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DERLEME

Flov Sitometre ile Boga Spermlerinde Cinsiyetin
Belirlenmesi

Cinsiyeti belirlenmis sperma, X ve Y kromozomu tagiyan sperm populasyonlarina gére yiksek
derecede saflastiriimis spermadir. Bu derlemede, boga spermlerinde uygulanmakta olan cinsiyetin
belirlenmesi ¢alismalarinda elde edilen son gelismelerin giincellestiriimesi amaglanmistir.

Flov sitometre kullanarak memeli hayvan spermlerinde cinsiyetin belirlenmesi veya hucrelerin
ayrilmasi bogalarda yeterince basariimistir. Gegerli tekniklerden birisi yiksek derecedeki bir
saflikta sperm cinsiyetini ayirmak igin kullanilan flov sitometre cihazi, erkek ve disi spermlerin DNA
muhteviyati arasindaki %3-4'lik bir farki ortaya cikarmak ve onlari %90°'dan daha fazla saflikla
ayirmak igin kullanilir.

Sonug olarak saniyede toplam 20.000 sperm cihazdan geger ve her bir cinsiyetten saniyede takriben
4.000 canli sperm eszamanlh olarak ayrilabilir. Bugln gegerli sistem %85-95 dogruluk orani ile
yaklasik olarak her bir cinsiyet igin saatte 10-13x10° canli sperm (Uretebilir. Cinsiyeti belirlenmis
sperma kullanilarak, yaklagik 7.000 gincel buzagillama sonuglarina gore elde edilen disi
buzagilarin cinsiyet orani %89 olarak gergeklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Flov sitometre, boga spermleri, cinsiyet tayini.

Flow Cytometric Sexing of Bull Sperm

Sexed semen is highly purified sperm which are sex sorted into X bearing chromosome and Y
bearing chromosome population. The objective of this review is to update the current status of sperm
sexing in cattle.

Flow cytometric sexing of mammalian sperm or cell sorting have been sufficiently accomplished in
cattle. One of the current techniques to sex sort sperm at a high level of purity uses a device called
a flow-cytometer to detect a 3 to 4% difference in DNA content between male and female sperm
and sort them with upwards of 90% purity.

Thus, at an event rate of 20,000 total sperm/sec, nearly 4,000 live sperm/sec of each sex can be
sorted simultaneously. The current system can produce approximately 10 to 13x10° live sperm/h of
each sex with 85-95% accuracy. According to nearly 7,000 calvings after using sexed semen, 89%
the calves were females.

Key Words: Flow cytometer, bull sperm, sex determination.

Girig

Yavrunun cinsiyeti fekondasyonu olusturan gametlerin tasidigi  cinsiyet
kromozomlarinin birlesmesiyle sekillenmektedir. Memelilerde, disi cinsiyet kromozomlari
bakimindan tek tip kromozom tasirken erkeklerde gametlerin %50 si X- disilik cinsiyet
kromozomu diger %50 si de Y- erkeklik kromozomu tagimaktadir. Oyleyse, tek tip
cinsiyet kromozomu tasiyan ovum X- spermle doéllenirse yavru disi, Y- spermle
dollenirse yavru erkek olacaktir. Bu da demektir ki memelilerde cinsiyetin olusumunu
belirleyen erkektir. Bize kalan spermleri saglikli bir sekilde X- spermler ve Y- spermler
olarak iki kisma ayirip istedigimiz cinsiyetteki spermleri kullanarak dogacak yavrunun
cinsiyetini belirlemektir.

Dunyanin kurulusundan beri insanoglu gerek insanlarda gerekse hayvanlarda
istenilen cinsiyette yavru elde etmeyi arzulamistir. Bu maksatla santrifij,
sedimentasyon, elektroforezis, segici Oldirme, basing degisiklikleri, pH degisiklikleri,
viskozite, filtrasyon gibi teknikler kullaniimis. Ama bu tekniklerin kullaniimasi bilim
adamlarini hiisrana ugratmaktan 6teye gitmemistir.

Bu derlemenin amaci boga spermlerinde uygulanan flov sitometre ile cinsiyeti
belirlemenin en son gelismeleri hakkinda bilgi vermektir.

" V. Ulusal Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama Kongresi (Uluslararasi Katiimli), 01-04 Ekim 2009,
Elazig.
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Spermatozoon DNA igerigi

Fare sperminin DNA degismezligi tzerine yapilan ilk
calismalar ve diger memelilerden elde edilen sonuglar
sperm basinin dizlesmis seklinden dolayi
aciklanamamaktadir (1, 2). Pinkel ve ark. (3)nin
gelistirdigi spermi yonlendiren flov sitometrede, sperm
basinin dizlesmis tarafi kullanilarak DNA igeriginin kesin
Olgimu basariimistir. Kugtk, habloid kromozomlu olgun
erkek gametleri DNA icerigi yonlinden kesin olarak analiz
edilebilir. Clinkli bu dogal oOzellik saglikli spermlerde
sabittir.  Spermlerin  DNA  muhteviyatinin  yuksek
¢o6zinurlikte 6lcimi ilk defa sperm nukleuslari veya
membranlari  ¢ikarilmis spermatidlerin  flov sitometrik
analizi ile basanimistir (3, 4). Bu DNA &élgiminin
kesinlesmesiyle bir memeli tirinin X- ve Y-
kromozomunu tasiyan spermleri arasindaki DNA igerigi
farki belirlenmektedir (3, 5). Spesifik bir bisbenzimidazole
DNA-baglayici boyasi Hoechst 33342’nin kullaniimasiyla
canli spermlerde DNA 6l¢iiml kesin olarak basariimistir
(6). Memelilerin X- ve Y- kromozomu tasiyan spermler
arasindaki DNA igerigi farkinin tam olarak &lglilmesi, ya
X- ya da Y- kromozomlarini tasiyan canli gametleri
ayirmak igin %85-95 dogruluk oraninda etkili bir yontem
ortaya koymustur (7, 8). Boga spermlerinde X-
kromozomunu tasiyan sperm, Y- kromozomunu tasiyan
spermden %3.8 daha fazla DNA ihtiva ettiginden spermin
cinsiyeti flov sitometre ile belirlenebilmektedir. So6z
konusu bu fark insanda %2.9, kdpekte %3.9, atta %4.1,
koyunda %4.2 dir (9).

Flov sitometrik analiz metodu insan harig birgok tiirde
sperm cinsiyet oranini tayin etmek icgin etkili olarak
kullaniimaktadir. insan spermleri daha cok kdseli ve
ybnlendirmeyi veya ortama aligsmayi gugclestiren mermi
seklindeki bagli ile tanimlanmaktadir. Ayni zamanda X-
ve Y- kromozomlari tagiyan bu spermler arasindaki DNA
farkinin % 3 den az olmasi analizdeki hassasiyetin
artmasini gerekli kilmaktadir (10).

Sperm ayirmadaki ilerlemeler iki esas alanda
olusmustur. Birincisi birim zamanda tam olarak elde
edilen cinsiyeti belli sperm sayisini arttirma, ikincisi
spermlere daha az zarar veren ydntemlerin elde
edilmesidir.

Flov Sitometre ile Sperm Cinsiyetinin Belirlenmesi
Teknigi

Spermlerde DNA &lgiimi icin modifiye edilmis flov
sitometre ve spermleri ayirma sisteminin sematik cizimi
Sekil 1'de gosterilmigtir. Erkek damizliktan alinan sperma
spesifik bir bisbenzimidazole DNA-baglayici boyasi
Hoechst 33342 (Calbiochem, La Jolla, CA) ile bir saat
suresince boyanir.  Bu boyanmis spermler sivi bir
sUispansiyon igerisinde basingh olarak flov sitometrenin
tipl icerisine yonlendirilir. TUp icerisine giren spermler
tipln egim verilmis ucundan disari ¢ikarken kaplama
sivisi igerisine yonlendirilir. Sperm sispansiyonu ve
kaplama sivisi ikisi birlikte tipiin 76 p’luk ¢ikis ucundan
ayrilirken bu yéntem spermlerin laminar akig istikametini
korur. Boyanmis spermler kisa dalga boylu bir lazer
1sinina (Innova 90-5 Argon-ion laser. Coherent, Palo Alto,
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CA) maruz birakildigi zaman parlak mavi floresan isig
yayar. Daha buytk DNA igerigi nedeniyle boyanmis X-
spermler, Y-spermlerden daha parlak bir floresan gdsterir.
Bu yayilan floresandaki fark bir fotomultiplikator (11l
¢ogaltici) tip tarafindan dlgulir ve anolog formattan dijital
yani sayisal formata donustirllip bir frekans dagilimi
olarak bilgisayardan alinir. En fazla DNA igerigini 6lgmek
icin sisteme gucli bir bilgisayar entegre edilir. Fakat,
bitin spermler fotomultiplikatdr tlpl igerisinden sivi
akigi ile birlikte gecerken kesin olarak belirlenemez.
Spermleri ihtiva eden akinti cihazin bosalma deliginden
disari ¢ikarken ayri damlaciklar olusturmak igin yuksek
frekansta, yaklasik saniyede 90.000 defa titregtirilir. Biitin
damlaciklar sperm ihtiva etmemesine ragmen dedektdr
tarafindan temin edilen DNA igeridi bilgisine bagli olarak
pozitif veya negatif bir yiikle ylklenirler. Birden daha fazla
sperm ihtiva eden damlaciklara yuk uygulanmaz. Daha
sonra aksi yuklu saptirici levhalar tek akintiyr 3 akintiya
ayirir. Pozitif olarak yuklenmis X-spermleri tasiyan
damlaciklar negatif yUkli saptirma levhasi tarafina,
negatif olarak yiklenmis Y-spermleri tasiyan damlaciklar
ise pozitif yUkli saptirma levhasi tarafina yonlendirilir.
Birden fazla sperm tasiyan veya cinsiyeti belirlenmemis
spermleri tasityan ylklenmemis damlaciklar ise hi¢ bir
tarafa sapmadan dosdogru ¢ope gider (9, 10).
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Sekil 1. Spermlerde DNA 6l¢cimu igin modifiye edilmis
flov sitometre ve spermleri ayirma sisteminin sematik
¢izimi (9,10).
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Sonug olarak saniyede toplam 20.000 sperm cihazdan
gecer ve her bir cinsiyet icin saniyede takriben 4.000 canh
sperm eszamanli olarak ayrilabilir. Bugtinki gegerli sistem
yaklasik olarak her bir cinsiyet igin saatte 10-13x10° canli
sperm Uretebilir (9).

Genellikle cinsiyeti belirlenmis spermlerden 0.25
cm’/2-6 milyon sperm konularak hazirlanmis payetler
kullanilarak yapilan tohumlamalardan yeterli délverimi
alinmaktadir. Cinsiyeti belli dondurulmus sperma suni
tohumlamada kullanilarak ilk yavru 1999 yilinda elde
edilmigtir (11, 12).

Cinsiyeti Belli Sperma Kullanmanin Faydalan

1- Cinsiyeti belli sperma kullanildigi zaman sonucu
%93 civarinda tahmin edilebildiginden dive veya boga
sayisini artirmak i¢in uygun bir secim olabilir.

2- Disi buzagilar erkeklere gore genellikle daha kiiglik
oldugundan cinsiyetin 6nceden belirlenmesi, duvelerin ilk
dodumunda dogum gugluklerini azaltmak dolayisiyla ana
ve yavru Olimlerini engellemek icin  faydal
bulunmaktadir.

3- Sirlyl blyitmek veya yenilemek igin disaridan
inek alinmayacak ise ¢ok sayida Uretilecek diveler
arasindan siriiye katilacak olanlarin segilmesi sansini
dogurur.

4- Sahip olunan ¢ok sayidaki butin divelerden en
Ustin  %10-15 duizeyindekilerin  segilmesiyle inek
surlistinu gelistirme, daha iyi digileri elde tutma ve daha
hizli bir genetik ilerleme imkani saglar.

5- Digaridan herhangi bir disi getirmeden kapal
tutulan sirtlerde istenmedigi halde ortaya ¢ikan bir kisim
saglik problemleri azaltilabilir.

6- Bu teknoloji Ureticilere se¢im yapma sansini tanir
ve ilerde olugsacak potansiyel bir pazar i¢in bir strateji
gelistirme imkani saglar. Yetigtirici damizlik duaveleri,
suriide pedigri Ozelliklerine go6re sectikleri en iyi
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ineklerinden, etlik vyapillacak veya ©kuz olarak
kullanilacak bogalari ise surinin geriye kalan
ineklerinden elde edebilir.

7- Bazi yetigtiriciler disi cinsiyetli sperma ile
tohumlattiklari inek ve divelerinin disi buzagdiya sahip
oldugunu garanti ederek ve daha az dogum guglUkleri
gorilecegini  bildirilerek  degerinden fazla fiyata
satabilirler.

Cinsiyeti Belli Sperma Uretiminde ve
Yayginlagmasinda Karsilasilan Olumsuzluklar

Cinsiyeti belli sperma, iyi y6netilen suni tohumlama
programlarinda ve embriyo transferi ¢alismalarinda en
yuksek basari oraniyla oldukga etkindir. Fakat, cinsiyeti
belli bir payet sperma hazirlamanin payet icerisindeki
sperm sayisina bagli olarak 35-60 dolara mal olmasi
fazla kar saglamamaktadir. Farkli bodalarin spermalari
ayirma cihazlarindan farkli sekilde ge¢cmekte olup bazi
bogalar digerine gore cinsiyeti belli sperma igin daha iyi
adaydirlar (11).

Basarili sperma ayirma iglemlerinde gametlerle ilgili
hassasiyet dikkate alindiginda; DNA boyama boyasi
Hoechst 33342’'nin  kromozom saptirmalarina yonelik
etkisi, spermlerin lazer 1ginina maruz kalmasi, yilksek
sulandirma orani, santrifij edilmesi, medyumdaki
degisikliklere maruz kalmasi, flov sitometrenin ¢ikis
deliginden yuksek hizla ¢ikmasi, ayirma igleminin uzun
stirmesi ve spermlere ylksek basing uygulanmasi gibi
birtakim faktorler g6z ardi edilmemelidir (12).

Cinsiyeti belirlenmis spermanin kullaniimasi son
zamanlarda birgok yetistirici icin bir gercek olmustur.
Boylesi bir calismanin Ulkemizde de uygulamaya
konulmasiyla vyetigtiricilerin amaglari  dogrultusunda
istedigi cinsiyette yavru elde etme arzusunun
gerceklesmesi saglanacaktir.
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