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Ozet: Gebe ineklerde dogacak yavrularin cinsiyetlerinin énceden belirlenmesi, yetistiricilikte bazi avantajlar beraberin-
de getirmektedir. Cinsiyet tespiti, et veya sit Uretimi yapan isletmelerin Uretim stratejilerini énceden planlamalarina
olanak sagladigi gibi, biyoteknolojik ¢calisma (suni tohumlama, embriyo transferi vs.) programlarinin da énceden yapil-
masini kolaylastirmaktadir. Giniimiizde prenatal embriyonik ya da fotal cinsiyetin belirlenmesine yénelik ¢alismalar
spermatozoa, embriyo ve fotlsler izerinde degisik yontemler uygulanarak gerceklestiriimektedir. Sunulan derlemede
bu yéntemler hakkinda ayrintili bilgiler verilecektir.

Anahtar Kelimeler: Cinsiyet, inek, prenatal.

Prenatal Embryonic or Fetal Sex Determination in Cows

Summary: To determine the sex of the offsprings in advance has some advantages in terms of animal breeding. To
detect the sex facilitates the programming of biotechnologic studies (artificial insemination, embryo transfer etc.) as
well as it helps the ones who are engaged in meat and dairy production to form their strategies in advance. Current
studies regarding the determination of prenatal embryonic or fetal sex are conducted through various applications of

methods on spermatozoa, embryo or fetus. In this review detailed information about these methods are given.
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Giris

Besicilik yapilan isletmelerde dogacak yavrularin
erkek, st Gretimi yapilan isletmelerde de disi ol-
mas! arzu edilir. Bu yiizden gebe ineklerde doga-
cak yavrularin cinsiyetlerinin dnceden belirlenmesi,
yetistiricilikte bazi avantajlari beraberinde getirir.
Dogacak yavrunun cinsiyetine gére her isletme,
programina uygun gebe inek satin alabilir, Gretim
stratejisini de 6-7 ay oncesinden planlayabilir. Cin-
siyet tayini biyoteknolojik ¢alismalarda da avantaj
saglamaktadir. Yavru cinsiyetlerinin dnceden bilin-
mesi, ileriye doénik suni tohumlama ve embriyo
transferi programinin yapiimasini kolaylastirabilir.
Gunumiuzde prenatal fotal cinsiyetin belirlenmesi-
ne yonelik calismalar spermatozoa, embriyo ve
fotusler Gzerinde degisik metotlar uygulanarak
gerceklestiriimektedir. Bu derlemede, ulkemizde
henliz pratige aktariimamis bu metotlar hakkinda
ayrintih bilgiler verilecektir.

Spermada Cinsiyetin Saptanmasi

Memeli hayvanlarda dogacak yavrularin cinsiyetle-
ri  fertilizasyon sirasinda  sekillenmektedir.
Fertilizasyon sirasinda X kromozomu tasiyan hap-
loit ovum, X kromozomu tasiyan haploit
spermatozoa ile birlesirse disi (XX), Y kromozomu
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ile birlesirse erkek (XY) cinsiyet olusmaktadir.
Tohumlamalar oncesi spermatozoalar X veya Y
kromozomlarina goére ayrilip siniflandirilabilirse, bu
spermatozoalar ile yapilan tohumlamalar sonrasi
embriyolarin cinsiyetleri de saptanmis olur (2, 19,
28).

Spermada X ve Y kromozomlarinin ayirt edilerek
cinsiyet saptanmasinda, santrifijasyon,
elektroforez, sedimentasyon, filtrasyon, muhafaza
mediumundaki pH degisiklikleri, immunolojik tek-
nikler ve motilite kriterleri gibi yontemler ile elde
edilen sonuclar ¢ok farkli olup, pratikte gtvenilir
degillerdir (8, 19, 28).

X veya Y kromozomlari tasiyan spermatozoonlar
arasindaki en 6énemli kanitlanmis fark, bu kromo-
zomlardaki cinsiyete gore degisen DNA miktari
olmaktadir. X kromozomu Y kromozomuna gore
onemli 6l¢iide blylk oldugu igin, Y kromozomuna
gore yaklasik % 3 daha fazla DNA ihtiva etmekte-
dir (28). Johson ve ark (19) bu farkliiga dayanarak
spermatozoonlarin flow sitometri analiz yontemiy-
le, cinsiyete gore iki gruba ayrilabilecegini bildir-
mektedirler. Ancak gunumizde bu ydntemin de
pratikte kullanimini sinirlandiran ¢ 6nemli deza-
vantaji bulunmaktadir. Bunlar: Saat bagi ayrilabi-
len spermatozoa sayisi oldukca az olup, 3.5 X 10°
dir. Yontem oldukga masrafli olmaktadir. Yine
metotda kullanilan fluorokrom, spermatozoalarin
vitalitesi Uzerinde olumsuz etki olusturarak,
embriyonik 6lim oranini arttirmaktadir (5, 28).

39



Embriyonik/Fétal Cinsiyetin Belirlenmesi...

Embriyoda Cinsiyetin Saptanmasi

GunUmizde, embriyolar Gizerinde 5 farkli ydntemle
cinsiyet belirlenebilmektedir (13, 28).

1. Sitogenetik ydontem ile embriyonik cinsiyetin
belirlenmesi,

2. Immunolojik ydntemle embriyonik cinsiyetin
belirlenmesi (HY antijeninin belirlenmesi),

3. X kromozomuna bagl enzim aktivasyonlarini
saptayarak embriyonik cinsiyetin belirlenmesi,

4. Embriyonik gelisim dénemine gdre embriyonik
cinsiyetin belirlenmesi (erkek ve disi embriyo-
lar arasindaki metabolik aktivite farkliliklarinin
saptanmasi),

5. Y kromozomuna 6zel DNA zincirlerinin kulla-
nilmasiyla embriyonik cinsiyetin belirlenmesi.

Sitogenetik Yontem ile Embriyonik Cinsiyetin
Belirlenmesi

Bu yontemde, embriyodan biyopsiyle sinirli sayida
hticre alinir. Bu hiicreler, mitozdaki hticre bolin-
mesini durdurmak icin, metafaz bloke edici bir
madde (6rn. colcemid) ihtiva eden besi yerlerinde
kilture edilir. Bu besi yerlerinde gelismeye biraki-
lan hicrelerde kromozomlar birbirlerinden ayrilir.
Lam Uzerine aktarilan hicreler fikse edilip, DNA’ya
spesifik bir boya maddesi ile (6rn. Giemsa) boyan-
diktan sonra mikroskop altinda incelenir. Metafaz
asamasinda gelismesi durdurulmus hucrelerde
kromozom ayrintisi analiz edilebilmektedir. Bu
analizde cinsiyet teshisi icin iki X kromozomu ve-
ya bir Y kromozomunun gorilmesi yeterli olmakta-
dir. Metodun dogruluk orani % 100’e c¢ok yakin
olmaktadir (22, 32, 37).

inek, koyun ve tavsan embriyolarinda transferden
once, 4 degisik sitogenetik yontemle basarili bir
sekilde cinsiyet tayini yapilabilmektedir (28).

1. Cinsiyet kromatinin (barr cisimcigi) identifiye
edilmesi

Barr cisimcigi sadece disilerde, somatik hucrelerde
gorulen inaktif bir X kromozomudur. Diger evcil
hayvanlarda yogun bir sitoplazma tarafindan giz-
lendigi icin, sadece ¢ok hicreli tavsan embriyola-
rinda ortaya konabilmektedir. Ayrica bu cisimcigin
gorulebilmesi hicre siklusuna bagli oldugu igin,
¢cok sayidaki hicreleri kapsayan biyopsiye de ihti-
ya¢ duyulmaktadir. Bu yuzden uygulama
embriyonal erken dénem ile sinirl olmaktadir (28).
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Bu yéntemde cinsiyeti dogru olarak belirleme orani
oldukca yiiksek olmasina karsilik, kullanilan 5-6
gunliik tavsan embriyolarinin yagsama giict de gok
zayif olmaktadir. Bununla birlikte, heniiz barr ci-
simciginin sekillenmedigi doénemlerde yapilacak
kontrollerde, disi embriyolar yanlislkla erkek ola-
rak degerlendirilebilir (23).

2. 10-15 giunlik sigir embriyolarinda trofoblast
biyopsisi

Bu yontemde embriyolarin % 65-70'inde cinsiyet
dogru olarak saptanabilmektedir. Zaman alici olan
bu metotta, deneyimli iki sitogenetikci 12-15 embri-
yo Uzerinde ¢alismak i¢in bes saate ihtiya¢ duyar.
Embriyolar in vitro ortamda birka¢ saatten fazla
korunamamaktadir (28). Bu nedenle, ayni giinde
transferin gerceklestiriimesi icin, cinsiyet teshisini
zamaninda ve dogru olarak yapabilmek zor olmak-
tadir (22, 37).

3. 6-7 glnlik sigir trofoblast

biyopsisi

embriyolarinda

Bu analizde, embriyodan mikrosirurjikal yolla ali-
nan 10-15 hicre, sitogenetik kromozom analizi icin
hazirlanir. Embriyolarin toplanmasi, transferi ve
dondurulmasi, cerrahi olmayan embriyo transferi
icin ideal sartlari kapsamaktadir. Yontemin basari
orani % 33 ile % 60 arasinda degismektedir (28).
Picard ve ark (31), bu yontemi kullanarak 36 emb-
riyonun yaklasik % 60'inda; Rall ve Leibo (32) ise,
177 embriyodan 110’unda (% 62) embriyonik cinsi-
yeti saptayabilmislerdir.

4. Embriyonun mikrosirurjikal olarak bdlinmesi

iki esit parcaya bélinen embriyo parcalarinda,
sitogenetik tekniklerle cinsiyet % 60 oraninda belir-
lenebilmektedir. Biyopsiyle alinan hiicrelerin uzun
sureli kulture edilmesi veya diger embriyo yarimla-
rinin kullaniimasiyla basari orani artabilmektedir.
Ancak uzun sureli in vitro kdltdrin istenmeyen
gelisim komplikasyonlarini beraberinde getirebile-
cegi unutulmamalidir. Yine de bu ydntem diger
cinsiyet belirleyici analizlerin dogrulanmasinda
kullanilabilen destekleyici bir analiz sekli olabil-
mektedir (28).

Immunolojik Yontemle Embriyonik Cinsiyetin
Belirlenmesi (HY antijeninin belirlenmesi)

Cinsiyete spesifik antijenin immunolojik olarak or-
taya konulmasi, embriyoda cinsiyetin noninvasiv
olarak belirlenmesine imkan tanimaktadir (18, 39,
41). Bu antijen ilk olarak, erkek farelerden alinan
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deri parcalarinin disi farelere transplante edildigin-
de, bu graftlarin disi fareler tarafindan reddedilme-
siyle anlasiimistir. Diger tim kombinasyonlarda
(erkek-erkek, disi-disi, disi-erkek) ise bu ret olayi
gorilmemektedir (28). Bu sekilde, erkek cinsiyete
spesifik antijenin varligi anlasiimis, bu antijene Y
kromozomu  Uzerinde  bulundugu icin de
Histocompatibility-Y veya H-Y antijeni adi verilmis-
tir. Hemen hemen tim tarlerin (> % 70) erkek cin-
siyetlerinde, somatik hicrelerinde bulunan H-Y
antijenini embriyolar Gzerinde belirlemek icin
sitolitik ve immunofluoresans yontemler gelistiril-
mistir (2, 37).

Sitolitik yontem

Bu yontemde embriyolar sulandiriimis H-Y
antiserum ve komplementi icerisine birakilir. H-Y
antijenini tasiyan embriyolarin gelismeleri durur
veya htcrelerinde erimeler olusur. Embriyolar bu
sekilde erkek olarak siniflandirilir. Gelismelerinde
herhangi bir bozukluk gézlenmeyen diger embriyo-
lar da disi olarak degerlendirilerek transferde kulla-
nilir (28, 37). White ve ark (40), sitotoksik ydontem
ile 8-16 hucreli fare embriyolarinda yaptiklari calis-
mada, 6lcimden etkilenmeyen ve disi olarak kabul
edilen embriyolarin alici hayvanlara transferinden
sonra dogan yavrularin % 86’sinin disi oldugunu
gozlemiglerdir.

Immunofluoresans yontem

Bu yontemde, sitolitik metodun aksine, erkek emb-
riyolarin gelisme kabiliyetleri etkilenmemektedir.
Embriyolar yaklasik 30-45 dakikaligina primer anti-
korlarla inktibe edilir, yikanir ve sonugta fluoresans
boya maddesiyle (Fluoresceic Isothiocyonate =
FITC) isaretli ikinci antikorla inklibe edilir. Yeniden
yikanan embriyolar, fluoresans mikroskobu ile spe-
sifik fluoresans mevcudiyeti acisindan incelenir.
Erkek embriyolar uygun bir fluoresans reaksiyonu
ile tanimir (2, 28, 37). Bir calismada (42)
immunofluoresans yontemi ile incelenen 258 sigir
embriyosunda, 132 embriyo erkek, 126 embriyoda
disi olarak ayriimistir. Erkek olarak ayrilan embri-
yolardan 84 tanesinin karyotipinin hazirlanmasiyla,
bunlardan % 79'unun erkek oldudu go6zlenmigtir.
Disi olarak ayrilan embriyolardan 65 tanesinin
karyotiplerinin hazirlanmasiyla da % 89'unun disi
oldugu anlasiimistir.

X Kromozomuna Bagli Enzim Aktivasyonlarini
Saptayarak Embriyonik Cinsiyetin Belirlenme-
Si

Memeli hayvanlarda homogenetik cinsiyet iki X
kromozomu (XX) tasirken, heterogenetik cinsiyet
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tek bir X kromozomu tasimaktadir (XY). Bu durum-
da disilerde, X-kromozomuna bagl belirli enzimle-
rin seluler konsantrasyonu ile aktiviteleri erkeklere
gore iki kat fazla olmaktadir (18, 37, 44). Bu hipo-
teze dayanarak, fare embriyolarinda cinsiyet teshi-
si i¢in X kromozomuna bagl enzim aktivasyonlari-
nin belirlenmesi ydntemi gelistirilmistir. Metodun
ana hedefi slperovulasyon sonrasi, morula ve
blastosist safhasinda bulunan fare embriyolarinda,
X kromozomuna kodlanmis enzimlerin (Glukoz-6-
fosfat-dehidrogenaz  (G-6-PD), Hypoxanthine-
phosphoriboxyl-Transferase) arastiriimasidir (28).

Embriyonik Gelisim DoOnemine Goére
Embriyonik Cinsiyetin Belirlenmesi (erkek ve
disi embriyolar arasindaki metabolik aktivite
farkliliklarinin saptanmasi)

Arastirmalar erkek embriyolarin disi embriyolara
gore daha hizli gelistigini gostermektedir. Buna
gore, ayni anda dollenen embriyolarin gelisme
hizlarina bakarak, bu embriyolari disi veya erkek
olarak siniflandirmak mumkin olabilmektedir (3,
4). Xu ve ark (45), tohumlamadan sonraki 8. giin-
de hatched blastosist donemindeki embriyolarin
biyuk cogunlugunun erkek oldugunu, ayrica erkek
embriyolarin disilere gére daha cok hiicreye sahip
olduklarini bildirmektedirler. Ancak cinsiyet ile
embriyolarin gelisme hizlari arasindaki bu korelas-
yon her zaman dogru olmamaktadir. Cinki
suiperovulasyonun gerceklestirildigi  hayvanlarda,
ovulasyonlar uzun bir doneme sarkmakta (10-12
saat), tam ovulasyon zamanlari da bilinmemekte-
dir. Bu nedenle, in vivo sartlarda uretilen embriyo-
larda, belirli gelisme dénemlerindeki bolinme hiz-
larina gére embriyonik cinsiyet teshisi relatif olarak
supheli olmaktadir. Bu yontem in vitro kosullarda
Uretilen embriyolarda basariyla uygulanabilir (28).

Y Kromozomuna Ozel DNA Zincirlerinin Kulla-
nilmasiyla Embriyonik Cinsiyetin Belirlenmesi

Bu ybntemin esasinda, Y-kromozomu Uzerindeki
komplementar yap! olan DNA-fragmentlerinin kul-
laniimasi yatar (28). Ellis ve ark (12), erkek cinsi-
yete 6zel DNA problarinin kullaniimasiyla sigirlar-
da %100 dogruluk oraniyla cinsiyetin saptanabile-
cegini bildirmektedirler.

Bu yontem ile, 6Y2-7 gunlik inek embriyolarinda

cinsiyet teghisi icin U¢ dnemli basamaga ihtiyag
duyulur. Bunlar:

e Embriyodan hiicre alinmasi (biyopsi),

e Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
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e Spesifik PCR fragmentinin elektroforetik ola-
rak belirlenmesi (28).

Biyopsi iglemi, embriyolardan 100-200 buyltme
altinda, mikromanuplasyon ile 1-10 adet blastomer
alinmasini kapsar. Biyopsi materyalinin alinmasin-
dan cinsiyet teshisine kadar 3-5 saat gegmektedir.
Bu durum embriyolarin taze transferine olanak
saglamaktadir (33).

PCR ise, spesifik DNA zincirlerinin enzimatik sen-
tezi igin gelistirilmis in vitro bir metotdur (7, 29, 30,
33). Bir¢ok arastirici sigir (17, 30, 35, 36), at (29),
koyun (16), fare (6) ve insan (15) embriyolarinda
PCR kullanarak cinsiyetin saptanabilecegini ifade
etmektedirler. Yine gebe hayvanlardan alinan kan
orneklerinde de PCR teknigiyle erkek yavruya ait
genetik materyal ortaya konabilmektedir (20).

PCR uygulamasindan sonra DNA c¢ozeltisi
agarosejel icerisine aktarilarak elektroforez islemi-
ne gegilir. Bu islemle, aranan sekanslarin diger
proteinlerden ayirt edilmesi mimkin olabilmekte-
dir. Yaklasik 30-60 dakika sonra aranan gruplar
identifiye edilebilmektedir. Erkek bir embriyo s6z
konusu oldugunda, belirli bir Y-kromozomun par-
casina spesifik olan florasans veren band gozlene-
bilir. Bu spesifik bandin gorilememesi de embriyo-
nun disi oldugunu gdsterir. Bu yontemdeki basari
oranlari da oldukga yuksektir. Biyopsi alinan emb-
riyolarda % 95’den daha fazla oranlarda DNA ana-
lizi yapilabilmekte, prenatal cinsiyet tayini de % 95
ile % 100’luk dogruluk oranlariyla belirlenebilmek-
tedir. (28).

Fotuste Cinsiyet Teshisi

Gebelik sekillendikten sonra, fétis vasitasiyla
prenatal cinsiyetin belirlenmesi, amniosentez (1,
20, 24, 25) ve ultrasonografi (9, 14, 21, 26, 38, 34)
ile yapilabilmektedir.

Amniosentez ile Fotal Cinsiyetin Belirlenmesi

Gebelikte, uterus Uzerinden yavru zarlari gegile-
rek, fotust icerisinde barindiran siviya ulasilip,
ornek sivi alinmasi iglemine amniosentez denil-
mektedir. Amniosentez, vaginal yolla veya aclk
cukurlugundan uygulanan 0ozel ignelerle ya da
laparatomi ile uterusa ulasilarak 20-25 ml miktarin-
daki fotal sivinin aspire edilmesi seklinde yapil-
maktadir (1). Amniosentez ile kazanilan amnion
sivisi ile, fertilizasyondan yaklasik 7-20 hafta son-
ra sitolojik, biyokimyasal veya endokrinolojik yon-
temler ile (testikiler androgenin belirlenmesi)
fotusun cinsiyeti belirlenebilmektedir (20, 24, 25).
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Yapilan post-mortem bir calismada Alagam ve ark
(1), gebeligin  90-120. gilnleri  arasinda
amniosentez ile elde edilen sivilarda, RIA yontemi
ile testosteron hormonu dizeylerinin tayini ile fotal
cinsiyetin belirlenebilecegdini bildirmektedirler.

Leibo ve Rall (24), amniosentez teknigiyle gebelik-
lerinin 50-90. giinleri arasinda bulunan 775 inekten
732 adetinde fotal cinsiyeti (359 erkek, 373 disi)
belirleyebilmislerdir.

Sitolojik yontemde her iki fotal cinsiyet % 95 dog-
ruluk oraniyla belirlenebilirken, bu oran erkek cinsi-
yette % 100U, disi cinsiyette de % 95'i bulmaktadir
(28).

Ultrasonografi ile Fotal Cinsiyetin Belirlenmesi

Ultrasonografi tekniginin diger yéntemlere gore en
onemli avantaji, her tirlii saha sartlarinda uygula-
nabilme ve cabuk sonug verme 6zelliginin olmasi-
dir. Bu metotda hedef, fotal scrotum ile meme basi
surguni veya fotal genital ¢ikintilarin yerlesiminin
goruntilenmesidir (10, 11, 14, 21, 26, 34, 38, 43).

Gebeligin erken dénemlerinde, meme basi sirgin-
lerinin godzlenmesiyle disi yavrularin belirlenmesi
oldukca gictir. Clnki ultrasonografide nokta sek-
linde gozlenen meme bagsi surgunleri, bolgedeki
diger noktamsi yapilarla karisabilmektedir (21). Bu
nedenle, gebeligin erken ddnemlerindeki cinsiyet
teshisinde genital c¢ikintilarin muayenesi 6nem
kazanir (9). Fotal genital cikintilar (Tuberkulum
genitale) erkek cinsiyette penis, preputium, disiler-
de de vulva ve Klitoris’dir. Bu c¢ikintilar gebeligin
hentiz 45. gliniinde gelismekte, ancak her iki cinsi-
yette de bu donemde arka ekstremiteler arasinda
lokalize olmaktadir (38). Kéhn (21), baslangicta
her iki cinsiyette de arka ekstremiteler arasinda
lokalize olan bu genital cikintilarin, gebeligin 40-
60. glinleri arasinda erkek cinsiyette gobek kordo-
nuna, disi cinsiyette de kuyruk kékine dogru gog
ettigini bildirmektedir.

Curran ve ark (9), gebeligin 48-60. ginleri arasin-
da bulunan 16 dive lzerinde yaptiklari ¢calismada,
genital cikintilarin morfolojisi ve yerlesimlerini be-
lirlemeyi amaclamislardir. Bu arastiricilar, genital
¢ikintilarin her iki cinsiyette gebeligin 48-49. giinle-
rinde arka bacaklar arasinda yer aldigini, erkekler-
de 56.0 + 0.8 ginde gbbek kordonunun hemen
kaudalinde, disilerde ise 53.8 + 0.2 giinde kuyru-
gun altinda yer aldigini bildirmektedirler. Ayni
arastiricilar genital ¢ikintilarin saptanmasiyla yapi-
lacak cinsiyet tayininde, gebeligin 55-60. ginleri
arasinda maksimal dog@ruluk oraninin elde edilebi-
lecegini vurgulamaktadirlar.
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Muller ve Wittkowski (27), scrotum ve meme bezi-
nin hedef alinip gérintilenmesiyle, tohumlamadan
sonraki 73-120. ginler arasinda % 94 dogruluk
oraniyla fotal cinsiyetin belirlenebilecegini bildir-
mektedirler. Din¢ ve ark (11) da genital ¢ikintilarla
beraber, skrotum ve meme basi surginlerinin
gozlenmesiye, gebeligin 55-120. glnleri arasinda
bulunan dive ve ineklerde fotal cinsiyetin %
78.4'l0k dogruluk oraniyla belirlenebilecegini bildir-
mektedirler.
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