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Ozet: Koyunlarda fétal cinsiyetin belirlenmesinde kullanilan ydntemlerden biri maternal plazmadaki fétal DNA’larin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltiimasina dayanir. Ancak, maternal plazmadan izole edilen DNA miktar ve
kalitesi, kullanilan DNA izolasyon yontemine gére 6nemli 6lglide degisebilmektedir. Bu ¢alismada, Ug farkli DNA izolasyon
metoduyla koyun maternal plazmasindan izole edilen DNA’larin PZR ile gogaltilarak fotis cinsiyetlerinin belirlenmesi
amaglandi. Bu amagla, gebeligin 20. haftasindaki 13 adet koyundan plazma &rnekleri alindi ve dogum sonrasi yavrularin
cinsiyetleri dogrulandi. Pozitif kontrol amaciyla iki adet kog plazmasi, negatif kontrol amaciyla ise iki adet gebe olmayan
koyun plazmasi kullanildi. Maternal plazmadan fenol-kloroform izolasyon metodu ve iki farkl ticari niikleik asit izolasyon kiti
(QlAamp ve FitAmp) kullanilarak DNA izole edildi. izole edilen DNA &rneklerinden X ve Y kromozomlar izerindeki
Amelogenin ve SRY (Sex-determining Region Y) genlerinin hedef bolgeleri PZR yontemi ile gogaltildi. Ticari niikleik asit
izolasyon kitleriyle elde edilen DNA’lardan SRY ve Amelogenin primerleri ile yapilan farkli PZR islemlerinde f6tis cinsiyetinin
belirlenmesine yodnelik spesifik PZR riinleri elde edilemedi. Diger taraftan, fenol-kloroform izolasyon metoduyla izole edilen
DNA orneklerinden 10'unda (7 erkek ve 3 disi fotal DNA igeren Ornekte) fotis cinsiyeti dogru bir sekilde teshis edildi
(10/13). Ancak erkek fétis tasiyan ti¢ koyundan elde edilen DNA 6rneklerinden erkek cinsiyet teshisine 6zgli PZR trlnleri
elde edilemedi (3/13). Calismanin sonuglari koyunlarda maternal plazmadan DNA izolasyonunda iki farkli ticari nikleik asit
izolasyon kiti kullanildiginda fotal cinsiyetin tespit edilemedigini, diger taraftan fenol-kloroform izolasyon metodu ile fotal
cinsiyet teshisi yapilabildigini, ancak bu metodun da hatali sonuglara neden olabildigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Fétal cinsiyet tayini, maternal plazma, niikleik asit izolasyonu, koyun

Suitability of Two Different Commercial Isolation Kits and Phenol-Chloroform Isolation Method for

Fetal Sex Determination from Maternal Plasma in Sheep

Abstract: One of the methods used for determining fetal sex in sheep depends on amplification of fetal DNA in maternal
plasma by polymerase chain reaction (PCR). However, quantity and quality of the DNA isolated from the maternal blood
plasma can vary significantly depending on the DNA isolation method used. In this study aimed to determine fetal sex in
maternal blood plasma by using three different DNA isolation methods. Plasma samples were collected from 13 ewes at
20t week of pregnancy and the genders of the fetuses were confirmed after birth. Plasma samples were collected from two
rams as positive control and from two non-pregnant ewes as negative control. Free circulating DNA in maternal plasma
samples was isolated by using phenol-chloroform isolation method and two different commercial DNA isolation kits
(QlAamp and FitAmp). The obtained free circulating DNA was used for amplifying the target regions of X- and Y-
chromosome specific Amelogenin and SRY (Sex-determining Region Y) genes, respectively. Commercial isolation kits did not
yield a PCR product of SRY or Amelogenin genes. On the other hand, the fetal sex correctly identified in 10 DNA samples (in
three female and seven male fetal DNA including samples) isolated by using phenol-chloroform isolation method (10/13).
However, in three samples including male fetal DNA fetal sex were incorrectly identified (3/13), because male sex specific
PCR products were not obtained. The results of the study suggested that detection of fetal sex in sheep could not be
achieved when two different commercial DNA isolation kits were used for DNA isolation from maternal plasma while
phenol-chloroform isolation method was successful for this purpose, although incorrect results could also be obtained
when this method was used.

Keywords: Fetal sex determination, maternal plasma, nucleic acid isolation, sheep

Giris
Hayvancilik  sektdrinde fétal  cinsiyetin ultrasonografi metodu kullaniimaktadir
belirlenmesinde geleneksel olarak transrektal (Coubrough ve Castell, 1998; De Freitas Neto ve
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ark., 2010). Bununla beraber, hem oldukc¢a detayh
bir muayene gerektirdiginden zaman alici, hem de
yuksek ¢ozinurlikte ultrasonografi cihazlarina
ihtiyag duydugundan maliyetli olmasi fotal cinsiyet
tespitinde ultrasonografi yonteminin kullaniimasini
sinirlandirmaktadir ~ (Darin  ve ark., 2009).
GUnUmuzde Uretim ve seleksiyon programlarinda
kapsaml ve verimli sonuglar alabilmek, strtdeki
genetik kazanci arttirmak ve soy testi maliyetini
azaltmak icin glvenilir ve disiik maliyetli bir fotal
cinsiyet tayin stratejisi gelistirilmesine ihtiyac¢ vardir
(Chan ve ark., 2004; Resende ve ark., 2008).
Polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) dayal
maternal plazmadan izole edilen fétal DNA
kullanilarak gerceklestirilen molekiler cinsiyet
tayini glvenilir, hassas ve pratik bir alternatif
metot olarak bildiriimektedir (Breveglieri ve ark.,
2016; Saberivand ve Ahsan, 2016; Kadivar ve ark.,
2015). insanlarda maternal plazmada PZR
isleminde kalip olarak kullanilabilecek vyeterli
miktar ve kalitede serbest fétal DNA'nin mevcut
oldugu ilk defa 1997 yilinda yapilan bir calisma ile
gosterilmistir (Lo ve ark., 1997). Gebelik esnasinda
maternal ve fétal dolasim plasental membranlarla
ayrilir. Bununla beraber, fotal dokularin gelisimine
bagl olarak ortaya c¢ikan diizenli apoptozis ve
imminolojik veya fiziksel hasarlar sonucu olusan
hlcre parcalanmasi sonucu acgiga cikan fotal DNA
parcalari plasental membranlardan maternal
dolasima gecer. Diger taraftan cekirdekli fotal
hlcrelerin plasenta bariyeri boyunca annenin
periferik dolasimina gectigi iyi bilinen bir olgudur.
Boylece gebelik sirasinda maternal plazmada fotal
DNA bulunur. Bu fétal DNA dogumdan sonra hizla
uzaklastirihr (Lo ve ark., 1998). Gebelik sirasinda
gebe kadin plazmasindaki DNA’nin  ortalama
%10’nun fotal kaynakli oldugu bildirilmistir (Lun ve
ark., 2008). Bu sayede maternal plazmadaki Y
kromozomunun spesifik dizilerinin analizi ve DNA
cogaltilmasiyla fotal cinsiyet tayini yapilabilir
(Akolekar ve ark., 2010; Finning ve Chitty, 2008).
Cinsiyet esas olarak Y kromozom varligi ya da
yoklugu ile belirlenir. Y kromozomu Uzerindeki
cinsiyet belirleyici gen (Sex-determining Region Y,
SRY) eksprese edildiginde, erkek gelisimi
baskinken, SRY’nin yoklugunda gonadal gelisim
kontrolinde disi yolaklar hakimdir (Han ve ark.,
2010; Piprek, 2010). Memelilerde SRY geninin tek
bir kopyasi bulunur ve bu gen koyunlarda maternal
plazmadaki fotal DNA’ya dayanilarak fotal
cinsiyetin belirlenmesinde basarili  bir sekilde
kullanilmistir ~ (Saberivand ve Ahsan, 2016;
Breveglieri ve ark., 2016; Kadivar ve ark., 2013).
Ancak deneysel hatalar negatif sonuglara yol
acabileceginden sadece Y kromozomundaki spesifik
dizinlerin analiz sonuglarina goére degerlendirme
yapmak hatali sonuglar ortaya cikarabilir. Bu

yuzden X ve Y kromozomlarinin her ikisindeki
spesifik dizilerin analizi daha dogru sonuglar
verebilmektedir (Pfeiffer ve Brenig, 2005). X ve Y
kromozomun her ikisinde de bulunan Amelogenin
(AMEL) geni insanlarda (Sullivan ve ark., 1993),
sigirlarda (Ennis ve Gallagher, 1994) ve koyunlarda
(Saberivand ve Ahsan, 2016; Kadivar ve ark., 2015;
Pfeiffer ve Brenig, 2005) fotal cinsiyeti tespit
etmede kullanilmistir. Non-invaziv prenatal taninin
onemli avantajlari olmasina ragmen maternal
plazmada serbest dolasan toplam fotal DNA
miktarlarinin farkh durumlarda degisiklik
gostermesi ve dusik miktarlarda bulunmasi énemli
bir sorun tegkil etmektedir. Bu yuzden maternal
plazmadan fétal DNA izolasyonu non-invaziv
prenatal tanida kritik bir basamak olup yiiksek
kalite ve miktarda fotal DNA eldesinin sonuglarin
guvenilirligini arttirdigi bildirilmektedir (Clausen ve
ark., 2007; Lo ve ark., 1997).

Maternal plazmadan fétal DNA izolasyonu
amaciyla silika jel teknolojisi kullanan hazir ticari
nikleik asit izolasyon kitleri oldugu gibi bu amag
icin fenol-kloroform izolasyon metodu gibi
geleneksel metotlar da kullanilabilmektedir. Ancak
bu konuda Uzerinde uzlasimis herhangi bir
standart metot bulunmamaktadir. Bu calismanin
amaci; koyunlarda maternal plazmadan fotal
cinsiyet tayininde silika jel teknolojisi kullanan iki
farkh ticari nukleik asit izolasyon kiti ile geleneksel
fenol-kloroform izolasyon metodunun
kullanilabilirligini arastirmakti.

Materyal ve Metot

Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Plazmalarin
Ayrilmasi:

Gebeligin 20. haftasindaki 13 adet koyunun
(n=13) vena jugularisinden EDTA’ll tiplere 10 ml
kan ornegi alindi. Dogumlari takiben dogan
yavrularin cinsiyetleri kaydedildi. Ayrica negatif
kontrol amaciyla 2 adet gebe olmayan disi
koyundan, pozitif kontrol amaciyla da 2 adet
kogtan kan 6rnekleri alindi. Kan ornekleri +4 °C'lik
ortamda dondurulmadan laboratuara, ulastirldi ve
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar
ayrildi. Elde edilen plazmalar DNA izolasyonundan
once -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Maternal Plazmadan DNA izolasyonu:

Plazma o6rneklerinden DNA izolasyonu iki farkl
ticari kit (QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit ve
FitAmp Plasma/Serum DNA lIsolation Kit) ve fenol-
kloroform izolasyon metodu kullanilarak
gerceklestirildi. QlAamp nikleik asit izolasyon kiti
ile maternal plazmadan DNA izolasyonunda Uretici
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firmanin uygulama prosediriine uygun olarak
kolonlara her bir 6rnek igin 3 farkli hacimde (1 mL,
2 mL ve 3 mlL) plazma yiklenerek izole edilen
DNA’lar, 20 pL nihai hacimdeki AVE tamponu ile
ayristirildi. FitAmp DNA izolasyon kiti ile maternal
plazmadan DNA izolasyonunda vyine (retici
firmanin uygulama prosediriine uygun olarak her
bir 6rnek icin 0.5 mL plazma kolonlara ylklenerek
izole edilen DNA, 10 pL nihai hacimdeki FA4
tamponu ile ayristirildi. Fenol-kloroform izolasyon
metoduyla DNA izolasyonu icin gebe ve kontrol
gruplarindaki koyunlardan elde edilen 1mL plazma
ornegi lzerine 100 plL 10X Lizis ¢ozeltisi (%10 SDS,
100 mM Tris (base), 10 mM (pH 8.0) EDTA) ve 20
uL Proteinaz-K eklendikten sonra 56 °C’'de 2 saat
inkiibe edildi. inkubasyondan sonra lizat {izerine
700 pL fenol ve 200 pL klorofom eklendi. iki dakika
boyunca ters diiz edilerek calkalandiktan sonra
12000 rpm de 10 dakika +4 °C'de santrifiij edildi.
Ust kismi, miimkiin oldugunca cok miktarda, baska
bir tipe aktarildi. Yeni tipe aktarilan sipernatant
Gzerine 800 pL kloroform eklenip 1 dakika altist
edildikten sonra +4 °C’de 12000 rpm de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust kismi yeni bir tiipe aktarildi.
Yeni tlpe aktarilan sipernatant Gzerine 1/10
oraninda 3 M’lik Sodyum asetat ¢ozeltisi eklenerek
karistirildi. Uzerine toplam hacme esit miktarda
izopropanol eklendi. Bir gece boyunca -20 °C’'de
bekletildi. Ertesi giin 13000 rpm de 15 dakika
santrifj edildikten sonra Gst kismi dokulda ve
pelet Gzerine 1000 pL %70-75’lik soguk etanol
eklendi. 13000 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra Ust kismi dokilerek hafifce santrifiij edildi ve
dipte kalan etanol pipet ile uzaklastirildi. Oda
sicakhginda kuruyuncaya kadar tuplerin agzi acik
olarak bekletildi. Peletler 20 uL nikleaz icermeyen
su icerisinde ¢ozdirildl. Her U¢ metot ile izole
edilen ¢ozeltideki toplam DNA miktarlar 260 nm
dalga boyundaki bir spektrofotometre yardimiyla
(Nanodrop 2000c) 6l¢lildi. DNA’larin safligi ise 260
ve 280 nm dalga boylarinda olgcllen absorbans
degerleri  arasindaki oran  (260/280) ile
degerlendirildi. Numuneler kullanilacagi zamana
kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
PZR Stratejisi

Koyunlarda fotal cinsiyetin belirlenmesinde
kullanilan hem X hem de Y kromozomu Uzerinde
yer alan Amelogenin gen bolgesine ait primer dizisi
ile sadece Y kromozomu Uzerinde yer alan SRY
geninin gen bolgesine ait primer dizisi sirasiyla
forward, 5-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3'(SE47) ve
reverse, 5-CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC-3’(SE48)
(Ennis ve Gallagher 1994), ile forward, 5'-
GCGCCCATTCTTTGAGGAGGCA-3’ ve reverse, 5-
TGTCCAGCTGCTGTGATGCTCC -3’ (Kadivar ve ark.,
2013) seklindeydi. PZR analizleri 2X Maxima SYBR
Green qPCR Master Miks (ThermoFisher Scientific)

kullanilarak  Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems) cihazinda  gerceklestirildi.  PZR
reaksiyonu icin, her bir primerden 5 pmol, kalp
DNA’dan 3 pL, PZR master miksinden 12 pL alinip
nihai volimi 20 pL ye nikleaz icermeyen su ile
tamamlandi. Kademeli sicaklik disiirme PZR
(Touchdown PCR) protokolii iki basamakta
uygulandi. Birinci basamakta baslangic
denaturasyonu icin 95 °C de 10 dak tutulduktan
sonra 94 °C de 40 sn’lik denaturasyonu takiben
primerlerin baglanmasi 5 siklus boyunca her
siklusta 1 derece azalacak sekilde 64-60 °C‘de 35
sn, primerlerin uzamasi ise 72 °C de 32 sn’de
gerceklestirildi. ikinci basamakta 30 siklus boyunca
94 °C'de 40 sn, 58 °C de 35 sn, 72 °C'de 32 sn
uygulandi.

Elektroforez ve Fotal Cinsiyetin Belirlenmesi:

PZR drunleri 0.5pg/mL etidyum bromid ile
boyanarak %2’lik agaroz jelde 1.5 saat boyunca
10V/cm uniform elektrik alaninda aynstirilarak
transilliminator Gzerinde goérintilendi.  Fotas
cinsiyetinin belirlenmesinde Y kromozomuna 6zgii
SRY ve Amelogenin gen bdlgelerinin varligi esas
alindi. Buna gore Y kromozomuna 0zgli gen
bolgeleri iceren numunelerin erkek fotise, gebe
oldugu bilindigi halde Y kromozomuna 6zgi gen
bolgeleri icermeyen numunelerin ise dolayli olarak
disi fotlise sahip oldugu kabul edildi. Amelogenin
lokusunun cogaltilmasi erkeklerde 280 ve 217 bp
de iki farkhh Gran verirken, disilerde 280 bp
uzunlugunda tek Griin vermektedir. SRY lokusunun
cogaltilmasi sadece erkeklerde 286 bp de tek triin
vermektedir. F6tis cinsiyetleri jel gortntllerinden
elde edilen bulgular dogrultusunda degerlendirildi.

Bulgular

Farkli hacimlerdeki maternal plazma (1, 2 ve 3
mL) érneklerinden QlAamp ve FitAmp nikleik asit
izolasyon kitleriyle elde edilen DNA ornekleri
kullanildiginda SRY ve Amelogenin primerleri ile
gerceklestirilen PZR reaksiyonlarinin hicbirinde
cinsiyet belirlenmesine yonelik fotal DNA kaynakh
spesifik Grlnler elde edilemediginden cinsiyet
teshisi yapilamamistir. Fenol-kloroform izolasyon
metodu ile maternal plazmadan DNA izolasyonu
gerceklestirilerek SRY ve Amelogenin primerleri ile
yapilan PZR reaksiyonlari sonucu toplam 13 gebe
koyundan 10’nunda fé6tal cinsiyet dogru bir sekilde
tespit edilirken Ug adet erkek fotlse sahip koyunun
DNA orneklerinden erkek cinsiyet teshisine 6zgi
PZR drinleri elde edilemedi (Tablo 1). Buna gore;
gebe olmayan koyunlar ile disi fotise sahip
koyunlarin plazmalarindan izole edilen DNA
orneklerinden SRY primeri ile vyapillan PZR
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reaksiyonlari sonucu elektroforez jel
goruntilerinde herhangi bir bant elde edilmezken
(3/3), kog ve erkek fotuse sahip koyun
plazmalarindan izole edilen orneklerin PZR
reaksiyonlari sonucu elektroforez jel
goriintllerinde erkek cinsiyet teshisine 6zgiu 286
bp’lik tek bant elde edildi (7/10) (Sekil 1). Benzer
sekilde, gebe olmayan koyunlar ile disi fotise sahip
koyunlarin plazmalarindan izole edilen DNA
orneklerinden Amelogenin primeri ile yapilan PZR

reaksiyonlari sonucu elektroforez jel
goriintllerinde 280 bp’de tek bant elde edilirken
(3/3), erkek fotuse sahip koyun ve kog
plazmalarindan izole edilen orneklerin PZR
Urinlerinin elektroforez jel gorintilerinde 280 ve
217 bp’lik iki bant elde edildi (7/10) (Sekil 1).
Dolayisiyla fotal cinsiyeti belirlemede SRY geni ile
Amelogenin geninin etkinligi arasinda bir fark
bulunamadi.

Tablo 1. Koyunlarda maternal plazmadan fenol-kloroform izolasyon metoduyla izole edilen fotal DNA’larin SRY ve
Amelogenin primerleri ile yapilan PZR reaksiyonlarinin agaroz jel elektroforezi sonuglarina gore elde edilen fotis cinsiyet

durumlari.
Ornek SRY PZR Amelogenin Dogum sonucu
No sonucu PZR sonucu

1 Disi Disi Disi
2 Erkek Erkek Erkek
3 Disi Disi Disi
4 Erkek Erkek Erkek
5 Disi Disi Erkek
6 Disi Disi Erkek
7 Disi Disi Erkek
8 Erkek Erkek Erkek
9 Erkek Erkek Erkek
10 Erkek Erkek Erkek
11 Disi Disi Disi
12 Erkek Erkek Erkek
13 Erkek Erkek Erkek

AMELOGENIN

Sekil 1. Koyun SRY ve Amelogenin gen fragmanlarinin amplifikasyonlarini gésteren etidyum bromid ile boyanmis agaroz jel
goruntisi. A-B kog plazmasi (SRY geni igin pozitif kontrol); C, D, H, | erkek fotise sahip koyun plazmasi; E, disi fotiise sahip
koyun plazmasi; F gebe olmayan koyun plazmasi (negatif kontrol); G numune yok. 1, 2 kog plazmasi (Amelogenin geni igin
pozitif kontrol); 3, 4, 8, 9 erkek fétiise sahip koyun plazmasi; 5, 6 disi fotlise sahip koyun plazmasi; 7 gebe olmayan koyun

plazmasi (negatif kontrol); 10 numune yok.

Tartisma ve Sonug

Blylk koyun sirilerine sahip giftliklerde
disi:erkek oraninin istenen seviyede tutulabilmesi
yoluyla sliri  ybnetiminin etkin bir sekilde
saglanabilmesinde fotls cinsiyetinin belirlenmesi
blylik 6nem arz etmektedir. Memelilerde gebelik
sonrasi embriyonik dénemde Sitogenetik yontem,
immunolojik yéntem (HY antijeninin belirlenmesi),
X kromozomuna bagh enzim aktivasyonlarinin
saptanmasi, Embriyonik gelisim donemi (erkek ve
disi embriyolar arasindaki metabolik aktivite

farkhliklarinin saptanmasi) ve Y kromozomuna 6zgi
DNA  zincirlerinin  kullanilmasi  gibi  farkl
yontemlerle prenatal embriyo cinsiyeti
belirlenebilirken (Espinasse, 1990); amniosentez
(Kamimura ve ark., 1997) ve ultrasonografi (Stroud,
1996; De Freitas Neto ve ark., 2010) yontemi ile
fotal donemde prenatal cinsiyet  teshisi
yapilabilmektedir.  Geleneksel olarak  fotis
cinsiyetini belirlemede kullanilan metotlar hem
zaman alici hem de sonuglari kesin degildir. Ustelik
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bu metotlarin ¢ogu invaziv olup, gebelik hasari
olusturma potansiyel riskleri vardir. Maternal
plazmadan elde edilen fotal DNA’ya dayal
molekiler cinsiyet tayin metodu ise glvenilir,
hassas ve pratik bir alternatif metot olarak fotis
cinsiyetinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.
Maternal plazmadan fétal DNA izolasyonu
gerceklestirmeye yonelik calismalar ilk kez
sigirlarda yapilmis, ancak gebeligin erken ve geg
donemlerinde maternal plazmada fotal DNA tespit
edilememistir (Kadokawa ve ark., 1996). Bunun
aksine Y spesifik bir fétal DNA parcasinin sigirlarda
gebeligin 150. glnd civarinda maternal dolasima
gectigi bildirilmistir (Turin ve ark., 2007). Benzer
sekilde Wang ve ark. (2010) sigir kan plazmasindaki
fotal DNA’yi kullanarak fotal cinsiyet tayini
yapabilmislerdir. Diger taraftan Deleon ve ark.
(2012) ise gebe kisraklarin kan plazmasindan izole
ettikleri fotal DNA’dan SRY genini kullanarak fotal
cinsiyet tayini yapmislardir. Davoudi ve ark. (2011)
sigirlarda 8 haftadan ileri gebeliklerde sigir
Amelogenin genini kullanarak fotis cinsiyetini
dogru olarak tahmin edebilmislerdir. DaCruz ve ark.
(2012) ise sigirlarda gebeligin 5-35. haftalarinda Y
kromozomuna 6zgu diziler kullanarak fotal cinsiyet
tespiti  yapabilmislerdir. Koyunlarda maternal
plazmadan izole edilen fotal DNA kullanilarak
cinsiyet teshisi ilk kez Kadivar ve ark. (2013)
tarafindan gerceklestirilmis olup gebe koyunlarin
plazmalarindaki fotal DNA miktarinin  gebelik
boyunca 6nemli oranda arttigi bildirilmistir. Bu
bilgiler 1siginda bu ¢alismada koyunlarda maternal
plazmada fotal DNA miktarinin en fazla olabilecegi
donem olan 20. hafta secilmistir. Yine maternal
plazmadan cinsiyet teshisinde sadece Y kromo-
zomuna 0Ozgl gen bolgelerinin incelenmesinin
hatali sonuclara neden olabilecegi bu nedenle hem
X hem de Y kromozomu (izerinde ortak olarak
bulunan gen bodlgelerinin incelenmesinin daha
dogru sonuglar verebilecegi ifade edilmistir
(Kadivar ve ark., 2015). Calismada bu nokta dikkate
alinarak koyunlarda maternal plazmadan cinsiyet
tespitinde sadece Y kromozomu lizerinde bulunan
SRY gen bolgesi degil, hem X hem de Y kromozomu
Uzerinde bulunan Amelogenin gen bdlgesi de
incelenmistir. Gebe koyunlarin maternal
plazmalarinda fotal DNA’nIn en fazla
bulunabilecegi 20. haftada 6rnekler alinmasina ve
hem SRY hem de Amelogenin gen bolgelerine ait
primer dizileri ile PZR reaksiyonlari gergeklestiril-
mesine ragmen QlAamp ve FitAmp nukleik asit
izolasyon kitlerinden izole edilen 6rneklerden fotal
cinsiyet teshisi yapilamamistir. Bu durum gebeligin
son donemlerinde bile olsa koyunlarda fotal
cinsiyeti tespit edebilmek igin QlAamp ve FitAmp
nikleik asit izolasyon kitleri ile yeteri miktarda fotal
DNA izole edilemedigini yada izole edilen fotal

DNA'nin fétal cinsiyetin belirlenmesini mimkin
kilacak bulyuklikte olmadigini gostermektedir.
Maternal plazmadan fotal DNA izolasyonunda en
temel sorunun nikleik asit fragmanlarinin
buyuklugi ile ilgili oldugu bildirilmistir (Kimura ve
ark., 2011). Diger taraftan, vyapilan baz
calismalarda maternal plazmadan foétal DNA
izolasyonunda fenol-kloroform izolasyon
metodunun diger kolon-tabanl izolasyon kitlerine
gore daha etkili oldugu belirtiimekte ve bu
durumun sebebinin kitlerin blyik fragmanli DNA
pargalarini izole ettigi ve maternal plazmadaki fotal
DNA gibi 300 bp‘den kigik DNA fragmanlarinin
silika membrana tutunmadigindan kaybedildigi
bildiriimektedir (Keshavarz ve ark., 2015). Nitekim
¢alismamizda ayni plazmalardan fenol-kloroform
izolasyon metoduyla yapilan izolasyonlar sonucu
fotlis cinsiyetinin tespit edilebilmis olmasi bu
iddiay destekler niteliktedir.

Yine koyun tirleri trofoblast ile maternal kan
arasinda dogrudan bir temasin olmadig epiteliyo-
koryal  (epithelio-chorial)  plasenta  yapisina
sahiptirler (Wooding, 1992). Dolayisiyla kullanilan
hazir ticari kitler ile koyunlarda yeterince fotal
DNA'nin izole edilememesinin diger bir nedeni de
bu farkh plasenta yapisindan kaynaklanabilir.
Calismada ayrica fenol-kloroform izolasyon metodu
ile maternal plazmadan fotal DNA izolasyonu
gerceklestirilerek SRY ve Amelogenin primeri ile
yapilan PZR reaksiyonlari sonucu 13 gebe
koyundan 10’nunda dogru bir sekilde fotal cinsiyet
teshisi yapilabilmis, ¢ adet erkek fotlise sahip
koyunda ise hatali sonuc¢ elde edilmistir. Fenol-
kloroform  izolasyon  metoduyla yaptigimiz
analizlerde c¢ikan bazi hatali sonuglar plazma
orneklerinden fotal DNA ile birlikte izole edilen bazi
PZR inhibitorlerinin  mevcudiyetinden (protein
kontaminasyonu) kaynaklanmis olabilir. Nitekim
son olarak koyunlarda cinsiyet tayinine yonelik
yapilan bir ¢alismada da benzer hatali sonuglar
gozlemlenmistir (Asadpour ve ark., 2015).

Koyunlarda maternal plazmadan cinsiyet
teshisinde hem SRY (Kadivar ve ark., 2013) hem de
Amelogenin genlerinin (Pfeiffer ve Brenig, 2005)
glvenilir bir sekilde kullanilabilecegi ifade edilmis
ve ayni deney dizeneginde bu iki gen bdlgesinin
cinsiyet teshisindeki test performansi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(Saberivand ve Ahsan, 2016). insanlarda maternal
plazmadan fotal cinsiyetin belirlenmesinde 5 farkh
Y kromozom dizisi (SRY, DYS14, DYS1/DAZ, DYZ3 ve
AMELY)  kullamlmis  ancak  bunlarn  test
performanslar arasinda bir fark bulunmamistir
(Devaney ve ark., 2011). Calismamizda da
koyunlarda maternal plazmadan cinsiyet teshisinde
kullanilan SRY ve Amelogenin gen bdlgelerinin
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cinsiyet teshisindeki etkinlikleri arasinda bir fark
bulunmamigstir.

Sonug olarak, koyunlarda maternal plazmadan
fotal DNA izolasyonuyla fotal cinsiyet teshisinde
QlAamp ve FitAmp nikleik asit izolasyon kitlerinin
yetersiz kaldigi; fenol-kloroform izolasyon metodu
ile maternal plazmadan fo6tal cinsiyet teshisinin
yapilabilecegi ancak bunun bazi hatali sonuglara
neden olabilecegi ve koyunlarda fotal cinsiyetin
belirlenmesinde kullanilan SRY ve Amelogenin gen
bolgelerinin  cinsiyet belirlemedeki etkinlikleri
arasinda fark olmadigi kanisina varildi.
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