarin pahali olmasindan dolay1 da cinsiyet belirlemek igin
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rutin kullanima elverigli goriilmemektedirler (Gokulakrishnan ve ark., 2012;

Gokulakrishnan ve ark., 2015).

DNA temelli yontemler; cinsiyet kromozomlar1 {lizerinde bulunan genlerin

varliklarimi ya da X ve Y kromozomu tizerindeki uzunluk farklarini ortaya koyarak

cinsiyet belirlemeyi hedefleyen PZR ve ger¢ek zamanli PZR yontemleridir. Bu

amagla kullanilan genler ve yontemler Cizelge 1.6°daki gibidir.

PZR yontemine ek olarak gercek zamanli PZR ile; SYBR Green (Ballin ve

Madsen, 2007) ve TagMan (Parati ve ark., 2006) teknolojisinin de sigir cinsiyet

tayininde kullanilabilecegi belirtilmistir (Gokulakrishnan ve ark., 2015). Ayni

zamanda dongii-aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) yontemi ile cinsiyet

belirlenebilir (Nakanishi ve ark., 2015).

Cizelge 1.6. Cinsiyet belirlemede kullanilan gen bolgeleri ve yontemler.

Sigir-spesifik tekrarlayan Y
kromozom bolgesi 1 (BRY1)

Tek kopya sekans
(BOV9I7M)

DEAD kutu polipeptit 3
(DEAD3X/DEAD3Y)

Gen Yontem Kaynak
Checa ve ark., 2002
Zeleny ve Schimmel, 2002
Fontanesi ve ark., 2008
Amelogenin (AMELX/AMELY) Langen ve ark., 2010
Gokulakrishnan ve ark., 2012
Arslan ve ark., 2015
Gokulakrishnan ve ark., 2015
Zeleny ve Schimmel, 2002
Zinc finger protein Gokulakrishnan ve ark., 2012
(ZFXIZFY) Arslan ve ark., 2015
Gokulakrishnan ve ark., 2015
Y-kodlayan testis spesifik protein Zeleny ve Schimmel, 2002
(TSPY) PZR Gokulakrishnan ve ark., 2015
Y kromozomu cinsiyet belirleme Zeleny ve Schimmel, 2002
bolgesi Gokulakrishnan ve ark., 2012
(SRY) Gokulakrishnan ve ark., 2015
Mikrosatellit Gokulakrishnan ve ark., 2015

Zeleny ve Schimmel, 2002
Gokulakrishnan ve ark., 2012

Gokulakrishnan ve ark., 2012
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Cizelge 1.6. Devam.

Y kromozomu cinsiyet belirleme

bolgesi geni Gergek zamanli PZR Ballin ve Madsen, 2007
(SRY)
AMELX/AMELY PZR-RFLP Ennis ve Gallagher, 1994
Steroid (S;i%fsa)taz gemt Multipleks PZR Morikawa ve ark., 2011
AMELX/AMELY + SRY PZR-APLP Masuyama ve ark., 2017

DNA temelli tekniklerin, 6zellikle de PZR iiriinlerinin jel elektroforezinin,
cinsiyet belirlemede giivenilir, ekonomik ve hizli oldugu kanitlanmistir (Arslan ve

ark., 2015; Gokulakrishnan ve ark., 2015).

AMEL gen, ZFX/ZFY ve DEAD Box protein genlerinin cinsiyet belirlemede,
SRY genine gore, X ve Y cinsiyet kromozomlarmin her ikisinde de bulunmalarindan
kaynaklanan bir avantajlar1 vardir (Gokulakrishnan ve ark., 2012). Bu gen bolgesi
kullanilacagi takdirde genellikle ikinci bir (otozomal) lokusun amplifikasyonu olan
(Ennis ve Gallagher, 1994) internal kontrol grubu (nétr bolge) gerekmektedir (Bai ve
ark., 2010). Notr bolge kullanimindaki amag, sinyalin  yoklugunun PZR
basarisizligimin bir sonucu olmadigin1 dogrulamaktir (Ennis ve Gallagher, 1994).
Bununla birlikte ZCFs kullanim1 RFLP teknigi gerektirmektedir. AMEL gen ve Dead
Box protein geninde ise PZR iiriinlerinin boyut farki X ve Y kromozomlarin1 ayirt

etmede kolaylik saglamaktadir (Gokulakrishnan ve ark., 2012).

Omurgalilarin evrim siirecinde korunmus olan (Gokulakrishan ve ark., 2015;
Weikard ve ark., 2006) amelogenin (AMEL) geni memeli dis minesinde bulunan
major matriks proteinini kodlamaktadir (Monali ve ark., 2011). Amelogenin genleri
koyun kegi, insan, at, ay1 ve sigir tlirlinlin cinsiyet kromozomlarimin ikisine de
yerlesmistir (Gokulakrishan ve ark., 2015). Sigirlarda AMELX, homologu olan
AMELY ile karsilastirildiginda; AMELY lokusunun 5. ekzonu iizerinde 63 baz ciftlik
(bg) delesyon belirlenmistir (Weikard ve ark., 2006). Bu durum DNA’nin cinsiyet

ayriminda ¢ok kii¢iik numunelerde kullanimini saglamaktadir (Monali ve ark., 2011).
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Amelogenin temelli cinsiyet belirleme, adli uygulamalarda en ¢ok kullanilan

analizdir (Masuyama ve ark., 2017).

Adli numunelerde cinsiyet belirleme, incelemelerin 6nemli bir yonidir
(Nakanishi ve ark., 2015) ve ilk olarak STR (kisa tekrar dizileri) tipleme Kkiti ile
gerceklestirilmistir. STR tiplemesi X ve Y kromozomu iizerindeki amelogenin
incelemesine dayanmaktadir. Fakat, calisilan numune erkege ait olmasina ragmen,
Y-amelogenin null allell’inden dolayr STR analizinde Y kromozomu tespit
edilemedigi bilinmektedir. Bu gibi durumlar DNA kalitesi iyi olsa bile Y
kromozomu varyasyon ve delesyonu nedeniyle cinsiyet belirlemede yanlis sonuglara
neden olabilir (Nakanishi ve ark., 2015).

Genel olarak adli vakalar g6z oniine alindiginda, insanlarda cinsiyet tayininin

asagidaki yontemlerle de belirlenebilmekte oldugu unutulmamalidir;

— Kilinik ya da gorsel yontemler; dis boyutu, kok uzunlugu, tepe ¢api, kopek disi

dimorfizmi, dis indeksi.
— Mikroskobik metod; barr cisimcigi belirlenmesi ile ayirt edilebilmektedir.

— Cesitli metodlar; kraniyofasiyal morfoloji ve boyut, ¢ene morfolojisi, frontal

siniis boyutlart.

— Yumusak doku metodu; rugoskopi (damak kirisikligi), cheiloskopi (dudak izi)
(Monali ve ark., 2011; Nagare ve ark., 2018).

— Konvansiyonel olarak; el ve elbilegi olglisii (Karadayr ve ark., 2014), omur,

kafatasi, pelvis, uzun kemiklerin morfolojileri (Unliitiirk ve Iscan, 2013).

1.2.1.1. Cinsiyet Belirleme ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Kirkpatrick ve Monson (1993), cinsiyeti bilinen 24 bas sigirda (12 disi, 12
erkek) ZFX/ZFY amplifikasyonunun dogruluk kontroliinii serum ve semen

numuneleri iizerinde Yuvalanmig (Nested) PZR ile test etmislerdir.
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AMELX/AMELY lokuslarini hedefleyerek yapilmis cinsiyet analizlerine;

e Ennis ve Gallagher (1994),’in tam kan ve 6-7 giinliik sigir embriyo biyopsileri
ile PZR-RFLP yontemini kullanmast;

e Weikard ve ark. (2006),’nin yabani ve evcil (9 farkli)) Bovidae familyasina ait
tiirden ve testin kontrolii i¢in koyun kegi, fare, insan, domuz ve atin disisi ile
erkeklerinden doku ve kan numuneleri alarak yaptigi1 PZR ¢alismasi;

e Ballin ve Madsen (2007),’in 12 adet cinsiyeti bilinmeyen sigir eti ve 6 farkli
irktan 12 adet sigir (6 disi, 6 erkek) eti ile AMELX/AMELY lokuslarinin PZR
tirlinlerinin erime egrisi (melting curve) analizine dayanan SYBR Green cinsiyet

belirleme testi ile yaptigi calismalar 6rnek olarak verilebilir.

Curi ve ark. (2002), kemikli, paketlenmis ve donmus et ornekleri (36 adet)
tizerinde, cinsiyet farkliligina noétr (degismeyen)/bagimsiz bir bolge kullanarak,
erkek-spesifik bir Y kromozom bélgesinin PZR amplifikasyonu ile erkek ve disileri
ayirt edilebilmesine dayan bir teknik kullanmistir (Amplifiye edilen “erkek-spesifik
DNA” bolgesi; 307 bg’lik BRY1, “cinsiyete gore bagimsiz” bolge; 223 bg¢'den olusan
biiylime hormonu (GH) geninin bir kismidir). PZR temelli bir diger cinsiyet analiz
caligmasi; Gokulakrishnan ve ark. (2012), tarafindan, veteriner fakiiltesi kliniginden
16 sigirdan (8 disi, 8 erkek) alinan kas doku numunesi ve marketten alinan 12 adet (6
disi, 6 erkek) et numunesi ile DEAD box protein gen (DDX3X/DDX3Y) bolgesi
hedeflenerek yapilmistir. Benzer sekilde farkli kasap ve marketlerden 30 farkli sigir
eti 6rnegi toplayarak (Kayseri ilinde), Arslan ve ark. (2015), sigir Y kromozomuna
ozgi, iKi ¢ift primer seti kullanarak PZR temelli analiz gergeklestirmislerdir. Bai ve
ark. (2010), ise; rastgele alinan 35 sigir kan numunesi ve kasaptan alinan 10 sigir (6
disi, 4 erkek) eti numunesi ile SRY geni HGM-box bolgesi ve pozitif kontrol olarak
12S ribozomal riboniikleik asit (rRNA) geni i¢in primerler tasarlanarak, multipleks

PZR ile galismislardir.
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1.2.2. Yas Tahmininde Kullanilan Yontem ve Materyaller

Farkli tlirlerde yas belirleme/tahmin icin telomer uzunlugu ve epigenetik
degisimler gibi molekiiler yas belirtegleri; dentisyon, yagsiz et rengi ve goz lens
agirh@r gibi fiziksel belirtegler; lipofuskin, dis dentininden aspartik asit
rasemizasyonu, goz lens nitrojen igerigi ve radyokarbon (karbon 14) analizi gibi
kimyasal yas belirtegleri kullanilabilmektedir. Yas tahmininde kullanilan baglica

molekiiler, kimyasal ve fiziki belirtecler Cizelge 1.7°de verilmistir.

Cizelge 1.7. Yas tahmininde kullanilan molekiiler, kimyasal, fiziki belirtegler.

Belirtecler Kaynaklar
Huang ve ark., 2015
Jarman ve ark., 2015
DNA i .
Molekiiler Eipel ve ark : 2016
De Paoli-lIseppi ve ark.,
2017
RNA Jarman ve ark., 2015
. . Jarman ve ark., 2015
Lipofuskin !
Amino asit rasemizasyonu Sk Ve 2reglle,
Kimyasal y Zubakov ve ark., 2016
Radyokarbon Zubakov ve ark., 2016
G0z lens nitrojen igerigi Raines ve ark., 2008
Dentisyon
L Yagsiz et rengi )
Fiziki Vertebral osifikasyon Raines ve ark., 2008
Goz lens agirlig

Adli yas tahmininde kullanilan molekiiler yontemler, morfolojik yas 6zellikleri
icermeyen hayvan materyallerinin kullanilmasina olanak vermektedir (Zubakov ve
ark., 2016). Sag, tiiy, diski gibi “iz” materyalden dahi yas tahminine olanak saglayan
molekiiler yas belirtegleri (MYB), bir hayvanin 6mrii boyunca DNA’sinda meydana
gelen degisiklikleri veya RNA miktarimi (ifade farkliliklarini) 6lgme temeline
dayanmaktadir (Jarman ve ark., 2015). Bu baglamda; hiicresel yaslanmaya yol acan
molekiiler mekanizmalar {izerine yapilan ilk ¢aligmalar “telomer”in roliine
odaklanmustir, fakat “terminal restriksiyon fragment (TRF)” telomer uzunluk testi ile

olgiilen telomer uzunluguyla, kronolojik yas arasindaki iligki, taksonomik bir
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araliktaki pek c¢ok tiirde zayif bulunmustur. Insanlar i¢in de basarisiz olan bu
biyobelirteg; kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QPZR) ile 6lgiildiigiinde (telomer
uzunlugu), pek ¢ok hayvan tiirtinde de yasla iliskili bulunmamistir (Jarman ve ark.,
2015).

Bir diger yaslanma etkeni, Adenosin trifosfat (ATP) iiretimi sirasinda olusan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), DNA mutagenezinin dogrudan bir sebebi olmasidir
ve bunlarin etkilerinin, hiicresel ve organizmal yaslanmanin birincil sebebi olarak
kabul edilmesidir. Mitokondrinin, ROS iiretim bolgesi ve ROS-kaynakli DNA
delesyonlarin1t ve nokta mutasyonlarini onarmak i¢in enzimatik mekanizmalardan
yoksun olmasi nedeniyle; ROS hasar1 yaygin olarak mitokondriyal DNA'da
(mtDNA) olgiilmektedir (Jarman ve ark., 2015). mtDNA’da ROS hasar o6l¢iimii
disinda metilasyon (mtDNAm) degisikliklerininde, Mawlood ve ark. (2016),
tarafindan yapilan calisma ile, insanlarda yas ile iliskisi tespit edilmis ve iki adet
CpGs bolgesi tizerinden +£9.3 yillik bir hata payiyla yas tayini bu ¢alisma grubu
tarafindan yapilmistir. Ancak mtDNA %2-6 gibi diisik oranda CpG metilasyonu
gosterdiginden, metillenme Ol¢limiiniin  olduk¢a hassas testlerle yapilmasi
gerekmektedir. Alandaki tek mtDNAm c¢aligmasi bu oldugundan, mtDNAm tabanl
modellerin, genomik biyobelirtegler kullanan modellerin dogruluguyla uyumlu olup
olmayacagi belirsizliginin korundugu belirtilmistir (De Paoli-1seppi ve ark., 2017).
Bunlara ek olarak ROS ile iligkili oldugu bilinen NF-kB (niikleer faktor-kappa B)
sistemi bilesenlerinin de yas ile korelasyon gosteren seviyelerde oldugu (Jarman ve

ark., 2015) bilinmektedir.

Yukarida da bahsedildigi gibi, artan yasla birlikte biriken belirli mtDNA
mutasyonlariin  6l¢iimii ve ayni sekilde yaslanmayla kisalan “telomer” tekrar
uzunlugu degerlendirilmesi gibi bir kag DNA tabanli molekiiler yontem gelistirilmis
fakat; pratik adli uygulamalarda, sinirli tahmin dogrulugu ve teknik sorunlar
nedeniyle mtDNA mutasyonlarimin kullanimi kisitli oldugu diisiiniilmektedir ve

telomer uzunluklarinin yas tahmin belirtegleri olarak uygunlugu tartismalidir

(Zubakov ve ark., 2016).
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Yas tahmini i¢in bir diger belirte¢, Zubakov ve ark. (2010), tarafindan ortaya
konulan, kandaki T-hiicreleri spesifik DNA yeniden diizenlenmesi miktarinin
6l¢timiine dayanan basit ve glivenilir DNA testidir. Timustaki T-hiicrelerinin tiretimi,
immiinoglobulin genlerini kodlayan lokuslardaki DNA yeniden diizenlemelerini
icermekte ve ‘signal-joint T-cell recombination excision circles’ (sJTREC’ler)
tretilmesine eslik etmektedir (Zubakov ve ark., 2016). Zamanla timus T-hiicre
iretim yetenegini kaybetmektedir ama T-hiicre populasyonu mitozla iiretilen yavru
T-hiicreler sonucu sabit kalmaktadir. Bu dongii sjTREC’lerin {iretimini saglamadigi
icin zamanla azalmaktadirlar. Bu azalis insanlarin olgunlasan timusuyla Olgiilen
“immiinolojik yas1” ile kronolojik yasi arasinda korelasyon gostermesine etken
olmaktadir (Jarman ve ark., 2015). Fakat sjTREC belirteglerinin, gii¢lii oranda
cinsiyet farkliligindan etkilendigi yine Zubakov ve ark. (2016), yaptigi ¢alismada

rapor edilmistir.

Nematodlar, sinekler, insanlar ve fareler olmak {izere farkli model hayvanlarda
Ozellikle de biiyiik hayvanlarda yasa-bagimli tutarli degisim gosteren mikro
ribontikleik asitlerin (miRNA); spesifik doku ve dolasimdaki miktarlar1, lenf veya
kan serumundan tahlil edilebilmektedir (Jarman ve ark., 2015). Dolasimdaki
miRNA'lar, organizma yaslanmasi1 (Hooten-Noren ve ark., 2010; Hooten-Noren ve
ark., 2013) ve dokuya ozgii yaslanma (Li ve ark., 2011b) haricinde ¢ok ¢esitli
memeli hastaliklart  ve fizyolojik durumlari igin de biyobelirteg olarak
kullanilmaktadir (Eaton ve Link, 2011). Yas ile iliskili diizenlenmis gen ekspresyon
seviyeleri, mRNA seviyesinde de bulunmustur ve bunlardan bazilart MYB'leri

gelistirmek i¢in kullanilmistir (Jarman ve ark., 2015).

Calismalarin adli verilerde uygulanabilir olup olmadigi diisiiniildiigiinde;
RNA’nm, DNA'dan kimyasal olarak daha az stabil oldugu, dolayisiyla mRNA ve
miRNA belirtegleri gibi RNA bazli MYB'lerin bekletilmis/arsivlenmis 6rneklerde
uygulanabilir olmadigi (Jarman ve ark., 2015) unutulmamalidir. Daha Onceki
paragraflarda da bahsi gegtigi gibi, telomer kisalmasi, T-hiicre DNA diizenlemeleri,
mitokondriyal delesyonlar gibi molekiiler parametrelerin yas tahminlerinde nispeten

diisiik dogruluk sagladigr vurgulanmaktadir (Eipel ve ark., 2016).
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Yaslanmayla degisim gosteren bir diger molekiiler belirteg epigenetik
mekanizmalardir. Gen ekspresyonunu diizenleyen epigenetik mekanizmalar (DNA
metilasyonu gibi), bir¢ok organizmayr ve hiicresel yaslanma = siirecini
yonlendirmektedir (Jarman ve ark., 2015). Omurgalilarda ‘epigenetik sapma’ ve ‘saat
tipi” DNA metilasyonu (DNAm) olmak {iizere iki tip yasla iligkili metillenme
mekanizmasi tespit edilmistir (De Paoli-Iseppi ve ark., 2017). Yakin zamanda
yapilan arastirmalar, “epigenetik saat” olarak adlandirilan, gelisimsel yolaklarin bir
parcast olmayan, spesifik memeli genlerinin yasa-bagli epigenetik regiilasyonunu
tanimlamigtir. Diizenlenmis epigenetik degisimler, tekrar eden mitozlar araciligiyla
DNA metilasyon durumunun kusurlu onarimi ile genom ¢apinda iiretilmis
demetilasyon genellemesinden farklidir. Bu olay, "epigenetik sapma™ olarak
adlandirilmaktadir ve genom boyunca rasgele hareket ettigi disiiniilmektedir.
“Epigenetik saat” tipi diizenlemeyi gosteren birka¢ gen, dmiir boyunca tutarlt bir
oranda DNAm’nu degistirmektedir (Jarman ve ark., 2015). Omurgalilarda yas tayini
icin  hem epigenetik sapma hem de saat tipi DNAm degisiklikleri
kullanilabilmektedir (De Paoli-Iseppi ve ark., 2017).

Calismalarin iizerinde yogunlastigi ve bilgi birikiminin arttigi epigenetik
mekanizma olan DNAmM; kovalent bir modifikasyondur ve sitozin (C) bazinin 5.
karbonuna bir metil grubu (-CHas) takilarak 5-metil sitozin (5m-C) yapisinin
olugsmasiyla karakterize edilmektedir (Bird, 2002). DNAm, genomdaki guanin (G) ve
sitozin (C) giftlerinin art arda hizalanmasiyla olusmakta ve CpG dizilerinin
yogunlastigr alanlarda gergeklesmektedir. Evrimsel siirecte korunmus olan bu CpG
adaciklari, genlerin  c¢ogunlukla promotor bolgelerinde konumlanmaktadir.
Organizmanin sag kalimi ve gelisimi igin, devamli sekilde ifade edilmesi gereken
housekeeping ve diizenleyici genlerdeki CpG adaciklari, DNAm’a kars1 direngli
bolgelerdir. Fakat, tekrar dizileri ve transpozonlar gibi heterokromatin bolgelerdeki
CpG dizilerinde ise, DNA metilasyon orani yiiksektir (Giiler ve Balci-Peynircioglu,
2016).

Zubakov ve ark. (2016), insan kan ornekleriyle yaptigi calijmada DNA

metilasyon belirteglerinin, cinsiyet bagimli farkliliklar gostermedigini belirtmistir.
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Bununla beraber, birden fazla doku kullanarak, yasin tahmininde yayginlanmis
birkagc CpG DNAm veri setini bir araya getiren calismada, hiicre tiiriine bagimli
olmayan DNAm degisiklikleri tanmimlanmistir (De Paoli-lseppi ve ark., 2017).
DNAmM, gelisen genom-boyu metilasyon haritalamalar1 sayesinde; birden fazla
bolgede (transkripsiyon baslama bolgeleri, ekzon ve intron bolgeleri, diizenleyici
bolgeler) ve tekrar dizilerinde de olgiilebilmektedir (Jones, 2012). Boylelikle,
mikroarray profilleme kullanilarak yapilan tim genom DNAmM c¢alismalar ile,
DNAm durumundaki degisimlerin insanin yaslanma siireciyle derinden baglantili
oldugu dogrulanmistir (Zubakov ve ark., 2016). Yine array temelli tarama
prosediirleri ile DNA metilasyon analizi, farelerde ve insanlarda hiicresel yaslanma
ile ilgili baz1 anahtar genlerin rollerinin ortaya c¢ikarilmasini saglamistir. Boylelikle
DNAm’da yasa bagl degisiklikler, insanlar ve bazi hayvanlar i¢in bir dizi MYB
gelistirmek icin kullanilmistir (Jarman ve ark., 2015). DNAm analiz yontemleri Sekil
1.5’te verilmistir (Gtiler ve Balci-Peynircioglu, 2016).

Farkli genlerin calisildigi epigenetik temelli MYB’ler ile deri gibi kolay
ulasilabilen dokulardan yas tahmini mimkiin olabilmekte ve DNAm MYB’leri
mutasyon tipleri ya da CpG metilasyon yiizdesinin belli bir alanda kesin dl¢timiinii

saglamaktadir (Jarman ve ark., 2015).

Farkli tiir, doku ve hiicre tipi iizerinde yapilan DNAm c¢alismalarinda
kronolojik yasla gii¢lii korelasyon gosteren genler ve CpG adalar1 kolayca

goriilebilmeleri agisindan Cizelge 1.8’de sunulmaktadir.
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DNA Metilasyon Analiz Yontemleri
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Sekil 1.5. DNA metilasyon analiz yontemlerinin siniflandirilmasi.
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Cizelge 1.8. Farkli tiir, doku ve hiicre tipi lizerinde yapilan DNA metilasyon calismalart,
yasla korelasyon gosteren genler ve calisilan CpG adalari.

Tiir Doku/Hiicre Tipi Kaynak
Huang ve ark.,
2015

CpG Adasi1 Adeti

Gen
Kan ve Kan Lekesi

ASPA
ITGA2B 4 Insan
NPTX2
S —————)
PDE4C
ASPA 3 Bukkal siirtintii
ITGA2B insan Eipel ve ark., 2016
Bukkal epitel hiicre
16kosit
Zubakov ve ark.,

SERPINBS 5

CD6
insan Kan

2016

NPTX2 Dermis
TRIM58 Epidermis
GRIA2 5 insan CD4* monosit
KCNQ1DN CD4* T-hiicre
BIRC4BP Servikal smear
ELOVL2
. Zbiec¢-Piekarska
Perifer kani ve ark., 2015

Clorf132
TRIM59 5 Insan
KLF14
FHL2

CDH4
FBN1
GPR37
HAND2
HOXA11
LRRTM1 B Maegawa ve ark.,
NPTX2 - Fare Bagirsak g 2010
P2RX7
PCDH10
PRDM5
TRIP6
WT1
TET2 Kambur balina o N Polanowski ve
CDKN2 3 (Megaptgra Cilt biyopsisi ark., 2014
novaengliae)

GRIA2

ELOVL2
Koch ve Wagner,

2011

NPTX2 5 . Tikiiriik Bocklandt ve ark.,
sa ukuru 2011

EDARADD
TOMI1L1
Garagnani ve ark.,
Kordon kani 2012

ELOVL2
3 [nsan

FHL2
PENK
Dis (dentin) Bekaert ve ark.,
2015

ASPA,

PDE4C 4 Insan

ELOVL2 Kan
EDARADD

(-): Veri yok



DNAm 6l¢timii ile, 2010°dan 2017’ye kadar olan siire icerisinde yas belirleme
calismalarinda kullanilan organizma ve doku tiplerini gosteren derleme Sekil 1.6’da
sunulmaktadir (De Paoli-Iseppi ve ark., 2017). Adli bilimler uzun zamandir biyolojik
bulgulardan yas belirlemeyi kolaylastiran belirteglerin arayisindadir (Zbie¢-Piekarska
ve ark., 2015). Adli uygulamalar i¢in DNAm biyobelirte¢lerinin kullanimi; genellikle
daha basit analizlerde daha az CpG bolgesini kullanmayi icerir (De Paoli-Iseppi ve
ark., 2017). Omurgalilar i¢in simdiye kadar kesfedilmis en umut verici MYB'ler
coklu CpG bolgelerini igeren DNA metilasyon analizleridir (Jarman ve ark., 2015)
fakat kit bagimli olmasi ve tiir diizeyinde temininin kisitli hem de yiiksek maliyetli

olmasi kullanim potansiyelini ciddi 6l¢iide disiirmektedir.

T . T M

o 2010 | | 2011 | 2012 | 2013 ]
‘Homa sapiens Mug musculug® Homa sapiens Homo sapiens Homo sapiens Pan troglodytes?
Cilt, kan Tuce bagmsd, karacifer Tiikriik, pokhi-dedan Tinn e kordon Lara Coliha-dolo Halp, karaciZer, biikrek, kan
akicifer dalak
| |__2013cont. | !| ] 2014 | ol
Pan paniscus®, Gorilia gorilta®  Galus galius® Megaplara novasangliaa® Damdo renio®  Gallus gallus® (..‘ol'um'ur,fapm:ica‘:
s, beyin Abd.omm,alyag Spemmatasit
LaraciZer
] 2015 =
Homo sapiens  Anas p. domestica®  Alligator Mus musculus® Canis lupus  Ratlus norvegicus®  Home sapiens
mississippignsis* familiaris® . .
Di ; o, serehelhmm ol Eritros it-troembosit
is Embriyo h\pok - Hipokanpiis leiridls bidcrelerd,
it DI
i 4 #‘ - Y M o
| 2013 cont. I Replilia
W Aves
. - A A A
Siala sialis” -F':ams major Careh‘a caretia” Tramem,rs scripla®  Hirundo rustica®  Mus musculus ] Acti rygi
Ewyin Eoam, beyin Foam Ermboiyo Eam Crolsha-doloy

Sekil 1.6. Hedef DNA ya da global DNA iizerine yapilan metillenme analizlerinin
yapildig1 canli gruplar1 ve doku tipleri.

Fiziki yas belirtecleri; arastirmacilar géz lens gelisiminin yasam boyunca
stirekli gelistigini ve bu gelisimin tiim hayvanlarda benzer yap1 gosterdigini ortaya
koymustur (Raines ve ark., 2008). Bu bilgi 1s1ginda; Augusteyn ve ark. (2003), “lens
agirhiginin” kullanom ve saklama kosullarindan etkilenebilecegi i¢in, yas tahmin

denklemi kurmakta ‘“lens nitrojen igerigini” kullanmigtir; nitrojen igeriginin
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Olciimiinlin gelisim ve yasin daha dogru Ol¢limii olacagina inanmiglardir. Ayni
sekilde, Raines ve ark. (2008), yaptiklar1 caligmada goz lens 6zelliklerinin kronolojik
yas icin iyl bir belirteg¢ oldugunu ortaya koymuslardir. Bunun yaninda, bazi
hayvanlarda cinsiyete gore lens agirhi@inin azda olsa farklilik gosterdigi de rapor
edilmistir (Raines ve ark., 2008).

Kimyasal yas biyobelirtecleri; zamanla post-mitotik dokularda baz1 bilesiklerin
birikmesine neden olan makro molekiillere verilen zararin 6l¢iimiine dayanmaktadir.
En yaygin kullanilan iki kimyasal biyobelirteg; “amino asit rasemizasyonu” (AAR)
degerlendirilmesi (Eipel ve ark., 2016; Jarman ve ark., 2015) ve “lipofuskin”
birikiminin Ol¢iimidir (Jarman ve ark.,, 2015). AAR’ye ornek; aspartik asit
rasemizasyonunun dis dentininden analizidir (Eipel ve ark., 2016). Oli
hayvanlardaki tiim proteinler ayni oranda (sabit nem ve sicaklikta) AAR’ye maruz
kalmaktadir. Dolayisiyla post-mitotik dokularin yas tahmininde ya da 6liim zamani

belirlemede kullanilabilmektedir (Jarman ve ark., 2015).

1.2.2.1. Lipofuskin; “Yas Pigmenti”

Kalan yasam siiresi ile negatif korelasyon gosteren, yaglanma sirasinda hiicre
ve dokularda neredeyse dogrusal bir birikim gosterdigi i¢in bazen “yaslanma
pigmenti” olarak da anilan (Jung ve ark., 2010; Ottis ve ark., 2012) “lipofuskin”, ilk
olarak Hannover (1842), tarafindan sari-kahve rengi pigment olarak ndronlarda
tanimlanmistir. Yagla birlikte es zamanli kademeli birikiminin (hayvan dokularinda)
taminlanmasi ise 1912 yilinda olmustur (Cho ve Hwang, 2011). Devam eden
caligmalar noronlara ek olarak; kardiyak miyosit, retinal pigment epitel hiicreleri gibi
post-mitotik hiicreler (Ottis ve ark., 2012) veya hepatositler ve adrenal kortikal
hiicreler gibi yavas boliinen hiicrelerdeki varligin1 da ortaya koymustur (Dolman ve
Macleod, 1981). Ozellikle kalp, cene ve diyafram kasinda goriilen lipofuskin
graniillerinin, diger iskelet kaslarinda da mevcut oldugu bilinmektedir (Jolly ve ark.,
1995).
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Yaslanma pigmenti olarak anilan bu madde; literatiirde bazen “seroid”, “yas
florofor” (Jolly ve ark., 1995), “yas pigmenti” olarak da isimlendirilmektedir.
Veteriner Hekimligi alaninda ise “asinma pigmenti” (wear-and-tear pigment) (Jolly
ve ark., 1995; Terman ve Brunk, 1998) veya “atrofi pigmenti” olarak ge¢mektedir
(Jolly ve ark., 1995).

Hiicre ya da dokular lipofuskin disinda yasla iligkili maddeler yahut floresans
veren farkli molekiiller de icermektedir. Yapilacak calismalarda bu molekiillerin
floresans ozellikleri g6z Oniinde bulundurularak ayrimlar1 gergeklestirilebilir.
Ornegin; yasla iliskili olarak hiicrelerde goriilen “flavin” bilesigi, lipofuskinden yesil
dalga boyunda otofloresans vermesiyle ayirt edilebilir (LF, en kuvvetli, mavi dalga
boyunda floresans verir) (Pincus ve ark., 2011). Normal hiicresel bilesenlerden
lipofuskin floresansinin tespitini bozan, floresans yayan maddeler ve emisyonlari;
triptofan 340 nanometre (nm); piridoksin 390nm; flavin ve riboflavinler 550nm;
NAD (Nikotinamid Adenin Diniikleotid) ve NADPH (Nikotinamid Adenin
Diniikleotit Fosfat) 470nm; porfirinler 630/690nm ve bu molekiilleri iceren proteinler
(Cho ve Hwang, 2011) olarak siralanabilir. Bunlara ek olarak, lipofuskin benzeri
madde olan “seroidlerin” yasla iligkili olmadig1 ve genetik mutasyon hastaliklarinin
sonucu olarak erken donemde olustuklart (Ottis ve ark., 2012) gbz Oniinde
tutulmalidir. Lipofuskine kimyasal olarak benzer olan bu maddenin 360nm ve 430nm
arasinda floresans vermesi (Cho ve Hwang, 2011) mikroskobik caligmalarda ayirt
edici 6zellik olarak kullanilabilir. Son olarak, eksojen floroforlar (fenol kirmizis1 (pH
indikatdrii) ve floresans problarinin foto agartmaya sebep olarak lipofuskin floresansi

icin uygun veri toplanmasini bozabilecegi (Cho ve Hwang, 2011) bildirilmistir.

Artan sekilde, post-mitotik dokularin ikincil lizozomlarinda, hiicresel
metabolizmanin bir sonucu olarak biriken bu otofloresans lipopigmentin (Gordillo,
2005) otofloresans Ozellik tasimasi, elektronca yogun materyal icermesine ve
karakteristik spektral 6zelligine dayanmaktadir. Bu spektral 6zellik; 320-480nm arasi
dalga boyunda uyarildiklarinda, 460-620nm dalga boyu araliginda emisyon
gostermeleridir (Ottis ve ark. 2012). LF; lipidlerin, proteinlerin (Jolly ve ark., 1995)

hatta sakkaridlerin, ¢apraz kovalent baglarinin giiclii okside olmus materyal yapisidir
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(Jung ve ark., 2010). Bu oksitlenme zamanla asamali olarak ger¢eklesmektedir
(Brown ve ark., 2017). LF, lizozomal hidrolazlar tarafindan pargalanmaz veya
ekzositoz olmaz (Feng ve ark., 2015). Dolayistyla kimyasal ve morfolojik olarak

polimorf goriinen LF “atik materyal” olarak kabul edilmektedir (Ottis ve ark., 2012).

Proteinlerle kompleks halinde doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile
tiretilen LF’de metaller de (civa, aliminyum, demir, bakir, ¢inko) mevcuttur ve
peroksidasyon reaksiyonunu baslatarak, demirin 6zellikle lipofuskin olusumunda
aktif olarak yer aldigi bilinmektedir (Cho ve Hwang, 2011). LF olusum siireci
esnasinda, asirt oksidasyon ve capraz baglanmalar ka¢inilmaz bir {iriin olusturur.
Sonug olarak lizozomda yikilan birgok makromolekiil demir igerir ve lizozomun
asidik ortamina bu demir salinir. Salinim sonrasi asir1 miktarda ROS olusabilir. Bu
nedenle LF yaslanmanin bir isareti olarak kabul edilmektedir (Feng ve ark., 2015).
Bu molekiiller, fizyolojik yasin fonksiyonu olarak birikmesine ragmen kronolojik
yasin tahmininde kullanilabilirler (Doubleday ve Semmens, 2011). Hatta LF birikimi
yaslanmanin en iyi bilinen biyobelirteci olarak kabul edilmektedir (Sitte ve ark.,
2001). Bu kabulii, otofloresans pigment (LF) arastirma calismalari, noéronal
dokularda pigment yogunlugunun direkt olarak gercek yasla iliskili oldugunu 6ne
stirerek desteklemektedir. Bununla beraber lipofuskin yogunluk analizinin birgok
Crustaceae tiiriinde geleneksel yas belirleme yontemlerinden daha etkili oldugu da
kanitlanmistir (Bosley, 2008). Daha 6nceki LF birikim analiz ¢aligmalarina 6rnekler
Cizelge 1.9°da Ozetlenmistir. Yasla pozitif korelasyon gosterdigi kanitlanmis olan
LF’nin, cinsiyet bagimli olmadig1 sonucuna da, Feng ve ark. (2015), tarafindan

tiikkriik ve plazma lipofuskin seviyelerinin incelendigi ¢calismada varilmistir.
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Cizelge 1.9. Lipofuskin analizinde kullanilan canli, doku ve yontem bilgileri.

Canh Doku Yontem Kaynak
Dorsal
Fare gangli_o_n Ifﬁ}ﬁggff Samorajski ve ark., 1965
Omurilik
Caenorhabditis intestin Epifloresans Clokey ve Jacobson,
elegans mikroskobu 1986
Insan Retinal Time-resolved .
Sigir pigment epiteli floresans _ Docchio ve ark., 1991
spektroskopi
Kalp, diyafram
Sigir Cene kasi F'Orfnsf‘lfrg’ski'gﬁ”on Jolly ve ark., 1995
Beyin
Caeglc‘)e ;h;bsd'tls Intestin ml\illgrrgglr(f)igu Garigan ve ark., 2002
Fare Kan - Wu ve Wei, 2006
Beyin,omurilik
Kalp, yag
Iskelet kasi,
Favre Bobrek SIEPHluoraiige Adhikary ve ark., 2009
Sigir . spektroflorometre
Akciger
Dalak
Periferik sinir
Krustase
Bivalvia Noron - Jarman ve ark., 2015
Nematod
insan Tiikritk ELISA Feng ve ark., 2015
Plazma
Kopek Karaciger Boyas?/cl:\r/}?ll?(r)lskobik Brown ve ark., 2017
(-): Veri yok.

Yasl arilar geng¢ arilardan; yaslh kopekler yavru kopeklerden; yasli kabuklu

deniz canlilar1 larvalarindan; yagli insanlar bebeklerden daha fazla lipofuskine

sahiptir (Dolman ve Macleod, 1981). Bu veriden temelle yasli dokularda lipofuskinin

birikiminin gen¢ dokulara kiyasla nasil seyrettigine dair illiistrasyon Sekil 1.7’de

gosterilmektedir (Cuervo ve ark., 2005).
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Sekil 1.7. Geng ve yagh hiicre igerisinde sematik olarak lipofuskin
birikim karsilastirmasi.

Dokularda/hiicrelerde  lipofuskinin — goriintiilenmesi/belirlenmesi;  6zellikle
lipofuskinin ‘otofloresans’ 6zellikte olmasi sayesinde, antikor gerektirmeden sadece
floresans mikroskobu kullanilarak yapilabilmektedir. LF otofloresanst her tiirli
hayvan hiicresinde, o0zellikle post-mitotik duruma ulasmis hiicrelerde ortaya
cikarilabilmektedir (Jung ve ark., 2010). Otofloresans 6zellik, 6l¢iim ve analizleri
kolaylastirmaktadir fakat tam yas degerlendirmesini elde etmek i¢in lipofuskin
birikim orani, yasi bilinen hayvanlar ile karsilastirilarak kalibre edilmelidir
(Doubleday ve Semmens, 2011). Otofloresans oOzelligi hedeflenerek lipofuskin
tespiti; floresans spektrofotometresi, akim sitometri ile de yapilabilmektedir (Jung ve
ark., 2010). Bunun yaninda lipofuskin, in-sitii olarak histokimyasal analizler
kullanilarak veya biyokimyasal ya da solvent (goziicli) metotlariyla da
oOlgiilebilmektedir (Doubleday ve Semmens, 2011). Otofloresans &zelliginin yani
sira; lipid boyama ve lipofil ajanlar gibi histokimyasal yontemler de (Sudan siyahi,
berlin mavisi, nil mavisi, Fontana-Masson, ozmik asit, hematoksilen, demir
ferrosiyaniir, Ziehl-Neelsen ya da eozin) LF belirlenmesi i¢in mevcuttur (Jung ve
ark., 2010). Histokimyasal olarak Sudan siyahi1 ve PAS (periodik asit schiff boyama)
pozitif olmasi lipidlerin ve karbonhidratlarin varligini gostermektedir (Terman ve

Brunk, 1998).

Kronolojik yasla pozitif iliski gosteren lipofuskinin miktarini belirlemek igin

yukarida bahsedildigi gibi ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Ancak floresans
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mikroskobu ve ekstraksiyon spektrofotometrik tabanli yontemler digerlerine gore
siklikla kullanilmaktadir. Bu iki yontem arasinda da, ekstre edilen floresans bilesimi
tam olarak tanimlanmadigi i¢in, ekstraksiyon spektrofotometrik yontemin tartismali
yonleri bulundugu (Puckett ve ark., 2008) c¢alisma yontemi belirlenirken, g6z ardi

edilmemesi gereken bir bilgidir.

Calismamiz ile literatiirlerden referans alinarak secilen ve yas biyobelirteci
olarak kabul edilen lipofuskin graniillerinin, floresans mikroskobu araciligiyla parca
ette birikimi belirlenerek yas tayininin yapilabilirligi arastirllmis; X ve Y
kromozomlarina 6zgii amelogenin (AMELX/AMELY) geni dizilerinin incelenmesine
dayanan cinsiyet tayini ile beraber bu iki metodun et kalite siniflandirma ve
derecelendirmesi i¢in kullanim potansiyeli ortaya konulmustur. Ayni zamanda
tilketiciye et kalite bilgilerinin (yas ve cinsiyet) etiket bilgisine yansitilmadigi bu

calisma siiresince bir kez daha gorilmiistiir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Floresans mikroskobu ile yapilacak lipofuskin birikim incelemesi i¢in, Ankara
Ticaret Borsast Et Kombinasi’nda karkastan kesim sonrasinda, karkastan alinan
numuneler (iki farkli kas bolgesinden; yaklasik 10’ar gram) %10 formol ¢ozeltisi
bulunan falkonlara alinarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Numune alinan,
kas bolgelerinin karkas lizerindeki yeri; Sekil 2.1°de gosterilmistir. Yasla lipofuskin
degisim degerlendirilmesi i¢in kombinada kesimi yapilan 67 sigir karkasinin
Musculus longissimus dorsi ve Musculus biceps femoris kaslari érneklenmistir (30
erkek, 37 disi; 134 numune). Yapilan ¢alisma siirecinde doku incelemesinde otolizin
olumsuz etkisinin ortaya konmasi lizerine, ¢aligmaya farkli zamanlarda satin alinan
5’erli gruplar halinde 15 adet iskelet kasina ait kusbasi et pargasinin da incelenmesi
dahil edilmistir. Bu 15 6rnegin 5’inin etanolli (EtOH), 10’unun (5’1 eski 5’1 yeni
satin alinan) formollii falkonlara konulmasiyla 3 ayri grup olusturulmustur.
Toplamda 15 adet olan bu numunelerde; saklama soliisyonlar1 arasinda lipofuskin
gozlem farkliliklarinin ve formol i¢inde kalma siiresininin ayr1 ayri lipofuskin

incelenmesine ne yonde etkisinin olacagi ortaya konmasi amaglanmustir.

Sekil 2.1. Karkas lizerinde numune alinan kas bolgelerinin gosterimi.
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Kasap ve et reyonu bulunan marketlerden satin alinan cinsiyet belirlemede
kullanilacak olan numuneler (48 adet) %70 EtOH ¢ozeltisi iginde +4°C’de DNA
izolasyon islemi yapilana kadar muhafaza edilmistir. Ayrica bu numunelerden

%10’luk formol igerisine drnekler alinmistir.

Kombinalardan alinan etlerin yas, cinsiyet ve alindigi bolgenin bilgileri,

numune kodlar1 Cizelge 2.1’de gosteridigi gibidir.

Cizelge 2.1. M. longissimus dorsi ve M. biceps femoris kas dokularinin alindig1 karkaslara

ait bilgiler.
Kod Yas/Ay/Dogum Yih Say1 Cinsiyet
Ak. 17-18 (ay) 10 Erkek
A 18-19 (ay) 10 Erkek
D 25-26 (ay) 10 Erkek
3-4 yas
2013
2014 ..
B 2016 7 Disi
2008
2015
C 2009-10-11-13-14 dogumlu 10 Disi
E 3-12 yas 20 Disi

Cinsiyet analiz ¢alismasi i¢in Ankara genelinden satisa sunulmus iskelet kasina
ait kusbasi etlerden alinan numunelerin toplandig ilgeler ve kodlar1 Cizelge 2.2°de
verilmektedir. Satin alinan etlerin bolgelere gore dagilimi Ankara il haritasinda

toplanan adet sayisiyla beraber gosterilmektedir (Sekil 2.2).
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Cizelge 2.2. Satin alinan etlerin bilgileri.

Toplama Tarihi ilce Numune Kodu (sk)

1 Cankaya CNK 1 (1/2)
2 19.10.18 . YNM 1 (1/2)
3 Yenimahalle YNM 2 (1/2)
4 22.10.18 Cankaya CNK 2 (1/2)
5 23.10.18 ATD 1 (1/2)
6 31.10.18 Altindag ATD 2 (1/2)
7 ATD 3 (1/2)
8 6.11.18 Sincan SNC 1 (1/2
9 CNK 3 (122)
10 CNK 4 (1/2)
11 9.11.18 CNK 5 (172)
12 (ankaya CNK 6 (1/2)
13 CNK 7 (1/2)
14 CNK 8 (1/2)
15 _ o MAM 1 (1/2)
16 MAM 2 (1/2)
17 GLB1(2)
18 GLB 2 (2)
19 . GLB3(2)
20 3.08.19 Golbast GLB 4 (2)
21 GLB5 (2)
22 GLB 6 (2)
23 KCR 1 (1/2)
24 KCR 2 (1/2)
25 4.09.19 Kecidren KCR 3 (1/2)
26 KCR 4 (1/2)
27 KCR 5 (1/2)
28 ETM 1 (2)
29 . ETM 2 (2)
30 13.10.19 Etimesgut ETM 3 (2)
31 ETM 4 (2)
32 SNC 2 (2)
33 SNC 3 (1/2)
34 Sincan SNC 4 (1/2)
35 SNC5 (2)
36 SNC 6 (2)
37 YNM 3 (2)
38 YNM 4 (2)
39 Yenimahalle YNM 5 (2)
40 10.11.19 YNM 6 (1/2)
41 YNM 7 (2)
42 CNK 9 (2)
43 CNK 10 (1/2)
44 CNK 11 (1/2)
45 Cankaya CNK 12 (2)
46 CNK 13 (2)
47 CNK 14 (2)
48 CNK 15 (2)

sk: Soliisyon kodu; 1: % 10 formol, 2: %70 EtOH.
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Golbasi
6

Sekil 2.2. Satin alinan etlerin Ankara il¢elerine gore toplanma bolgelerinin harita {izerinde
gOsterimi.

2.2. Yontem

2.2.1. Genetik Analizler

2.2.1.1. Cinsiyet Analizi i¢in DNA Eldesi

Cinsiyet tayini ¢aligmasi i¢in toplanan numunelerden ticari bir DNA izolasyon
Kiti kullanilarak, kontaminasyona dikkat edilerek Ek-1’de (sayfa 83) wverilen
protokole gore DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla, %70 EtOH’de
muhafaza edilen numuneler, izolasyon protokoliine tabi tutulmadan 6nce alkoliin

uzaklastirilmast amaciyla 1 saat distile su igerisinde bekletilmistir.

DNA izolasyonu elde edilmesinde kullanilan kit ve cihaz bilgileri asagida

verilmistir;
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Izolasyon kiti : QuikGene DNA tissue kit S, Life Science (FUJIFILM)
Sistem : QuikGene-Mini80 (FUJIFILM)
Santrifiij : Cencom 1, 7002239 (J.P.SELECTA)

2.2.1.2. DNA Saflik, Yogunluk ve Biitiinliik Kontrolii

DNA vyogunlugu ve safligi spektrofotometrik yontem ile, biitinligiiniin
kontrolii ise jel elektroforezi ile yapilmistir. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Genetik A.D. DNA laboratuvarinda bulunan ve bu degerlendirmelerde kullanilan

cihaz bilgileri asagidaki gibidir;

Spektrofotometre : NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)

Goriintiileme : Gel Logic 200, (Kodak Imaging System)
Gii¢ kaynagi : Standard Power Pack P25 (Biometra)
Akim : 80-90 mA/volt

DNA yogunluk ve safligi 260nm’de elde edilen degerin 280nm’de elde edilen
degere oran1 (A260/A280) ve 260nm’de elde edilen degerlerin 230nm’de elde edilen
degere oran1 (A260/A230) ile belirlenmistir. A260/A280 degerinin 1,8’in altinda
olmas1 protein kontaminasyonu, 2’nin iizerinde olmasit RNA kontaminasyonunu

isaret etmektedir.

DNA‘larin degrade olup olmadigimin kontrolii %1’lik agaroz jel elektroforezi
ile yapilmistir. Bunun i¢in; mikrodalga firinda, 1g agaroz tartilarak 100ml 1X TBE
(Tris-Borate-EDTA) i¢inde homojen bir goriinim elde edilene dek eritilmistir.
Agaroz jel karisimina 10pul boyar madde (safe view) eklenmis ve kdpiirmemesine
dikkat edilerek karistirllmistir. Agaroz jel karisimi, jel kasedine dokiilerek, taraklar
yerlestirilmistir. Donmasi beklenilmis ve dondugu zaman taraklar sokiilerek; jel, 1X

TBE konulmus olan elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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DNA’larn goriintiilenmesi i¢in, 10ul DNA, 3ul 2X yiikkleme boyas: ile
karistirllmis ve jel kuyucuklarina yiiklenmistir. Elektroforez islemi 90V’da 20-25
dakika uygulanmstir.

PZR’da yiikseltgenilecek DNA’lar, yaklagik 50ng/ul olacak sekilde uygun
oranlarda dH>O (distile) ile sulandirilmis ve +4°C’de bekletilmistir. PZR igin
icerisinden 2 pl alindiktan sonra geri kalan DNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.1.3. AMELX/AMELY Balgesinin Yiikseltgenmesi

AMELX/AMELY bolgesi lizerinde cinsiyet ayriminda Y kromozomunda 67
bazlik ve X kromozomunda 130 bazlik bir bolgenin yiikseltgenmelerini saglayacak
sekilde Ballin ve Madsen (2007), tarafindan tasarlanan primerler (Cizelge 2.3)

kullanilmuastir.

Cizelge 2.3. AMELX/AMELY primer sekanslari.

Primerler Diziler

fleri

(AMELX/Y-F)

5'-CAGCCCCAGICCATCCAGC-3'

Geri
(AMELX/Y-R)

5-GGATGGGGTGCACAGGTGG-3'

Kalip DNA olarak cinsiyeti bilinen (erkek, @) sigir DNA’s1 kullanilarak, PZR
ile yilikseltgenme i¢in reaksiyon basina kullanilacak kalip DNA miktari, MgCly,
primer ve dNTP konsantrasyonlar1 ile optimum primer baglanma sicakliginin
saptanmasi i¢in gradient PZR kurularak optimizasyon yapilmistir. islem sonrasinda
elde edilen PZR iiriinleri %3’liik agaroz jelde 120V akimda 20 dakika elektroforez

yapilarak kontrol edilmistir.
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PZR amplifikasyonlar1 25pul total hacimde, hem 1,5mM hem de 2,5mM MgCl>
yogunlugunda DMSO’lu (Dimetil siilfoksit) (1 ul) ve DMSO’suz, kalip DNA’dan
50ng (2ul), her bir primerden 0,5ul (10pmol/ul), her bir deoksiriboniikleotit
trifosfattan (ANTP’ler) 0,5uM, 0,2U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas) ve 1X
PZR buffer (10mM Tris-HCI, pH 9,0; 50mM KCI) olacak sekilde, termal dongii
cihazinda (BIO-RAD, C1000) yapilmistir. 94°C’de 4 dakikalik (dk) ilk
denatiirasyonun ardindan 95°C’de 30 saniye (S) denatiirasyon, 60-70°C araliginda
degisen (gradient) baglanma sicakliginda 30s ve 72°C’de 30s uzama asamalarini
iceren 38 dongliyli takiben 72°C’de 5dk son uzama yaptirilarak tamamlanmistir.
AMELX ve AMELY primerleri ile ilgili olarak en uygun kimyasal miktarlar1 Cizelge

2.4°te ve en uygun yiikseltgenme kosullar1 Cizelge 2.5’te sunulmustur.

Cizelge 2.4. AMELX ve AMELY primer bolgeleri PZR reaksiyonu kimyasal yogunluklari.

Kimyasallar Stok konsantrasyon | Final Konsantrasyon| Miktar (ul)
dd H20 - - 17,3
1X Buffer 10X 1X 2,5
MgCl 25mM 1,5mM 15
dNTP 10mM 0,2mM 0,5
Ileri primer 10pmol/ pl 200uM 0,5
Geri primer 10pmol/ pl 200puM 0,5
Taq polimeraz 51U U 0,2

DNA 50ng/pl 100ng 2

Total 25ul

Cizelge 2.5. AMELX ve AMELY primer bolgeleri PZR reaksiyonu yiikseltgenme kosullari.

Asama Sicakhik °C Siire
Denatiirasyon 4 4dk
95 30s
Baglanma 66.4 30s d)(fI?:u
Uzama 72 30s
72 5dk

Primer optimizasyonundan sonra, disi ve erkek sigir DNA’larindan pozitif

kontroller olusturularak, satin alinan etlerden izole edilen sigir DNA numuneleri disi
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ve erkek amelogenin allellerine uygun (AMELX ve AMELY) primerleri (Cizelge 2.3)
kullanilarak BioRad C100 Isil Dongii cihazinda yiikseltgenmistir.

Bos taurus AMELX (GenBank No: AB091789.1) ve AMELY amelogenin geni
(GenBank No: AB091790.1) iizerinde primerlerin yiikseltgendigi bolgelerin baz

dizilimi sirasiyla Sekil 2.3’te verilmistir.

AMELX

AACCCAACACCACC?GCCAAACCTCCCTCTGCCCGCCCAGCAGCCCTTCCAGC

CCCAGTCCATCCAGCCGCAGCCTCACCAGCCCCTGCAGCCTCACCAGCCCCTGC
GCCCATGCAGCCCATGCAGCCCTTGCAGCCCCTGCAGCCCCTGCAGCCCCAG
CACCTGTGCACCCCATCCAGCCCTTGCC

AMELY S

(4

CAGTCCTTCCAGCCCCAGCCCATCCAGCCACAGCCTCAC
..................... CAACCCCTGCAGCCCCAGCCACCTGTGCACCCCATCCAGCGCTTGCC

Sekil 2.3. Amelogenin X ve Y gen bdlgeleri tizerinde primerlerin yerlesim yerleri.

Geneious® 11.1.5 programi kullamlarak AMELX/AMELY gen dizileri
hizalanarak, primerlerin baglanma bdlgelerini igine alan diziler ile 63 bazlik delesyon

Sekil 2.4°te gosterilmektedir.

Sekil 2.4. AMELX/AMELY iizerinde primer baglanma bélgelerini igine alan baz dizilim
karsilastirmasi (Y kromozomu iizerinde X’e kiyasla 63 adet bazin eksik oldugu
yer nokta ile gosterilmektedir).

PZR iirtinleri (10 pl DNA, 3 pl 2X yiikleme boyasi olacak sekilde) 1X TBE
buferda 8 pl safe view eklenen %3’lik agoroz jel kuyucuklarina yiiklenerek
yiriitiilldiikten sonra (25-30 dk), Kodak Gel logic goriintiileme sistemi kullanilarak

goriintiilenmistir.
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2.2.2. Histokimyasal Analizler

Doku preparatlarinin hazirlanmas1 Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Patoloji A.D. Doku Bilimleri Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

2.2.2.1. Doku Preparatimin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

%10’luk formolde tespit edilen numuneler doku takip isleminden 6nce enine ve
boyuna olmak iizere tiim etten pargalar alinarak kiigliltme islemi yapilarak formoliin

uzaklastirilmasi i¢in 3 saat suda bekletilmistir.

Formolii uzaklastirilan numunelerin doku takip islemi; Leica TP1020 otomatik
cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Takip islemi tamamlanan numuneler parafin

emdirilerek Leica EG 1150C cihazinin soguk blogu iizerinde donmaya birakilmistir.

Parafine gémiilen numunelerden Rotary mikrotom cihazinda (Thermo Electron
Corporation) 5 mikrometre (um) kalinhiginda seri kesitler alinmistir. Lam iizerine
alman doku kesitinin boyanabilmesi i¢in, ilk olarak doku sabitleme ve ardindan

deparafinizasyon islemi asagidaki gibi yapilmistir;

¢ Preparat kutusuna yerlestirilen lamlar 37 °C’de etiive 1 giin siire ile birakilmigtir
Bu islem ile doku kesitlerinin kurumasi ve lama daha iyi tutunmalari, doku
cevresindeki parafininin ve dokuya niifus etmis parafinin de eriyerek

uzaklagmasi saglanmistir.

% Doku kesitleri 1s1 isleminden sonra {i¢ ayr1 kaptaki organik eritici 6zellikteki
ksilolde ticer dk bekletilip, sirasiyla dereceli alkollerin (%70, 80, 90, 96 etil
alkolde) her birinde birer dk bekletilmistir. Bu islem sonunda lamdaki ve

dokulardaki parafinler uzaklastirilarak, dokularin seffaflasmasi saglanmistir.

s Doku Kkesitleri dH>O’da 1 dk bekletilereck dokularin kaybettigi su tekrar

kazandirilarak (rehidratasyon) deparafinizasyon islemi tamamlanmaistir.
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Boyama asamasinda kesitler; hemotoksilende 4 dk, akan ¢esme suyu altinda 1
dk, eozin 40 saniye (sn), sirasi ile dereceli alkollerde 30 sn, ksilolde (3 ayr1) (2’ser

dk) bekletilerek boyama islemi tamamlanmuistir.

Boyama isleminden sonra, kurumamasini Onlemek ig¢in ksilol igerisinde
bekletilen preparatlar, entellan (13073-00, MERC) kullanilarak 45° a¢1 ile hava

kabarcigi kalmayacak sekilde lamel kapatilarak sabitlenmistir.

2.2.2.2. Floresans Mikroskop Calismasi

2.2.2.2.1. Preparatlarin Floresans Mikroskobunda incelenmesi

Iki farkli kas tipine ait preparatlarin fotograflanmasi, 10x biiyiitme ile floresans
emisyon gorintlsiinii gosteren mikroskop baglantili Leica DFC425 C fotograf
makinesi ile LEICA DM500 B mikroskobunda, Kirikkale Universitesi Merkez
Laboratuvari’'nda yapilmistir. Skorlama yapilirken degerlendirmede 10x biiytitme
kullanilmigtir. 20x biiylitmede floresans goriintii skor derecelendirmesinde yanilgi
olusturabilmektedir Ornekler floresans mikroskobu ile 390nm dalga boyunda (X)
uyarilarak emisyonlar1 gozlenmistir. Preparat iizerinde enine ve boyuna kesitleri
alinan 6rneklerden lipofuskin birikim analizinin en uygun gézlemlendigi kesit yonii
(enine-boyuna kesit) saptanmistir. Ayn1 zamanda preparatlardan alinan 1simalarin
dogrulugu (floresans 1s1manin doku katlanmasi, kesit kalinlig1, parazit varligi, otoliz
ve benzeri durumdan kaynaklanmadig tespit edilerek) 11tk mikroskobuyla da teyit
edilerek lipofuskin varligi dogrulanmis ve farkli durumlar 1s1k mikroskobunda da
fotograflanmistir. Yaslar1 17 aylikla 12 yasa kadar degisen farkli yas araliklarindaki
hayvanlardan alinan etlerin preparatlari iizerinde en az 5 bolge taranarak skorlama
lipofuskin boyanma vyayginligi ve siddeti, Allred skorlama metoduna gore
(Choudhury ve ark., 2010; Hameed ve ark., 2015) (sirasiyla; Sekil 2.5 ve Cizelge
2.6) Prof. Dr. Oguz Kul ve Biisra Cumhur tarafindan degerlendirilmistir. Iki ayr1 kas
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bolgesindeki lipofuskin birikimine yansiyan farklar ve benzerlikler ortaya

konulmustur.

Cizelge 2.6. Allred skorlama metodu.

Yasngrgr??% ) MS Boyanma Siddeti YS
0 0

10 1 Hafif 1

10-25 2 Orta 2
25-50 3 Siddetli 3
7550__17050 g Allred skoru= MS+YS

MS: Miktar Skoru
YS:.Yogunluk Skoru

A Miktar Skoru (MS)

1-%10 2—% 10-25

B Yogunluk Skoru (YS)

0 = Negatif 2 =0rta 3 = Siddetli

Sekil 2.5. Allred skorlama metodu.

50



3. BULGULAR

3.1. Genetik Bulgular

DNA bantlarinin varligi ve biitiinliigii, goriintiileme sistemi yardimiyla kontrol

edilerek Sekil 3.1°deki goriintii elde edilmistir.

Sekil 3.1. izole edilen sigir DNA’larmin jel elektroforez goriintiisii.

Optimum primer baglanma sicakliginin saptanmasi i¢in cinsiyetini bildigimiz
(3) sigir DNA’s1 kullanilarak Kkurulan gradient PZR iiriinlerinin jel elektoforez
goriintiileri Sekil 3.2°deki gibidir.

PDIYNOXIV A cooc so07c 620C 620C 664C 6BAC 69.5C 700C 1000bp 60.0C 60.7C 62.0C 64.0C 66.4C 68.4C 69.5C 70.0C

Y eY[VIl . 60.0C 60.7C 62.0C 64.0C 664C 634C 695C 70.0C " 1000bp W.QC 607C 620C 64.0C GS:AC 68.4C 69.5C 70.0C
2 % 2 3

Sekil 3.2. AMELX/AMELY genlerinin (J, sigir) gradient PZR iiriinlerinin jel elektroforez
goruntistl.

Satin alinan etlerden (48 farkli numune) izole edilen DNA’larin,
optimizasyondan elde ettigimiz sicaklik (66,4°C) ve MgCl> yogunlugu (1,5mM) ile
kurulan PZR’dan elde edilen iiriinlerin elektroforez goriintiilerinin bir kismi 6rnek

olarak Sekil 3.3’te verilmistir.
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E.A 2. _ERK({+] ) Ds|( )

%3 Agoroz jel

AMELX AMELY AMELX
130 be 67 bg 130 be

Sekil 3.3. AMELX/Y-F ve AMELX/Y-R primerleri kullanilan sigir eti DNA’s1
PZR iirtinlerinin jel elektroforezi. Cift bantlar erkek; tek bantlar disi
cinsiyeti gostermektedir.

Kecidren bolgesinde kasaptan alinan 6rnek (disi) harig, tiim numunelerin iki
bant gdstermesi iizerine cinsiyetlerinin erkek oldugu belirlenmistir. Kesimhanede
dokularin alindig karkaslarin cinsiyet dagilimi; 67 ornek i¢inde 30’u erkek, 37’si
disi seklinde idi. Satin alinan etlerin kaynaklarini market ve kasap olarak ayirarak
cinsiyet dagilim yapildiginda ise (Cizelge 3.1) 14 adet kasaptan alinan et igerisinde 1
adetin disi oldugu belirlenmistir. Marketten alinan Orneklerin hepsinin, erkek

olduklar ortaya konulmustur.

Cizelge 3.1. Satin alinan etlerde genetik calisma sonucu belirlenen cinsiyetin market ve
kasaplara gore dagilima.

Market Cinsiyet Kasap Cinsiyet

1 CNK 1 E CNK 7 E
2 YNM 1 E GLB1 E
3 YNM 2 E GLB 6 E
4 CNK 2 E KCR 1 D
5 ATD 1 E KCR 5 E
6 ATD 2 E YNM 3 E
7 ATD 3 E CNK 12 E
8 SNC 1 E CNK 14 E
9 CNK 3 E SNC 3 E
10 CNK 4 E ETM 1 E
11 CNK 5 E KCR 3 E
12 CNK 6 E KCR 4 E
13 MAM 1 E CNK 11 E
14 MAM 2 E CNK 9 E
15 CNK 8 E

16 GLB 2 E

17 GLB 3 E
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Cizelge 3.1. Devam.

Market Cinsiyet
18 GLB 4 E
19 GLB 5 E
20 KCR 2 E
21 ETM 4 E
22 ETM 3 E
23 ETM 2 E
24 SNC 2 E
25 SNC 4 E
26 SNC 5 E
27 SNC 6 E
28 CNK 10 E
29 CNK 13 E
30 CNK 15 E
31 YNM 4 E
32 YNM 5 E
33 YNM 6 B
34 YNM 7 E

E: Erkek; D: Disi.

3.2. Histokimyasal Bulgular

3.2.1. Musculus biceps femoris (but) Preparatlarinda Lipofuskin Birikimi

Tiim yas gruplarindan Orneklerin enine kesitlerinde lipofuskin birikim
goriintiileri degerlendirildiginde, 1 yas ile 3 yas (harig) aras1 hayvanlardan alinan kas
doku preparatlari, bu yas guruplarinda 1s1ma olmayis1 nedeniyle, skorlamada 0-2
araliginda deger almistir. Tim Orneklerin skorlama listesi Ek-2’de (Sayfa 84)

verilmistir.

25-26 aylik hayvanlardan alinan doku preparatlarinda floresans isimanin

olmayist D 8-2 kodlu preparat iizerinde; Sekil 3.4’te gosterilmektedir.

3-4 yas ve lizeri hayvanlarda lipofuskin birikim degisimi belirgin sekilde
artarak 12 yasa kadar yiikselen fark gostermektedir. Farkli skorlamalara sahip

prepartlarin floresans 1sima goriintiileri Sekil 3.5’te sergilenmektedir.
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Sekil 3.4. Musculus biceps femoris enine kesiti floresans mikroskop goriintiisii.

Kod/Skor Kod/Skor

100 um

¥ A {

B 6-1/5 (boyuna kesit)
D 10-2/4 (enine kesit)

C 1-2/6 (boyuna Kesit)

C 3-2/7 (enine kesit)

D 1-2/2 (enine kesit)
E 19-2/6 (boyuna kesit)

Sekil 3.5. Farkli skorlamalara sahip preparatlarda floresans mikroskop goriintiileri.

50 pm

20 ym
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3 ve 12 yas araliginda hayvanlara ait kas doku numuneleri arasindan E 13-2
kodlu preparatta (enine kesit) lipofuskin 1simast siddeti goriintiisii Sekil 3.6’da

verilmistir.

100 pm

Sekil 3.6. Musculus biceps femoris enine kesiti lipofuskin 1s1ma siddeti goriintiisii.

Otolitik kas gruplarinin yiiksek oranda floresans i1simasi yaptig1 dikkat
cekmektedir. Sekil 3.7°de 17-18 aylik (Ak 1-1 kodlu numune) olan bir hayvanin

doku preparatinda otoliz kaynakli floresans 1s1ma varligr goriilmektedir.

100 pm

Sekil 3.7. Otolitik doku enine kesit floresans mikroskop goriintisii.
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Otolizli preparatlarin floresans 151k altinda ayrimi, normal kas doku
preparatinda eritrosit 151ma verirken, bu preparatlarda eritrosit yikimindan dolay1 her
hangi bir 1s1ldama olmayisindan yapilabilmektedir. Bu iki durum arasindaki ayrim iki
ayr1 151k spektromunda (floresans ve goriiniir 151k) preparatin incelenmesiyle ortaya
konulabilmektedir. Eritrositlerin floresans 1gimasin1 gostermek amagli D 6-2 kodlu

preparat (enine kesit) goriintiisii Sekil 3.8’de verilmistir.

Sekil 3.8. Musculus biceps femoris enine kesiti floresans mikroskop goriintiisii;
e: eritrosit.

3.2.2. Musculus longissimus dorsi (kol) Preparatlarinda Lipofuskin Birikimi

Floresans 1sima ayirt edicilik oranm1  Musculus biceps femoris (but)
preparatlarina kiyasla Musculus Longissimus dorsi preparatlarinda daha kolay
izlenebilir oldugu ve lipofuskin birikimi bakimindan L. dorsi preparatlarin skor
degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenildi. Dokulardaki hiyalin dejenerasyonunun
da floresans 1sima verdigi ve lipofuskin igimasindan ayrimi igin goriiniir 151k
mikroskobu kullanildi. Ayni sekilde parazitlerin olusturdugu cepcikler floresans
1s1ma vermekte olup ayirt edici olabilmesi adina preparatlar gortiniir 1s1k ve floresans

1sikta kontrol edilerek fotograflandi.
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17-26 ay’lik hayvanlarin doku preparatlarinda floresans 1s1ma skor degeri 0 ve
2 olarak belirlendi. Preparatlarin floresans mikroskop goriintiileri hi¢ 1s1manin

olmamasiyla ayirt edicidir (A 6-2 kodlu numune; Sekil 3.9).

50 um

Sekil 3.9. M. longissimus dorsi floresans mikroskop goriintiisii.

Lipofuskin skorlamasinda farkli degerler almis kas doku preparatlarinda

floresans 1sima farkliliklar1 segili numunelerde Sekil 3.10°da sergilenmektedir.

Kod/skor
Kod/skor

D 8-1/2
B 7-2/3

E 5-1/4
B 5-2/5

Sekil 3.10. Farkli skor degerlerine sahip doku preparatlar1 floresans mikroskop goriintiileri;
Ip: lipofuskin, e: eritrosit.
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E 8-1/6

Sekil 3.10. Devam.

Bir onceki kas grubunda da belirlendigi gibi, otolitik kas doku preparatlarinda
floresans 1s1ma siddeti yogun sekilde goriilmektedir (Ak 9-2 kodlu numune; Sekil
3.112).

Sekil 3.11. Otolitik kas doku floresans mikroskop goriintiisii.

Hiyalin dejenerasyonunun yaymis oldugu floresans 1sima enine kesit
preparatlarinda  lipofuskin ~ benzeri 1s1malar gostererek  yanilgiya sebep
olabilmektedir. Bu olusumunun floresans mikroskobu ve 1sik mikroskobu ile

fotograflari gekilerek lipofuskin olmadiklart ayirt edilebilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Enine kesit preparatta hiyalin dejenerasyon goriintiisii. A: Isik mikroskobu
gortintiisti; hd: hiyalin dejenerasyonu, B: floresans mikroskobu goriintiisi; e:
eritrosit.

Dejeneratif kas fibrillerinin de floresans 1sik yaydigi belirlendi. Yine ayni
sekilde 151k mikroskobunda goriintiileme ile bu yapilar ayirt edilebilmistir. Floresans

ve 151k mikroskop goriintiileri Sekil 3.13’te verildigi gibidir.

Sekil 3.13. Ayn1 preparat tlizerinde goriiniir 151k ve floresans 1s1k altinda c¢ekilmis
fotograflar. A: floresans mikroskobu; e: eritrosit, df: dejenere kas fibrili, B: 151k
mikroskobu; df: dejenere kas fibrili.

Kas doku preparatlarinda floresans 1sima veren parazitlerin varligi da ortaya
konulmustur. Preparat goriintiisiinde parazitlerin goriiniir 151k ve floresans 151k altinda

goriintiileri kaydedilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Ayni preparat iizerinde parazit hiicrelerinin goriiniir 151k ve floresans 1sik altindaki
gortintiileri. A: floresans mikroskobu; B: 151k mikroskobu goriintiisii. p: parazit.

3.2.3. Satin Alinan Etlerde Yas Tayini

Satin alinma sonrasi EtOH ve formol igerisinde muhafaza edilen numunelerde
floresans mikroskobu altinda lipofuskin gézleminin yapilabilir oldugu goriilmustiir.
Yaklastk 11 ay once formole alinan dokularda yas belirleme c¢aligmasinin
yapilabilirligine engel teskil eden bir duruma rastlanmamugtir. Preparatlarin
skorlanmasi sonucunda iki numune hari¢ digerlerinin gen¢ hayvana ait oldugu
sonucuna vartlmistir. Bu iki 0rnegin de 4 yas ve iizeri oldugu tahmini yapilmistir.
Otolitik dokularin ayrimi 151k mikroskobunda kontrol edilerek ve eritrosit kontoliiyle

yapilmistir. Doku preparatlarina 6rnek bir goriintii Sekil 3.15’te verilmektedir.

Sekil 3.15. Satin alian et pargasina ait enine kesit preparati floresans
mikroskobu goriintii 6rnegi.
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Preparatlar1 hazirlanan dokularin; kodlari, formole ve EtOH’a alinis tarihleri,

skor sonuglar1 Cizelge 3.2°de verilmektedir.

Cizelge 3.2. Satin alinan etlerin 15 adetinin floresans mikroskop ¢aligsmasi skorlama sonuglari.

Satin . .

Numune alinma Ta Kip Yayginhk quanma Toplam Tahmin

kodu [ soliisyonu siddeti yas

tarihi
MAM 2 1 1 2 -
CNK 7 11.11.18 2 1 3 >4
CNK 5 1 1 2 <3
ATD 2 31.10.18 0 0 0 <3
CNK 6 9.11.18 2 1 3 >4
Formol

SNC 3 0 0 0 <3
CNK 11 0 0 0 <3
SNC 4 0 0 0 <3
CNK 10 0 0 0 <3
YNM7 | 101119 ! L 2 -
SNC 3
CNK 11 Tespiti ivi

SNC 4 EtOH ), °PINCE

Formollii preparatlarla uyumlu

CNK 10

YNM 7

Bir onceki basliklarda da belirtildigi gibi; doku preparatlarinda, lipofuskin

floresansinin incelemesinde o6zellikle dikkat edilmesi gereken konunun otolitik

dokular1 ayirt etmek oldugu, bu preparatlarda da goriilmektedir.
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4. TARTISMA

Cinsiyet belirleme ile ilgili olarak, LC/APCI-MS/MS (Arslan ve ark., 2015),
GC-MS, HPLC-MS/MS ve ELISA gibi immiinokimyasal metodlar kullanilmaktadir
(Arslan ve ark.,, 2015; Bai ve ark. 2010; Gokulakrishnan ve ark., 2012,
Gokulakrishnan ve ark., 2015; Zeleny ve Schimmel, 2002). Fakat hormon analizine
dayanan bu metodlar, cinsiyet-spesifik/steroid hormon seviyeleri bireyler arasi hatta
bireyin kendinde degisim gosterdigi (Gokulakrishnan ve ark., 2015; Zeleny ve
Schimmel, 2002) ve ayn1 zamanda yas, ergenlik, mevsimsel degisimler ve hayvan
yetistiriciliginde kullanilan steroid hormon uygulamalar1 gibi fizyolojik faktorler de
degerleri degistirdigi (Zeleny ve Schimmel, 2002) i¢in, tek basina hormon analizine
dayanan c¢aligmalar zor olmakta ya da yontemlerin giivenilirligi diigmektedir. Ayrica
teknik kisitlamalar veya gerekli olan ekipmanlarin pahali olmasindan dolayr da
cinsiyet belirlemek i¢in rutin  kullanima elverisli  goriilmemektedirler

(Gokulakrishnan ve ark., 2012; Gokulakrishnan ve ark., 2015).

Bahsi gecen metodlarin disinda cinsiyet belirlemede kullanilan DNA temelli
tekniklerin, 6zellikle de PZR iiriinlerinin jel elektroforezinin, cinsiyet belirlemede
giivenilir, ekonomik ve hizli oldugu ortaya konulmustur (Arslan ve ark., 2015;
Gokulakrishnan ve ark., 2015).

Bu ¢alismada segilen Amelogenin genleri; sigir tiiriiniin disinda et hayvani
olarak kullanilan koyun, keg¢i, tiriiniin de X ve Y kromozomunun her ikisinde
bulunmaktadir (Gokulakrishan ve ark., 2015). Cinsiyet analizinde ZFX/ZFY (Arslan
ve ark., 2015), TSPY (Zeleny ve Schimmel, 2002), SRY (Gokulakrishnan ve ark.,
2015), BOV97M, DEAD3X/DEAD3Y (Gokulakrishnan ve ark., 2012) STS (Morikawa
ve ark., 2011) genleri de kullanilmaktadir fakat amelogenin temelli cinsiyet

belirleme, adli uygulamalarda en ¢ok kullanilan analizdir (Masuyama ve ark., 2017).

Arslan ve ark. (2015), tarafindan Kayseri ilinde kasap ve marketlerden

toplanan 30 adet si1g1r etinde Y kromozomuna 6zgii iki ¢ift primer setleri kullanilarak
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%50 disi ve %50 erkek cinsiyet dagilimi belirlenmistir. Sunulan tez galigmasinda
AMELX/AMELY gen bolgesi kullanarak gerceklestirilen genetik analiz sonucunda;
kombinadan yapilan 6rnekleme neticesinde, 67 hayvanin %55,2’sinin 3 yas ve {sti
disi oldugu saptanmis olmasina ragmen, market ve kasap reyonlarindan yapilan
orneklemede ise 48 ornek icerisinde sadece 1 adet disi (%2,1) 6rnek belirlenmistir.
Kombinadan yapilan 6rneklemenin %55,2’sini olusturan bu et drneklerinin market
ve kasap reyonlarindan farkli bir dagilim gostermis olmasi, disi hayvanlarin agirlikli
olarak islenmis iriin olarak tiiketiciye sunuldugunu diistiindiirmektedir. Bununla
beraber, 3 yas Ustii disi olmas1 sebebiyle, ESK’nun fiyat belirleme listesinde 3. kalite
smifina (Et Siit Kurumu, 2019) giren bu et iirlinlerinin satisinda kalite-fiyat farkinin

gbzetilmis olarak tiiketiciye sunulup sunulmadigi bilinememektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alisma, Tiirkiye’de adli perspektifte kasaplik sigir etleri
ile AMELX/AMELY gen bolgesi kullanilarak yapilmis olan ilk genetik ¢aligma olma

ozelligini tasimaktadir.

Bir diger smiflandirma ve derecelendirme faktorii olan yasin analizi
kombinadan temin edilen; farkli yastaki sigir karkaslarinin iki farkli kas bolgesi (M.
longissimus dorsi, M. biceps femoris) itizerinde, mikroskobik yontemle lipofuskin

graniil birikimi bakimindan incelenmistir.

Bugiine kadar yas biyobelirteci olarak kullanilmis olan; “telomer uzunlugunun”
bir ¢ok tiirde yasla iligkisinin olmadiginin ortaya konulmasi (Jarman ve ark., 2015);
mtDNA analizinin hassas testlere dayanmasinin yaninda, £9.3’liikk hata paymnin (De
Paoli-Isoppi ve ark., 2017), sigirlarda yas biyobelirteci olarak kullanilmak
istenildiginde, kullanigsiz olmasi durumu s6z konusudur. Ayni zamanda pratik adli
uygulamalarda teknik problem ve siirli tahmin dogrulugu sebebiyle kullaniminin
kisithh oldugu rapor edilmistir. Bir diger MYB olan sjTREC’in cinsiyetten
etkilenmesi (Zubakov ve ark., 2016) sonuglarmin giivenilirligini diisiirmektedir. Yine
ayni sekilde adli veriler i¢in kullanilabilirlik diisiiniildiigiinde RNA bazli MYB’ler
fenol, alkol, gibi koruyucu sivilarda arsivlenmis orneklerde uygulanabilir degildir.

Hatta en umut verici MYB olarak goriilen DNAm analizlerinin (Jarman ve ark.,
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2015) kit bagiml ve yiiksek maliyetli olmasinin yani sira, daha 6nceki DNAm analiz
caligmalarinda s1gir materyalinin kullanilmamis olusu (De Paoli-Isoppi ve ark., 2017)
ve bu nedenle kit bagimli olan bu analizler i¢in kit temininin saglanamamasi
calismalar igin sorun teskil etmektedir. Ote yandan kimyasal biyobelirte¢ olan
lipofuskinin, bir ¢ok hayvan tiiriinde yasla beraber birikimindeki artis kanitlanmig
(Brown ve ark., 2017; Clokey ve Jacobson, 1986; Docchio ve ark., 1991; Feng ve
ark., 2015; Jarman ve ark., 2015; Samorajski ve ark., 1965) ve cinsiyetten
etkilenmedigi ortaya konulmusken (Feng ve ark., 2015), adli ¢alismalarda belirteg
olarak kullanilabilirligi yadsinamaz bir gercektir. Hatta yontemin ekonomik olusu
lipofuskin birikim analizinin mikroskobik incelemelerle c¢alisilmasinin tercih

edilebilirligini arttirmaktadir.

Daha o6nce sigirlarla yapilan lipofuskin analiz ¢alismalarinda; beyin (floresans
mikroskobu ile analiz) (De-Biase ve ark., 2017), sinir diigiimii (mikroskobik analiz)
(Jahns ve Fast, 2014), gz (HPLC ve Multi foton konfokal mikroskobu ile analiz) (Li
ve ark., 2013), omurilik, adrenal bez, kemik, kemik iligi, yag, bobrek, akciger,
karaciger, iskelet kasi, dalak, dorsal kok ganglionu (SPEX Flouromex-2 analizi)
(Schonenbriicher ve ark., 2008), miyokardiyum (elektron mikroskop c¢alismasi)
(Tatariunas ve ark., 1987), ¢ene kasi (floresans mikroskobu, TLC) (Jolly ve ark.
1995) materyal olarak kullanilmistir. Lipofuskin graniilleri birikiminin doku-bagimli
olmayig1 reyonda satisa sunulan ya da paketlenmis {iriinlerde incelenebilirlik

saglamaktadir.

Literatiir incelemeleri neticesinde, lipofuskin birikimi incelemesinde kullanilan
materyal (M. longissimus dorsi ve M. biceps femoris) ve metod g6z Oniine

alindiginda sunulan tez ¢alismamiz ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

De-Biase ve ark. (2017), iki gruba ayirdigi hayvanlarda (grup A-yasli: 10
yasindan biiylik; grup B-geng: 5 yasina kadar olan sigirlar), yashh hayvanlarin
noronlarinda lipofuskin birikiminin yasla gii¢lii bir pozitif iliski gosterdigini ortaya
koymuslardir. Fakat s6z konusu ¢alismada iglerinde 3, 4 ve 5 yash olup geng diye

gruplandirilan ~ 6rneklem  grubunun noéronlarinda  lipofuskin  belirlenmedigi
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bildirilmigtir. Ancak, sunulan tez c¢alismasinda bu yastaki hayvanlarin iki kas

grubunda da lipofuskin graniilleri gézlenebilmis ve skorlamaya dahil edilebilmistir.

Tespit soliisyonu olan formoliin hiicresel bilesenleri (amin kalintilar1) ¢apraz
baglamasi, lipofuskinin ihtiva ettigi protein ve lipid peroksitleri arasindaki kompleks
yapidan sorumlu kimyasal baz olan schiff bazlarinin olusumuna neden olacagi ve
lipofuskin benzeri yapay yapilari sentezleyebilecegi (Cho ve Hwang, 2011)
nedeniyle; kombinada yasi bilinen hayvanlardan alinan et pargalar ile skorlama
yapildiktan sonra, satin alinan et pargalarindan farkl: tarihlerde alinmis olan ayr1 iki
grup (5’er adet 11 ay ara ile formole alinmis farkli numuneler) floresans
mikroskobunda incelenmis ve c¢alismaya engel teskil edecek bir goriintiiniin
olusmadigi goriilmiistiir, hatta bu Orneklerde yas tahmini yapilabilmistir. Tespit
soliisyonlarinin yanlig se¢imi doku {izerinde hiicre yapisini bozabilecegi ve dokunun
boyanmasini da etkilemesi (Giin ve ark., 2011) nedeniyle, tespit soliisyonunun se¢imi
kritik bir 6nem tasimaktadir. Ayrica satin aldigimiz 5 iskelet kasina ait kugbasi et
parcasinin EtOH igerisinde de tespiti yapilarak, mikroskobik goriintiisiinde
boyanmaya yahut hiicre yapilarina hasar vermedigi goriilmiistiir. Bu sonug
dogrultusunda ¢alismamiz rutine taginmak istenildiginde genetik materyalin analizi
icin EtOH igerisine alinan dokulardan yas belirleme amaciyla mikroskobik

caligmanin da yapilabilecek olmasi is yiikiiniin de azalacagi anlamini tagimaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hayvan DNA’sinda kimliklendirme testleri hayvanlarin siipheli ya da kurban
olarak yer aldig1 cezai ve hukuki davalarin ¢6ziimiinde, secereli tiretimde safligin
kontrolinde ya da silipheli babalik/analik durumlarinda ebeveyn belirleme gibi
olgularda giderek daha yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu baglamda evcil
hayvanlardan kedi ve kopek; tarimsal degeri olan hayvanlardan sigir, koyun, ke¢i ve
at; yabani hayvanlardan ise ay1, kurt, balik, kus, geyik tiirleri adli olaylarda karsimiza
¢ikmaktadir (Budowle ve ark., 2005). Tarimsal degeri olan hayvanlar s6z konusu
oldugunda; adli vakalarin arastirilmasinda degerli birer tibbi kimliklendirme
elemanlart olan yas ve cinsiyetin hayvan numunelerinde belirlenmesi, etin ticari
degerinin derecelendirmesi ve siniflandirilmasinda da 6énemli bir kriterdir. Bunun
yaninda; adli tibbin en Onemli konularindan birini olusturan kimlik tespitinde;
bireyin tibbi kimligini olusturan fiziksel yapilarin baglica bilesenlerinden olan yas ve
cinsiyetin belirlenmesi ucak, gemi, tren otobiis kazalari, deprem, yangin ve savaslar
gibi toplu 6liimlerin oldugu kitlesel facialarda da 6nem tasimaktadir (Zeyfeoglu ve
Hanci, 2001). Bir de Tiirkiye’de yas tayininde en ¢ok rastlanan uygulamalar (yasayan
bireylerde); gogmenler, siginmacilar, suglular, insan kagake¢iligi, ¢ocuk pornografisi

sorunlaridir (Atilgan ve Akkoyun, 2017).

Adli perspektiften bakildiginda, par¢a etlerde cinsiyet ve yas analizleri,
tiikketiciye sunulan mal ve hizmetin fiyat/kalite uyumu acisindan birgok lilkede 6nem
arz etmekte ve Tiirkiye’de de giderek onem kazandigi goriilmektedir. Sunulan tez
caligmas1 Ankara ilinde kombinalardan, kasap reyonu bulunan marketlerden ve
mahalle kasaplarindan temin edilen et iriinleri lizerinde gergeklestirilmistir. Satin
alinan iskelet kas1 kusbasi etlerden izole edilen DNA’larda X ve Y kromozomuna
Ozgii, sirastyla AMELX ve AMELY gen bolgesi i¢in kullanilan primer ¢ifti ile PZR
yiikseltgenmesi yapilarak disi ve erkek hayvan ayrimi gerceklestirilmistir.

Reyonda satisa sunulan parca etlerden izole edilen DNA’larla, AMELX/AMELY

gen bolgesine uygun primer ¢ifti kullanilarak kurulan PZR tiriinleri ile %3’lik agaroz
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jel elektroforezinde kaliteli ve ayrim saglayabilecek ¢oziiniirliikte basarili goriintii
almmistir. AMELX/Y-F ve AMELX/Y-R primerlerinin, yiikseltgenme iiriin boyunun
kisa olmas1 ve Smg numune miktar1 ile basarili sonu¢ vermesi nedeniyle; siklikla az
miktarda tespit edilebilen ve degradasyona bagli olarak yiikseltgenme problemleri
yagsanan adli numunelerle c¢alisilmasinda uygun olacagi neticesine varilmistir.
Dogrudan halkin tiikketimine sunulan reyonlardan satin alinan 48 et numunesinden 1
adedinin disi, geri kalaninin erkek hayvana ait oldugu belirlenmistir. Ancak
Ankara’da satiga sunulan etlerin cinsiyet dagilimi satin alinan ve kombinadan temin
edilen tiim oOrnekler degerlendirildiginde, 115 ornek igerisinde 38 disi hayvan, 77
erkek hayvan oldugu verisi, genel tabloda disilerin de tiiketime sunuldugu gergegini
ortaya koymaktadir.

ESK’nin belirledigi kalite/fiyat derecelendirmesine bakildiginda (Et Siit
Kurumu, 2019) sunulan ¢alisma ile kombinalarda kesimi yapildigi belirlenen 3 yas
ve tzerindeki disi hayvanlarin, dogrudan halkin tiikketimine sunulmasi durumunda
reyonlarda kalite ayrimina gore fiyatlandirilmamasina bagl olarak, saticinin kg
basina yaklagik 7tl degerinde haksiz kazang elde edecegi ve tiiketicinin ayni oranda

zarar edecegi aciktir.

Calismamiza ek olarak, paketlenmis etlerde de cinsiyet belirleme ¢alismasinin
gerceklestirilmesi, hatta Ankara genelinde, 6rneklem yapilan bdlgelerin sayisinin
arttirtlmasi, son zamanlarda sosyoekonomik nedenlerle kesimde sayisi artan disi
hayvanlarin reyonlarda ne sekilde ve ne oranda yer aldigini, daha net ortaya

koyacagin diistinmekteyiz.

Floresans mikroskobunda incelenen numune preparatlari, lipofuskin birikim
farklilig1 sayesinde 0-3 yas ile 3’ten biiyiik yastaki hayvanlarin ayirt edilebilecegi
sonucunu bize vermektedir (Ek-2). Kol kasindan (M. longissimus dorsi) hazirlanan
preparatlarda yasla birlikte artis gosteren lipofuskin graniillerine rastlanmistir ancak
bu birikim degerinin but kasindan hazirlanan preparatlardan yiiksek oldugu
belirlenmistir. Skorlama sonucunda buttan (M. biceps femoris) alinan preparatlarda

lipofuskin birikiminin daha az oldugu, fakat iki kasta da yasla iligkili artisin mevcut
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oldugu ortaya konulmustur. Calismada ele alinan iki farkli kas gurubunun her
ikisinin de lipofuskin incelemesi i¢in elverigli oldugu belirlenmistir. Bu durumda
lipofuskinin yas igin biyobelirteg olarak iskelet kasinda kullanilabilir oldugu ve

calisma metodumuzun adli incelemeler i¢in uygunlugu sonucuna varilmastir.

M. longissimus dorsi ya da M. biceps femoris kasinin lipofuskin birikim
analizi, amelogenin gen bolgesine spesifik AMELX/Y-F ve AMELX/Y-R primerleri
kullanilarak yapilan PZR analizi ile birlikte kullanildiginda, ESK’nun belirledigi
sigir eti kalite siniflarinin (Kalite 1, 2 ve 3) ayriminda kullanilabilir olduklari ortaya

konmustur.

Floresans mikroskobu ile yapilan lipofuskin incelemesinde, elde edilen
goriintlilerde, otolitik kas dokularinin da floresans 1s1tk verdigi belirlenmistir.
Dolayisiyla doku preparatlar1 incelenirken bu durum géz ardi edilmemesi gereken bir
konudur. Otolitik floresans yanilgist1 dokudaki eritrosit varhigr ile ayurt
edilebilmektedir. Doku preparatlarinda lipofuskin diginda floresans 1gima gosteren
diger yapilarin (parazitler ve hiyalin dejenerasyonu) oldugu belirlenmistir. Bu
1simalarm ayirt edilmesi igin, preparatlarin floresans 1g1k altindaki goriintiisii ile
goriiniir 151k altindaki goriintiisii mutlaka kiyaslanmalidir. Bunlara ek olarak enine ve
boyuna kesitlerin lipofuskin birikimi bakimindan farklilik gosterdigi belirlenmistir.
Bu bakimdan dokulardan alinacak enine kesitlerin daha genis kas kitlelerini
degerlendirmek icin daha uygun oldugu sonucuna varilmigtir. Doku preparati
hazirlamanin ilk asamasi olan doku kii¢iiltme islemi sirasinda bu hususa dikkat

edilmesi sonucu ¢ikmaktadir.

Yas tahmininde kullanilmak iizere yaklasik 11 ay ara ile formole alinmis iki
grup iizerinde lipofuskin birikimi ile yaklasik yaslar belirlenmistir ve boylelikle
formolde kalma siiresinin dokular iizerinde sonu¢ almayr engelleyecek kadar
olumsuz etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ancak, bu numunelerde otolitik floresans
istmanin  olmadigr yashh hayvan preparatlarin rahatlikla analizi yapilabildigi

goriilmistiir. Molekiiler analizlerde kullanilacak biyolojik numunelerin saklama

68



soliisyonu olan EtOH, mikroskop g¢alismasi numunelerinin tespiti i¢in de uygunluk

gostermistir.

Optimize edilen metodun market ve kasap reyonlarindan satin alinan 6rnekler
tizerinde kontrolii i¢in, erkek hayvanlar arasindan rastgele secilen 10 adet numunenin
yas tahmini sonucunda 2 adedi 4 yas ve iistii 6 adedi ise 3 yasindan kii¢lik hayvanlara
ait oldugu belirlenmigtir. ESK’nin kalite siniflandirmasinda bu hayvanlarin farkl
kalite siniflarina girmesi ve buna gore fiyatlandirilmasi gerekmektedir. Bu durumda
reyonda bu etlerin fiyat farkliligina gidilerek satilmasinin uygun olacagi,

derecelendirme ve siiflandirma sisteminin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Yas araliklarinin ayriminda kesinligin arttirilmasi i¢in 6rneklem guruplarinin,
yaslarinin daha net bilindigi bir devam c¢alismasi ve her yastan ornek hayvan
sayisiin arttirilmast Onerilmektedir. Ayrica, market ve kasap reyonlarindan satin
alinan etlerin reyonda bekleme siirelerinin lipofuskin analizi {izerinde ne tiir etkisi
olacaginin goriilebilmesi i¢in formol igerisinde farkli bekleme siirelerinde tutularak
hazirlanan preparatlardan analiz yapilmasi ve dogrulanmasi metodun sahada

kullanimi agisindan 6nemlidir.

Normal sartlarda damizlik 6zelligi olmayan, siit verimi diisiik veya yash olan
disi hayvanlarin kesimi uygunken (Tiirkiye Tohumcular Birligi, 2018), Tiirkiye’de
¢ig stt fiyatlarmin diisiik olmasi ile damizlik degeri olan siit¢ii hayvanlarin kesimi
s6z konusu olmaktadir. Dolayisiyla siit {rlinleri ithalatinin artmasina (Tarim ve
Orman Bakanligi, 2018) ve iilkedeki hayvan sayisinin digmesi Sebebiyle ithal
hayvan aliminm artmasina neden olmaktadir. TUIK raporlarinda da (Tiirkiye
Istatistik Kurumu, 2019) goriildiigii gibi kirmizi et iiretimindeki artisin, siit
sigirlarinin  da  dreticinin  iginde oldugu zor durumla beraber hayvanlarini
kesimhaneye getirmesinden kaynakli bir atis oldugu (Gilindogdu, 2019; Ugur, 2018;
Yildirim, 2016), bu durumun sonucu olarak ilerleyen tarihlerde reyonlarda satisa
sunulan disi etlerine rastlama olasiligimizda artisin olacagi, ireticinin etiket
bilgilendirmesinin de uygulanmadigr Tiirkiye’de haksiz kazang elde etme ve

dolayisiyla tiiketicinin kandirilma riskinin olusacagi ya da artacagi yaklasan bir sorun
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olarak Ongoriilmektedir. Ayn1 zamanda Tiirkiye’nin hayvancilik sektdriindeki son
zamanlardaki girisimleri ve amaclar1t yorumlandiginda; derecelendirme ve
siniflandirma sistemine gegme siirecinde olan Tiirkiye’de, cinsiyet ve yasin hizli ve
ekonomik bir metodla belirlenebilir olmasinin giderek artan bir ihtiya¢ olacagi
aciktir. Sunulan tez ¢alismast bu yoniiyle de giincel ekonomik bir metod

sunmaktadir.
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OZET

Tiiketici Haklarimin Gozetilmesi Acisindan, Ankara Ili Kasaphk Sigir Etlerinde

Cinsiyet ve Yasin Biyolojik Analizlerle Degerlendirilmesi

Hayvan DNA’sinda kimliklendirme testleri hayvanlarin siipheli ya da kurban olarak
yer aldig1 cezai ve hukuki davalarin ¢oziimiinde, secereli liretimde safligin kontroliinde ya da
stipheli babalik/analik durumlarinda ebeveyn belirleme gibi olgularda giderek daha yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Tarimsal iiretim degeri olan hayvanlar s6z konusu oldugunda;
adli vakalarin arastirilmasinda degerli birer kimliklendirme bileseni olan yas ve cinsiyetin
belirlenmesi, etin ticari degerinin derecelendirmesi ve siniflandirilmasinda da 6nemli bir
kriterdir. Bu nedenle sunulan tez ¢alismasinda sigir tiiriine iligkin adli olaylarda cinsiyet ve
yas belirlemede kullanilacak ekonomik ve gilivenilir bir metodoloji olusturulmasi ve tiiketici
haklarinin gozetilmesi agisindan, Ankara ili kasaplik sigir etlerinde dogrulamanin yapilmasi
amaclanmigtir. Bu kapsamda, kombinadan temin edilen yasi ve cinsiyeti bilinen sigir
etlerinde (n=67) iki farkli kas grubunda (M. longissimus dorsi ve M. biceps femoris)
floresans mikroskobu araciligiyla lipofuskin birikimine dayanan yas tahmininin
yapilabilirligi ortaya konulmustur. Ayrica Ankara’nin 8 ilgesinde market ve kasaplardan
dogrudan halkin tiiketimine sunulan sigir etlerinde (n=48) ise AMELX/AMELY gen bolgesi
ile PZR temelli cinsiyet belirlenmesi yapilmistir. Rastgele segilen 10 Ornegin yasi da
lipofuskin derecelendirme metodu kullanilarak analiz edilmistir. Kombinadan yapilan
orneklemede, 67 hayvandan 37’sinin (%55,2) 3 yas ve iistii disi oldugu saptanmis olmasina
ragmen, market ve kasap reyonlarindan yapilan érneklemede 48 6rnekten sadece 1 adet disi
(%2,1) belirlenmistir. AMELX/AMELY gen bolgesi yiikseltgenme iirtiniiniin kisa olmasi ve
disiik numune miktar1 (~ Smg) ile dahi basarili sonug¢ vermesi nedeniyle; genellikle az
miktarda tespit edilebilen ve degredasyona bagl yiikseltgenme problemleri yasanan adli
numunelerde kullanilmalarinin uygun olacagi disiiniilmektedir. Yas belirlemede iki kas
grubu arasinda yogunluk farki olmasina ragmen lipofuskin derecelendirmesinde her ikisinin
de kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Enine kesitler, boyuna kesite oranla daha informatif
bulunmustur. Bununla beraber kas dokuda floresans 1s1ma veren diger yapilarin (hiyalin
dejenerasyonu, otolitik kas gruplart1 vb.) ayriminda goriiniir 151k altinda mikroskop
incelenmesine gereksinim duyulmaktadir. Ayrica 11 ay formolde bekletilen dokularin
lipofuskin derecelendirmesinde kullanilabilecegi  belirlenmistir. Market ve kasap
reyonlarindan yapilan 6rneklemede disi hayvan yiizdesinin kombinadan farkli olmasi, Et ve
Siit Kurumu’nun fiyat listesinde 3. kalite simifina giren 3 yas ve istli disi hayvanlarin
agirlikli olarak iglenmis driin olarak tiiketiciye sunuldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica bu
etlerin  dogrudan  halkin  tliketimine  sunulmasi durumunda kaliteye  gore
fiyatlandirilmamasina bagl olarak, saticinin haksiz kazang elde edecegi ve tiiketicinin ayni
oranda zarar edecegi anlasilmaktadir.

Anahtar sozciikler: Adli genetik, AMELX/AMELY, Cinsiyet belirleme, Floresans
mikroskobu, Lipofuskin, Sigir, Yas tahmini.
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SUMMARY

The Evaluation of Sex and Age of Beef Meat from Ankara Province by Biological

Analysis in term of Consumer Right Protection

Identification tests through DNA analysis are increasingly being used in the criminal and
legal cases involving animals which are suspects or victims, control of purity of pedigree
breeding, or in the cases of parental identification. Taking into consideration animals that
have agricultural production value, the determination of age and sex, which are valuable
identification components in the investigation of forensic cases, is an important criterion of
the grading and classification of the commercial value of meat. Therefore, the aim of the
present thesis is to establish an economic and reliable methodology to be used for identifying
age and sex in forensic cases related to bovine species. Moreover, in order to protect
consumer rights, it was also aimed to verify the beef meat in Ankara province. In this
context, it has been demonstrated that age estimation based on lipofuscin accumulation by
fluorescence microscopy investigating at two different muscle groups (M. longissimus dorsi
and M. biceps femoris) in bovine meat (n=67) which were obtained from the slaughterhouse.
In addition, the sex was determined by AMELX / AMELY gene region-based PCR in beef
meats (n = 48) which were offered to public consumption directly from markets and butchers
in 8 districts of Ankara. The ages of 10 randomly selected samples were also analysed using
the lipofuscin grading method. Although it was determined that 37 out of 67 animals
(55.2%) were 3 years old and older female, in the sampling from market and butcher sections
the only 1female was determined out of 48 samples (2.1%). Because the AMELX / AMELY
gene region amplification products are short and give a successful result even with a low
sample amount (~5mg); It is thought to be suitable for forensic samples which are generally
detected in small amounts and experienced amplification problems due to degradation.
Although there was a difference in density between the two muscle groups in age
determination, both were found to be usable in lipofuscin grading. The cross sections were
more informative than the longitudinal sections. However, microscopic examination under
visible light is needed to differentiate other structures (hyaline degeneration, autolytic
muscle groups etc.) that emit fluorescent radiation in muscle tissue. In addition, it was
determined that the tissues that were stored in formaldehyde for 11 months could be used in
lipofuscin grading. The fact that the percentage of female animals determined from the meat
sales departments showed a different distribution from the slaughterhouse suggests that the
female animals of the age of 3 and older, which are in the third quality class in the price list
of the Meat and Milk Board, are mainly offered to the consumer as processed products.
Furthermore, if they are offered directly to public consumption, it is understood that the
seller will gain unfair profit and the consumer will suffer at the same rate, since these meats
are not priced according to quality.

Keywords: Age estimation, AMELX/AMELY, Bovine, Fluorescence microscopy, Forensic
genetics, Lipofuscin, Sex determination.
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EKLER

Ek-1. DNA izolasyon Protokolii

Doku miktarini belirleme

!

2ml mikrotiip

Hayvan dokusu: 5Smg: Dokuyu kii¢iik parcalara indirgeyin.
MDT: 180 pl
EDT: 20 ul

Termal ¢alkalayicida 55°C’de inkiibasyon: doku tamamen pargalanana kadar bir kag saat ya da 1 gece.

Oda sicakliginda 3 dk 8.000 rpm

Siipernatant kistm yeni 1.5 ml ependorfa aktarilir

le 180 pl LDT + 240 pl etanol (>%99)

Maksimum hizda 15sn vorteks ardindan spin.

|

Lizat

|

Biitiin Lizatlar1 kolonlara aktarin

%n.;k(‘mﬁ.

Basig uygula

Kolonlara sirali olarak;
1. 3’er kez WDT (750ul) eklenir, her solisyon eklemenin

ardindan basing uygulanir,

Kolonlar eliisyon pozisyonuna (E) alinir.
2. 50 ul CDT eklenir, oda sicakliginda 90sn bekletildikten

sonra basimg uygulanarak genomik DNA ependorf
tiiplerine aktarilir (“QuickGene DNA tissue kit S (DT-S)
— FUJIFILM” den uyarlanmustir)
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EK-2. Musculus longissimus dorsi ve Musculus biceps femoris Enine ve Boyuna
Kesitlerini Igeren Lipofuskin Floresans Skorlama Listesi

B;l;g:n Nllir(?(;JLTe Yayginlik Bgzia;erga Toplam H;g\éin Yayginlik B; i{;lrga Toplam
ak1-1 |0 0 0 ak1-2 |1 1 2
ak 2-1 1 1 2 ak 2-2 Otoliz -
ak31 [0 0 0 ak32 |1 [ 1 2
ak 4-1 Otoliz - ak 4-2 Otoliz -

17-18 ak 5-1 0 0 0 ak 5-2 Otoliz -

ay ak 6-1 1 1 2 ak 6-2 Otoliz -
ak 7-1 2 2 4 ak7-2 |0 0 0

ak 8-1 0 0 0 ak 8-2 Otoliz -

ak 9-1 0 0 0 ak 9-2 Otoliz -

ak10-1 | 0 0 0 ak 10-2 Otoliz -

Al1l 0 0 0 Al2 |o 0 0

A2-1 0 0 0 A2-2 |1 1 2

A3-1 0 0 0 A32 |1 1 2

A4-1 0 0 0 A4-2 Otoliz -

18-19 Ab5-1 0 0 0 A52 |0 0 0
ay A6-1 0 0 0 A62 |0 0 0
A7-1 0 0 0 A7-2 |0 0 0

AB-1 0 0 0 =|A82 |0 0 0

a9t o 0 0 s [A92 o 0 0
§lAt01 |oO 0 0 3| AL02 |0 0 0

9 | D1-2 1 1 2 z D11 |0 0 0
g[p22 Jo 0 0 2[p21 o 0 0

2| D32 0 0 0 9 D31 |1 1 2

3 | D42 1 1 2 S|D41 |o 0 0

2526 | = | D52 |0 0 0 S [ps1 |1 1 2
ay 5| D62 0 0 0 = |pb61 |o 0 0
w | D7-2 0 0 0 <|Dp71 |0 0 0

¥ [Dps2z |o 0 0 & [ps1 |1 1 2

D 9-2 0 0 0 D91 |1 1 2

D10-2 |2 2 4 D10-1 | O 0 0

B1-1 0 0 0 B12 |1 1 2

34 yas B21 |1 1 2 B22 |1 1 2
3 yas B 5-1 2 1 3 B52 |3 2 5
4 yas B7-1 3 2 5 B7-2 |2 1 3
5 yas B4-1 3 2 5 B42 |1 2 3
6 yas B 3-1 2 1 3 B32 |1 2 3

11 yas B 6-1 2 3 5 B62 |2 3 5

c12 3 3 6 c11 |1 1 2
g c22 1 2 3 c21 |o 0 0
=) C3-2 4 3 7 c31 |2 1 3
3 C4-2 2 1 3 c41 |0 0 0
5 C5-2 1 1 2 c51 |0 0 0
& C6-2 1 1 2 cel |1 1 2
3 c7-2 2 1 3 c71 |o 0 0
08" C82 3 2 5 csl |0 0 0
N C9-2 1 3 4 col |o 0 0

c102 |2 1 3 c1-1 |0 0 0
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Ek-2. Devam.

BIY“:;n N}lir:;l:]e Yayginlik B;i)giir]er?ia Toplam lezgzn Yayginlik Bgi):ﬁ?erga Toplam

E12 1 2 3 E1l |2 1 3

E 22 3 1 4 E21 |3 2 5

E32 3 2 5 E31 |2 1 3

E 42 2 1 3 E4l |3 2 5

- | E52 2 3 5 E51 |2 2 4

. é E 6-2 0 0 0 7 |E6L |4 2 6
j=] [} o

2|2 E 72 1 1 2 S [Er1 |3 1 4

| B [Ee2 1 1 2 2E8L |4 2 6

z |2 [E92 2 1 3 2 [Eo1 |4 1 5
A S ()]

3 | 5 [Ew2 [1 3 4 g [Ew1 [4 3 7

¢ | Z[En2 [3 2 5 S[Eu1 |3 3 6

4 | S [Ew2 |1 2 3 2 [E121 |3 2 5

S | @ [Ewl2 |1 2 3 g [E11 Otoliz -

5 | & [Ew2 |3 1 4 E141 |5 3 8

B E 15-2 2 2 4 E15-1 | 4 2 6

E162 |3 2 5 E16-1 | 3 3 6

E172 | 4 3 7 E17-1 |2 2 4

E182 |1 1 2 E181 |3 3 6

E192 |4 2 6 E191 | 2 1 3

E202 |3 i 4 E201 |2 2 4
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Ek-3. Kullanilan Soliisyonlarin Igerikleri ve Hazirlanislari

5X TBE Buffer: (500ml)
445mM Tris Base 27gr
445mM Borik Asit 13,7gr
10mM EDTA 10ml

0,5M EDTA (1L )

186.1gr EDTANa2

800ml dH20

NaOH kullanilarak pH 8,0’e ayarlanir.
dH20 ile 1L’ye tamamlanir.

Tuz/EDTA solusyonu:

75mM NaCl
25mM EDTA
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I- Bireysel Bilgiler

Adi

Soyadi

Dogum yeri ve tarihi
Uyrugu

Medeni durumu

[letisim adresi ve telefonu

- Egitimi

Yiiksek lisans

Lisans
Lise
[kogretim

OZGECMIS

Biisra

CUMHUR
Akcakoca 1989
Tiirkiye Cumhuriyeti

Bekar
Ankara 0 532 069 81 86
Ankara Universitesi Eczacilik Fakultesi

Farmasotik Botanik (Tezli)

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Akcakoca Anadolu Lisesi

Atatiirk {1kogretim Okulu

I11- Unvanlar
Uzman Biyolog

V- Bilimsel Etkinlikleri
Cesitli Fakiilte Seminerleri
Ulusal ve Uluslararas1 Cesitli Kongreler Poster Sunumu

Ulusal ve Uluslararast Cesitli Sempozyumlar

Ulusal Cesitli Toplantilar

V- Diger Bilgiler

Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1

Klinik Destek Elemanlig1
Tiibitak-4004-Egitimi
Tiibitak-2229-Egitimi
Adli Eczacilik Egitimi
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