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TAVSAN EMBRiYOLAI}ININ GELISME HIZLARINI VE
X KROMOZOMUNA BAGLI ENZIM AKTIVASYONLARINI

OLCEREK CINSIYETLERINI SAPTAMA UZERINDE
CALISMALAR'

Murat FINDIK?

Studies on sexing of rabbit embryos by measuring of growth rate and
X-linked enzyme activity.

Summary: This study was performed with the purpose of determining of the
relationship between sex and growth rate as well X-linked enzyme activity of
rabbit embrvos and to investigate to usefulness of these features for determining
the embryonic sex in early periods.

in the study, 40 female und 10 male New Zealund white rabbits were used as
a material. Twenty out of 40 female rabbits have been operated at postcoital 96"
hour and the other twenty at 120" hour. Embryos were collected by flushing
oviduct and uterus. Then, embryos were examined microscopically and their
stages were determined. Next, morphologically normal embryos have been put in
petri dishes according to the stuge of embryos and their enzyvme activities were
meuasured. In order for sex identification by determining X-linked enzvme activity.
Brilliunt Cresyl Blue (Sigma) and reaction mixture (PBS + 0.3% BSA + 0.05 mM
B-NADP + 0.5 mM Na-G6P; Sigma) was used. So as to specify which sex they
possess the karyotype of embryos of which their stage and enzyme activities
determined was prepared.

In this study 113 female and 122 male embryos have been obtained variable
in stage. According to G6PD (glucose-6-phosphate dehydrogenase) activity,
60.18% of female embryos and 58.2% of male embryos were correctly identified us
10 sex (p>0,05). As a result of chromosome analysis, in 53.7% of male embrvos
and 50% of female embryos sex identification was correct as to their stuges.

In the study, 119 embryos have been determined as female and 116 embryvos
have been determined as male according to enzyme activity. Finally, 55.32% of
119 female embryos and 60% of 116 male embryos were correctly determined. In
92 of 147 embryos (62.59%) used for chromosome analysis embryvonic sexing
specified. Of these embryos, 48 (52.17%) and 44 (47.83%) were found to be
maleand female respectively (p>0,05).

As u consequence, as to embryo stuge, correct embrvo sexing rate was 53.7%
in males and 50% in females. As for G6PD activity this rate was 60% in males and
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(p>0.05).
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55.32% in females. In both techniques. male-female ratio was found to be similar

Ozet: Bu ¢alisma, tavsan embriyolaruun gelisme hizlart ve X kromozomuna
bagl enzim aktivasyonlart ile cinsiyetleri arasindaki iliskiyi belirlemek ve bu
grelliklerin erken donemde embriyonik cinsivet saptanmasmda kullantlabilirligini
arastirmak amactyla yapid:.

Calismamn hayvan materyalini 40 disi ve 10 erkek Yeni Zelandu beva:s
tavsant olusturdu. Disilerden 20'si ifilesmeden sonraki 96. ve diger 20'si ise 120.
saatte operasyona alindi. Oviduct ve uterus yikanarak elde edilen embrivolurin
gelisme evreleri belirlendi ve diizgin morfolojik yapilt embrivolar gelisme
asumalarina  goére ayrt ayre petri kutularina konularak enzim aktivasvonlart
dlgiildii. X kromozomuna  bagll  enzim  aktivasyonunu belirleyerek cinsiveti
saptamak igin Brilliant Cresyl Blue ve Reaksiyon Karisumt kullanildi. Gelisme
asamalart ve enzim aktivasyonlart belirlenen embrivolarin  gergekte hangi
cinsivette olduklarint saptamak i¢in karyotiplert hazirland.

Calismada gelisme asamalarina gire 113 disi ve 122 erkek embrivo elde
edildi. G6PD (glikoz-6-fosfut dehidrojenaz) aktivitesine gire disi embriyolardun
%60, 18'inin, erkek embrivolardan ise %58,2'sinin tanist dogru yapudi (p>0.05).
Kromozom analizi sonucunda, gelisme asamasina gére erkek olarak avridan
embrivolardun  %53,7'sinde ve digi olarak ayridun embriyolardan  %50'sinde
cinsivet tanusinn dogrulugu belirlendi.

Calisma sirasinda enzim aktivitesine gare digi olduklart belirlenen 119
embrivodan %55,32'sinin digi; erkek olduklart belirlenen 116 embrivodan ise
%601tmn  erkek oldugu dogrulandi. Kromozom analizi i¢in kullanilan 147
embrivonun 92'sinde (%62,59) embriyonik cinsivet belirlendi. Bu embriyolarn
48'inin erkek (%52,17) ve 44 iniin (%47.83) disi oldugu saptandi (p>0,05).

Calisma sonucunda gelisme asamasia gore cinsivetin erkeklerde G537,
disilerde %50; G6PD aktivitesi sonuglarina gore de erkeklerde %60, disilerde
%55.32 oramnda dogrulugu belirlendi. Her iki yintemde de erkek:disi oranlart
genelde birbirine yakin bulundu (p>0,05).

Anahtar Sézciikler: Tuvsan, embriyonik cinsiveti saptama, gelisme hiz, X
kromozomuna bagli enzim aktivitesi.

Girig bulunmaktadir (10, 11, 15, 22, 46). Son 15-20
yilda gelisen spermatolojik ve embriyolojik tek-

Insanoglu yiizyillar boyunca hem kendi ¢o-
cuklarimn ve hem de besledikleri hayvanlann
vavrularimin cinsiyetlerini, yavrular dogmadan
once ¢ok ¢esith yontemlerle belirlemeye ¢a-
ligmislardir.  Giiniimiiz ~ diinyasinda  pckgok
hekim, g¢ocugunun cinsiyetint onceden  sap-
tamak istcyen insanlara g¢esith gida rejimleri,
cinsel iliski takvimleri ve tckniklen onermekite,
ayrica halk arasinda da bir¢ok ampirik ydntem

nikler sonucunda, birgok bilimsel yontem kul-
lamlarak, cinsiyet saptama ¢aligmalar: yapilng
ve bunlann bir béliimiinden iy1 sonuglar clde
edilmistir. Ozellikle son yillarda daha da ge-
lisen laboratuvar kosullart ve yeni kiiltir or-
tamlan sayesinde bu konuda énemii gehsmeler
saglanmigtir (22, 40, 46). Glintimiize degin hay-
van embriyolannda yapilan cinsiyc! belirfeme
caligmalarinin = insan  embriyolanna  uy-




gulanabilirligy tiim diinyada tarusilmaktadir
(10, 22).

Memcli hayvanlarda cinsiyetin genetik (-
meli X ve Y kromozomlarina dayanmakta, Y
kromozomunun varhig1 ya da yoklugu yavrunun
cinsiyetini belirlemektedir (30). Cinsiyeti bi-
linen yavrularin clde edilebilmesi igin, ya to-
humlamada  kullamlacak  spermatozoonlarin
hangi cinsiyel kromozomunu tasidigini  be-
lirlemek ve tohumlamalan istenilen cinsiyet
kromozomunu lagiyan spermatozoonlarla yap-
mak ya da in vivo veya in vitro kosullarda elde
edilen embriyolarin cinsiyetlerini belirleycrek
1stenilen cinsiyettekileri alict hayvanlara trans-
ler etmek gerckmektedir (11, 12). Bundan
baska, gebe hayvanlarda da fétal cinsiyet, ult-
rasonograll vc amnioscntez gibi yontemlerle
belirlencbilmektedir (1, 9, 24, 29). Embriyonik
cinsiyet saptama ¢aligmasi, ilk olarak Hare ve
ark. (21) tarafindan sigir embriyolarinda ger-
¢eklestrilmisur,

Testislerde iiretilen X ve Y kromozomu ta-
styan spermatozoonlari birbirinden aymnp, farkl:
tohumlama payetlerine toplayarak yapilacak
cinsiyet saplama igleminin, en ideal cinsiyeti
saptama yontemi olacag (2, 33, 44), ancak gii-
niimiizde licari kullanim i¢in pra-
tiklestirilebilmis  ekonomik bir ayirma yon-
leminin bulunmadig bildirilmektedir (12, 23).
Spermada cinsiyeti saptama teknikleri, X ve Y
kromozomu tasiyan spermatozoonlarin kiitle,
hacim, yogunluk, hareket ve motilite gibi fi-
ziksel karakterlen arasindaki farkhihklara da-
vanmaktadir (3, 11, 15, 30, 46). Bu karakterler
arasindaki farkhihklan saptayabilmek i¢in de-
nenmekte olan yontemler ise spermatozoonlar
basing ve pH degisikligi, milipor filtrasyon,
sephadcx jel filtrasyon. clektroforezis, santrifiij,
sedimentasyon, selektif imha ve flow sitometri
tle aywma. H-Y antijenine karst  im-
munizasyonla, immunomanyetik tcknikle veya
alblimin siitunlar tizerinde fraksiyonlara ayir-
ma olarak bildirilmistir (15, 17, 23, 43).

Embriyonik

cinsiyeti  saptama  yon-

temlerinin ticari kullamm potansiycline sahip
oldugu, verici hayvanlardan toplanan veya in
vitro kosullarda iirctilen implantasyon Oncesi
belirlenmesiyle,

embriyolarin  cinsiyetlerinin
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alict hayvanlara sadcce istenilen cinsiyeticki
cmbriyolar nakledilerek, istenilen cinsiyetien is-
tenildigi kadar gebelik olusturulabilecegi bil-
dirtilmektedir (S, 6, 14, 40). Hiicresel analizlerle
Barr cisimciinin, cinsiyet kromozomlarimn,
erkeklerc 8zcl antijenlerin, crkek ve disi emb-
riyolar arasindaki gelisme hizi ve gidigindcki
farkhihklann, erkck ve disi embriyolar ara-
sindaki metabolik aktivitc farkliliklarinin be-
lirlenmesi veya Y kromozomuna 6zel DNA zin-
cirlerini kullanarak embriyonik cinsiyetl tanisi
gibi  yontemler implantasyon oncesi emb-
riyolarda  cinsiyeti  saptamak  i¢in  kul-
lamilmaktadir (22, 43).

Embriyonik  cinsiyeti  saplama  yén-
temlerinin -~ ctkinliinin  dcgerlendirilmesinde
yontemin dogruluk derccesi, embriyonun ya-
sama giicii tizerine yapti etki, uygulanan tek-
nigin toplam maliyeli, tcknigin ¢alisma hiza ve
gereksinim duyulan teknik uzmanhk derecesi
gibi parametreler kullamlmaktadir (3, 22. 32,
33, 43).

Hiicresel analizlerle cinsiyeti saptama ya
da karyotiplendirme yonteminin tavsan, inek ve
koyunlarda gergeklestirilen ilk cinsiyeli sap-
tama yontemi oldugu bildirilmektedir (22, 25,
43). Bu teknikte, iki X kromozomunun ya da
bir Y kromozomunun tanmabilmesiyle veya
Barr cisimciginin belirlenmesiyle cinsiyct sap-
tanmaktadir.

Arastiricilar (17, 25, 32, 43), hiicrescl ana-
lizler kullanifarak yapilan cinsiyet tanilarinm
dogruluk oranlarmin %100'e¢ yakin oldugunu:
ancak, taninin dogruluguna karsin. cinsiyeti be-
lirlenen cmbriyolarin ¢ogunun analizden ct-
kilenerek yasama giiclerini kaybettiklerini bil-
dirmektedirler.

Gates (16), ciftlesme sonrast degisik za-
manlarda toplanan embriyolann gelisme aga-
malarinin  biiyiik farklibklar gésterdigini ve
bunun 3 degisik faktor (fertilizasyon za-
manindaki farkhliklar, cmbriyonun béliinme
orani, gelismenin duraklamasi veya lamamen
durmas1))  nedeniyle  olusabilccegini  bil-
dirmcktedir. Embriyonun cinsiycti ile gelisme
hiz1 arasindaki iliski ilk olarak Tsunoda ve ark.
(41) tarafindan fare embriyolannda  in-
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celenmistir. Arastneilar hizhe gelisen ve blas-
s6lii daha once olusan cmbriyolann transfer
cdildigi ahci hayvanlardan dogan canli yav-
rularin % 70%inin crkek  oldugunu - be-
lilemislerdir.

in vitro Uretilen sigir embriyolarindan
crkek otanlarin, fertilizasyonu izleyen 8 giin bo-
yunca kiiltiir ortaminda disilerden daha hizli bo-
fiindiigii v biiyidiigii bildirilmekte ve bunun
embriyonik genomun aktivasyona baglamasinin
hemen ardindan cinsiyete bagli genler ctkisiyle
olustugu one siiriilmektedir (5, 6, 7, 8). Yadav
ve ark. (48) isc, sigir embriyolarinda seksiiel di-
morlizmin embriyonik genom aktivasyonundan
nce bile goriilebildigini bildirmektedirler.

Xu vec ark. (47), tohumlamay: izleyen 8.
aiinde agilnug blastosist evresine ulagan cmb-
riyolarin biiylik ¢ogunlugunun crkek oldugunu
ve crkek embrivolarin disilerden 6nemli oranda
fazla hiicreye sahip olduklarini, difer arag-
uricilar ise (34. 39. 42) aym sekilde crken bo-
liinen embriyolarin blastosist evresine ulagma
olasiliklarmmn - yavay  boliinen embriyolardan
daha yiiksek oldugunu bildirmektedirler.

Peippo ve Bredbacka (38), ¢iftlesmeyi 1z-
icyen 3. ve 4. giinlerde topladiklart fare emb-
riyolarim 24 saat sireyle in vitro kiiltiire ct-
misler ve her iki grupta da cinsiycte bagh bir
gelisme larkhili@y belirlemigler, ayrica uzun in
vivo periyotta disilerin, kisa in vivo periyodu
takiben in vitro kiiltiir sonrasinda isc crkek
cmbriyolarim agirlikta  olduklanmt - sap-
tamuslardir.

Arasuricilar (19, 26) mikromaniplasyon,
kiiltiir ve/veya dondurma sonrasy sigir ve fare
cmbriyolarinin yasama giiciindeki degisimlerin
cinsiyetle ilgili olabilecegini ve crkck emb-
rivolarin olumsuz kiiltiir ortamlarina digilerden
daha dayamklr olduklarnim buna kargihk diger
arastinicilar ise (18, 28) farkly in vitro kiiltiir or-
tamlarinda gelistirdikleri cmbriyolarda cinsiyet
oranlarmda  bir  fark  goriilmedigini  bil-
dirmektedirler.

Giiniimiize defin yapilan ¢aligmalar son-
rasinda, crkek embriyolarin, digi cmbriyolar-
dan daha hizli gelistigi ve hepsi ayn anda dol-
lcnen embrivolarin gelisme hizlarina bakilarak
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erkek veya digi olarak ayirabilmenin miimkiin
olabileccgi kanisina varilmugtir (6, 14. 47, 4%).

Siipcrovulasyon yapurilan hayvanlarda.
ovulasyonlar belirli bir zaman periyodu i¢inde
olusmaktadir. Bu nedenle, tim ovulasyonlar
aym zamanda sekillenmemektedir. Daha Once
ovule olan ve X kromozomu tasgtyan bir sper-
matozoon taralindan déllencn bir oosil. daha
sonra ovule olan ve Y kromozomu lagtyan bir
spermatozoon larafindan dollenen oositlen daha
once geligebilmekte ve yanhs olarak crkek bir
yavru gibi degerlendirilebilmektedir (5.6.7.8.
41).

Embriyonun tagidiglt X kromozomu sayisi.
aktivasyonu X kromozomuna bagh bulunan en-
zimlerin  hiicresel  konsantrasyonuna ve  ak-
livitesine aksetmektedir. Bu enzimlerin hiic-
resel  konsantrasyonu ve aktivitesi iki X
kromozomu tasiyan disilerde. bir X kro-
mozomu tasiyan erkeklerdekinin iki kau ol-
maktadir (33. 33, 36. 43, 45).

Geligimin erken donemlerinde, HGPRT
(Hypoxanthine guanine phosphoribosyl trans-
ferasc), HPRT (Hypoxanthine phosphoribosyl
transferase), o-gal (a-galactosidase) ve GOPD
(Glucose-6-phosphate dehydrogenasc) gibi en-
zimlerin hiicresel  konsantrasyonu. hiicrenin
sahip oldugu X kromozomu sayisina haghdir
(45). Monk ve Harper (36), dist cmbriyolardaki
HGPRT scviyesinin, erkck embriyolardakinin
iki kau oldugunu bildirmektedirler. Embriyo
metabolizmasindaki bireysct farkhiliklarin he-
sabimi yapabilmek i¢in, X kromozomuna bagh
enzim aktivitesi hem disilerde ve hem de er-
keklerde, otozomal kromozomlara bagh c¢n-
zimlerin aktiviteleriyle kiyaslanabilir. X kro-
mozomuna bagh enzim aktivitesiyle. otozomal
kromozomlara bagli enzim aktivitcleri  ara-
sindaki  oramin, digi  embriyolarda,  cr-
keklerdekinden daha yiiksek olacagi hipotezine
dayanan arastncilar (35, 45), stiperovulasyon
yapurilan ve tohumlanan farclerden clde edilen
implantasyon oncesi cmbriyolarda cinsiyet
saplayabilmislerdir.

Arastincalar (30, 35, 36, 45). bu yon-
temlerin embriyolar igin belirli bir diizeyde tok-
sik etkili oldugunu, yiiksck cnzim aktivitesi ya
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da embrniyo iizerinde kalan boya artiklan ne-
dentylc embriyonik 6liimlerin  olugabildigini,
memeli hayvanlarda, disi hiicrelerinde bulunan
ikinci X kromozomunun inaktivasyon za-
manmmn Kkesin olarak bilinmedigini ve bu ne-
denle hatali sonuglarin olusabilecegini, emb-
rivonik genomun aktivasyon zamanmin tiirlere
gore degisiklik gosterebildigini, her enzim ak-
tivitesi  diizeyimn,  toplam  hiicresel  ak-
tivasyonun bir pargasi oldugunu ve bu nedenle,
dogru sonuglar elde ctmek i¢in toplam hiicresel
aktivasyonun da degcrlendirilmesi gerektigini
belirtmektedirler.

Sunulan bilgilerin 1181 altinda bu ¢aligma,
lavsan embriyolannin gelisme hizlart ve X kro-
mozomuna bagl enzim aktivasyonlan ile cin-
styctlenn arasindaki iligkiyi belirlemek, bu yon-
temlerin  embriyonik cinsiyet saptanmasinda
kullanilabilirliklerini, bilinen bir yontemle kar-
stlaghrmak amaciyla yapild.

Materyal ve Metot

Caliymanin hayvan materyalini 8-12 aylik,
dogum yapmamus, 40 disi ve 10 erkck Yceni Ze-
landa beyaz tavsani olusturdu. Tavsanlar ¢a-
hsmadan onceki 3 hafta ve calisma siiresince
A.U. Vcteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinckoloji
Anabilim Dalinda hazirlanan tekli kaleslerde
barmdinldi. Tavganlarm bulundugu ortamm 12
saat aydinhk ve 12 saat karanhk olmasi sag-
land.

Cahsma materyalindeki 40 dist tavsanin ta-
mamu embriyo elde etmek i¢in kullamldi. Ca-
hymada ¢ok sayida follikiil gelistmini saglamak
amaciyla. PMSG  (Folligon®, TIntervet); ovu-
lasyonu uyarmak amaciyla da hCG (Pregnyl®,
Organon) hormonlar kullanildi. Disi tavsanlara
PMSG 1.. 2. vc 3. giin 50 IU. im., hCG isc 4.
giin 6gleden sonra 50 TU. 1v. verildi. HCG en-
jcksiyonundan  sonra tavsanlar ¢iftlestirildi.
Ciftlestirme i¢in her uygulama grubunda farkh
crkek tavsanlar segildi ve erkek tavsanlar din-
lendirilerck  kullamildy.  Digt tavsanlardan
20’sine hCG uygulamasini izleyen 96. ve diger
20°sie ise 120. saalte median ¢izgiden la-
paratomi yapilarak, her iki ovaryum iizerindeki
corpus  luteum, patlamams follikill ve he-
morajik follikiiller sayilarak not edildi. La-

paratomi islemi 5 mg/kg xylazine (Rompun®.
Baycr) ve 35 mg/kg ketamin HCl (Ketalar®,
Parke-Davis) ile saglanan gencl ancstezi alunda
gerceklestirildi. Oviduct ve uterusu  yikamak
icin 5-10 ml kadar 37°C'de steril PBS kul-
lanildi. Tavsanlar operasyon sonrast 1 ay sii-
reyle goézlem alunda tutuldular.

Elde edilen embriyolar sterco mikroskop
alunda 10x40 biiytitmede incelenerck  ulag-
tiklan gelisme agamalart Avery ve ark. (7)'mn
bildirdigi sckilde belirlendi. Diizgiin morfolojik
yapili embriyolar gelisme asamalarina gore ayn
ayn petri kutularina  konularak ¢nzim  ak-
tivasyonunu  olgmek icin  kullamldi.  Emb-
riyolann glukoz-6-fosfat dechidrojcnaz enzimi
aktivitelerini  belirlemek  amaciyla, Williams
(45)1n tarif ctugi kolorimetrik 6lgiim teknid
model olarak alindi. Bu amagla embriyolar 0,05
mg/ml BCB (Brilliant Cresyl Blue. Sigma) so-
lusyonu i¢inde 15-20 dakika boyandilar ve daha
sonra Rcaksiyon Kansimi (PBS + %0.3 BSA +
0,05 mM B-NADP + 0,5 mM Na-G6P: Sigma)
icinde 37°C'de 30 dakika siircyle inkiibe edil-
diler. Inkubasyondan sonra her embriyo icer-
digh boya miktarina gire degerlendirildi ve bu
degerlendirme isleminde skala "0 ile "5" ara-
sinda tutuldu. Hi¢ boya i¢ermeyen. yani yiiksek
enzim aktivasyonuna sahip olan cmbriyolann
skalasi "()", ¢ok boya igercn yani diistik cnzim
aktivasyonuna sahip olan cmbriyolarm skalasi
ise "5" olarak degerlendirildi. "0, "1" ve "27
skalada degcrlendirilen embriyolann disi, "3".
"4" ve "5" skaladaki cmbriyolarin ise cerkek ol-
duklan kabul cdildi. Dcgerlendirmeler 10x10)
biiyiitmede stereo mikroskopta yapildr.

Geligme asamalan ve cnzim aktivasyonlan
belirlencn c¢mbriyolarm  ger¢ekic hangi cin-
siycte sahip olduklarimi belirlemek  icin  ta-
sidhklart kromozomlar: gérmek amaciyla da bu
embriyolar King (25)'in bildirdigi sckilde 4-6
saat slircyle FCS ile desteklenmiy Ham’s F-10)
medyumu iginde 37°C'de kiiltiire cdildiler. Bu
kiiltiir isleminin son 2 saati i¢inde kiiltir or-
tamina 0,05 mg/ml demecolcine (Sigma) ilave
edildi. Kiiltiir sonrasinda embriyolar 0.05 M
KCl i¢inde 10-15 dakika bekletildiler ve bunu
takiben methanol: asctik asit (3:1) kangim ilc
tespit edildiler. Son olarak tespit edilen bu emb-
riyolar %4 giemsa ilc boyand: ve immersiyon
objcktifli mikroskopta kromozomlan helirlendi.
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Tablo 1. Tavsanlarda PMSG + hCG uygulamasindan sonra ovaryumlardaki fonksiyonel yapilar ve
uterus yikantisindaki oosit ve embriyo sayilari.
Table 1. Functional structures on ovaries and oocytes and embryo counts in the uterine
flush following the PMSG + hCG application.

Operasyon sutt

96.saat (n=20)
Ortalama = Std. Sapma (n)

120). saat (n=20)
Ortalama = Std. Sapma (n)

Toplam (n=4))
Ortalama + Std. Sapma (n)

Corpus Tutcum sayisi

15.45 +4.7%(309)

13.0 £ 5.13% (260)

14,22 + 5.0 (509)

Hemorajik folhikiil sayisi

10,15 3,40 (203)

10.7 3,47 (214)

10,42+ 3.4 (417)

Patlamainiy follikil sayisi

152 £ 3.3 (304)

18.6 £ 9,6 (372)

169 £ 7.3(676)

Toplanan embriyo sayisi

8.1 +4.8!(162)

6.6 +4,4Y(132)

7.35 £ 4.6 (294)

Toplanun 00sit sayisi 1.35 £ 1.3°(27)

1.75 £ 1.5°(35) 1.55 = 1.4(62)

Elde edifme oram (%) 61,17

64.23 62.57

Avii satirda aym hartlerle gosterilen degerler arasindaki fark onemsizdir (p>0.05).

Eldc edilen sonuclar SPSS bilgisayar prog-
rami kullamlarak degerlendirildi.

Bulgular

Tavsanlarda yapilan laparatomide ovar-
vumlarda sayilan corpus lutcum ve follikiil gibi
yapilar ilc embriyo elde edilme oranlan tablo
I'de sunulmugtur. Tiim tavsanlarda ortalama
14,22+5.0 adct corpus luteum, 10,42+3,4 adet
hemorajik follikiil ve 16,9+7,3 adet patlamamus
follikiil sayilhmisur. Ciftlesmeyi izlcyen 96. ve
120.  saatlcrde yapilan  gozlemlerde ovar-
yumlardaki corpus luteum, hemorajik follikiil
ve patlamanug follikiil sayilan karsilastinlmig
ve aralarinda oneml bir fark bulunmadigi be-
lirtenmigtir (P>0,05).

Cifuleymeyi takip eden 96. saatte yapilan
flushing sonucunda embriyo ve oosit elde edil-
me oram %61,17 (189/309) olurken, bu oran
120. saatle yapilan flushingde %64,23 (167/
260) olarak bclirlenmigtir. Bu ¢aliymada kul-
tamlan 40 tavsandan 34'linde flushing sonucu
cmbrivo ve oosit elde edilebilmis ve toplam
clde edilime oranmt %62,57 (356/569) olmugtur.
Cifdesme sonrast 96. ve 120. saatte clde cdilen
cmbriyo ve oosit sayilan karsilagtirilmig ve ara-
fark  bulunmadigr be-

larmda  onemli  bir

lilennustir (P>0,05).

Calismada elde edilen cmbriyolarin mor-
folojik degerlendirme sonuglan tablo 2'de su-
nulmustur. Ciftlesme sonrast 96. saatte yapilan
flushing 1sleminde toplam 162 cmbriyo clde
cdilmis, bunlardan 44'tniin crken blastosist,
46'stmin blastosist, 37'sinin geligen blastosist.
13'liniin genislemis blastosist ve 22'sinin de-
jenere embriyo oldugu belirlenmigtir.  Cifl-
lesmeyi izlcyen 120. saatte yapilan {flushing is-
leminde ise 6'st erken blastosist, 281 blastesist,
39'u gelisen blastosist, 22'si genislemis blas-
tosist ve 37'si dejenere olmak tizere toplam 132
embriyo elde edilmistur. Ciftleyme sonrast 96.
ve 120. saatte elde edilen erkek ve digi embriyo
sayilann arasindaki fark ©nemli bulunmustur
(p<0,001). Doksanalunci ve 120. saatlerde clde
edilen crken blastosist, genisleyen blastosist ve
gelismig blastosist asamasindaki embriyo sa-
yilart arasindaki fark dnemli (sirasiyla p<0.001.
p<0,05 ve p<0,01) bulunurken. blastosist aga-
masindaki embriyo sayilart arasindaki fark ise
onemsiz (p>0,05) bulunmustur.

Elde cdilen cmbriyolarin mortolojik de-
gerlendirme sonuglart ile enzim akuvilesi skor-
lann ve kromozom analizi degerlerinin Kar-
stlasirma  sonug¢lan  (ablo 3'de  sunulmustur.
Erken blastosist evresindeki ecmbriyolarin timii
gelisme  asamalanna  gore  disi olarak  be-
lirlenirken G6PD  aktivitesi sonuglarina gére
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Tablo 2. Uterus yikamast sonucu elde edilen embriyolann morfolojik degerlendirme sonuglar.
Table 2. Morphological examination results of embryos that obtained after uterine flushing.

TES Gcliypc Embriyo % Erkek embriyo Dist embriyo

CVICSL | say1st Sayisi (%) Saytsi (%)

EB 444 31.43 o 0 44y 100

96. saut 140 B 468 32.86 17X 3695 20Y 63.05
(n=17) xB | 31 | 2643 | 36 97.3 ¥ 2.7
GB P3¢ 9.28 3% 100 (Y ()

EB 6> 6.32 O 0 6Y 100

120, saat o5 B 28¢ 29.47 2% 7.4 26Y 92.86

(n=17) XB 3yd 41.05 32% 82.05 7¥ 17.95
GB 22! 23,16 22% 100 0y 0

Toplum (n=34); 235 235 122 113 ;

Embriyo sayisi siitununda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark onemli (wb=p<0.001: c:d=p<0.05 v¢
c:f=p<0.01) bulunurken aym harfle gosterilen degerler arasindaki fark dnemsiz (g:g=p>0.05).

Aym saurda farkly hartlerle (x:y) gosterilen degerler arasindaki fark onemlidir (p<0.001).

TES: Toplam embriyo sayis) (dejenere embriyolar hari¢). EB: Erken blastosist, B: Blastosist. XB: Gelisen blastosist. GB: Ge-

niglemiy blastosist.

bunlarin %601min disi oldugu saptandi. Ge-
lisme asamasina gore belirlenen oran ile cnzim
aktivitesi ile belirlenen oran arasindaki fark
onemli bulundu (p<0,001). Bu cmbriyolardan
953,85’ inin diyi oldugu kromozom analizi ilc
dogrulandi. Enzim aktivitesi ile belirlenen oran
ile kromozom analizi ile elde edilen oran ara-
sindaki fark ise énemsiz bulundu (p>0,05).

Blastosist evresindeki embriyolarnin  ge-
lisme asamalanna  gore %74,32's1 disi ve

%25,68'1 erkek olarak belirlendi. G6PD ak-
tivitesi sonuglarina gére ise bu embriyolarin
%54,051 disi ve %45,951 erkek olarak aynldi.
Bu oranlar arasindaki fark 6ncmli bulundu
(p<0,01). Blastosist cvresindcki embriyolar igin
enzum aktivitest ile belirlenen ile kro-
mozom analizi il¢ clde edilen oran arasindaki
fark 1sc 6nemsiz bulundu (p>0,05).

oran

Geligen blastosist evresindeki cmbriyolarin

gelisme  asamalarina gore %10,53'0 digi ve

%89,47's1 erkek olarak belirlendi. G6PD ak-
tivitesi sonuglarnina gore isc bu embriyolarin
946,051 disi ve %53,95'1 erkck olarak aynld.
Bu oranlar arasindaki fark bulundu
(p<0,001). Bu cvredeki embriyolar i¢in cnzim
aktivitesi ile belirlenen oran ile kromozom ana-
lizi ile elde edilen oran arasindaki fark
onemsiz bulundu (p>0,05).

onemli

1s¢

Geniglemis  blastosist  evresindeki  cmb-
riyolarin tiimii gelisme asamalarina gore crkek
olarak belirlendi. G6PD aktivitesi sonuglarma
gore isc bu cmbriyolann %401 disi ve %601
erkck olarak ayrildi. Bu oranlar arasindaki fark
oncmli bulundu (p<0,001). Gemglemis blas-
osist evresindeki embriyolarda cnzim aktivitesi
ile belirlenen oran ilc kromozom analizi ilc elde
edilen oran arasindaki fark 6nemsiz bulundu

(p>0,05).

Bu c¢alismada elde edilen cmbriyolarn
(n=235) gelisme asamalarina gore 113 adct
(%48,09) disi ve 122 adeti (%51,91) erkek ola-
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Tablo 3. Embrivolari mortolojik degerlendirme sonugtarinm. alikoz-6-fosfut dehidrojenaz enzimi akutivites: skorlari ve
kromozom analizi sonuglar ile karsilagurimast.
Tuble 3. Comparison of morphological examination results with glucose-6-phosphate dehydrogenase cnzymc actuy ity scores
and chromosome analysis results of embryos.

GOPD akuvitesi Kromozom Analizi
Gehyme evresi - = b - o
([:‘S;uc,ﬁh,:v(, Savist) Shal: ES Dogruluk | Kullamlan| Cinsiyeti be- Embriyonik cinsiyet
' o SR oran ES | lirlenen ES (%)|  Erkek (%) Dist (%)
- 3(37.5) 5(02.3)
BB s | D sy 12 30 ore) 14 8(57.14) 3(37.9) )
3-4.5 20 12 5(41.67) 3(60) 2040
0-1-2 7 4 2(50 1 (509 1 (50)
E(19) %63,16 oh) N
3.4-5 12 6 4 (66.67) 3(75) 1(25)
B174) —
0-1-2 33 18 13(72.22) 6 (406.15) 7 (53.85)
D (55) %60
3-4-5 22 17 9 (52.94) 5(55.,56) 4 (44.44')
(-1-2 30 23 15 (65,22) 6 (40) 9 (60}
E (68) %55.88
3-4-5 38 25 17 (68) 10(58.82) 7(41.18)
XB (76) n
(-1-2 5 2 2¢1000 1 (5 1 (30)
D«8) %0625 :
3.4.5 3 3 1 (33.33) F(100) 00
e 0-12 14 Il 7 (63.64) 4(57.14) 3 (42.80)
GB (33 = (35) %:60) I
345 21 12 9(75) 5(55.56) 4 (4444
Toplum 1P (HH] 0-1-2 68 9%06(),18 66 38 (57.58) 19 (50 19 (50
(235) E(122)] 3-4-5 71 %58.2 81 54 (66.67) 29(53.7) 25 (46.7)

D: Diyi. E: Erkek. EB: Erken bluslosisl; B: Blastosist. XB: Geligen blastosist. GB: Genislemiy blastosist

rak belirlendi. G6PD aktivitesi sonuglarna gore
disi olarak ayrilan embriyolardan %60,18'inin
(n=68) disi, erkek olarak ayrilan embriyolardan
isc %58.2'sinin (n=71) crkek oldugu belirlendi.
Bu oranlar arasindaki fark ¢nemli bulunmadi
(p>0.05). Bu cmbriyolarin 92 adctinde kro-
mozom analizi ile cinsiyct belirlencbildi (44
disi. %47.83 ve 48 crkek %52,17). Enzim ak-
tvitesi ile belirlenen oran ile kromozom analizi
ile clde edilen oran arasindaki fark Gnemsiz bu-
lundu (p>0,05).

Gelisme asamasina gore erkek olarak ay-
rilan 122 embriyodan 81 tancsi (%66,39) kro-
mozom analizi i¢in kullamildi ve bunlardan
S54'iinde (%66,67) cinsiyet belirlendi. Geligsme
asamasina gore erkek olduklar belirlenen bu 54
embrivodan 29'unun (%53,7) crkek oldugu kro-
mozom analizi ile dogrulandi. Gelisme aga-
masina gore digi olarak ayrnlan 113 embriyodan
66 lanesi (% 58.41) kromozom analizi i¢in kul-
lamldi ve bunlardan 38'inde (%57,58) cinsiyct
helirlendi. Gelisme  asamasina gére disi ol-

duklart belirlenen bu 38 embriyodan 19'unun
(%50) disi oldugu kromozom analizi ilc dog-
rulandi.

Bu ¢alismada clde edilen 235 embriyonun
glikoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimi aktivilesi
sonucglarina gore 119'unun (%50,64) disl ve
116'sinin (%49,36) erkck oldugu belirlendi.
Enzim aktivitesine gore digi olduklart  be-
lirlencn 119 embriyodan 72'si (%60.5) kro-
mozom analizi i¢in kullanildi ve 47 cmb-
riyonun (%65,28) cinsiyeti belirlendi. Bu 47
embriyodan 26'sinin (%55,32) digi oldugu dog-
rulandi. Enzim aktivitesine gore erkek olduklar
belirlenen 116 embriyodan 75 (%64.,66) kro-
mozom analizi i¢in kullamldi ve 45 cinb-
riyonun (%G0) cinsiyeti belirlendi. Bu 45 cmb-
riyodan 27'sinin (%60) crkek oldugu dogruland
(Tablo 4).

Elde edilen 235 cmbriyodan 1471
(%62,55) kromozom analizi i¢in  kullamldi
Bunlarin 92'sinde (%62.59) embriyonik cinsiyet
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Tablo 4. Embriyolarin glikoz-6-fostat dehidrojenaz enzimi aktivitesi skorlar ile kromozom analizi
sonuglarmin karsilastinlmasi.
‘Table 4. Comparison of glucose-6-phosphate dehydrogenase enzyme uctivity scores with chromosome
analysis results of embryos.

[ GOPD aktivitesi Kromozom Analizi

| Skala ES %) Kull;n;lrlan Cinsiyeti boellrlcncn Embriyonik cinsiyel Dogruluk

L ES (%) ES (%) Erkek Disi oran

' Toplam 0-1-2 119 (50.64)" 72 (60).5) 47(65.27) 2] 26 %55.32¢
235

; (=) I 345 116 (49.36)P 75 (64.60) 45 (60)) 27 18 G 6OP

Aymi satrdi aym harflerle (aza / bib) gosterilen degerler arasindaki fark onemsizdir (p>0.03). ES: Embrivo sayisi.

belirfenebildl. Bu embriyolanin 48'inin  crkek
(%52,17) ve 44'liniin (%47.83) disi oldugu be-
lirlendi. Enzim aktivasyonu ve kromozom ana-
lizi ile belirlencen erkek ve disi embriyo oranlari
arasindaki fark onemsiz bulundu (p>0,05).

Tartisma ve Sonug

Bu ¢alismada kolay bir sckilde, kisa siirede
ve digiik maliyctle embriyonik cinsiyeli sap-
tayabilecck bir yontem arasuinlmigtir. Materyal
olarak tavsanlarin sc¢ilme nedeni, embriyo iize-
rinde gereeklestirilecck ¢aligmalar igin en ideal
hayvanlardan birisi olmasidir. Tavsan cmb-
riyosu difer embriyolara oranla daha biiyiiktiir
(=140 um) ve 40-47 saat i¢indc 16 hiicre asa-
masina. 75-96 saat i¢inde de blastosit evresine
ulagmaktadir. Dordiincii giine kadar uterusa
incn avsan cmbriyolan 7-8. giinlerde implante
olmaktadir (31). Tavsanlanin scksiicl sikluslar
degiskendir ve gebelik stireleri kisadir. Tavsan,
kolayca bulunabilen, beslenebilen ve  ba-
kilabilen bir hayvandir. Bir defada ¢ok sayida
embriyo clde edilebilir. Tavsan, bu ¢alismalar
i¢in en uygun hayvan tlirlerinden biridir (4, 20,
27, 37). Bu ¢ahymada kullamlan higbir tavsan
oldiirilmemigtir. Embriyolar cerrahi yéntemle
toplanmig ve biitiin tavsanlar operasyon son-
rasinda iyilesinceye dek barindirilmisur.

Ciluesme sonrast degisik zamanlarda top-
lanan embriyolarin gelisme asamalariin biiyiik
larkltliklar gosterdigi ve bu farkliliklann, fer-
tlizasyon zamanindaki farkliliklar, gelismenin
duraklamasi veya tamamcn durmas:, cmb-
riyonun boltinme orani, cmbriyolarin genetik
olarak sahip oldugu biiylime kapasitesi ve cin-

siyete bagh biiyiime farkhlhiklan gibi deisik
faktorler nedeniyle olusabilecc@i  o6nc  sii-
rillmektedir (6. 16). Bu ¢alismada da ¢iftlesme
sonrast 96. ve 120. saatlerde toplanan emb-
riyolarin - gelisme  asamalarinin  btiyiik  fark-
hliklar gosterdigi belirlenmistir. 96. saatte 44
erken blastosist, 46 blastosist, 37 gelisen blas-
tosist, 13 genislemis blastosist ve 22 dejenere
cmbriyo clde edilirken, 120. saatte 6 erken blas-
tosist, 28 blastosist, 39 gelisen blastosist. 22 ge-
niglemis blastosist ve 37 dejencre cmbriyo elde
cdilmistir.

Gelisme hizina gore embriyonik cinsiyct
tamst ger¢ekten ¢ok hizhi bir yontemdir. In vitro
kosullarda tiretilen ya da canli hayvanlardan
loplanan embriyolar kisa bir siircgle gelisme
asamalarina gére birbirlerinden aynlabilmektc
ve farkli geliyme asamalarindaki embriyolar
farkh alicilara transfer edilerck cinsiyet sap-
lamas1 yapilmaktadir. Ancak, bu tcknikle ya-
pilacak cinsiyet tamisimin dogruluk oram daha
diigiiktiir. Ciinkii embriyolann degerlendirilme-
sinde  kigisel deneyime  gercksinim  du-
yulmaktadir.

Bu ¢alismada, gelisme hizina gore cin-
siycti belirlenen 92 embriyonun karyotipleri ha-
zirlanmug ve bunlarin 48'inde (%52,17) cinsivet
dogru teshis cdilmistir. Bu oran, Tsunoda vc
ark. (41)'nm belirledigi %71 dogruluk oranimin
¢ok alunda kalmigtir, ancak incklerde (18). do-
muzlarda (13) ve tavsanlarda (20) vapilan ¢a-
hisma sonuglart ilc uyumludur. Bu sonuglar
crkek ve dist cmbriyolar arasinda gelisme hiz
bakimindan 6nemli bir fark bulunmadigim gis-
termektedir.
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Sunulan ¢ahymada cmbriyolanin gelisme
hizlan ile viabilitcleri arasindaki iligkiyi be-
lirlemck miimkiin olamamsur. Ciinkii elde edi-
ten  cmbriyolanin  gelisme  asamalan  be-
lirlendikien hemen sonra enzim aktivasyonlar
oleilmiistiir. Bu  iligkiyi dogru olarak  sap-
tayabilmek igin gelisme agsamast  belirlenen
embriyolart daha uygun besi yerlerinde kiilture
ctmck veya alicr hayvanlara transfer etmek ge-
rckmektedir.

Frkek cmbriyolarin neden disilerden daha
hizh gelistigi tam olarak anlagilamamustur (19,
41). Bununla birlikte, geliyme hizindaki bu
farklih@m cn erken tohumlamay:r izleyen 3.
giinde goriilmesi, bunun embriyonun ilk ge-
nomik ckspresyonu ile ilgili oldugunu dii-
siindiirmektedir (5, 6, 7, 8). Erken embriyonik
gelisimin olduk¢a kompleks bir iglem oldugu
ve in vitro diretilmis cmbriyolarda geligme hi-
s, inorganik iyonlar, bufferlar, gaz kom-
pozisyonu, aminoasitler, biiytime faktorleri, vi-
taminler ve makromolekiiller gibi birbirinden
farkli pek ¢ok faktor tarafindan etkilenebilecegi
kabul edilmektedir (12, 19).

Bu ¢aliymada embriyolarin glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz enzimi  aktivitelerini belirlemek
amaciyla. Williams (45)'m  tarif ettigi ko-
lorimetrik  dl¢lim  teknigi model olarak alin-
misur ve indikator olarak rcaksiyona kaulan
boya miktarindaki azalma oOlglilmiig ve de-
serlendirme igleminde skala "0" ile "5 arasinda
witulmustur. Caligmada toplam olarak 235 cmb-
riyonun enzim aktivasyonu incclenmis ve bun-
larin %17,87'si "0", %16,6'1 "1", %16,17'si
"2 917450 "3, %16,17's "4 ve %15,740
de 5" skala olarak degerlendirilmistir. "0, 1"
ve "2" skaladaki cmbriyolar (%50,64) disi ola-
rak. "3". "4" ve "5" skaladaki cmbriyolar
(%49.36) isc erkek olarak ayrilmistr. Bu oran
Williams (45) ‘in %50 orant ile uyumludur.

Sunulan ¢altsmada embriyolar alict hay-
vanlara transier cdilmedikleri igin gebelik so-
nuglarma ulagilamanug  ancak, cmbriyolarnn
kromozom analizleri yapilarak yontemin dog-
rulugu belirlenmeye  ¢ahisithmgur. Enzim ak-
tivasyonuna gore disi olarak belirlenen 47 emb-
riyodan 26'simin (%55,32) ve erkek olarak
helirlenen 43 embriyodan 27'sinin (%60) cin-
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siyetinin dogru teshis cdildigi ve yoéntemin Lop-
lam dogruluk orammn %57,61 oldugu be-
lirlenmistir. Bu oranlart Williams (45) digilerde
%72, erkeklerde %57 ve toplamda %04 olarak
bildirmektedir. GO6PD aktivitesi ile belirtenen
erkek ve disi embriyo oranlan ilec kromozom
analizi ilc elde cdilen oranlar arasinda Gnemli
diizeyde fark belirlenememistir (p>0.05).

HPRT ve APRT (adcnin phosphoribosyl
transferase) aktivitclerini belirleyen ve bunlar
arasindaki oram cinsiyct tamst i¢in kullanarak
embriyolar arasindaki hiicrese! aktivasyon lark-
hihklarin da hesaba katan Monk ve Handyside
(35) ise disi embriyolarda %91, erkek emb-
riyolarda ise %100 dogrulukla cinsiyct teshis
edebilmislerdir. Elde edilen sonuglar ve Wil-
liams (45)m bulgulart bu sonuglar ile kar-
silasunldiginda, daha yiiksek dogruluk oranlan
clde edchilmek igin her cmbriyonun toplam
enzim aktivasyonunun belirlenmesi  gerekiigs
goriilmektedir.

Bu cahsgmada hiicresel analizler diger ki
yontemin sonuglarnni dogrulamak amaciyla kul-
lanildi. Kromozom analizi yapilan toplam 147
cmbriyonun 92'sinde (%62,59) embriyonik cin-
siyct belirlenebildi. Bu oran arastincilarin (21,
25) bildirdikleri sonuglar ile uyumludur ancak.
bu oramn diisiik olmasinda enzim aktvasyonu
icin kullamlan besi yerinin embriyo tizerinde
yaptigi olumsuz ctkinin rolii olabilecegi dii-
siiniilmektedir. Hiicresel analiz sonucunda cmb-
riyolarin %52,17'sinin erkek ve %47.83niin
disi oldugu ve erkek:disi oranimin 1.09:1 oldugu
belirlendt.

Calisma sonucunda, GO6PD  enzimi ak-
tivasyonunu belirleyerck yapilan cinsiyct ta-
msindaki dogruluk oranlarimin, geligme hizima
bakarak yapilan cinsiyet tamisindakinden daha
yiiksck oldugu goriilmiigtiir.
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