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ÖZET 

Zenginol E. Kısraklarda Maternal Plazmada AMELY ve GAPDH Genlerinin Analizi ve 

Kantitasyonu. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik ABD. Yüksek 

Lisans Tezi. İstanbul. 2023. 

Dolaşımdaki serbest hücre dışı fetal DNA (cell free fetal DNA, cffDNA) maternal 

kanda serbest olarak bulunan ve boyutu yaklaşık olarak 80-200 baz çifti (bç) uzunluğu 

arasında değişkenlik gösteren küçük DNA fragmentleridir. Kantitatif gerçek zamanlı 

PCR (qRT-PCR) tekniği kullanılarak maternal plazmada bulunan hücre dışı DNA’nın 

(cell free DNA, cfDNA) tespiti hassas ve doğruluğu yüksek şekilde 

gerçekleştirilebilmektedir. 

Yarış atlarında ve damızlık atlarda fetal cinsiyetin tayin edilmesi, hayvan yetiştiriciliği 

alanında ve ekonomik alanda önem taşımaktadır. Amelogenin Y (AMELY), sex 

determining region Y (SRY) ve Zinc Finger (ZFX/ZFY) genleri kısraklarda fetal cinsiyet 

tayininde kullanılan genler arasında gösterilmektedir.  

Bu tez çalışması kapsamında, 15 gebe kısrağın maternal plazmasından izole edilen 

cfDNA örneklerinde, Touch-Down PCR (TD-PCR) ve kantitatif gerçek zamanlı PCR 

deneylerinin optimizasyonu ve AMELY ve Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz 

(GAPDH) genlerinin maternal plazmada kantitatif analizleri gerçekleştirilmiştir. Ek 

olarak, 15 kısrakta tüm gebelik süresince (1-11. aylar) izole edilen cfDNA örneklerinin 

gestasyonel aylara ve 8 kısrakta gebelik üçaylarına göre plazma konsantrasyonlarındaki 

değişimi analiz edilmiştir. Tez çalışması sonucunda, maternal kanda cfDNA’nın analizi 

ile erkek ve dişi fetüsler arasında AMEL geninindeki farklılığın tespit edilebildiği ancak 

bu tespitin cfDNA’nın kalitesi ile doğru orantılı olduğu belirlendi. Maternal cfDNA 

konsantrasyonlarının ortalamasının her bir üçayda farklı olduğu ve özellikle 3. ayda dişi 

fetüs taşıyan gebelerde erkek fetüs taşıyanlara göre anlamlı olarak yüksek olduğu tespit 

edilmiştir (p=0,024).  

 

Anahtar Kelimeler: Maternal plazma, cfDNA, AMELY, GAPDH, fetal cinsiyet, kısrak 

 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından kısmen 

desteklenmiştir. Proje No: 31671 
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ABSTRACT 

Zenginol E. Analysis and Quantification of AMELY and GAPDH Genes from Maternal 

Plasma in Mares. İstanbul University, Institute of Health Science, Department of 

Genetics MSc Thesis. İstanbul. 2023. 

Circulating cell free fetal DNA (ccffDNA) is small fragments that exist in maternal 

blood and vary in size from approximately 80-200 base pairs (bp) length. By using the 

quantitative real-time PCR (qRT-PCR) technique, the detection of cell free DNA 

(cfDNA) in maternal plasma can be performed sensitively and with high accuracy.  

Determination of fetal sex in race horses and stud horses is important in domestic and 

economic field. Amelogenin Y (AMELY), sex determining region Y (SRY) and Zinc 

Finger (ZFX/ZFY) genes are among the genes used in fetal sex determination in mares.  

In the scope of the thesis, we conducted, optimization of Touch-Down PCR (TD-PCR) 

and quantitative real-time PCR (qRT-PCR) experiments and quantitative analyzes of 

AMELY and GAPDH (Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase) genes in maternal 

plasma were performed using cfDNA samples isolated from maternal plasma of 15 

pregnant mares. In addition, the change in plasma concentrations of cfDNA samples 

isolated during the whole pregnancy (1-11 months) in 15 mares according to gestational 

months and in 8 mares by trimesters were analyzed. In the result of the thesis study, it 

was determined that discrimination of AMEL gene between male and female fetuses 

could be performed in maternal blood cfDNA samples. However, this determination 

was directly proportional to the quality of cfDNA. It was found that the mean of 

maternal cfDNA concentrations were different in each trimester and it was significantly 

higher in pregnant women carrying a female fetus, especially in the 3rd month, 

compared to those carrying a male fetus (p=0.024). 

 

Key Words: Maternal plasma, cfDNA, AMELY, GAPDH, fetal gender, mare 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Hücre dışı serbest DNA (cfDNA) ilk olarak 1948'de sistemik lupus 

eritematozuslu hastalardan elde edilen örneklerde tanımlanmıştır. Serum cfDNA 

seviyeleri ise ilk kez 30 yıl sonra kanser hastalarının örneklerinde incelenmiş ve 

dolaşımdaki toplam cfDNA miktarının kanserli hastalarda sağlıklı bireylere göre daha 

yüksek olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte, plazmada artış gösteren cfDNA 

konsantrasyonu, sadece malignitelere özgü değildir; gebe kadınların plazma 

örneklerinde ve transplantasyon yapılan hastalarda da yüksek miktarda cfDNA 

konsantrasyonu tespit edilmiştir. Yüksek miktardaki cfDNA konsantrasyonu aynı 

zamanda fizyolojik ve malign olmayan patolojik süreçler, iltihaplanma, diyabet, doku 

travması, sepsis ve miyokard enfarktüsü gibi etkenler sonucunda da tespit 

edilebilmektedir [1]. Sağlıklı bireylerde, dolaşımdaki cfDNA seviyeleri 0–100 ng/mL 

aralığındadır [2]. 

cfDNA, çeşitli formlarda bulunan ve multimoleküler kompleksle ilişkide 

olabilen farklı DNA tiplerini içeren heterojen bir yapı olarak tanımlanmaktadır. Diğer 

yandan, patolojik veya fizyolojik koşullarda vücut sıvılarında tespit edilebilen atık bir 

molekül olarak da değerlendirilebilmektedir. Salınım, biyolojik aktivite ve hücreden 

temizlenme aşamaları, cfDNA’nın  ömrünün üç ana bileşeni olarak kabul edilmektedir  

[1]. 

 cfDNA’nın kökeninin tanımlanması, etkilenen doku veya organların 

belirlenmesine ve cfDNA’nın dolaşıma salınım mekanizmalarının aydınlatılmasına 

katkı sağlamaktadır. Promotör metilasyonunun dokuya özgü paternlerinin tanımlanması 

[3][4], dolaşımda bulunan nükleozomlardaki dokuya özgü modifikasyonların analizi 

[5][6] ve dokuya özgü DNA parçalanma modellerinin veya nükleozom yerleşiminin 

tanımlanması, cfDNA’nın kökeninin araştırılması amacı ile kullanılan yaklaşımlar 

arasındadır [7][8][9]. cfDNA salınımında yer alan mekanizmalar cfDNA alt 

fraksiyonlarının analizi ile tespit edilebilmektedir. cfDNA, çift sarmallı nükleer DNA ve 

miyokondriyal DNA'dan (mtDNA) köken almaktadır. Mitokondriyal cfDNA’nın 

(mtcfDNA) boyutu yaklaşık olarak 30-80 bç aralığındadır [2]. Ek olarak, küçük 
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kromozom dışı dairesel DNA, mikroDNA ve tek sarmallı  viral, bakteriyel DNA'lar da 

tanımlanmıştır [10][11]. 

  Dolaşımdaki cfDNA miktarı, hücrelerden salınımı ile temizlenme oranı 

arasındaki dengeye bağlıdır. cfDNA’nın dolaşıma salınımı ilk olarak, apoptoz, nekrotik 

hücre ölümü ve NETosis olarak adlandırılan hücresel temizleme sistemlerinden 

kaynaklanmaktadır. İkinci olarak, ağ benzeri kromatin ve proteaz yapılarının kan 

dolaşımına salınımını sağlayan nötrofillerden kaynaklanmaktadır. Sağlıklı bireylerde, 

cfDNA'nın büyük çoğunluğu kan hücreleri, endotel hücreleri ve hepatositlerden 

kaynaklanırken hastalık durumlarında patolojik dokular dolaşımdaki cfDNA havuzuna 

katkıda bulunmaktadır. cfDNA klirensinin altında yatan potansiyel mekanizmalar 

arasında karaciğer ve dalakta, retiküloendotelyal sistem tarafından gerçekleştirilen aktif 

alım, renal sistem tarafından gerçekleştirilen pasif filtrasyon ve nükleazlar tarafından 

gerçekleştirilen doğrudan bozunma yer almaktadır [12]. 

cfDNA'nın dolaşımdan temizlenmesi, karaciğer, dalak ve böbrekte 

gerçekleşmektedir. Karaciğer, nükleozom klirensi için ana organdır. Nükleozomların 

%71.0 ile %84.7'si 10 dakika içinde dolaşımdan uzaklaştırılmaktadır. Karaciğerdeki   

kupffer hücrelerinin ve dalaktaki makrofajların, DNA ve nükleozomların yakalanması 

ve temizlenmesinden sorumlu olduğu gösterilmiştir [1]. Dolaşımdaki cfDNA'nın 

tahmini yarı ömrü birkaç dakika ile 1-2 saat arasında değişmektedir [13][14]. Fetal 

cfDNA'nın maternal dolaşımdan temizlenmesi iki faz şeklinde gerçekleşmektedir.  İlk 

olarak, ortalama yarılanma ömrü yaklaşık olarak 10 dakika ile 1 saat olan hızlı bir faz 

meydana gelmektedir. İkinci olarak, ortalama yarı ömrü yaklaşık olarak 13 saat olan 

yavaş bir faz oluşmaktadır [15]. 

İnsanlarda vücut sıvılarında cfDNA’ların pek çok salınım ve temizlenme 

mekanizmaları olduğu ve çeşitli cfDNA fragmenti popülasyonlarının sürekli olarak 

yenilendiği gösterilmiştir. Solid tümörlerin, fetal genetik anomalilerin, organ nakli 

redlerinin ve enfeksiyonların teşhis ve izlenme şeklini değiştirmekte olan, prenatal 

dönemde fetal cinsiyet tayini için yüksek potansiyelde olan cfDNA analizlerinin 

geliştirilmesiyle cfDNA’nın bu gibi çalışma alanlarında biyobelirteç olarak 

tanımlanması konusunda dikkate değer bir ilerleme kaydedilmiştir [16]. 

 cffDNA, non-invaziv prenatal tarama veya tanı amacı ile hastalıkların 

saptanmasında kullanılmaktadır [17]. İlk olarak 1997 yılında, erkek fetüs taşıyan gebe 
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kadınların plazmasında Y kromozomu dizilerinin tespit edilmesi ile tanımlanmıştır [18]. 

cffDNA'nın ana kökeninin, sinsitiyotrofoblasttan sinsityal düğümler şeklinde salınan 

trofoblastik kökenli hücreler olduğu öne sürülmektedir. cffDNA, insanlarda gebeliğin 4. 

haftasından itibaren saptanabilmektedir. Bununla birlikte, cffDNA gebeliğin  yaklaşık 

olarak 6-7. haftalarından itibaren klinik testler için daha güvenilir bir şekilde 

kullanılabilecek seviyeye ulaşmaktadır [17]. 

Domestik hayvanlarda cfDNA’nın değerlendirilmesi ve analizi ile ilgili pek çok 

çalışma mevcuttur [19]. Gebe kısraklarda fetüsün cinsiyetinin belirlenmesi amacı ile 

geliştirilen bir yöntem ile Y kromozomundaki cinsiyet belirleyici bölge (sex-

determining region Y, SRY) ve amelogenin genlerine (AMEL) özgü dizilerinin eş 

zamanlı amplifikasyonu ile başarılı çalışmalar gerçekleştirilmiştir [20]. Kısraklarda 

yürütülen çalışmalarda Amelogenin Y (AMELY), SRY ve Zinc finger (ZFX/ZFY) genleri 

fetal cinsiyet tayininde kullanılan genler arasındadır. AMELY geninin fetal cinsiyeti 

tayin etme etkinliğini araştıran az sayıda çalışma bulunmaktadır [21]. 

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu tekniği, fetal DNA'nın varlığının 

doğrulanması ve non-invaziv fetal cinsiyet tayini için güvenilir bir yöntem olarak 

kullanılmaktadır [22]. qRT-PCR, plazma ve serumdaki DNA miktarının tespitinde 

yaygın olarak kullanılan bir tekniktir ve bu teknik ile serbest veya proteine bağlı  olarak 

dolaşımda yer alan cfDNA tespit edilebilmektedir. Fetal cinsiyet tayini için hassasiyeti 

yüksek bir tekniktir. cffDNA'nın varlığını doğrulamak için etkin fetal ve referans 

genlerin geliştirilmesi bu analizin doğrulunun yükselmesi için önem taşımaktadır [23]. 

Birbirinden bağımsız şekilde gerçekleştirilen farklı çalışmalar sonucunda,  fetal Y 

kromozomunun tespiti için SRY geninin kullanıldığı q-RT PCR tekniğinin özgüllüğünün 

% 92,8 ile %100 arasında olduğu tespit edilmiştir [24].  

Planlanan bu tez çalışmasında, maternal kanda fetal cfDNA’ların kantitatif 

olarak analiz edilmesi ile fetüsün cinsiyetinin belirlenmesi ve gebelik boyunca cfDNA 

konsantrasyonlarının karşılaştırılması amaçlandı. Seçilen sekiz gebe kısrağın 3., 6., 10. 

gestasyonel aylarında maternal plazmadan izole edilen cfDNA örneklerinde qRT-PCR 

yöntemi ile AMELY ve kontrol olarak Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) 

genlerinin kantitatif analizleri yapılarak cinsiyetin tespitindeki etkinlik farklılığı 

karşılaştırıldı. Ek olarak, tüm kısraklarda tüm gebelik süresince (1-11. aylar) izole 

edilen dolaşımdaki serbest cfDNA örneklerinin gestasyonel aylara ve seçilen sekiz 
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kısrakta gebelik üçaylarına göre plazma konsantrasyonlarındaki değişimi analiz edildi. 

Gebelik süresi boyunca farklı gestasyonel aylarda AMELY geninin fetal cinsiyet tayini 

yönünde etkinliğinin araştırıldığı az sayıda çalışma bulunması ve tüm gebelik süresinde 

maternal plazmada her bir gestasyonel aydaki cfDNA konsantrasyonlarının 

karşılaştırıldığı bir çalışma bulunmaması bu tez çalışmasının özgünlüğü açısından önem 

taşımaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Dolaşımdaki Serbest Hücre Dışı DNA  

 

Hücre dışı DNA'nın kan plazmasındaki varlığı ilk olarak 1948 yılında Mandel ve 

Metais tarafından gösterilmiştir [25]. Takip eden yıllarda kanser ve çeşitli hastalıklarla 

olan ilişkisi ve biyobelirteç olarak değeri  araştırılmıştır. 1965 yılında yapılan bir 

çalışmada, neoplastik hücrelerden türetilen cfDNA’nın metastazlarda rol oynayabileceği 

gösterilmiştir [26]. İlerleyen yıllarda radyoimmunoassay tekniği ile kanser hastalarının 

yarısının kontrollere kıyasla önemli ölçüde daha yüksek cfDNA seviyelerine sahip 

olduğu gösterilmiştir [27]. Ek olarak, 1970'lerin başında otoimmün hastalığı olan 

hastalarda cfDNA tanımlanmıştır [28]. Miyokard enfarktüsü, inme şiddeti, katı tümörler 

ve fetal genetik anomaliler olmak üzere birçok hastalık için invaziv olmayan bir tarama 

biyobelirteci olarak vurgulanmıştır [29]. Klinik kanser araştırmalarında cfDNA'nın 

önemi, akut miyeloid lösemi ve miyelodisplastik sendromlu hastaların cfDNA'sında    

N-RAS geninin nokta mutasyonlarının tanımlandığı 1994 yılında kabul edilmiştir [30]. 

 

cfDNA’nın keşiflerinin kronolojik olarak gösterimi Şekil 2-1’de verilmiştir. 

 

Şekil 2-1 : cfDNA’nın keşiflerinin kronolojik olarak gösterimi [31]. 
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Çeşitli insan hastalıkları ile ilişkisi nedeniyle cfDNA, son yıllarda klinik bir 

öneme sahip olmuştur ve invaziv olmayan, doğru, hassas ve hızlı bir biyobelirteç olarak 

klinik faydası yüksek olan aktif bir araştırma alanıdır [32]. 

cffDNA’nın plesanta kaynaklı sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast hücrelerinin 

apoptoza uğraması sonucu maternal dolaşıma katılım gösterdikleri ve fetal 

hematopoetik hücreler kaynaklı oldukları bulunmuştur [33]. Fetal hematopoetik 

hücreler düşük bir oranda etki göstermektedirler ve serbest fetal DNA’nın temel 

kaynağı plasenta kökenlidir [34]. Ayrıca plazmadaki maternal kökenli yapıların kaynağı 

ise maternal hematopoetik hücreler ve farklı maternal dokular olarak gösterilmektedir 

[35]. 

 

2.2. Hücre Dışı DNA’nın Kökeni 

 

cfDNA'nın çoklu mekanizmalar tarafından dolaşıma salındığı düşünülmektedir. 

Bu mekanizmaların her biri, çeşitli biyolojik ve çevresel faktörlerle bağlıdır. Bu 

faktörler yaş, cinsiyet, etnik köken, vücut kitle indeksi, organ sağlığı, sigara içme 

durumu, fiziksel aktivite, diyet, glikoz düzeyleri, oksidatif stres, ilaç tedavisi, 

enfeksiyonlar, menstrüasyon döngüsü ve gebelik olarak belirtilmektedir [36]. 

Çeşitli hücresel bozukluklar, fizyolojik durumlar ve faktörler, klinik senaryolar, 

dolaşıma salınan cfDNA konsantrasyonunun artmasına neden olmaktadır. Mekanik 

stres, hipoksi, inflamasyon, DNA hasarı, genomik dengesizlik, lezyonlar, farklı tipteki 

hücresel ölümleri tetiklemekte veya dolaşıma salınan cfDNA konsantrasyonunu 

değiştirebilmektedir. Benzer şekilde, enzimlerin ve DNA bağlayıcı proteinlerin hücre 

dışı konsantrasyonu veya karaciğer, dalak ve böbrekler tarafından cfDNA alım hızı gibi 

birçok cfDNA konsantrasyonunu değiştirici faktör, gün içindeki zaman aralığı, vücut 

kitle indeksi, zindelik, egzersiz, metabolizma hızı gibi birey içinde ve bireyler arasında 

değişkenlik göstermektedir [16]. 

Çalışmalar, yaşlı bireylerde (60 yaş üstü) daha genç bireylere kıyasla dolaşımda 

daha yüksek oranda cfDNA konsantrasyonunun tespit edildiğini göstermiştir. Bu 

konsantrasyon yüksekliğinin, artan hücresel yaşlanma ve inflamasyonun neden olduğu 

hücre ölümü, azalmış klirens ve fagositoz kapasitesi dahil olmak üzere yaşa bağlı çeşitli 
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süreçlerle bağlantılı bir olgu olduğu belirlenmiştir [37]. Vücut kitle indeksi yüksek ve 

obez gebe kadınlarda artan yağ dokusu kütlesinin cfDNA konsantrasyonunun 

azalmasına neden olduğu ve bu durumun genellikle invaziv olmayan doğum öncesi 

tarama testlerinin (NIPT'ler) sonuçlarının doğruluğunu olumsuz yönde etkilediği tespit 

edilmiştir [38]. 

Hücreye özgü epigenetik özelliklerin, cfDNA üzerinde korunduğu tespit 

edilmiştir. Son yıllarda, cfDNA’ların köken aldıkları hücre ve dokuların tanımlanması 

amacı ile epigenetik işaretlerin analizi konusunda çeşitli çalışmalar yürütülmektedir. Bu 

araştırmalarda, metilasyon modellerini, nükleozom konumlandırmasını, transkripsiyon 

faktörü bağlama bölgesi işgallerini ve fragmantomik özellikleri kullanan farklı 

yaklaşımlar geliştirilmiştir. Köken doku analizi, insan vücudundan çeşitli dokuların 

plazma DNA havuzuna olan katkılarının tahmin edilmesine, artan hücre ölümünün 

meydana geldiği dokuların tanımlanmasına ve potansiyel olarak çok çeşitli patolojilerin 

erken teşhisi için hassas tarama testlerinin geliştirilebilmesine olanak sağlamaktadır 

[16]. 

Ek olarak, aktif hücresel salınımlar sonucunda dolaşımda cfDNA’nın varlığının 

tespit edildiği gösterilmiştir [39]. In vitro hücre kültürü çalışmaları ile kültür ortamında, 

apoptoz, nekroz veya DNA replikasyonu ile ilişkili olmayan seviyelerde cfDNA'nın 

varlığı tespit edilmiştir.  Tespit edilen bu cfDNA fragmentlerinin boyutları, apoptoz 

veya nekroz ile ilişkili olmayan bir boyut olan 1000-3000 bç uzunluğu aralığındadır 

[40]. Bu durum, cfDNA'nın aktif salınım ile dolaşıma salınım göstermesi hakkında kanıt 

sağlamaktadır. cfDNA'nın aktif salınımına dahil olan kesin mekanizmalar tam olarak 

bilinmemekle birlikte, cfDNA'nın, genomik dengesizliğin bir sonucu olarak salınım 

göstermesinin de mümkün olacağı düşünülmektedir [41]. 

Apoptoz ve nekroz ile hücre ölümünün yanı sıra, onkoz, piroptoz, fagositoz, 

aktif salınım, nötrofil hücre dışı ağların salımı (NETosis) ve eksizyon onarımı, 

cfDNA’nın dolaşıma salınmasında etkili olan mekanizmalar arasında bulunmaktadır 

[42]. 

Apoptoz, genomik DNA'nın parçalanması sonucunda meydana gelen programlı 

hücre ölüm mekanizmasıdır [43]. Apoptozun başlatılması, kaspazlar olarak bilinen bir 

dizi sistein-aspartik proteazın aktivasyonuna bağlıdır. Plasenta kaynaklı sitotrofoblast ve 

sinsityotrofoblast hücreleri ile fetal hematopoetik hücrelerin apoptoza uğraması sonucu 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cell-culture
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/genomic-instability
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maternal dolaşıma katılım göstermektedir. Apoptozun aksine, nekroz kontrolsüz bir 

hücre ölüm mekanizmasıdır ve hipoksi, iltihaplanma gibi  dış uyarıcı etkenler tarafından 

tetiklenmektedir [44]. 10.000 bç’den daha büyük boyuttaki cfDNA fragmentleri kanser 

hastalarında sıklıkla gözlenmektedir ve bu gözlem cfDNA’nın dolaşıma salınımının 

nekrozdan kaynaklı olduğunu göstermektedir [45]. 

Hücre ölümüne ek olarak nötrofiller, nötrofil hücre dışı ağlarının (NET'ler) 

salınımını sağlayarak hücresel immün yanıta aracılık etmektedir. Bunlar hem nükleer 

hem de hücre dışı ağ yapılarıdır. Histonlar ve proteazlar gibi çeşitli proteinlerle kaplı 

mitokondriyal DNA lifleridir [46]. Yüksek NET seviyelerinin dolaşımdaki cfDNA 

konsantrasyonları ile korelasyon içinde olduğu gösterilmiştir, bu da netosis sırasında 

hücrelerden salınan DNA'nın dolaşımdaki serbest cfDNA oluşumunda rol oynadığını 

göstermektedir [27]. 

Lenfositlerin ve diğer birçok canlı hücre tipinin kendiliğinden yeni sentezlenmiş 

DNA'yı serbest bırakabileceği görülmektedir [46]. Bu, cfDNA'nın hücrelerin normal 

işleyişindeki rolünü veya hücreler arası bir sinyal yolu olarak nükleik asitlerin salınması 

yoluyla hücreler arasında bir tür aktif iletişimde yer aldığını göstermektedir [48]. Bu 

bilgilerin şekil ile gösterimi Şekil 2.2’de verilmiştir. 

 

Şekil 2-2: cfDNA’nın salınım mekanizmalarının gösterimi [49]. 
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2.3. Hücre Dışı DNA’nın Yapısal Özellikleri 

 

cfDNA fragmentleri, hücre ölümü sırasında genomik DNA’nın parçalanarak 

dolaşıma salınması ile meydana gelirler. Ancak yalnızca proteinlerle ilişkili olan DNA 

molekülleri, DNaz enzimi tarafından parçalanmaya dirençli iken serbest DNA 

fragmentleri vücut sıvılarında stabil olarak yapısını koruyamamaktadır [50].  cfDNA, 

vücut sıvılarında serbest şekilde, proteinlere (nükleozomlar, Argonautlar, HDL, LDL) 

bağlı şekilde ve hücre dışı veziküllere (eksozomlar, mikroveziküller, apoptotik cisimler) 

kapsüllenmiş veya bağlı şekilde olmak üzere üç farklı şekilde bulunmaktadır. 

cfDNA’nın, hücre dışı nükleer DNA (cfDNA) ve hücre dışı mitokondriyal DNA ( 

cfmtDNA) olmak üzere iki ana tipi bulunmaktadır [51]. 

cfDNA araştırmalarındaki ilk çalışmalar kan plazması veya serumdaki 

cfDNA’ların karakterizasyonuna odaklanmıştır. Uygulanan tekniklerin gelişmesi ile 

yakın dönemde yapılan araştırmalarda,  idrar, tükürük, dışkı gibi dolaşım haricindeki 

diğer vücut sıvılarında da cfDNA tespit edilmiştir. cfDNA'nın bileşimi ve vücut sıvı 

içerisindeki miktarının dalgalanması, vücut sıvılarının özelliklerine bağlı olarak değişim 

göstermektedir.  cfDNA’nın kompozisyonu ve miktarı çeşitli özgün faktörler tarafından 

düzenlenmektedir.  Başlıca faktörler arasında; farklı hücre tiplerinin toplam cfDNA 

havuzuna yaptıkları nispi katkı, cfDNA'nın dokulardan veya hücrelerden dolaşıma 

hareketini etkileyen faktörler, hücre dışı nükleazlar ve proteolitik enzimler tarafından 

modifikasyonlar ve bozunma hızı, karaciğer, dalak veya böbrekler tarafından alım ve 

sindirim oranı, dolaşımdaki veya epitelyal hücrelere bağlanma ve ayrılma ve DNA 

bağlayıcı proteinler, diğer makromoleküller veya hücre dışı veziküller ile birleşme gibi 

düzenleyici faktörler bulunmaktadır. Ek olarak, çeşitli hastalıklar, fizyolojik durumlar 

ve diğer klinik senaryolar, hipoksi, iltihaplanma, DNA hasarı, genomik istikrarsızlık, 

lezyonlar gibi hücre ölümü veya yapısal DNA salımı ve günün saati, vücut kitle indeksi, 

diyet, ilaçlar, kondisyon, egzersiz ve metabolizma hızı gibi parametrelerin çoğu ve 

bireyler arasında önemli farklılıklara sahiptir [16]. Bu bilgilerin şekil ile gösterimi Şekil 

2.3’te sunulmuştur. 
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Şekil 2-3: Plazmada ve üriner sistemde bulunan cfDNA’ların gösterimi [52]. 

 

 

cfDNA’ların büyük oranda parçalanması sonucunda %90’ı düşük moleküler 

ağırlıkta bulunmaktadır [50]. cfDNA fragmentlerinin uzunluğu çoğunlukla, 80 bç ile 

200 bç arasında değişkenlik göstermektedir [46]. Kan plazmasında en çok çalışılan 

cfDNA popülasyonu, nükleozom çekirdek parçacığının (NCP) etrafına sarılmış 145-147 

bç DNA'yı ve histon H1'e bağlı bağlayıcı DNA'yı temsil eden, en sık rapor edilen 167-

168 bç boyutuna sahip mono-nükleozomdur [53]. 

cfDNA'nın boyutlandırılması genellikle apoptotik parçalanmayı temsil eden bir 

merdiven modeli oluşturmaktadır. Apoptoz tarafından üretilen cfDNA'nın çoğunluğu, 

bir nükleozomun etrafına sarılmış 147 bç uzunluğundaki DNA'nın ve iki nükleozom 

çekirdeğini bağlayan histon proteini H1 üzerindeki DNA'nın gerilmesine karşılık gelen, 

yaklaşık olarak 166 bç uzunluğuna sahiptir. Bununla birlikte, nükleaz etkisine bağlı 

olarak apoptoz, di-, tri- veya poli-nükleozomları temsil eden daha uzun DNA 

parçaları da üretebilmektedir [32]. Yakın zamanda yapılan son çalışmalar yabanil tip 

cfDNA ile karşılaştırıldığında tümör kaynaklı cfDNA için 90 bç uzunluğuna kadar daha 

kısa parça boyutlarını göstermiştir. Bu kısalmanın sebebi tam olarak anlaşılamamakla 

birlikte olası açıklamaları; nükleozom sargısındaki farklılıklar veya farklı doku tipleri 

arasında nükleaz etki şekli, farklı ekstraksiyon yöntemlerinin diferansiyel cfDNA 

boyutunun geri kazanımı olarak düşünülmektedir [54]. 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nucleosome
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nuclease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-fragment
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-fragment
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/shortenings
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/extraction-methods
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Maternal plazmada bulunan cfDNA, hem maternal hem de fetal DNA'yı 

içermektedir. Maternal plazmadaki fetal fraksiyon, total DNA miktarının yalnızca 

küçük bir yüzdesine karşılık gelmektedir [55]. İnsanlarda yapılan araştırmalar, maternal 

kan plazmasındaki dolaşımdaki cfDNA miktarlarının, gebelik aşaması ve fetal gelişim 

ile doğrudan ilişkili olduğunu göstermektedir. Kantitatif gerçek zamanlı PCR tekniği 

kullanılarak gerçekleştirilen bir çalışma, cffDNA konsantrasyonlarının gebelik boyunca 

%3,4 ile %6,2 oranları arasında olduğunu göstermektedir [56].  Aynı zamanda gebelik 

yaşı ve gestasyonel ayların ilerlemesiyle maternal plazmada serbest halde bulunan 

cfDNA konsantrasyonlarında artış gözlenmektedir [55]. Bu bilgilerin şekil ile gösterimi 

Şekil 2.4’te sunulmuştur. 

 

Şekil 2-4: Maternal plazmada bulunan cfDNA ile fetal cfDNA’nın gösterimi [57]. 

 

Dolaşımdaki serbest hücre dışı fetal DNA, maternal kanda serbestçe dolaşan çift 

sarmalli ve yaklaşık olarak 200 bç’den daha küçük bir boyuta sahip olan fragmentlerdir. 

Maternal kanda bulunan fetal hücrelerin varlığı, 1997 yılında Lo ve arkadaşlarının 

yaptıkları çalışmada maternal kanda Y kromozomuna ait dizilerin bulunduğunu tespit 

etmeleri ve maternal kanda serbest fetal DNA’nın varlığını ortaya koymalarıyla açıklığa 

kavuşmuştur [58]. Fetal kaynaklı cfDNA, gebeliğin 4-5. haftasından itibaren tespit 

edilebilmektedir ve doğumdan sonra maternal dolaşımdan hızla temizlenmektedir, bu da 

fetal kaynaklı cfDNA’ların gebeliğe özgü olduğunu göstermektedir [59]. 
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cfDNA'nın yarı ömrünün 16 dakika ile 2,5 saat arasında olduğu tahmin edilirken 

[60] bu yarı ömür, toplam cfDNA popülasyonunu değil, mono-nükleozomal cfDNA'nın 

stabilitesini ifade ettiği için yarı ömür uzunluğu kesin olarak bilinmemektedir [16]. 

Fetal ve maternal cfDNA’yı ayırt edici metilasyon paternlerine dayalı olarak 

maternal plazmadan fetal cfDNA'yı saptamak için çeşitli girişimlerde bulunulmuştur 

[61]. 

 cfDNA konsantrasyonlarının, tüp bebek (IVF) prosedürleri sırasındaki 

endikasyonlarla pozitif korelasyon gösterdiği ve aynı zamanda kadınlardaki doğurganlık 

durumunu da yansıttığı saptanmıştır. Embriyoların blastosel boşluğu sıvısındaki cfDNA 

konsantrasyonları, embriyo morfolojisi ile pozitif korelasyon göstermiştir ve bu durum, 

cfDNA’ların, embriyo kalitesinin ve implantasyon potansiyelinin bir aday belirteci 

olarak umut vadettiğini göstermektedir. cfDNA'nın blastosel sıvısındaki varlığının 

kısmen preimplantasyon embriyo gelişimi sırasındaki apoptozdan kaynaklandığı 

doğrulanmıştır [62].  

Yapılan birkaç çalışmada, cfDNA’nın hedef hücrelere girebildiği ve bu 

hücrelerin genomuna entegre olarak veya diğer hücre içi aktivitelerle çeşitli biyolojik 

tepkiler ortaya çıkardığı gösterilmiştir. Aynı zamanda, hücre farklılaşmasının 

senkronizasyonu gibi hücreler arası iletişim işlevlerinde ve ayrıca horizontal gen 

aktarımı gibi evrimsel süreçlerde de yer almıştır. Bununla birlikte, cfDNA'nın hücreler 

arası bir haberci veya evrimsel süreçlerde etkileyici bir faktör olma olasılığı 

değerlendirilmektedir [16]. 

 

2.4. Dolaşımdaki Serbest Hücre Dışı DNA’nın Kullanım Alanları 

 

Fetal cfDNA örnekleri ile yapılan ilk klinik uygulamalar babadan kalıtılan veya 

fetüsteki de novo mutasyonlar gibi maternal genomda olmayan ve fetüste bulunan 

alellerin tanımlanmasıyla sınırlı kalmaktaydı. Bu yaklaşımlar, fetal cinsiyet tayini, 

hemoglobinopati, akondroplazi ve miyotonik distrofi gibi otozomal dominant şekilde 

maternal kalıtılan tek gen bozukluklarının saptanmasını da içermektedir [63].  

Dolaşımdaki cfDNA’nın incelendiği ve yaygın olarak kullanıldığı alanlardan 

biri prenatal tanıdır  [64]. Prenatal dönemde, ileri anne yaşı gibi endikasyonlarda  
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tarama testi olarak kullanılmaktadır. Trizomi, cinsiyet kromozomu dahil olmak üzere 

fetal anöploidiler ve spesifik mikrodelesyonların araştırılmasında rol oynamaktadır [63]. 

Prenatal tanıda fetal cfDNA analizi yapılarak günümüz teknikleri ile en yüksek 

doğruluk oranı ile sadece Trizomi 21 tespit edilebilmektedir [65]. 

cfDNA, genetik testlerde genellikle gebeliğin 10. haftasından itibaren 

kullanılmaktadır. Gebeliğin 10. haftası, cfDNA’nın maternal dolaşımdaki fetal 

fraksiyonunun bilgilendirici ve doğruluğu yüksek bir test sonucu için gereken minimum 

miktara ulaştığı zamandır. Fetal fraksiyon, testin duyarlılığını etkileyen birkaç 

değişkenden yalnızca biridir. Diğer değişkenler, dizilenen cfDNA sayısını, belirli bir 

kromozomdaki guanin ve sitozin bazlarının oranını ve maternal ve fetal kopya numarası 

varyantlarının varlığını içermektedir [66]. 

cfDNA güçlü bir tarama aracı olarak kabul edilmiş olsa da cfDNA’nın bu alanda 

kullanımının birkaç sınırlaması vardır. Anöploidilerin tespitinde bir karyotip analizinin 

yerini tutmamaktadır. Anöploidinin mevcut tespiti trizomiler (Trizomi 16, Trizomi 18 

ve Trizomi 21) ile sınırlıdır. Tek gen hastalıkları ve otozomal resesif ve X 

kromozomuna bağlı hastalıklarda tanı amacı ile kullanımı için duyarlılık ve doğruluk 

oranlarının yükselmesi gerekmektedir [67]. Diğer yandan, cfDNA ile RhD ve fetal kan 

gruplarının genotiplemesi, güvenilirliğinin ve doğruluk oranının yüksek olması 

sebebiyle bazı ülkelerde klinik uygulamalarda yer almaktadır [68]. 

cfDNA analizi, bazı çalışma sonuçlarında biyo-bankacılıkta; kordon kanı 

plazmasında numune tanımlaması amacı ile kullanılmaktadır. Adli vaka çalışmalarında, 

kan, ter ve dışkı gibi harici olarak bulunan vücut sıvılarından elde edilen numunelerde 

genetik olarak profillenerek incelenebilmektedir. Kan bağışları veya transfüzyonların 

kalite kontrol güvencesi gibi potansiyel alanlarda da kullanıma hazır hale gelmektedir 

[16]. 

Preeklampsili gebelerin plazma DNA derişimlerindeki artışı  inflamasyon ve 

oksidatif stres ile birlikte plasental malperfüzyonun, plasentanın tüm kıvrımlı 

mikrovillus yüzeyini kaplayan sinsityotrofoblastın apoptoza ve/veya nekrozuna neden 

olmasıyla plasenta kökenli cfDNA’nn maternal dolaşıma salınımı sonucunda 

gerçekleşmektedir [69]. Preeklampsi tanısında dolaşımdaki cfDNA düzeylerinin 

kullanılabilir bir belirteç olabileceği bildirilmiştir. Uterus damarlarındaki bozulma ile 

villus trofoblastları zarar görmekte ve sonuçta hücre hasarı veya apoptoz oluşarak 
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DNA’nın maternal dolaşıma salındığı düşünülmektedir. Maternal plazmadaki fetal 

DNA’nın plasental hasarın bir belirteci olarak preeklampsi şiddetiyle fetal DNA 

düzeyleri arasındaki ilişkisinin incelenmesi sonucunda fetal DNA düzeyi ile proteinüri 

ve hipertansiyon arasında güçlü bir ilişki ortaya konmuştur [70]. 

Yapılan klinik çalışmalar, cfDNA'nın epigenetik özellikleri ile başta kanser 

olmak üzere çeşitli patolojilerdeki hastalık dinamikleri arasında güçlü korelasyonlar 

olduğunu göstermektedir. Tek gen mutasyonları ile epigenetik modifikasyonların artış 

miktarlarının korelasyon göstermesi nedeniyle, epigenetik cfDNA analizleri, özellikle 

erken evre hastalığın karakterizasyonu için sıklıkla artan tanısal duyarlılık ve özgüllük 

göstermektedir. Günümüzde, klinik kullanıma dair kısıtlamalar ve çözümlenmesi 

gereken birçok preanalitik sorun bulunmaktadır. Ancak, cfDNA ile tanı testlerinin 

geliştirilebilmesi amacı ile çok çeşitli araştırmalar yürütülmektedir. cfDNA'nın dokuya 

ve hastalığa özgü epigenetik belirteçlerini karakterize etmek için yapılan çalışmalar 

sonucunda, sıvı biyopsi tekniğini önemli ölçüde genişleten yeni ve daha doğru sonuç 

veren tahlillerin geliştirilmesinin sağlanacağı öngörülmektedir. Bu durum, cfDNA 

analizlerinin uygulanmasında yeni bir yöntemi temsil etmektedir ve kişisel moleküler 

tıbbın cfDNA profilleme yöntemiyle dönüştürülmesine katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir [16]. 

Yapılan araştırmalardan bazıları mikrobiyota profillemesini içermektedir. 

Bağırsak mikrobiyomunun insan sağlığı üzerindeki etkisinin incelendiği çalışmalar her 

geçen gün artış göstermektedir. İnsan plazmasında hem bilinen hem de bilinmeyen 

yerleşik mikroorganizmalardan kaynaklanan yüksek seviyelerdeki cfDNA 

fragmentlerinin saptanmasıyla toplam cfDNA popülasyonunda kodlanan metagenomun, 

hem bir araştırma alanı olarak hem de insan sağlığına katkıda bulunduğu mekanizmalar 

veya antibiyotiklerin bağırsak mikrobiyomundaki etkileri gibi konularda bir biyobelirteç 

olarak kullanılabileceği düşünülmektedir [71]. 

Ek olarak, cfDNA'daki tek nükleotid polimorfizmlerinin karakterizasyonu, organ 

nakli hastalarında konak ve alıcıdan türetilen cfDNA’lar arasında ayrım yapılmasına 

olanak sağlamaktadır ve nakil sonrası gelişen organ reddini, işlev bozukluğunu ve 

yaralanmasını izlemek için kullanılabilecek potansiyele sahip bir klinik biyobelirteç 

olarak ortaya çıkmaktadır [72]. 
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2.5. Maternal Plazmadaki Hücre Dışı DNA Konsantrasyonunun Gebelik Aylarına 

Göre Değişimi 

 

Gebeliğin 7-16. haftalarında maternal plazmada saptanan cfDNA 

konsantrasyonu en düşük seviyededir, ancak 24. haftadan sonra artış göstermektedir ve 

son gestasyonel ayda doğuma kadar en yüksek seviyededir [73]. 

cfDNA konsantrasyonunun, gebeliğin üçüncü üçayında ve doğumun 

başlangıcında maternal dolaşımda artış gösterdiği ve doğum sonrası dönemde hızla 

azalış gösterdiği tespit edilmiştir. Ek olarak, maternal plazmadaki cfDNA 

konsantrasyonunun, sistemik inflamasyonun neden olduğu erken doğumdan önce artış 

gösterdiği tespit edilmiştir [74]. 

Doğum sırasında, gebeliğin son gestasyonel ayında maternal plazmada saptanan 

cffDNA konsantrasyonunda herhangi bir değişiklik bulunmamaktadır. Bu bulgu, 

doğumun, maternal dolaşımdaki serbest cfDNA salınımı üzerinde bir etki 

göstermediğini ortaya çıkarmaktadır [75]. 

Maternal plazmadaki cfDNA konsantrasyonu, büyüme ve stabilizasyon fazları 

ile karakterize edilen üç belirgin yükseliş göstererek gebeliğin 39. haftasına kadar artış 

göstermiştir. Gebeliğin 4. haftasından 9. haftasına kadar cfDNA konsantrasyonu, 

haftada yaklaşık %1,19 artış oranıyla hızlı bir artış göstermiştir. Bu hızlı artış, maternal 

plazmadaki cfDNA konsantrasyonunun artışının ilk aşamasıdır. Bu ilk aşama gebeliğin 

birinci üçayındaki cfDNA konsantrasyonunun tespitini temsil etmektedir. İlk 

stabilizasyon aşaması, haftada yaklaşık %0,03 oranında artış ile gebeliğin 10-19. 

haftalarını kapsamaktadır. Gebeliğin 19-29. haftasına kadar maternal dolaşımdaki 

cfDNA konsantrasyonunda,  haftada yaklaşık %0,85 oranında artış olduğu 

gösterilmiştir. Bu ilk stabilizasyon aşaması ve ilerleyen haftalardaki artış oranı, 

gebeliğin ikinci üçayını temsil etmektedir. Gebeliğin üçüncü üçayını temsil eden  30. 

hafta ve sonrasındaki haftalarda, ikinci stabilizasyon döneminde %0,27 oranında artış 

gözlenmiştir. Tüm maternal plazmanın yaklaşık %92'sinin, gebeliğin 10. haftasından 

itibaren %4'ten daha büyük bir oranda cfDNA konsantrasyonuna sahip olduğu 

saptanmıştır [76]. Gebeliğin üçaylarında maternal plazmadaki cfDNA 

konsantrasyonlarının grafik ile gösterimi Şekil 2.5’te sunulmuştur. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/maternal-plasma
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Şekil 2-5: Maternal plazmada gebeliğin üçaylarındaki cfDNA konsantrasyonları [77]. 

 

2.6. Maternal Plazmadaki Hücre Dışı DNA ile Fetal Cinsiyet Tayini 

 

Domestik türlerde fetal cinsiyetin doğru teşhisi, özellikle hayvancılık 

endüstrisinde önemli ticari uygulamalara ve araştırma alanlarına sahiptir [78]. 

Geleneksel olarak, kısraklarda fetal cinsiyet tayini genellikle gebeliğin 59-68. 

günlerinden itibaren genital tüberkülün yerinin belirlenmesine (transrektal 

ultrasonografi ile) dayanmaktadır. 70. günden sonra, fetal cinsiyet tayini için transrektal 

ultrasonografi, uterusta fetal konumlandırmaya tabi olmaktadır [79]. Ayrıca, fetal 

cinsiyet tayini, gebeliğin 120-210. günlerinden itibaren fetal dış genital organların 

transrektal ve transabdominal ultrasonografik görüntülenmesiyle de 

gerçekleştirilmiştir. Bu teknikler, operatör ve kısrak için bazı riskler taşır ve özel 

ekipman ve uzmanlık gerektirmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu tekniğine dayalı 

moleküler cinsiyet tayini ile hassasiyeti kabul edilebilir hızlı sonuçlar elde edilmektedir 

[80].  

Kısraklarda fetal cinsiyetin belirlenmesi, ticari stratejilerin uygulanmasına 

olanak sağladığı için kısrak yetiştiricilerine yararlı bir hizmet sağlamaktadır. Fetüsün 

cinsiyetinin bilinmesi, istenilen veya istenilmeyen cinsiyette fetüsü olan gebe bir 

kısrağın satılması için kolaylık sağlamaktadır [81]. 

Diğer memelilerde olduğu gibi, kısraklarda da suni döllenme ve gebelikte 

cinsiyet tayini için yeni teknoloji ve protokoller geliştirilmekte ve bununla ilgili 

araştırmalar artış göstermektedir. Maternal plazmada cffDNA analizine dayalı olarak 
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kısraklarda fetüs cinsiyetinin non-invaziv bir şekilde belirlenmesi, kısraklarda prenatal 

genetik tanı için fırsatlar sağlamakta ve bu alanda cffDNA’nın biyobelirteç olarak 

kullanılmasına olanak sağlamaktadır. Atların moleküler cinsiyet ayrımı, sex 

determining region Y (SRY) ve Amelogenin Y (AMELY), Amelogenin X (AMELX), 

AMELX-AMELY genleri ve preimplantasyon embriyolarında Zinc Finger (ZFX/ZFY) 

genleri kullanılarak tanımlanmıştır. Cinsiyet tayinine dayalı qRT-PCR  tekniği atlarda 

embriyonik cinsiyet ayrımı için kullanılmıştır [20]. 

Birincil erkek cinsiyetini belirleyen sinyal, Y kromozomundaki (SRY) cinsiyet 

belirleyici bölge olarak adlandırılan Y kromozomundaki bir gen tarafından kodlanan bir 

DNA bağlayıcı proteindir. SRY geni, insan XY erkeklerinde bulunan ve XX dişilerinde 

bulunmayan belirli bir insan Y kromozomu bölgesinin incelenmesiyle testis belirleyici 

faktör için en iyi belirteç olarak öne sürülmüştür [82]. 

X kromozomuna bağlı dişilere özgü X-inactive specific transcript  (XIST) geni 

ve Y kromozomuna  bağlı DEAD-Box helicase 3 ( DDX3Y) geni ve RPS4Y1 genlerinin 

ekspresyonu ile fetal cinsiyet tayini belirlenmektedir [83]. 

Y kromozomunda bulunan  SRY ve DYS14 genleri, maternal plazmada erkek 

fetüsün varlığının saptanmasında rol oynayan genlerdir. SRY geni tek hedef bir dizi 

olarak, fetal cinsiyet tayininde kullanılan genler arasında en iyi seçeneklerden biridir. 

DYS14 genine ait fetal DNA kopya sayılarının gebeliğin ilk üç ayında maternal 

plazmadaki cfDNA konsantrasyonu düşük seviyede olmasına rağmen daha hassas ve 

verimli bir sonuç sağlamaktadır [84]. 

 Maternal plazmadaki erkek fetüs varlığınının tespiti için Y kromozomundaki 

TSPY geni fetal cinsiyet tayini için kullanılan genler arasında yer almaktadır [85]. 

 

2.7. AMELY Geni 

 

Mine, dişlerin en dış tabakasında bulunan bir yapıdır ve omurgalı hayvanların 

vücudundaki en sert dokudur. Mine matrisi, mine ve amelogenin protein sınıflarından 

oluşmaktadır. İnsan, fare veya somatik hücre melezlerinden DNA'nın southern blot 

analizleri, karakterize edilmiş bir fare amelogenin cDNA’sına hibridizasyon yoluyla 

kullanılarak insan ve fare amelogenin (AMEL) lokuslarının kromozomal konumları 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dead-box-protein
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belirlenmiştir. İnsan AMEL dizilerinin, p22.1 → p22.3 bölgesindeki X kromozomunun 

distal kısa kolunda ve Y kromozomundaki sentromerin yakınında, proksimal uzun kol 

(Yq11) bölgesinde yer aldığı tespit edilmiştir. Bu kromozomal lokasyon, AMEL 

geninin, X'e bağlı amelogenez imperfekta tiplerinde ve ayrıca diş boyutunun ve şeklinin 

düzenlenmesine katılan genlerin Y kromozomal lokasyonlarında rol oynadığı hipotezi 

ile tutarlı gözükmektedir. İnsanlardaki lokustan farklı olarak, fare AMEL lokusu 

yalnızca X kromozomunda bulunmaktadır. Son olarak, diğer X ve Y kromozom dizileri 

hakkındaki verilerle birlikte, AMEL haritalaması için bu veriler, primat evrimi sırasında 

insan Y kromozomunda meydana gelen perisentrik bir inversiyon kavramını 

desteklemektedir [86]. 

AMEL geninin X ve Y kopyaları homolog rekombinasyona katılmamaktadır, bu 

durum AMEL genini adli tıpta cinsiyet tayini için tercih edilen biyobelirteç haline 

getirmiştir. Bu nedenle, karşılıklı gelen X ve Y kromozomlarındaki AMEL genlerinin 

her ikisi de, X bağlantılı inaktivasyonun, X kromozomu lokusunun kendisi üzerinde etki 

edebileceği tek X/Y gen çiftini özetleyebilecekleri şekilde işlevsel olarak farklıdır, 

dolayısıyla Y kromozomu lokusundaki AMEL geni ayırt edilebilmektedir. Hem X hem 

de Y lokuslarının transkripsiyonel verimi kalitatif ve kantitatif olarak farklı olmasına 

rağmen dişilere kıyasla fazlalık göstermektedir [87]. 

İlerleyen süreçte AMEL geninin farklı popülasyonlarda meydana gelen çok 

sayıda farklı yapısal varyasyon biçimi gösterdiği tespit edilmiştir. Bu tespit, AMEL 

geninin adli tıpta cinsiyet tayini için kullanımını sınırlandırmıştır [88]. 

Maternal plazmada AMEL geninin izolasyonu yoluyla prenatal cinsiyet tayini, 

sadece Y kromozomunun değil, X kromozomunun eş zamanlı amplifikasyonuna izin 

veren alternatif bir metodoloji olarak kullanılmaktadır. Böylece, yalnızca erkek bir 

fetüsün yokluğunu değil, bir dişi fetüsün varlığını belirleyebilecek bir metodoloji 

geliştirilmiştir. AMEL geninin intron 3'ünde X'e bağlı amelogenin (AMELX) ile Y'ye 

bağlı AMEL (AMELY) arasında 6 bç farkı vardır. Bu, 6 bç’lik uzunluk farkının tespiti, 

prenatal fetal cinsiyetin değerlendirilmesine yardımcı olmaktadır [89].  

AMEL, fetal cinsiyetin saptanması için bir belirteç olarak kullanmak üzere iç içe 

geçmiş PCR teknikleri ile araştırılmaktadır. Bu metodoloji çiftlik hayvanları türlerinde 

başarıyla uygulanmıştır. AMEL geni bu çalışmalarda % 96,5 nispi hassasiyet ve 

doğruluk oranıyla kullanılmıştır [90]. Aygırlarda, AMELX – AMELY heterodubleks 
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bantları bulunurken, kısraklarda yalnızca homodubleks AMELX bandı bulunmaktadır 

[91]. 

 

2.8. GAPDH Geni 

 

GAPDH geni, glikolitik sistemde ve glukoneogenez yollarında etkili bir rolü 

olan bir enzimdir ve sıçan dokularındaki hücresel proteinlerin % 5'ini içermektedir.  

Kahverengi algler ve siyanobakteriler gibi diğer organizmalarda önem taşıyan bir 

proteindir [92]. 

Yapılan çalışmalarda, GAPDH geninin glikolitik sistemdeki enzimatik işlevi 

dışında birçok farklı aktif rolünün olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmalar GAPDH geninin, 

membran füzyonu, fosfotransferaz aktivitesi, DNA replikasyonu ve DNA onarımındaki 

etkisini ortaya çıkarmıştır. Bu sistemlerde GAPDH geninin işlevinin in vivo olarak 

GAPDH geninin hücre altı lokalizasyonu ve oligomerik yapısı ile ilgili olduğu öne 

sürülmektedir. Yapılan diğer araştırmalar, GAPDH geninin apoptoz mekanizmasında 

etkili olduğunu göstermektedir. Yaşa bağlı nörodejeneratif hastalık, prostat kanseri gibi 

hastalıklarda da GAPDH geninin etkin bir şekilde rolünün olduğu düşünülmektedir [93]. 

GAPDH geninin çoğu hücrede stabil olması ve yapısal olarak yüksek 

ekspresyon seviyeleri, klinik çalışmalarda gen ekspresyon verilerinin 

normalizasyonunda  yüksek oranda  kullanılan housekeeping genlerden (HKG’ler) biri 

olmasında dikkate alınan özelliklerdir [94]. 

qRT-PCR, hücrelerde ve dokularda gen ekspresyonunu ölçmek için hassas ve 

doğru bir yöntemdir, ancak hatalı pipetleme, RNA kalitesi, ters transkriptaz ile cDNA 

sentezinin etkinliği ve PCR amplifikasyon etkinlikleri, bu yöntemin doğruluğunu 

azaltabilmektedir. Bu faktörleri azaltmak ve sonuçların yanlış yorumlanmasını önlemek 

için, referans genler, hedef genlerin göreceli ifadesini normalleştirmek ve hesaplamak 

için dahili kontroller olarak kullanılmaktadır. Yaygın olarak housekeeping genler olarak 

bilinen referans genlerin dokularda ve hücrelerde kararlı bir şekilde ekspresyon 

gerçekleştirdiği varsayılmaktadır ve bu nedenle uygun bir dahili referans geninin 

seçilmesi, sonuçların doğru yorumlanmasını sağlamanın önemli bir yoludur [95]. 
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Kantitatif gen ekpresyon verilerinin normalizasyonu, genellikle kontrol genleri 

veya housekeeping genleri olarak adlandırılan genlerin ekspresyon seviyelerine göre 

yapılmaktadır. Housekeeping genlerin kullanım sebebi, gen ekspresyonunun 

araştırıldığı hücrelerde veya dokularda bu genlerin anlatımının sabit kalmasıdır. 

GAPDH geni, gen ekspresyon seviyelerinin karşılaştırılmasında kullanılan en yaygın 

housekeeping genlerinden biridir [96]. 

 

2.9. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yöntemi 

 

Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR), bir hedef 

DNA'yı veya mRNA’yı çoğaltmak ve aynı anda çoğalan amplifikasyon ürünlerinin 

miktarını ölçmek için kullanılan geleneksel polimeraz zincir reaksiyonuna dayanan bir 

tekniktir. DNA örneğinde bir veya daha fazla dizinin saptanması ve miktarının 

belirlenmesi için kullanılmaktadır. qRT-PCR, gen ekspresyon kantitasyonu, viral 

kantitasyon, DNA hasar ölçümü, genotipleme, mikroarray sonuçlarının doğrulanması, 

ilaç tedavisi etkinliği gibi alanlarda etkin bir şekilde kullanılmaktadır. Geleneksel PCR 

yönteminden farklı olarak PCR sonrası elektroforez jel görüntüleme işlemine gerek 

kalmadan sonuç alınmaktadır. Geleneksel PCR yönteminde kullanılan mutajen bir boya 

olan etidyum bromür (EtBr) yerine  floresans boyalar kullanılarak kantitatif sonuç 

alınmaktadır. Tek bir tüp içerisinde floresans boyalar saptanmaktadır ve gerçek zamanlı 

olarak amplifikasyon sırasında çoğalan ürünlerin kantitatif miktarı belirlenmektedir 

[97]. 

qRT-PCR’ın prensipleri bir floresans ölçümün kantitasyonu ve tanısı üzerine 

kuruludur.  PCR ürünlerinin miktarındaki ilk önemli artış threshold cycle (Ct) değeri  

hedef template’in başlangıç miktarı ile orantılıdır.  29 döngünün altındaki Ct değerleri 

yüksek miktarda ürün göstermektedir ve 38 döngünün üzerindeki Ct değerleri minimum 

ürün miktarlarını göstermektedir. 

Floresans prob sistemleri, hidrolizasyon problar (TaqMan), hibridizasyon 

problar ve DNA’ya bağlanan floresans boyalar (SYBR Green) şeklindedir. Çift zincirli 

DNA’ya bağlandığında floresans veren SYBR Green floresans boyası kullanılarak, 

amplifikasyona bağlı DNA artışı, ortaya çıkan floresansın miktarı ile ölçülmektedir. 
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Primerin bağlanmasına takiben gerçekleştirilen uzama aşamasında hedef DNA’nın çift 

sarmal hale gelmesiyle DNA’ya bağlanan SYBR Green boya miktarı artmakta ve buna 

bağlı olarak yayılan floresans miktarında artış gözlenmektedir. SYBR Green floresans 

boyasının primer dimerleri gibi spesifik olmayan çift iplikli DNA’ya bağlanması bir 

dezavantaj yaratabilmektedir [98]. 

Çözülme eğrisi analizi, qRT-PCR tekniğinde çoğaltılan gen bölgesinin 

özgüllüğünün araştırılması amacı ile kullanılmaktadır [67]. Reaksiyon esnasında sürekli 

olarak floresans izlenirken reaksiyon hacminin kademeli olarak ısıtılmasını 

içermektedir. Isıtma, çift sarmallı DNA'nın erime sıcaklığına (Tm) ulaşıldığında 

denatüre olmasına neden olmaktadır. DNA tek sarmal hale geldiğinde, bağlı olan 

florokrom salınmaktadır ve gözlenen floresans miktarı düşmektedir. Çözülme eğrisinin 

yorumlanmasını kolaylaştırmak için, floresans verilerinin negatif birinci türevi 

hesaplanmaktadır ve sıcaklık aralığına göre grafik çizilmektedir. Bu grafikte, her 

amplifikasyon ürünü, ilgili ürünün Tm’sinde farklı bir tepe noktası olarak 

görülmektedir. Gözlemlenen Tm’nin pozitif kontrolün Tm’si ile veya doğru ürünün 

önceden belirlenmiş Tm’sinin karşılaştırılması doğru amplifikasyon ürünü ile artefaktlar 

arasında ayrım yapılmasını sağlayarak amplifikasyon ürününün spesifikliğinin 

doğrulanmasını sağlamaktadır [99]. 

qRT-PCR yönteminin ilk basamağı ön-inkübasyon aşamasıdır. Bu aşamada, 

DNA denatürasyonu ve Taq DNA polimerazın aktivasyonu gerçekleşmektedir. İkinci 

basamak olan amplifikasyon aşamasında, PCR ürününün çoğaltılması 

gerçekleşmektedir. Son basamak olan çözülme eğrisi analizi aşamasında, PCR 

ürününün tanımlanması gerçekleşmektedir [100].  Şekil 2.6’da qRT-PCR tekniği 

özetlenmiştir. 
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Şekil 2-6: qRT-PCR yönteminde SYBR GREEN çalışma prensibinin gösterimi [101]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalışmasında kullanılan kısrak maternal kan örneklerinin toplanması ve 

toplanan örneklerden plazma eldesi işlemleri İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa (İÜ-C) 

Veteriner Fakültesi, Doğum ve Jinekoloji Anabilim Dalı bünyesinde yürütülmüştür. 

Genetik ve istatiksel analizler İstanbul Üniversitesi, Aziz Sancar Deneysel Tıp 

Araştırma Enstitüsü (İÜ DETAE), Genetik Anabilim Dalı ve İstanbul Tıp Fakültesi, 

Tıbbi Genetik Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. 

Bu tez çalışmasında kullanılan sarf, kit ve kimyasallar Gebelik boyunca kısrak 

maternal plazmasında sex determined region Y (SRY) ve amelogenin Y (AMELY) 

genlerinin belirlenmesi ve bu genlerin fötal cinsiyetle ilişkisi başlıklı proje kapsamında 

karşılanmıştır (İÜ-C BAP Proje No: 31671). 

 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

 

Kullanılan cihazların listesi Tablo 3.1’de sunulmuştur. 

 

Tablo 3-1: Kullanılan cihazların listesi 

Cihaz Adı Markası 

-80 °C Soğutucu Sanyo 

-20 °C Soğutucu Panasonic 

+4 °C Soğutucu Sanyo, Arçelik 

Buz Makinesi ITV 

Soğutmalı Santrifüj Thermo Scientific 

Otomatik Pipetler Eppendorf, Gilson 

Vorteks SciLogex MixS 
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Su Banyosu Memmert 

Vakum Pompası QIAvac 24 Plus (Qiagen) 

Vakum Manifoldu QIAvac 24 Plus (Qiagen) 

Masaüstü Mini Santrifüj Beckman Coulter (Microsantrifuge 16) 

Isı Bloğu Biosan Thermo Block TDB-120 

Spektrofotometre Thermo ScientificTM NanoDropTM 2000 

Laminar Akışlı Güvenlik Kabini Thermo Scientific (Hera Safe) 

Isı Döngü Cihazı BioRad T100TM Thermal Cycler 

Otoklav ALP CL-40M 

Mikrodalga Fırın Kenwood 

Yatay Elektroforez Tankı Biometra Compact XS/S 

Elektroforez Güç Kaynağı EC-105 (E-C Apparatus Corporation) 

Jel Görüntüleme Sistemi UVP 

Santrifüj Beckman Coulter (Allegra X-22 Centrifuge) 

Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR Light Cycler® 480 System (Roche) 

 

3.1.2. Kullanılan Kitler 

 

1. QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) 

QIAGEN® Mini Kolonları 

Konik Dipli Santrifüj Tüpü (15 mL) 

Toplama Tüpleri (2,0 mL) 

Elüsyon Tüpleri (1,5 mL) 

Vakum Bağlama Aparatları 

ACL Tamponu 

ACB Tamponu 
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ACW1 Tamponu 

ACW2 Tamponu 

AVE Tamponu 

QIAGEN Proteinaz K 

Carrier RNA 

 

2. LightCycler® 480 SYBR Green I Master Kit 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master, 2X Konsantrasyonunda 

PCR için su 

 

3.1.3. Kullanılan Solüsyonlar ve Kimyasallar 

 

Kullanılan solüsyonların listesi Tablo 3.2’de ve kimyasalların listesi Tablo 3.3’te 

sunulmuştur. 

Tablo 3-2: Kullanılan solüsyonların listesi 

Solüsyonlar  

Oligonükleotid Primer Çifti 

Markası 

Oligomer 

DNA Ladder Thermo Scientific 

Taq DNA Polimeraz Thermo Scientific 

10X Taq Buffer (KCl, içeren) Thermo Scientific 

MgCl2 Thermo Scientific 

Steril, Nükleaz İçermeyen Su Qiagen 

dNTP Thermo Scientific 
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Tablo 3-3: Kullanılan kimyasalların listesi 

Kimyasal Adı Markası 

Agaroz Sigma  

Etidyum Bromür (EtBr) Sigma  

EDTA Sigma  

Tris Baz Sigma  

Glasiyal Asetik Asit Sigma  

Etanol Emsure® 

İzopropanol AppliChem 

 

 

3.1.4. Kullanılan Tampon ve Çözeltiler 

 

Primer Çözeltileri 

Gene özgü olarak tasarlanan ve liyofilize şekilde temin edilen primerler 100 μM 

konsatrasyonda olacak şekilde nükleaz içermeyen su eklenerek dilue edildi.  

Pipetlenerek  ve vorteks yapılarak homojen şekilde çözülmesi sağlandı. Hazırlanan 

primer çözeltileri -20ºC’de muhafaza edildi. 

100 μM stok primer çözeltisinden, 10 μM ve 2,5 μM konsantrasyonlarda olacak 

şekilde hacimlerde alınıp üzerleri steril, nükleaz içermeyen su ile tamamlanarak 

pipetleme yapıldı. Pipetleme sonrasında vorteks yapıldı ve ara stok şeklinde hacimlere 

bölündü. Hazırlanan  10 μM ve 2,5 μM konsantrasyonlarındaki ara stok primer 

çözeltileri genetik analizlerde kullanılmak üzere -20ºC’de muhafaza edildi. 
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dNTP Çözeltisi 

dNTP setinin içeriğindeki dNTP’lerin her birinden (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 

2,5 μM ve nükleaz içermeyen su ile kullanılarak dNTP karışımı hazırlandı. 0,2 μL’lik 

tüplere bölünerek ara stoklar halinde -20ºC’de muhafaza edildi. 

 

Etidyum Bromür Stok Çözeltisi 

10 mg/mL konsantrasyonda çözelti hazırlandı. 

 

50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) (1L) 

242 g Tris Baz (MW=121,1)  

57,1 mL Glasiyal Asetik Asit  

100 mL 0,5M  EDTA 

Tris bazı bir miktar distile su ile çözüldükten sonra glasiyal asetik asit ve EDTA 

eklenip üzerine 1L’ye tamamlanacak şekilde distile su ilave edildi. Hazırlanan çözelti 

20 dakika (dk) otoklavlandıktan sonra oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

 

1X TAE (1L) 

20 mL 50X TAE 

980 mL distile su 

Çözelti hazırlandıktan sonra oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

 

3.1.5. Kullanılan Sarf Malzemeler 

 

EDTA’lı kan toplama tüpü (10 mL) 

Konik santrifüj tüpü (15 ml) 

Kriyovial (2mL) 

Eppendorf (2 ml) 
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Eppedorf (0,5 ml) 

Eppedorf (0,2 ml) 

Mikropipet ucu (1-10µL, 2-20 µL, 2-200 µL ve 100-1000 µL) 

Mikroplate (96 kuyulu) 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Maternal Kan Örneklerinin Toplanması 

 

Bu tez çalışmasında, İÜ-C Veteriner Fakültesi, Doğum ve Jinekoloji Anabilim 

Dalı ekibi tarafından 15 adet kısraktan gebeliğin tüm aylarında (1-11. ayları) takipli 

olarak maternal periferik kan örnekleri toplandı. Ek olarak, genetik analizlerde 

optimizasyon çalışmalarında kullanılmak üzere gebe olmayan kısrak (boş kısrak) ve 

aygırdan periferik kan örnekleri alındı. Her bir at için 10 mL periferik kan örneği 

EDTA’lı tüpe alındı. 

3.2.2. Maternal Kan Örneklerinden Plazma Eldesi 

 

Toplanan kan örnekleri İÜ-C Veteriner Fakültesi, Doğum ve Jinekoloji 

Anabilim Dalı laboratuvarlarında 3000 xg’de 10ºC’de 10 dakika santrifüj edildi. Elde 

edilen plazma örnekleri yeni bir santrifüj tüpüne alınarak santrifüj işlemi aynı şekilde 

tekrarlandı. Santrifüj sonrası elde edilen plazma örnekleri aliquotlanarak kriyoviallere 

aktarıldı ve genetik analizler yapılana kadar -80°C’de muhafaza edildi. Örnek toplama 

süreci tamamlandıktan sonra tüm örnekler kurubuz içerisinde İÜ DETAE Genetik 

Anabilim Dalı’na getirildi. 

Bu tez çalışmasında, toplam 15 gebe kısrağa ait plazma örneklerinin tüm gebelik 

ayları süresince cfDNA konsantrasyonlarının değişimi analiz edildi ve 8 gebe kısrağa (4 

dişi gebelik ve 4 erkek gebelik) ait plazma örneklerinden elde edilen, gebeliğin üç 

üçayını temsil eden 3, 6, 10. aylara ait cfDNA konsatrasyonlarının ortalamaları ayrı 

değerlendirildi ve bu aylara ait cfDNA’lar AMELY geninin kantitasyonunda kullanıldı. 

 



29 

 

3.2.3. cfDNA İzolasyonu 

 

cfDNA izolasyonu QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) kullanılarak 

optimize edilen üretici firma protokolüne göre gerçekleştirildi. Uygulanan basamaklar 

aşağıda listelendiği gibidir: 

1. -80ºC’de muhafaza edilen plazma örnekleri buz üzerinde çözüldü. 

2. Çözülen 4 mL hacimdeki plazma örnekleri 15 mL’lik konik santrifüj  

tüplerine alınarak üretici firmanın protokolüne ek olarak 2000 xg’de 

10ºC’de 10 dk santrifüj edildi. 

3. 50 mL’lik santrifüj  tüplerinin içerisine 400 μL Proteinaz K eklendi. 

4. Santrifüj işlemi sonrasında elde edilen süpernatantlar, içerisine Proteinaz 

K eklenen 50 mL’lik santrifüj  tüplerinin içerisine eklendi. 

5. Ayrı bir 50 mL’lik santrifüj  tüpünde,  izole edilecek örnek sayısı esas 

alınarak üretici firmanın protokolüne uygun bir şekilde miktarları 

belirlenerek ACL Buffer içerisine carrier RNA eklenerek ACL Buffer 

kullanıma hazır hale getirildi. 

6. Proteinaz K ve süpernatantın bulunduğu 50 mL’lik santrifüj tüplerinin 

içerisine hazırlanmış olan ACL Buffer’dan 3,2 mL eklendi ve 30 saniye 

(sn) vorteks yapıldı. 

7. Örnekler 60ºC’de 30 dk boyunca su banyosunda inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında örneklerin üzerine 7,2 mL ACB Buffer eklendi. 

8. Örnekler 15 sn vorteks yapıldı ve vorteks sonrasında 5 dk boyunca          

-20ºC’de bekletildi. 

9.  Bu süre içerisinde kit içeriğinde bulunan mini kolonlar, bağlama 

aparatları ile vakum manifolduna takıldı. 

10. Mini kolonların üzerine örneklerin aktarılacağı 20 mL’lik tüpler 

geçirildi. 

11. Vakum manifoldu, vakum pompasına bağlandı ve çalıştırılarak basıncı 

kontrol edildi ve vakum pompası kapatıldı. 



30 

 

12. -20º’den alınan örnekler vakum manifoldu üzerindeki 20 mL’lik tüplere 

koyuldu ve vakum pompası çalıştırıldı. 

13. Tüm örnekler kolonlardan geçtikten sonra vakum pompası kapatıldı ve 

20 mL’lik tüpler çıkarılarak atıldı. 

14. Mini kolonlardaki filtrenin üzerine 600 μL ACW1 Buffer eklendi, vakum 

pompası çalıştırıldı. 

15. ACW1 Buffer ile ilk yıkama işlemi gerçekleştirildikten sonra vakum 

pompası kapatıldı ve ikinci yıkama işlemi için mini kolonların içerisine 

750 μL ACW2 Buffer eklenerek vakum pompası çalıştırıldı. 

16. ACW2 Buffer ile ikinci yıkama işlemi gerçekleştirildikten sonra vakum 

pompası kapatıldı ve üçüncü yıkama işlemi için mini kolonların içerisine 

750 μL EtOH ( %96-100) eklenerek vakum pompası çalıştırıldı. 

17. Üçüncü yıkama işlemi sonrasında vakum pompası kapatıldı ve mini 

kolonlar, vakum manifoldunun üzerinden dikkatli bir şekilde çıkarılarak 

2,0 mL’lik toplama tüplerinin içerisine alındı. 

18. Daha sonrasında masaüstü sanrifüjde 20,000 xg’de 3 dk boyunca 

santrifüj edildi. 

19. Santrifüj sonrasında mini kolonlar yeni 2,0 mL’lik toplama tüplerinin 

içerisine alındı. 

20. Örnekler, toplama tüplerinin içerisindeki mini kolonların kapakları açık 

olacak şekilde 56ºC’de 10 dk inkübe edildi. 

21.  İnkübasyon sonrasında mini kolonlar, 1,5 mL’lik elüsyon tüplerinin 

içerisine alındı ve üzerlerine 25 μL AVE Buffer eklenerek oda 

sıcaklığında 3 dk inkübe edildi. 

22. İnkübasyon sonrasında örnekler masaüstü santrifüjde 20,000 xg rpm’de 

santrifüj edildi. Santrifüj işlemi tekrarlandı. 

23. Mini kolonlar, elüsyon tüplerinin içerisinden alınarak atıldı ve elüsyon 

tüpleri içerisindeki izolasyonu tamamlanan cfDNA’lar buza alındı. 
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24. İzolasyonu yapılan cfDNA’lar genetik analizler gerçekleştirilene kadar     

-20ºC’de muhafaza edildi. 

 

3.2.4. İzole Edilen cfDNA’ların Konsantrasyonlarının Ölçümü 

 

İzolasyonu tamamlanan cfDNA’ların konsantrasyonları (ng/μL) NanoDropTM 

2000 kullanılarak ölçüldü ve kayıt edildi. Spektrofotometrik ölçüm 260 nm ve 280 nm 

dalga boylarındaki ışığın absorbans değerleri baz alınarak gerçekleştirildi. cfDNA’ların 

saflık tayini için A260/280 oranının 1,8-2,0 arasında olması dikkate alındı. 

 

3.2.5. Primer Tasarımı 

 

qRT-PCR’da kullanılacak olan AMELY (amelogenin, Y isoform, Gene ID: 

100034231, NM_001085422.1 → NP_001078891.1) ve GAPDH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase, Gene ID: 100033897, NM_001163856.1 → 

NP_001157328.1) genlerine özgü primerler Equus caballus (EquCab3.0 Assembly, 

NCBI Release 103, 2018) genomunun dizilerinden yararlanılarak manuel olarak 

tasarlandı. Primerlerin tasarımında dimer oluşumları, saç tokası ilmeği oluşumları ve 

Tm dereceleri Oligo Analayzer (https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) 

programında kontrol edildi. Tasarlanan primerlerin  özgüllükleri BLAST ve Primer-

BLAST programlarında kontrol edildi. TD-PCR ve qRT-PCR tekniklerinde kullanılan 

AMEL geninin primer dizisi Tablo 3.4’te sunulmuştur. 

 

Tablo 3-4: AMEL genine özgü tasarlanan primerlerin dizisi 

AMELY/AMELX  

İleri ( Forward) primer 5’- TTCCAACCCAACACCACCAG -3’ 

Ters (Reverse) primer 5’- GGGAATATCGGAGGCAGAGG-3’ 

Amplikon Uzunluğu AMELY 136 bç /AMELX 160 bç 

https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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AMELX (Query) ve AMELY (Subject) dizilerinin programında birbirlerine olan 

benzerliklerinin Global Align aracı (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile 

karşılaştırılması Tablo 3.5’te sunulmuştur. 

Tablo 3-5: AMELX (Query) ve AMELY (Subject) dizilerinin programında birbirlerine 

olan benzerliklerinin karşılaştırılması 

 

İki dizinin ayrı olarak tespit edilebilmesi AMELY dizisindeki 24 bazlık delesyon farkı sayesinde olmaktadır. Kutular 

düz ve ters primerlerin bağlandığı dizileri göstermektedir.  

 

 

 

TD-PCR ve qRT-PCR tekniklerinde kullanılan GAPDH geninin primer dizisi 

Tablo 3.6’da sunulmuştur. 

 

 

Tablo 3-6: GAPDH geninin primer dizisi 

GAPDH  

İleri (Forward) primer 5’- CTACAGCAATAGGGTGGTGGAC-3’ 

Ters (Reverse) primer 5’- GACAAGCATTCCCAGCAGC-3’ 

Amplikon Uzunluğu 121 bç 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.2.6. Touch-Down PCR 

 

Touch-Down PCR (TD-PCR), qRT-PCR’da analiz öncesinde plazma 

örneğinden izole edilen cfDNA havuzunda bulunan nadir miktardaki fetal cfDNA’nın 

zenginleştirilmesi amacı ile kullanılmıştır. TD-PCR kısa süreli denatürasyon ve yüksek 

bağlanma ısısının kullanıldığı bir PCR yöntemidir. Bu yüksek ısıda primer bağlanması 

ve amplifikasyon düşük olsa da çok daha özgün bir reaksiyon gerçekleşmektedir. 

TD-PCR yönteminde kullanılacak olan en etkin primer konsantrasyonlarını 

belirlemek amacı ile yapılan optimizasyon deneyleri sonucunda, konsantrasyonun 2,5 

μM olduğu belirlendi.   

PCR öncesi hazırlık yapılmadan önce kullanılan tüm mikropipetler, sarf 

malzemeleri ve steril distile su PCR işlemi öncesinde 15 dakika boyunca UV ışık 

altında steril edildi. Tüm PCR işlemleri, öncesinde %70’lik etanol ile temizlenen 

laminar akışlı PCR kabini içerisinde gerçekleştirildi. TD-PCR tekniğinde kullanılan 

bileşenler ve kullanım miktarları Tablo 3.7’de ve kullanılan koşullar Tablo 3.8’de 

sunulmuştur. 

Tablo 3-7: TD-PCR içeriği 

Bileşenler Konsantrasyon Miktar 

Buffer 10X 2,5 µl 

Mg+2 25 μM 2 µl 

dNTP 2,5 μM 2 µl 

Primer (İleri) 2,5 μM 2 µl 

Primer (Ters) 2,5 μM 2 µl 

Taq DNA Polimeraz 500 units 0,25 µl 

dH2O - * 

cfDNA 25 ng * 

TOPLAM  25 µl 

(* Farklı miktarlarda) 
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Tablo 3-8: TD-PCR koşulları 

Program Isı (°C) Süre Siklus 

Denatürasyon 95  5 dk - 

Denatürasyon 94 45 sn 

16 siklus Bağlanma 70       62 (-0,5 °C/siklus) - 

Uzama 72 1 dk 

Denatürasyon 94 45 sn 

25 siklus Bağlanma 64 45 sn 

Uzama 72 1 dk 

Final Uzama 72 15sn - 

 

 

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi 

 

%4’lük 50 mL agaroz jel hazırlamak için hassas terazide 2 gr agaroz tartıldı. 50 

mL 1X TAE çözeltisinin içerisine eklendi ve mikrodalga fırında çözünene kadar 

yaklaşık 2 dk boyunca ısıtıldı. Daha sonra içerisine çeker ocakta  3,5 µl EtBr çözeltisi 

eklendi ve homojen bir karışım elde etmek için köpürmemesine dikkat edilerek 

çalkalandı. Elde edilen homojen çözelti, tarakları takılarak hazırlanmış olan yatay 

agaroz jel tepsisine hava baloncuğu oluşturmamaya özen göstererek döküldü. Agarozun 

polimerizasyonu için yaklaşık olarak 25 dakika boyunca beklenildi. 

Hazır olan agaroz jel, içinde 1X TAE  tamponu bulunan yatay agaroz jel tankına 

aktarıldı. TD-PCR ile elde edilen cfDNA örnekleri, 6X agaroz yükleme tamponu ile 

karıştırılarak jelin kuyularına yüklendi. Amplifikasyon ürünlerinin kontrolü amacı ile 50 

bç DNA ladder kullanıldı. Örnekler, 85 volt akımda yaklaşık olarak 40 dakika boyunca 

yürütüldü. Yürütülen agaroz jel görüntüleme sistemi ile görüntülendi. 
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3.2.8. Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR  

 

Fetal AMELY geninin varlığının maternal kanda saptanması amacı ile gebeliğin 

üç üçayını temsil edecek şekilde, 3,6,10. aylara ait örnekler analiz edildi. Her örnek üçlü 

olarak çalışıldı ve sonraki analizlerde ortalama Ct (AvgCt) değerleri kullanıldı. Kontrol 

olarak, gebe olmayan kısrak (dişi cinsiyet kontrolü) ve aygırdan elde (erkek cinsiyet 

kontrolü) edilen cfDNA’lar ve kontaminasyon kontrolü için DNA içermeyen örnek 

kontrolleri (NTC) kullanıldı. GAPDH geni amplifikasyon kontrolü amacı ile kullanıldı. 

qRT-PCR yönteminde kullanılacak olan en uygun primer konsantrasyonlarını 

belirleme amacı ile yapılan optimizasyon deneyleri sonucunda, en uygun 

konsantrasyonun  10 μM olduğu belirlendi.   

qRT-PCR hazırlığı yapılmadan önce kullanılan tüm mikropipetler, sarf 

malzemeleri qRT-PCR işlemi öncesinde 15 dakika boyunca içerisinde UV ışık altında 

steril edildi. Tüm qRT-PCR işlemleri, öncesinde %70’lik etanol ile temizlenen laminar 

akışlı PCR kabini içerisinde gerçekleştirildi.  

TD-PCR sonucunda elde edilen amlifikasyon ürünlerinin steril distile su ile 

1:10.000 oranında dilüsyonu yapıldı ve kantitatif qRT-PCR işleminde DNA olarak 

dilüsyonu yapılmış bu amplifikasyon ürünleri kullanıldı. 

qRT-PCR tekniğinde kullanılan bileşenler ve miktarları Tablo 3.9’da, qRT-PCR 

tekniğinin uygulama koşulları Tablo 3.10’da ve kullanılan ısılar Tablo 3.11’de 

sunulmuştur. 

 

Tablo 3-9: qRT-PCR yönteminde kullanılan bileşenler ve miktarları 

Bileşenler Konsantrasyon Miktar 

dH2O - 2 µl 

Master mix 1X 5 µl 

Primer (İleri) 10 μM 1 µl 

Primer (Ters) 10 μM 1 µl 
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TD-PCR Amplifikasyon Ürünü - 1 µl 

TOPLAM  10 µl 

 

 

Tablo 3-10: qRT-PCR tekniğinde uygulanan koşullar 

Program Siklüs sayısı Analiz Modu 

Ön-inkübasyon 1 - 

Amplifikasyon 45 Kantifikasyon 

Çözülme Eğrisi 1 Çözülme Eğrisi 

Soğutma 1 - 

 

 

Tablo 3-11: qRT-PCR tekniğinde kullanılan ısılar 

Kullanılan Isılar 

 
Hedef ısı 

(°C) 
Acquisition  Süre 

Isınma hızı 

(°C/sn) 

Acquisition 

/°C 

Ön-inkübasyon 95 - 5 dk 4,8 - 

Amplifikasyon 95 - 10 sn 4,8 - 

 59 - 20 sn 2,5  

 72 Tek 15sn 4,8  

Çözülme Eğrisi 95 - 5 sn 4,8  

 65 - 1 dk 2,5  

 97 Devamlı - - 5 

Soğutma 40 - 10 sn 2,0  
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3.2.9. Çözülme Eğrisi Analizi 

 

Amplifikasyonu yapılan genlerin özgüllüğü çözülme eğrisi (melting curve) 

analizi ile değerlendirildi. Bu analiz, amplifikasyon sırasında sadece istenilen spesifik 

ürünün amplifikasyonunun olduğunu doğrulamak amacı ile yapılmaktadır. Her çözülme 

noktası amplikonun baz içeriğine bağlı olarak değişen ait belli bir çözülme ısısını (Tm= 

reaksiyonda %50 çift iplikli DNA ve %50 tek iplikli DNA bulunduğu ısı) işaret eder.  

LightCycler 480 donanımına ait yazılım aracılığı ile yapılan analizde SYBR Green 

floresans boya eklenerek amplifiye edilmiş olan ürünlerin özgüllüğü, çözülme eğrisi ile 

tespit edildi. Çözülme eğrisi analizinin sonucunda triplike örneklerin tutarsızlığı ya da 

non-spesifik amplifikasyon şüphesi olduğunda o örnek analiz dışı bırakıldı. Erkek ve 

dişi fetüs taşıyan gebe kısrakların örneklerinin sonuçları birbiri ile ve kontoller ile 

karşılaştırmalı olarak analiz edildi. Analizlerde örnek kalitesinin belirlenmesinde 

GAPDH genine ögü çözülme eğrisi analizi sonuçları kullanıldı. 

 

3.2.10. İstatistiksel Analizler ve Data Analizi 

 

Maternal plazmadan izole edilen cfDNA konsantrasyonlarının karşılaştırılması 

ANOVA testi ile gerçekleştirildi. Sonuçlar ortalama (mean) ve standart sapma değerleri 

olarak ifade edildi. Her örnek için üçlü olarak analiz edilen AMELY geninin Ct 

değerlerinin ortalaması alındı ve bu değerler istatistiksel analiz için kullanıldı. Analizler 

SPSS.ver23 (IBM Corp., NY) programı kullanılarak yapıldı ve p<0,05 değeri anlamlı 

olarak kabul edildi. 

Her örnek için üçlü olarak analiz edilen AMELY geninin çözülme eğrisi 

analizlerinde örneklerle aynı koşulda ve eş zamanlı olarak amplifikasyonu yapılan aygır 

ve boş kısrağa ait cfDNA çözülme eğrisi değerleri cinsiyet için pozitif kontrol olarak 

kullanıldı. GAPDH geni ise her bir örneğin amplikasyon başarısının değerlendirilmesi 

amacı ile kullanıldı. 
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4. BULGULAR 

 

Tez projesi kapsamında 15 gebe kısrağın gebeliği süresince (1-11. aylar) ve 

kontrol olarak kullanılan boş kısraklar ve aygırlardan toplanan periferik kanlardan 

toplam 156 plazma örneği elde edildi.  Her bir plazma örneğinden, kullanılan izolasyon 

kitinin protokolüne uygun olarak cfDNA izolasyonu gerçekleştirildi. Tüm gebelik 

aylarından izole edilen örnekler değerlendirildiğinde cfDNA konsantrasyonlarının 1,2-

66,2 ng/µL ve millitre plazma başına total cfDNA konsantrasyonlarının 5,3-327,4 

ng/plazma mL arasında değişim gösterdiği tespit edildi. On beş kısrağın 11 gestasyonel 

aydan oluşan gebelik süresi boyunca her bir gestasyonel ayda maternal plazmada tespit 

edilen cfDNA konsantrasyonları değerlendirildi. Seçilen sekiz kısrakta gebeliğin 3., 6, 

ve 10. aylarındaki ve üç üçaya ait ortalama cfDNA konsantrasyonları karşılaştırıldı. 

Belirlenen üç ayda AMELY geninin amplifikasyonu ile cinsiyet belirlenmesine dair 

optimizasyonlar yapıldı. Tüm gebelik aylarında AMELY geninin fetal cinsiyet tayininde 

kullanımının etkinliği ise Gebelik boyunca kısrak maternal plazmasında sex determined 

region Y (SRY) ve amelogenin Y (AMELY) genlerinin belirlenmesi ve bu genlerin fötal 

cinsiyetle ilişkisi (İÜ-C BAP Proje No: 31671) başlıklı projede değerlendirilerek analiz 

edilmiş ve ilgili bulgular bu proje kapsamında tartışılmıştır. 

 

4.1. Gebelik Süresi Boyunca Gestasyonel Aylarda Maternal Plazmadaki cfDNA 

Konsantrasyonlarının Değişimi 

 

On beş gebe kısrakta gebelik süresi boyunca gestasyonel aylarda saptanan  

maternal plazma cfDNA konsantrasyonları (ng/mL plazma) Tablo 4.1’de sunulmuştur. 

Dişi ve erkek fetüs taşıyan maternal serum  cfDNA konsantrasyonlarının  gebelik ayları 

arasında fark olup olmadığı analiz edildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç 

gözlenmedi (p>0,05). 
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Tablo 4-1: Gebe kısraklarda tüm gebelik aylarında maternal plazmadaki cfDNA (ng/mL 

plazma) konsantrasyonları 

 

(GA:  Gestasyonel Ay, *: cfDNA konsantrasyonu tespit edilemeyen gestasyonel aylar) 

 

 

 

 

 1.GA 

ng/mL 

2.GA 

ng/mL 

3.GA 

ng/mL 

4.GA 

ng/mL 

5.GA 

ng/mL 

6.GA  

ng/mL 

7.GA  

ng/mL 

8.GA  

ng/mL 

9.GA  

ng/mL 

10.GA  

ng/mL 

11.GA  

ng/mL 

KISRAK 

1 

169,78 123,5 262 161,33 231 152,89 139,5 327,43 161,78 188,67 144,89 

KISRAK 

2 

184,89 81 24,5 141,5 107,11 29,5 49,33 174,29 84,5 198,5 234,5 

KISRAK 

3 

276,8 104,44 104,44 117,78 92,5 147,11 104 171,11 222,67 129,78 115,56 

KISRAK 

4 

170,67 53,78 196,57 59,43 129,78 193 205,14 177,14 * 162,67 203,56 

KISRAK 

5 

64,73 129,78 109,78 159,11 141,78 98,86 157,78 * 153 119,11 162,67 

KISRAK 

6 

112 * 256 116,67 58,5 309,71 * 176,5 119,64 94,18 * 

KISRAK 

7 

66 * 82,8 109,2 97,5 170,5 144,67 145,5 67,5 127,5 174 

KISRAK 

8 

37,45 71,64 106,18 53,82 65 114,67 135,11 145,33 99,64 81,82 48,73 

KISRAK 

9 

59,64 63,64 104,5 58,4 96 159,27 70,91 92,36 135,64 188 * 

KISRAK 

10 

286,86 106 167,11 213,33 40,8 70,22 82,29 120,44 65,2 46,4 * 

KISRAK 

11 

163,56 * 287 129,33 194,29 173,3 212 140,44 79 152 180,5 

KISRAK 

12 

220 108,89 88 156,89 112 181,5 130,67 142,22 131,11 110 242,29 

KISRAK 

13 

66,67 87,56 5,33 68,44 111 84,57 101 105,5 149,3 187,1 * 

KISRAK 

14 

49,45 * 71,5 87 123 86 63,5 180 104 92 124 

KISRAK 

15 

164,89 262,5 236,5 140,4 212,57 192,44 134,67 126 309,5 190 155,56 

Ortalama 

(mean) 

139,55 108,43 140,14 118,17 120,85 144,23 123,61 158,87 134,46 137,84 162,38 

Standart 

Sapma (±) 

82,01 56,54 88,60 46,25 54,90 67,52 48,94 55,95 66,19 47,47 55,38 
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4.2. Gebeliğin Üç Üçayında Maternal Plazmadaki  cfDNA Konsantrasyonlarının 

Değişimi 

 

Belirlenen 8 kısrakta gebeliğin her bir üçayını temsilen seçilen 3,6 ve 10. 

gestasyonel aylardaki total cfDNA konsantrasyonları (ng/mL plazma) tespit edilerek 

Tablo 4.2’de verilmiştir. 

 

Tablo 4-2: Kısraklarda gebeliğin üç üçayında maternal plazmadaki total cfDNA 

konsantrasyonları 

 3. GA (ng/mL) 

(1. Üçay) 

6. GA (ng/mL) 

(2. Üçay) 

10. GA (ng/mL) 

(3. Üçay) 

KISRAK 1 262 152,89 188,67 

KISRAK 2 24,5 29,5 198,5 

KISRAK 3 104,44 147,11 129,78 

KISRAK 4 196,57 193 162,67 

KISRAK 5 109,78 98,86 119,11 

KISRAK 6 256 309,71 94,18 

KISRAK 7 82,8 170,5 127,5 

KISRAK 8 106,18 114,67 81,82 

Ortalama( Mean) 142,78 152,03 137,77 

Standart Sapma(±) 85,70 81,19 42,16 

(GA: Gestasyonel Ay) 

 

 

 

 

 

 



41 

 

4.3. Dişi ve Erkek Fetüs Taşıyan Kısraklarda cfDNA Konsantrasyonlarının 

Karşılaştırılması 

 

Dişi ve erkek fetüs taşıyan kısraklarda cfDNA konsantrasyonlarının (ng/mL 

plazma) karşılaştırılması Tablo 4.3’te sunulmuştur. Genel olarak dişi fetüs taşıyan 

gebelerin erkek fetüs taşıyan gebelere oranla daha yüksek cfDNA konsantrasyonlarının 

olduğu saptandı. Bu farklılığın 3. ayda daha belirgin ve istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu saptanmıştır (p=0,024). Ancak, 6. ayda ve 10. aylarda istatistiksel anlamlılık 

seviyesine ulaşmadığı görülmektedir. Üçayların ortalamaları alınarak incelendiğinde, 1. 

ve 3. üçaylarda dişi fetüs taşıyan kısrakların erkek fetüs taşıyan kısraklara göre cfDNA 

konsantrasyonlarının belirgin bir şekilde yüksek olduğu (sırasıyla, p=0,001 ve 0,024), 

gebeliğin 2. üçay ortalamasında ise dişi ve erkek fetüsler arasındaki farkın istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı saptandı (p>0,05). 

 

Tablo 4-3: Dişi ve erkek fetüs taşıyan kısraklarda cfDNA konsantrasyonlarının 

karşılaştırılması (n=8) 

 Cinsiyet n Ortalama 

(Mean) 

Standart 

Sapma(±) 

Minimum Maximum P 

Değeri 

A        

3.GA 

Total ng/mL 

Dişi 4 204,7525 73,10525 104,44 262,00 0,024 

Erkek 4 80,8150 39,40251 24,50 109,78 

6.GA 

Total ng/mL 

Dişi 4 200,6775 75,49868 147,11 309,71 0,087 

Erkek 4 103,3825 58,05527 29,50 170,50 

10.GA 

Total  ng/mL 

Dişi 4 143,8250 40,93937 94,18 188,67 0,717 

Erkek 4 131,7325 48,73875 81,82 198,50 

B        

1. Üçay 

Ortalaması 

Dişi 4 167,8317 21,21663 140,34 185,09 0,001 

Erkek 4 86,0958 15,18825 71,76 101,43 

2. Üçay 

Ortalaması 

Dişi 4 147,4750 29,32957 119,13 181,74 0,089 

Erkek 4 107,3792 26,42416 77,83 133,25 

3. Üçay 

Ortalaması 

Dişi 4 178,6767 27,13585 148,07 209,57 0,024 

Erkek 4 126,0033 22,00572 102,71 155,39 

(A: 3., 6. ve 10. GA’da erkek ve dişi fetüs taşıyan gebelerin karşılaştırılması, B: Üç üçayın ortalamasının 

karşılaştırılması (n=8), GA: Gestasyonel Ay) 

 

Dişi ve erkek fetüs taşıyan kısraklarda total cfDNA konsantrasyonları gebeliğin 

birinci ve üçüncü üçayında karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık elde edilirken 

(p<0,05) gebeliğin ikinci üçayında anlamlı bir farklılık elde edilmedi ( p>0,05). 
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4.4. AMELY Geninin Analizinde Gerçekleştirilen Optimizasyon Bulguları 

 

İzolasyonu gerçekleştirilen örnekler doğum sonrasında yenidoğan cinsiyetlerine 

göre sınıflandırıldı. PCR yöntemlerinde kullanılacak olan kalıp cfDNA miktarı, 

araştırılan genler için en uygun primer bağlanması ısısı, reaksiyondaki en efektif ürün 

miktarının elde edildiği primer konsantrasyonu ve qRT-PCR’da kullanılmak üzere elde 

edilen TD-PCR ürünlerinin en uygun dilüsyon oranının saptanması amacı ile 

optimizasyonlar yapıldı. Optimizasyon verilerine dayanarak oluşturulan standart 

protokol kullanılarak yöntemlere açıklandığı gibi devam edildi. 

AMELY genine özgü TD-PCR’da  elde edilen ürünlerin 1:10, 1:500 ve 1:1000  

oranlarındaki dilüsyonları kullanılarak qRT-PCR yöntemi uygulandı. Ardından yapılan 

çözülme eğrisi analizi karşılaştırıldığında 1:500 dilüsyonda daha etkin sonuç alındığı 

saptandı. Şekil 4.1’de 1:10 dilüsyon TD-PCR ürünlerinin kullanılmasının ardından 

yapılan çözülme eğrisi analizi grafiği sunulmuştur. 

 

 

Şekil 4-1: AMELY genine özgü TD-PCR ürünlerinin 1:10 dilüsyonu kullanılarak 

gerçekleştirilen kantitatif gerçek zamanlı PCR ve çözülme eğrisi analizi 

Şekilde, 6. gestasyonel ayda erkek fetüs taşıyan kısrak (A), 6. gestasyonel ayda dişi fetüs taşıyan kısrak (B) ve 

karşılaştırmalı olarak erkek fetüs (kırmızı) ve dişi fetüs (pembe) taşıyan kısraklara (C) ait çözülme eğrisi analizlerinin 

görüntüleri sunulmuştur. 

 

Şekil 4.2’de AMELY genine özgü TD-PCR’da  elde edilen ürünlerin 1:500 ve 

Şekil 4.3’te 1:1000 oranındaki dilüsyonlarının kalıp DNA olarak kullanıldığı qRT-PCR 

yönteminin ardından yapılan çözülme eğrisi analizi görüntüleri sunulmuştur. 

 



43 

 

 

Şekil 4-2: AMELY genine özgü primerler kullanılarak 1:500 dilüe edilmiş TD PCR 

ürünleri kullanılarak gerçekleştirilen kantitatif gerçek zamanlı PCR ve çözülme 

eğrisi analizi 

Şekilde, 6. gestasyonel ayda dişi fetüs taşıyan kısrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetüs taşıyan kısrak (B) ve 

karşılaştırmalı olarak dişi fetüs (pembe) ve erkek  fetüs (yeşil) taşıyan kısraklara (C) ait çözülme eğrisi analizlerinin 

görüntüleri sunulmuştur. 

 

 

 

Şekil 4-3: AMELY genine özgü primerler kullanılarak 1:1000 dilüe edilmiş TD-PCR 

ürünleri kullanılarak gerçekleştirilen kantitatif gerçek zamanlı PCR ve çözülme 

eğrisi analizi 

Şekilde, 6. gestasyonel ayda dişi fetüs taşıyan kısrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetüs taşıyan kısrak (B) ve 

karşılaştırmalı olarak dişi fetüs (kırmızı) ve erkek  fetüs (mavi) taşıyan kısraklara (C) ait çözülme eğrisi analizlerinin 

görüntüleri sunulmuştur. 
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4.4.1. GAPDH Genine Ait Optimizasyon Verileri 

 

GAPDH genine özgü TD-PCR’da  elde edilen ürünlerin 1:10, 1:500 ve 1:1000  

oranındaki dilüsyonları kullanılarak qRT-PCR yöntemi uygulandı. Ardından yapılan 

çözülme eğrisi analizi karşılaştırıldığında 1:1000 dilüsyonda daha etkin sonuç alındığı 

saptandı. Şekil 4.4’te 1:10 dilüsyon ve Şekil 4.5’te 1:500 TD-PCR ürünü 

kullanılmasının ardından yapılan çözülme eğrisi analizi grafiği sunulmuştur. 

 

Şekil 4-4: GAPDH genine özgü primerler kullanılarak 1:10 dilüe edilmiş TD-PCR ürünleri 

kullanılarak gerçekleştirilen kantitatif gerçek zamanlı PCR ve çözülme eğrisi 

analizi 

Şekilde, 6. gestasyonel ayda dişi fetüs taşıyan kısrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetüs taşıyan kısrak (B) ve 

karşılaştırmalı olarak erkek fetüs (mavi) ve dişi fetüs (pembe) taşıyan kısraklara (C) ait çözülme eğrisi analizlerinin 

görüntüleri sunulmuştur. 

 

Şekil 4-5: GAPDH genine özgü primerler kullanılarak 1:500 dilüe edilmiş TD-PCR 

ürünleri kullanılarak gerçekleştirilen kantitatif gerçek zamanlı PCR ve çözülme 

eğrisi analizi 

Şekilde, 6. gestasyonel ayda dişi fetüs taşıyan kısrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetüs taşıyan kısrak (B) ve 

karşılaştırmalı olarak dişi fetüs (pembe) ve erkek fetüs (yeşil) taşıyan kısraklara (C) ait çözülme eğrisi analizlerinin 

görüntüleri sunulmuştur. 
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4.5. AMELY Geninin qRT-PCR Analizi Sonucunda Elde Edilen Bulgular 

 

25 ng cfDNA örneği kalıp olarak kullanılarak TD-PCR ile amplifikasyon 

yapıldı. Elde edilen PCR ürünleri 1:1000 oranında dilue edildi ve qRT-PCR yöntemi ile 

amplifikasyonu yapıldı. Uygulanan tekniğin hassasiyetinin yüksek olması nedeni ile 

AMELY geni için tüm örneklerde amplifikasyon elde edildi. İstatistiksel analizler 

sonucunda erkek ve dişi fetüs taşıyan gebeliklerde cinsiyete bağlı olarak AMELY 

geninin Ct değerleri arasında anlamlı bir farklılık olmadığı görüldü (p>0,05). Şekil 

4.6’da AMELY geni için uygulanan qRT-PCR analizi sonucunda elde edilen 

amplifikasyon eğrileri örnek olarak sunulmuştur. 

 

Şekil 4-6: AMELY genine özgü qRT-PCR analizinde amplifikasyon eğrileri 

AMELY genine özgü primerler kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR analizinde örneklere ait amplifikasyon eğrileri 

görülmektedir. 
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4.6. AMELY Geni Amplifikasyon Reaksiyonlarının Gebelik Aylarında 

Karşılaştırılması 

 

 Dişi ve erkek olarak gruplandırmadan AMELY geni  Ct değerlerinin gebelik 

ayları arasında karşılaştırılması Tablo 4.4’te sunulmuştur. 

 

Tablo 4-4: Kısrakların gebelik boyunca AMELY geninin ortalama Ct değerinin 

karşılaştırılması (n=8) 

GA n Ortalama Standart 

Sapma 

Minimum Maximum P Değeri 

3 8 11,27 2,65 8,83 14,66  

0,963 6 7 10,91 2,40 8,57 14,49 

10 8 11,15 2,55 8,67 14,66 

(GA: Gestasyonel Ay) 

 

Toplam 8 kısrakta AMELY geni Ct değerlerinin gebelik ayları arasında fark olup 

olmadığı analiz edildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç elde edilmedi 

(p=0,963). Cinsiyete göre karşılaştırma yapıldığında da sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlı değildir (dişi fetüslerde p=0,990; erkek fetüslerde p=0,920). 

 

4.7. GAPDH Geninin qRT-PCR Analizi Sonucunda Elde Edilen Bulgular 

 

25 ng cfDNA örneği kalıp olarak kullanılarak TD-PCR ile amplifikasyon 

yapıldı. Elde edilen PCR ürünleri 1:10000 oranlarıında dilue edildi ve qRT-PCR 

yöntemi ile amplifikasyonu yapıldı. Uygulanan tekniğin hassasiyetinin yüksek olması 

nedeni ile GAPDH geni için tüm örneklerde amplifikasyon elde edildi. 

 

Şekil 4.7’de GAPDH geni için uygulanan qRT-PCR analizi sonunda elde edilen 

amplifikasyon eğrileri örnek olarak sunulmuştur. 
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Şekil 4-7: GAPDH genine ait qRT-PCR analizinde amplifikasyon eğrileri 

GAPDH genine özgü primerler kullanılarak gerçekleştirilen kantitatif gerçek zamanlı PCR sonucunda örneklere ait 

amplifikasyon eğrileri görülmektedir. 

 

 

 

4.8. AMELY Genine Ait Çözülme Eğrisi Analizi 

 

qRT-PCR yönteminden sonra uygulanan çözülme eğrisi analizlerinde her örnek 

için amplikon özgüllüğü kontrol edildi. Bu analizde çalışılan maternal cfDNA örnekleri 

içerisinde fetal cinsiyet ile ilgili olarak araştırılan genlerin tespit edilebilme gücü 

belirlendi. Şekil 4.8 ve 4.9’da AMELY genine ait çözülme eğrisi analizi sonuçları 

sunulmuştur. 
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Şekil 4-8: AMELY genine ait çözülme eğrisi analizi 

 Şekilde, 6. gestasyonel ayda erkek fetüs taşıyan kısrak (A), kontrol olarak kullanılan aygır (B) ve karşılaştırmalı 

olarak dişi fetüs (kırmızı) ve erkek fetüs (gri) taşıyan kısraklara (C) ait çözülme eğrisi analizlerinin görüntüleri 

sunulmuştur. 

 

 

Şekil 4-9: AMELY genine ait çözülme eğrisi analizi 

Şekilde karşılaştırmalı olarak, 6. gestasyonel ayda erkek fetüs taşıyan kısrak (yeşil) ve dişi fetüs taşıyan kısraklara 

(kırmızı)  ait çözülme eğrisi analizinin görseli sunulmuştur. Üst panelde floresans boya miktarı ve ısıya göre 

amplikonların çözülme eğrisi, alt panalede ise flerasans boya miktarına göre amplikonlara spesifik olarak farklı 

ısılarda oluşan çözülme eğrisi tepe  noktaları görülmektedir. Bu analiz sonucunda dişi ve erkek fetüslerin ayrımı kesin 

olarak yapılabilmektedir. 

 

Y kromozomu üzerindeki AMELY geni ve X kromozomu üzerindeki AMELX 

geni arasında yüksek dizi benzerliği vardır. Bu dizi benzerliğinin bir dezavantajı PCR 

amplifikasyonunda her iki gen dizilerinin de ayrım yapılamadan çoğaltılmasıdır. Ancak,  

AMELY gen dizisinde AMELX’den farklı olarak 24 bazlık bir delesyon olması PCR 

sonrasında iki gen ürünün birbirinden ayrılabilmesini sağlamıştır. Primer tasarımı 

AMELX ve AMELY gen dizilerindeki 24 bazlık farklılığı gözeterek tasarlandı. 

 



49 

 

4.9. GAPDH Genine Ait Çözülme Eğrisi Analizi 

 

qRT-PCR yönteminden sonra uygulanan çözülme eğrisi analizlerinde her örnek 

için amplikon özgüllüğü kontrol edildi. Bu analizde çalışılan maternal cfDNA örnekleri 

içerisinde fetal cinsiyet ile ilgili olarak araştırılan genlerin tespit edilebilme gücü 

belirlendi. Şekil 4.10’da GAPDH genine ait çözülme eğrisi analiz sonuçları 

sunulmuştur. 

 

 

 

Şekil 4-10: GAPDH genine ait çözülme eğrisi analizi 

Dişi ve erkek fetüs taşıyan kısrakların 1-4. gebelik ayları, boş kısrak ve aygıra ait cfDNA örneklerinden GAPDH 

geninin amplifikasyonu sonrasında karşılaştırmalı analizlerde ürün özgüllüğü görülmektedir. 

 

 

Endojen kontrol gen olan ve AMELY geninin kantitasyonu için kullanılan 

GAPDH geninin maternal kan ve erkek ve dişi kontrollerin kan örnekleri için çözülme 

eğrisi analizinde spesifik ürün varlığı doğrulandı. 
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5. TARTIŞMA 

Maternal vücut sıvılarında serbest dolaşan hücre dışı fetal nükleik asitler, fetüse 

ait anöploidilerin taranabilmesi ve tek gen analizlerinde de gelecekte ümit vadedici 

olması nedeni ile prenatal tanı alanında önemli bir yer kazanmıştır [102][103].  cfDNA, 

cinsiyet tayini amacı ile de incelenebilmektedir. Cinsiyet kromozomları ile ilişkili 

hastalıkların saptanmasında ve adli tıp alanında cinsiyet tayini amacı ile 

kullanılabilmektedir.  

 Maternal cfDNA’nın araştırılması ile fetüs cinsiyetinin tayin edilebilmesi 

domestik hayvanların üretiminde de önem taşımaktadır. Kısraklarda fetal cinsiyetin 

doğru teşhisi, hem özel hem de ticari amaçlar için birçok yetiştirici için yararlı 

olmaktadır. Atlarda prenatal fetal cinsiyet tayini amacıyla maternal kandan izole edilen 

fetal cfDNA’da SRY geninin saptanması amacı ile gerçekleştirilen qRT-PCR tekniğinde, 

testin duyarlılığı, özgüllüğü ve doğruluğu sırasıyla %90,48, %96 ve %93,48 oranlarında 

tespit edilmiştir. Bu yaklaşımın, çiftliklerde gebe kısraklardan alınan periferik kan 

örnekleri ile cinsiyet tayininin yapılabilmesi için yaygın bir prosedür olarak 

kullanılabileceği düşünülmektedir [104]. 

cfDNA analiz tekniklerinin insanda duyarlılığının ve hassasiyetinin 

yükseltilmesi, bu uygulamaların daha sonra atlar dahil diğer hayvanlarda da testin 

geliştirilmesini sağlamaktadır. Günümüzde fetal cinsiyet tayini için çeşitli yaklaşımları 

araştıran ve her biri gebeliğin farklı aşamalarında gerçekleştirilen çeşitli çalışmalar 

yapılmıştır. Ancak, atlar dahil bazı hayvanlarda genomik dizilerin tam olarak 

belirlenememiş olması optimizasyonları zorlaştırmakta ve analiz güçlüğü yaratmaktadır 

[105][113]. Bu tez çalışmasında Equus caballus genom dizisi üzerinden ve dizilendiği 

kadarı ile AMELX ve AMELY gen dizilerinin karşılaştırılması ile tespit edilen dizilerden 

yararlanılarak primer tasarımı yapılmıştır. Ancak, NCBI GENBANK bilgi bankasında 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) AMELX (Gene ID: 100049799) ve AMELY (Gene 

ID: 100034231) dizileri tanımlanmış iken Ensembl (https://www.ensembl.org) gen bilgi 

bankasında sadece AMELX (ENSECAG00000016413.3) tanımlanmıştır, AMELY 

hakkında kesinleşmiş bir dizi bilgisi bulunmamaktadır. Bu durum ve benzeri tespitler 

dizi bilgilerinin doğrulanması açısından karmaşa yaratmış ve analiz kapasitesini 

sınırlamıştır. AMELY geni dizisindeki bu belirsizlik Y kromozomu üzerindeki tekrar 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/


51 

 

bölgeleri nedeni ile genom dizileme çalışmalarının yetersiz kalmasından 

kaynaklanmaktadır. 

Cinsiyet, fiziksel aktivite, gebelik gibi çeşitli patolojik veya fizyolojik koşullarda 

dolaşımdaki cfDNA konsantrasyonunu etkilenmektedir. Gebelik sırasında, gebe 

kadınların plazmasındaki serbest dolaşan cfDNA'nın ortalama %10'unun fetal kaynaklı 

olduğu gösterilmiştir [106]. İnsana ait kan örneklerinden elde edilen cfDNA miktarı, 

izolasyon için kullanılan plazma hacminin sınırlı ve düşük miktarda olması sebebiyle 

sınırlıdır. Bu durumun prenatal tanı testlerinde başarısızlığa sebep olduğu 

düşünülmektedir. 

Gebeliğin üç üçayında maternal plazmada bulunan cfDNA konsantrasyonları 

hakkında çok az bulgu bulunmaktadır [105]. Gebeliğin son 2 ayında maternal plazmada 

fetal cfDNA’nın yüksek bir oranda artışı söz konusudur [75]. Bu durumun maternal-

fetal plasental bariyerin kademeli olarak parçalanmasıyla ilişkili olduğu 

düşünülmektedir [109]. Ayrıca geç gebelikte fetal cfDNA konsantrasyonlarının 

analizinde, üçüncü üçayda gebelik yaşı ile fetal DNA konsantrasyonları pozitif bir 

korelasyon göstermiştir. Geç üçüncü üçayda her hafta fetal cfDNA konsantrasyonunda 

%29.3 oranında bir artış gözlenmektedir [110]. 

Bu tez çalışmasında, 15 gebe kısrakta tüm gebelik aylarında (1-11. aylar) 

cfDNA izolasyonu sonucunda elde edilen cfDNA konsantrasyonları değerlendirildi, 

ancak tüm atlar değerlendirildiğinde aylara göre konsantrasyon oranları açısından 

anlamlı bir fark gözlenmedi. Dişi ve erkek fetüs taşıyan maternal serum  cfDNA 

konsantrasyonlarının  gebelik ayları arasında fark olup olmadığı analiz edildiğinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç gözlenmedi (p>0,05). İlginç olarak, dişi fetüs 

taşıyan gebelerin erkek fetüs taşıyan gebelere oranla daha yüksek cfDNA 

konsatrasyonlarının olduğu saptandı. Bu farklılığın 3. ayda daha belirgin ve istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu saptanmıştır (p=0,024). Ancak, 6. ayda ve 10. aylarda istatistiksel 

anlamlılık seviyesine ulaşmadığı görülmektedir. Üçayların ortalamaları alınarak 

incelendiğinde, 1. ve 3. üçaylarda dişi fetüs taşıyan kısrakların erkek fetüs taşıyan 

kısraklara göre cfDNA konsantrasyonlarının belirgin bir şekilde yüksek olduğu 

(sırasıyla, p=0,001 ve 0,024), gebeliğin 2. üçay ortalamasında ise dişi ve erkek fetüsler 

arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptandı (p>0,05).  
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Literatürde gebelik süresince gebeliğin üç üçayında maternal plazmada cfDNA 

konsantrasyonlarının takibinin yapıldığı bir çalışmada, gebelik süresince cfDNA 

konsantrasyonundaki artış, üçüncü üçayında en yüksek değerde tespit edilmiştir. 

Gebeliğin sonuna doğru toplam maternal cfDNA yüzdesindeki artış eğilimi ardışık üçay 

için %8,3,  %10,7 ve %23,2 değerleri ile istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur [77]. 

Gebeliğin üçayında maternal plazmada cfDNA konsantrasyonlarının tespitinin yapıldığı 

farklı bir çalışmada ise birinci üçayda cfDNA artış oranı % 1,19 olarak bildirilirken artış 

oranı, ikinci üçayda %0,85, üçüncü üçayda %0,27 olarak bildirilmiştir [76]. Ancak, bu 

yayınlarda cinsiyet dağılımı konusunda bir inceleme yapılmamıştır. Bu tez çalışması 

kapsamında çalışılan örnek sayısının az olması kısıtlayıcı bir unsurdur ve  daha geniş 

kısrak populasyonunda çalışılması daha detaylı sonuçların elde edilmesini sağlayacaktır. 

İnsanlar, çeşitli besinlerin geçişine ve immünolojik değişime izin veren 

minimum miktarda feto-maternal histolojik katman içeren bir plasenta türü olan 

hemokoriyal plasentaya sahiptir. Bununla birlikte, kısrakların fetal, maternal zarlardan 

ve 6 katmandan oluşan epitelyal bir plasentası vardır. Bu, kısrak maternal plazmasının 

önemli ölçüde daha az miktarda fetal cfDNA içerdiği gerçeğini vurgulayan fetüs ve 

kısrak arasında çok daha sınırlı bir yapı olduğu anlamına gelmektedir [105]. Bu 

durumda maternal plazmadan cfDNA izolasyonunun çok dikkatli ve hassas bir şekilde 

gerçekleştirilmesi gerekmektedir. Yüksek konsantrasyonda ve saflıkta elde edilen 

cfDNA örnekleri, çalışmanın ileri basamakları için sağlam bir temel oluşturmaktadır. 

Kısraklarda fetal cfDNA’nın maternal plazmaya geçişinin bu zar katmanları nedeni ile 

sınırlı olması nedeni ile AMELY gen dizilerinin daha zenginleştirilmesi amacı ile qRT-

PCR öncesinde gene özgü primerler ile TD-PCR yöntemi kullanılarak amplifikasyon 

gerçekleştirildi. 

cfDNA kalitesini ve konsantrasyonunu önemli ölçüde etkileyen koşullardan 

birisi örneğin elde edilme koşullarının optimizasyonu ve maternal plazmanın elde 

edilme yöntemidir. Gebelik süresince gebeliğin her bir gestasyonel ayında, 11 gebelik 

ayı boyunca aynı koşullarda, aynı zaman diliminde ve aynı gündelik fiziksel aktivite 

sonrası şartlarında periferik kan örneklerinin alınması, cfDNA’nın maternal plazmaya 

salınımına etki etmekte olan stres, beslenme şekli, hareket miktarı gibi parametrelerin 

dışlanabilmesi adına önem taşımaktadır. Periferik kan örneklerinden plazma elde etme 

aşamaları ve elde edilen plazmanın muhafaza edilme koşulları da genetik materyalin 
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korunması ve verimli bir çalışma için temel oluşturması açısından dikkat edilmesi 

gereken önemli noktalar olarak gözlenmiştir. Tez çalışmasında AMELY geninin 

GAPDH geni ile beraber analiz edilmesinin en önemli nedenlerinden birisi örnek 

kalitesini değerlendirme amacıdır. Optimizasyonlarda ve analizlerde AMELY qRT-PCR 

ürünlerinin çözülme eğrisi analizlerinde tutarsızlık görüldüğünde  GAPDH çözülme 

eğrilerinde de benzer tutarsızlıkların olduğunu saptadık. Bu bulgu, maternal kandaki 

cfDNA yetersizliğinden, plazmanın uygun şekilde ayrılamamasından ya da cfDNA’nın 

izolasyonunun yeterli kalitede yapılamamasından kaynaklanabilmektedir.  

Cinsiyet tayini için yapılan PCR tekniği genellikle Y-spesifik amplifikasyonun 

varlığına veya yokluğuna dayanmaktadır [102].  ZFX, ZFY ve SRY genleri kullanılarak 

gerçekleştirilen PCR amplifikasyonu kısraklarda fetal cinsiyet tayini için başarıyla 

kullanılmıştır [107]. SRY geni hayvanlarda ve insanlarda fetal cinsiyet tayininde 

kullanılırken AMELY geni ruminantlarda fetal cinsiyet tayininde kullanılmaktadır. Fetal 

cinsiyet tayininde en yaygın olarak sex determining region Y (SRY) ve Amelogenin X 

(AMELX), Amelogenin Y (AMELY) genlerinin kullanıldığı bildirilmiştir 

[68][111][66][112]. Araştırmacılar koyunlarda gebelikte AMELY geninin gebelik 

süresince maternal kan plazmasından fetal cinsiyeti belirlemişlerdir [112]. 

Literatürde, atlarda dolaşımdaki serbest fetal cfDNA kullanımına ilişkin 

araştırmalarda, maternal plazmada dişi fetüsün belirlenmesine ilişkin potansiyel olarak 

daha doğru sonuçlar ve özgüllük sunacak primerleri hedeflemek için homolog X ve Y 

fragmanlarının kullanımı araştırılmamıştır. Kadivar ve arkadaşları, koyunlarda bu tür bir 

metodolojinin önemini vurgulayarak %93 oranında bir doğrulukla, bir çalışma 

yürütmüşlerdir. İzolasyon yöntemleri ve primer tasarımı dahil olmak üzere 

metodolojilerin birçok yönü insan çalışmaları ile farklılık göstermektedir ve sonuçların 

doğruluğu, duyarlılığı ve özgüllüğü, bunların şu anda uygulanabilir rutin laboratuvar 

testleri olması için araştırma yoluyla henüz yeterince rafine edilmemiş ve 

desteklenmemiştir [105]. 

Deneylerde ek kontroller kullanılması çalışmanın kanıtlanabilir doğruluğu için 

önem taşımaktadır. Doğruluğu göstermek için gebe olmayan kısrak cfDNA’sı ile aygır 

cfDNA'sı kullanılmıştır. Primerlerin doğru sekansı yükseltmesini sağlamak için pozitif 

kontroller olarak erkek kan plazmasındaki Y kromozomuna özgü sekansların 

amplifikasyonu kullanılmıştır. Gelecekteki çalışmalarda kontrolü not etmek, doğruluğu, 
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duyarlılığı ve verimliliği ölçmek ve kontrol metodolojilerini göz önünde bulundurarak 

önceki araştırmalarla karşılaştırmak esastır [105]. 

Bu tez çalışmasının kısıtlı kalan en önemli bölümleri, Equus Caballus genom 

dizi bilgisinin net olarak belirlenememiş olması, çalışılan örnek sayısının az olması ve 

cfDNA miktarının gebeliğin her dönemi için yeterli kalite ve miktarda olmaması 

şeklindedir.  

Sonuç olarak, literatür taraması yapıldığında kısraklarda erken fetal cinsiyet 

tayininde AMELY geninin kullanılması kısıtlıdır. Tez çalışmasından elde edilen bulgular 

cfDNA kalitesi ve miktarı yeterli olduğu koşulda AMELY geninin kısraklarda fetal 

cinsiyet tayini için kullanılabilir olduğunu göstermektedir. Diğer yandan, cfDNA 

konsantrasyonlarının dişi ve erkek gebeliklerde farklı olduğu ve özellikle üçay olarak 

değerlendirildiğinde anlamlı farklılığının olduğu gösterilmiştir. Çalışmanın daha geniş 

gebe kısrak serilerinde ve diğer hayvanlarda tekrarlanması, sonuçların doğrulununun 

gösterilmesi açısından önem taşımaktadır. 
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