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OZET

Zenginol E. Kisraklarda Maternal Plazmada AMELY ve GAPDH Genlerinin Analizi ve
Kantitasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlst, Genetik ABD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2023.

Dolagimdaki serbest hiicre dis1 fetal DNA (cell free fetal DNA, cffDNA) maternal
kanda serbest olarak bulunan ve boyutu yaklasik olarak 80-200 baz cifti (b¢) uzunlugu
arasinda degiskenlik gosteren kiigiik DNA fragmentleridir. Kantitatif ger¢ek zamanl
PCR (gRT-PCR) teknigi kullanilarak maternal plazmada bulunan hiicre dist DNA’nin
(cell free DNA, CcfDNA) tespiti hassas ve dogrulugu yiiksek sekilde
gerceklestirilebilmektedir.

Yaris atlarinda ve damizlik atlarda fetal cinsiyetin tayin edilmesi, hayvan yetistiriciligi
alaninda ve ekonomik alanda Onem tasimaktadir. Amelogenin Y (AMELY), sex
determining region Y (SRY) ve Zinc Finger (ZFX/ZFY) genleri kisraklarda fetal cinsiyet
tayininde kullanilan genler arasinda gosterilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, 15 gebe kisragin maternal plazmasindan izole edilen
cfDNA orneklerinde, Touch-Down PCR (TD-PCR) ve kantitatif gergek zamanli PCR
deneylerinin optimizasyonu ve AMELY ve Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz
(GAPDH) genlerinin maternal plazmada kantitatif analizleri gergeklestirilmistir. Ek
olarak, 15 kisrakta tum gebelik suresince (1-11. aylar) izole edilen cfDNA 6rneklerinin
gestasyonel aylara ve 8 kisrakta gebelik Ucaylarina gore plazma konsantrasyonlarindaki
degisimi analiz edilmistir. Tez ¢alismasi sonucunda, maternal kanda cfDNA’nin analizi
ile erkek ve disi fetiisler arasinda AMEL geninindeki farkliligin tespit edilebildigi ancak
bu tespitin cfDNA’nin kalitesi ile dogru orantili oldugu belirlendi. Maternal cfDNA
konsantrasyonlarinin ortalamasinin her bir U¢ayda farkli oldugu ve 6zellikle 3. ayda disi
fetiis tagiyan gebelerde erkek fetiis tasiyanlara gore anlamli olarak yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p=0,024).

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

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan kismen
desteklenmistir. Proje No: 31671



ABSTRACT

Zenginol E. Analysis and Quantification of AMELY and GAPDH Genes from Maternal
Plasma in Mares. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Genetics MSc Thesis. Istanbul. 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 (gRT-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 (gRT-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

The present work was partially supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 31671



1. GIRIS VE AMAC

Hiicre disi serbest DNA (cfDNA) ilk olarak 1948'de sistemik lupus
eritematozuslu hastalardan elde edilen o6rneklerde tanimlanmistir. Serum cfDNA
seviyeleri ise ilk kez 30 yil sonra kanser hastalarmin orneklerinde incelenmis ve
dolasimdaki toplam cfDNA miktarinin kanserli hastalarda saglikli bireylere gore daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, plazmada artis gosteren cfDNA
konsantrasyonu, sadece malignitelere 0Ozgli degildir; gebe kadinlarin plazma
orneklerinde ve transplantasyon yapilan hastalarda da yiiksek miktarda cfDNA
konsantrasyonu tespit edilmistir. Yiiksek miktardaki cfDNA konsantrasyonu ayni
zamanda fizyolojik ve malign olmayan patolojik strecler, iltihaplanma, diyabet, doku
travmasi, sepsis ve miyokard enfarktiisii gibi etkenler sonucunda da tespit
edilebilmektedir [1]. Saglikli bireylerde, dolasimdaki cfDNA seviyeleri 0—100 ng/mL
araligindadir [2].

cfDNA, ¢esitli formlarda bulunan ve multimolekiiler kompleksle iliskide
olabilen farklt DNA tiplerini igeren heterojen bir yapi olarak tanimlanmaktadir. Diger
yandan, patolojik veya fizyolojik kosullarda viicut sivilarinda tespit edilebilen atik bir
molekiil olarak da degerlendirilebilmektedir. Salinim, biyolojik aktivite ve hiicreden

temizlenme asamalari, cfDNA’nin  Omriiniin ii¢ ana bileseni olarak kabul edilmektedir
[1].

cfDNA’nin  kokeninin tanimlanmasi, etkilenen doku veya organlarin
belirlenmesine ve cfDNA’nin dolasima salinim mekanizmalarinin aydinlatilmasina
katki saglamaktadir. Promotdr metilasyonunun dokuya 6zgii paternlerinin tanimlanmasi
[3][4], dolasimda bulunan niikleozomlardaki dokuya 6zgii modifikasyonlarin analizi
[5][6] ve dokuya 6zgii DNA pargalanma modellerinin veya niikleozom yerlesiminin
tanimlanmasi, ¢fDNA’nin kokeninin arastirtlmasi amaci ile kullanilan yaklagimlar
arasindadir [7][8][9]. cfDNA salinnminda yer alan mekanizmalar cfDNA alt
fraksiyonlarinin analizi ile tespit edilebilmektedir. cfDNA, cift sarmalli niikleer DNA ve
miyokondriyal DNA'dan (mtDNA) koken almaktadir. Mitokondriyal c¢fDNA’nin
(mtcfDNA) boyutu yaklasik olarak 30-80 bg¢ araligindadir [2]. Ek olarak, kiglk



kromozom dis1 dairesel DNA, mikroDNA ve tek sarmalli viral, bakteriyel DNA'lar da
tanmimlanmustir [10][11].

Dolasimdaki c¢fDNA miktari, hiicrelerden salinimi ile temizlenme oram
arasindaki dengeye baglidir. cfDNA’nin dolasima salinimi ilk olarak, apoptoz, nekrotik
hiicre olimii ve NETosis olarak adlandirilan hiicresel temizleme sistemlerinden
kaynaklanmaktadir. Ikinci olarak, ag benzeri kromatin ve proteaz yapilarinm kan
dolasimina salinimini saglayan nétrofillerden kaynaklanmaktadir. Saglikli bireylerde,
cfDNA'nin biiyiik ¢ogunlugu kan hiicreleri, endotel hiicreleri ve hepatositlerden
kaynaklanirken hastalik durumlarinda patolojik dokular dolasimdaki cfDNA havuzuna
katkida bulunmaktadir. cfDNA klirensinin altinda yatan potansiyel mekanizmalar
arasinda karaciger ve dalakta, retikiiloendotelyal sistem tarafindan gerceklestirilen aktif
alim, renal sistem tarafindan gergeklestirilen pasif filtrasyon ve niikleazlar tarafindan

gerceklestirilen dogrudan bozunma yer almaktadir [12].

cfDNA'min dolasimdan temizlenmesi, karaciger, dalak ve bdobrekte
gerceklesmektedir. Karaciger, niikkleozom klirensi i¢in ana organdir. Niikleozomlarin
%71.0 ile %84.7'si 10 dakika i¢inde dolasimdan uzaklastirilmaktadir. Karacigerdeki
kupffer hiicrelerinin ve dalaktaki makrofajlarin, DNA ve niikleozomlarin yakalanmasi
ve temizlenmesinden sorumlu oldugu gosterilmistir [1]. Dolasimdaki cfDNA'nin
tahmini yar1 6mrii birkag dakika ile 1-2 saat arasinda degismektedir [13][14]. Fetal
cfDNA'nin maternal dolasimdan temizlenmesi iki faz seklinde gerceklesmektedir. Ilk
olarak, ortalama yarilanma omrii yaklasik olarak 10 dakika ile 1 saat olan hizli bir faz
meydana gelmektedir. Ikinci olarak, ortalama yar1 émrii yaklasik olarak 13 saat olan

yavas bir faz olugsmaktadir [15].

Insanlarda viicut sivilarinda cfDNA’larin pek ¢ok salinnm ve temizlenme
mekanizmalar1 oldugu ve ¢esitli cfDNA fragmenti popilasyonlarinin surekli olarak
yenilendigi gosterilmistir. Solid timorlerin, fetal genetik anomalilerin, organ nakli
redlerinin ve enfeksiyonlarin teshis ve izlenme seklini degistirmekte olan, prenatal
donemde fetal cinsiyet tayini icin yuksek potansiyelde olan cfDNA analizlerinin
gelistirilmesiyle cfDNA’nin bu gibi calisma alanlarinda biyobelirte¢ olarak

tanimlanmasi konusunda dikkate deger bir ilerleme kaydedilmistir [16].

cffDNA, non-invaziv prenatal tarama veya tam1 amaci ile hastaliklarin

saptanmasinda kullanilmaktadir [17]. ilk olarak 1997 yilinda, erkek fetiis tasiyan gebe



kadinlarin plazmasinda Y kromozomu dizilerinin tespit edilmesi ile tanimlanmistir [18].
cffDNA'nin ana kokeninin, sinsitiyotrofoblasttan sinsityal diigiimler seklinde salinan
trofoblastik kokenli hiicreler oldugu one siiriilmektedir. cffDNA, insanlarda gebeligin 4.
haftasindan itibaren saptanabilmektedir. Bununla birlikte, cffDNA gebeligin yaklasik
olarak 6-7. haftalarindan itibaren klinik testler igin daha guvenilir bir sekilde

kullanilabilecek seviyeye ulasmaktadir [17].

Domestik hayvanlarda cfDNA’nin degerlendirilmesi ve analizi ile ilgili pek ¢ok
calisma mevcuttur [19]. Gebe kisraklarda fetlsiin cinsiyetinin belirlenmesi amaci ile
gelistirilen bir yontem ile Y kromozomundaki cinsiyet belirleyici boélge (sex-
determining region Y, SRY) ve amelogenin genlerine (AMEL) 06zgl dizilerinin es
zamanli amplifikasyonu ile basarili ¢alismalar gergeklestirilmistir [20]. Kisraklarda
yiriitiilen ¢calismalarda Amelogenin Y (AMELY), SRY ve Zinc finger (ZFX/ZFY) genleri
fetal cinsiyet tayininde kullanilan genler arasindadir. AMELY geninin fetal cinsiyeti

tayin etme etkinligini arastiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir [21].

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu teknigi, fetal DNA'nin varliginin
dogrulanmasi ve non-invaziv fetal cinsiyet tayini i¢in guvenilir bir yontem olarak
kullanilmaktadir [22]. qRT-PCR, plazma ve serumdaki DNA miktarinin tespitinde
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir ve bu teknik ile serbest veya proteine bagli olarak
dolagimda yer alan cfDNA tespit edilebilmektedir. Fetal cinsiyet tayini icin hassasiyeti
yiksek bir tekniktir. cffDNA'nin varligin1 dogrulamak icin etkin fetal ve referans
genlerin gelistirilmesi bu analizin dogrulunun yiikselmesi i¢in dnem tagimaktadir [23].
Birbirinden bagimsiz sekilde gerceklestirilen farkli c¢alismalar sonucunda, fetal Y
kromozomunun tespiti igin SRY geninin kullanildig1 q-RT PCR tekniginin 6zgiilliigiiniin
% 92,8 ile %100 arasinda oldugu tespit edilmistir [24].

Planlanan bu tez c¢alismasinda, maternal kanda fetal cfDNA’larin kantitatif
olarak analiz edilmesi ile fetiisiin cinsiyetinin belirlenmesi ve gebelik boyunca cfDNA
konsantrasyonlarinin Karsilastirilmast amaglandi. Segilen sekiz gebe kisragm 3., 6., 10.
gestasyonel aylarinda maternal plazmadan izole edilen cfDNA 6rneklerinde qRT-PCR
yontemi ile AMELY ve kontrol olarak Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH)
genlerinin kantitatif analizleri yapilarak cinsiyetin tespitindeki etkinlik farklilig
karsilagtirildi. Ek olarak, tim kisraklarda tiim gebelik siiresince (1-11. aylar) izole

edilen dolagimdaki serbest cfDNA 0&rneklerinin gestasyonel aylara ve segilen sekiz



kisrakta gebelik licaylarina gore plazma konsantrasyonlarindaki degisimi analiz edildi.
Gebelik siiresi boyunca farkli gestasyonel aylarda AMELY geninin fetal cinsiyet tayini
yoniinde etkinliginin arastirildigi az sayida ¢alisma bulunmasi ve tiim gebelik siiresinde
maternal plazmada her bir gestasyonel aydaki cfDNA konsantrasyonlarmnin
karsilastirildigr bir ¢alisma bulunmamasi bu tez ¢alismasinin 6zgiinliigii agisindan 6nem

tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dolasimdaki Serbest Hiicre Dis1 DNA

Hiicre dist DNA'nin kan plazmasindaki varligi ilk olarak 1948 yilinda Mandel ve
Metais tarafindan gosterilmistir [25]. Takip eden yillarda kanser ve ¢esitli hastaliklarla
olan iligkisi ve biyobelirte¢ olarak degeri arastirilmigtir. 1965 yilinda yapilan bir
calismada, neoplastik hiicrelerden tiiretilen cfDNA’nin metastazlarda rol oynayabilecegi
gosterilmistir [26]. Ilerleyen yillarda radyoimmunoassay teknigi ile kanser hastalarmin
yarisinin kontrollere kiyasla dnemli Olclide daha yiiksek cfDNA seviyelerine sahip
oldugu gosterilmistir [27]. Ek olarak, 1970'lerin basinda otoimmiin hastalig1 olan
hastalarda cfDNA tanimlanmistir [28]. Miyokard enfarktlisu, inme siddeti, kat1 timdrler
ve fetal genetik anomaliler olmak iizere bir¢ok hastalik i¢in invaziv olmayan bir tarama
biyobelirteci olarak vurgulanmistir [29]. Klinik kanser aragtirmalarinda cfDNA'nin
onemi, akut miyeloid I6semi ve miyelodisplastik sendromlu hastalarin ¢fDNA'sinda

N-RAS geninin nokta mutasyonlarinin tanimlandigi 1994 yilinda kabul edilmistir [30].

cfDNA’nin kesiflerinin kronolojik olarak gosterimi Sekil 2-1’de verilmistir.

1989 2000
DNA'nn Mitokondriyal cfDNA'nn saghkl
1948 Kkeni e ik kesf ve hasta bireylerde ilk kesfi
cfDNA'mn saghikl Sxemun L ey 2

bireylerin kanmda kesfi |

1966 1999 2015
 cfDNA'nn hasta Insanlarda itk ¢fDNA | | ¢fDNA ile vaskiter disfonksiyon
bireylerin dolasiminda metilasyon analizi korelasyonunun degerlendirilmesi
yiksek miktarda kesfi

Sekil 2-1 : cfDNA’nin Kesiflerinin kronolojik olarak gosterimi [31].



Cesitli insan hastaliklar ile iligskisi nedeniyle cfDNA, son yillarda klinik bir
Oneme sahip olmustur ve invaziv olmayan, dogru, hassas ve hizli bir biyobelirteg olarak

klinik faydasi yiiksek olan aktif bir aragtirma alanidir [32].

cffDNA’nin plesanta kaynakli sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast hiicrelerinin
apoptoza ugramast sonucu maternal dolasima katilm gdsterdikleri ve fetal
hematopoetik hicreler kaynakli olduklart bulunmustur [33]. Fetal hematopoetik
hiicreler diisiik bir oranda etki gostermektedirler ve serbest fetal DNA’nin temel
kaynag1 plasenta kokenlidir [34]. Ayrica plazmadaki maternal kokenli yapilarin kaynagi
ise maternal hematopoetik hiicreler ve farkli maternal dokular olarak gosterilmektedir
[35].

2.2. Hiicre Dis1 DNA’nin Kékeni

cfDNA'nin ¢oklu mekanizmalar tarafindan dolasima salindig: diisiiniilmektedir.
Bu mekanizmalarin her biri, ¢esitli biyolojik ve c¢evresel faktorlerle baghidir. Bu
faktorler yas, cinsiyet, etnik koken, viicut kitle indeksi, organ sagligi, sigara igme
durumu, fiziksel aktivite, diyet, glikoz duzeyleri, oksidatif stres, ila¢ tedavisi,

enfeksiyonlar, menstriiasyon déngusu ve gebelik olarak belirtilmektedir [36].

Cesitli hiicresel bozukluklar, fizyolojik durumlar ve faktérler, klinik senaryolar,
dolagima salinan ¢cfDNA konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir. Mekanik
stres, hipoksi, inflamasyon, DNA hasari, genomik dengesizlik, lezyonlar, farkl: tipteki
hiicresel Oliimleri tetiklemekte veya dolagima salman cfDNA konsantrasyonunu
degistirebilmektedir. Benzer sekilde, enzimlerin ve DNA baglayici proteinlerin hiicre
dis1 konsantrasyonu veya karaciger, dalak ve bobrekler tarafindan ¢cfDNA alim hiz1 gibi
birgok cfDNA konsantrasyonunu degistirici faktor, giin i¢indeki zaman araligi, viicut
kitle indeksi, zindelik, egzersiz, metabolizma hiz1 gibi birey i¢inde ve bireyler arasinda

degiskenlik gostermektedir [16].

Calismalar, yash bireylerde (60 yas {istii) daha geng bireylere kiyasla dolasimda
daha yiksek oranda cfDNA konsantrasyonunun tespit edildigini gostermistir. Bu
konsantrasyon yiiksekliginin, artan hiicresel yaglanma ve inflamasyonun neden oldugu

hiicre 6liimii, azalmis klirens ve fagositoz kapasitesi dahil olmak iizere yasa bagh cesitli



stireclerle baglantili bir olgu oldugu belirlenmistir [37]. Vlcut Kitle indeksi yuksek ve
obez gebe kadinlarda artan yag dokusu kiitlesinin cfDNA konsantrasyonunun
azalmasina neden oldugu ve bu durumun genellikle invaziv olmayan dogum Oncesi
tarama testlerinin (NIPT'ler) sonuglarinin dogrulugunu olumsuz yonde etkiledigi tespit

edilmistir [38].

Hicreye 0zgl epigenetik oOzelliklerin, c¢fDNA iizerinde korundugu tespit
edilmistir. Son yillarda, cfDNA’larin kdken aldiklar1 hiicre ve dokularin tanimlanmasi
amaci ile epigenetik isaretlerin analizi konusunda ¢esitli ¢aligmalar yiirttilmektedir. Bu
aragtirmalarda, metilasyon modellerini, niikkleozom konumlandirmasini, transkripsiyon
faktorii baglama bolgesi isgallerini ve fragmantomik 06zellikleri kullanan farkli
yaklagimlar gelistirilmistir. Koken doku analizi, insan viicudundan cesitli dokularin
plazma DNA havuzuna olan katkilarinin tahmin edilmesine, artan hicre 6lumunin
meydana geldigi dokularin tanimlanmasina ve potansiyel olarak ¢ok ¢esitli patolojilerin

erken teshisi icin hassas tarama testlerinin gelistirilebilmesine olanak saglamaktadir

[16].

Ek olarak, aktif huicresel salinimlar sonucunda dolasimda cfDNA’nin varliginin
tespit edildigi gosterilmistir [39]. In vitro hiicre kultirl ¢calismalari ile kiiltiir ortaminda,
apoptoz, nekroz veya DNA replikasyonu ile iligkili olmayan seviyelerde cfDNA'nin
varhg tespit edilmistir. Tespit edilen bu cfDNA fragmentlerinin boyutlari, apoptoz
veya nekroz ile iligkili olmayan bir boyut olan 1000-3000 b¢ uzunlugu araligindadir
[40]. Bu durum, cfDNA'nin aktif salinim ile dolasima salinim gostermesi hakkinda kanit
saglamaktadir. cfDNA'nin aktif salinimina dahil olan kesin mekanizmalar tam olarak
bilinmemekle birlikte, cfDNA'nin, genomik dengesizligin bir sonucu olarak salinim

goOstermesinin de mimkiin olacag: diisiiniilmektedir [41].

Apoptoz ve nekroz ile hiicre 6liimiiniin yani sira, onkoz, piroptoz, fagositoz,
aktif salinim, noétrofil hiicre disi aglarin salimi (NETosis) ve eksizyon onarimi,

cfDNA’nin dolasima salinmasinda etkili olan mekanizmalar arasinda bulunmaktadir

[42].

Apoptoz, genomik DNA'nin par¢alanmasi sonucunda meydana gelen programli
hiicre 6liim mekanizmasidir [43]. Apoptozun baslatilmasi, kaspazlar olarak bilinen bir
dizi sistein-aspartik proteazin aktivasyonuna baghdir. Plasenta kaynakli sitotrofoblast ve

sinsityotrofoblast hicreleri ile fetal hematopoetik hiicrelerin apoptoza ugramasi sonucu


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cell-culture
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maternal dolasima katilim gostermektedir. Apoptozun aksine, nekroz kontrolsiiz bir
hiicre 6liim mekanizmasidir ve hipoksi, iltihaplanma gibi dis uyarici etkenler tarafindan
tetiklenmektedir [44]. 10.000 b¢’den daha biiyiik boyuttaki cfDNA fragmentleri kanser
hastalarinda siklikla gozlenmektedir ve bu gozlem cfDNA’nin dolagima saliniminin

nekrozdan kaynakli oldugunu gostermektedir [45].

Hicre 6limulne ek olarak nétrofiller, nétrofil hiicre disi aglarinin (NET'ler)
salmimini saglayarak hiicresel immiin yanita aracilik etmektedir. Bunlar hem nukleer
hem de hiicre dis1 ag yapilaridir. Histonlar ve proteazlar gibi ¢esitli proteinlerle kapl
mitokondriyal DNA lifleridir [46]. Yiiksek NET seviyelerinin dolasimdaki cfDNA
konsantrasyonlar1 ile korelasyon i¢inde oldugu gosterilmistir, bu da netosis sirasinda
hiicrelerden salinan DNA'nin dolasimdaki serbest cfDNA olusumunda rol oynadigini

goOstermektedir [27].

Lenfositlerin ve diger bir¢ok canli hiicre tipinin kendiliginden yeni sentezlenmis
DNA'y1 serbest birakabilecegi goriilmektedir [46]. Bu, cfDNA'nin hiicrelerin normal
isleyisindeki roliinii veya hiicreler arasi bir sinyal yolu olarak niikleik asitlerin salinmasi
yoluyla hiicreler arasinda bir tiir aktif iletisimde yer aldigin1 gostermektedir [48]. Bu

bilgilerin sekil ile gosterimi Sekil 2.2’de verilmistir.

cfDNA Kokeni

Hiicre shimu
r t 1 Aktif
salmm

Apoptoz Nekroz NETosis

& %o &

\ 0¥ Kromatin vy DNA Proteinler /

Sekil 2-2: ¢fDNA’nin salinim mekanizmalariin gosterimi [49].




2.3. Hiicre Dis1 DNA’nmin Yapisal Ozellikleri

cfDNA fragmentleri, hiicre 6limii sirasinda genomik DNA’nin pargalanarak
dolasima salinmasi ile meydana gelirler. Ancak yalnizca proteinlerle iligkili olan DNA
molekdlleri, DNaz enzimi tarafindan par¢alanmaya direngli iken serbest DNA
fragmentleri viicut sivilarinda stabil olarak yapisini koruyamamaktadir [50]. cfDNA,
viicut sivilarinda serbest sekilde, proteinlere (nukleozomlar, Argonautlar, HDL, LDL)
bagl sekilde ve hiicre dis1 vezikiillere (eksozomlar, mikrovezikiller, apoptotik cisimler)
kapsiillenmis veya bagli sekilde olmak {iizere ii¢ farkli sekilde bulunmaktadir.
cfDNA’nin, hiicre dis1 niikleer DNA (cfDNA) ve hiicre dist mitokondriyal DNA (
cfmtDNA) olmak tizere iki ana tipi bulunmaktadir [51].

cfDNA arastirmalarindaki ilk c¢aligmalar kan plazmasi veya serumdaki
cfDNA’larin Karakterizasyonuna odaklanmistir. Uygulanan tekniklerin geligsmesi ile
yakin donemde yapilan aragtirmalarda, idrar, tiikiiriik, diski gibi dolasim haricindeki
diger vicut sivilarinda da cfDNA tespit edilmistir. cF/DNA'nin bilesimi ve viicut sivi
icerisindeki miktarinin dalgalanmasi, viicut sivilarinin 6zelliklerine bagli olarak degisim
go6stermektedir. cfDNA’nin kompozisyonu ve miktari ¢esitli 6zgun faktorler tarafindan
diizenlenmektedir. Baslica faktorler arasinda; farkli hiicre tiplerinin toplam cfDNA
havuzuna yaptiklart nispi katki, cfDNA'nin dokulardan veya hiicrelerden dolasima
hareketini etkileyen faktorler, hiicre disi1 niikleazlar ve proteolitik enzimler tarafindan
modifikasyonlar ve bozunma hizi, karaciger, dalak veya bobrekler tarafindan alim ve
sindirim orani, dolasimdaki veya epitelyal hiicrelere baglanma ve ayrilma ve DNA
baglayic1 proteinler, diger makromolekiiller veya hiicre dis1 vezikiiller ile birlesme gibi
diizenleyici faktorler bulunmaktadir. Ek olarak, ¢esitli hastaliklar, fizyolojik durumlar
ve diger klinik senaryolar, hipoksi, iltthaplanma, DNA hasari, genomik istikrarsizlik,
lezyonlar gibi hiicre 6limii veya yapisal DNA salim1 ve giliniin saati, vicut Kitle indeksi,
diyet, ilaglar, kondisyon, egzersiz ve metabolizma hizi gibi parametrelerin ¢cogu ve
bireyler arasinda onemli farkliliklara sahiptir [16]. Bu bilgilerin sekil ile gosterimi Sekil

2.3’te sunulmustur.
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Sekil 2-3: Plazmada ve iiriner sistemde bulunan cfDNA’larin gosterimi [52].

cfDNA’larin biiyilk oranda par¢alanmasi sonucunda %90°1 diisiik molekdler
agirlikta bulunmaktadir [50]. cfDNA fragmentlerinin uzunlugu ¢ogunlukla, 80 b¢ ile
200 bg arasinda degiskenlik gostermektedir [46]. Kan plazmasinda en ¢ok calisilan
cfDNA popiilasyonu, niikleozom ¢ekirdek parcaciginin (NCP) etrafina sarilmig 145-147
b¢ DNA'y1 ve histon H1'e bagli baglayict DNA'y1 temsil eden, en sik rapor edilen 167-
168 bg boyutuna sahip mono-nikleozomdur [53].

cfDNA'nin boyutlandirilmast genellikle apoptotik par¢alanmay1 temsil eden bir
merdiven modeli olusturmaktadir. Apoptoz tarafindan tretilen CFDNA'nin ¢ogunlugu,
bir nikleozomun etrafina sarilmis 147 bg¢ uzunlugundaki DNA'nin ve iki nikleozom
¢ekirdegini baglayan histon proteini H1 tizerindeki DNA'nin gerilmesine karsilik gelen,
yaklasik olarak 166 bg¢ uzunluguna sahiptir. Bununla birlikte, niikleaz etkisine bagli
olarak apoptoz, di-, tri- veya poli-niikkleozomlar1 temsil eden daha uzun DNA
parcalari da Uretebilmektedir [32]. Yakin zamanda yapilan son ¢aligmalar yabanil tip
cfDNA ile karsilastirildiginda tiimor kaynakli cfDNA igin 90 bg¢ uzunluguna kadar daha
kisa parga boyutlarini gostermistir. Bu kisalmanin sebebi tam olarak anlagilamamakla
birlikte olas1 agiklamalari; niikleozom sargisindaki farkliliklar veya farkli doku tipleri
arasinda niikleaz etki sekli, farkli ekstraksiyon yontemlerinin diferansiyel cfDNA

boyutunun geri kazanimi olarak diistiniilmektedir [54].
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Maternal plazmada bulunan cfDNA, hem maternal hem de fetal DNA'y1
icermektedir. Maternal plazmadaki fetal fraksiyon, total DNA miktarmin yalnizca
kiiguk bir yiizdesine karsilik gelmektedir [55]. Insanlarda yapilan arastirmalar, maternal
kan plazmasindaki dolagimdaki ¢cfDNA miktarlarinin, gebelik asamasi ve fetal gelisim
ile dogrudan iligkili oldugunu gostermektedir. Kantitatif gercek zamanli PCR teknigi
kullanilarak gerceklestirilen bir ¢calisma, cffDNA konsantrasyonlarinin gebelik boyunca
%3.,4 ile %6,2 oranlar1 arasinda oldugunu gostermektedir [56]. Ayni zamanda gebelik
yast ve gestasyonel aylarin ilerlemesiyle maternal plazmada serbest halde bulunan
cfDNA konsantrasyonlarinda artis gézlenmektedir [S5]. Bu bilgilerin sekil ile gosterimi

Sekil 2.4’te sunulmustur.

Maternal dolasim

Maternal cfDNA *IC ,l’ Jl‘ l
2 Fetal cfDNA —». e A,, _,“ _,.h,

Sekil 2-4: Maternal plazmada bulunan cfDNA ile fetal cfDNA’nin gosterimi [57].

Dolasimdaki serbest hiicre dis1 fetal DNA, maternal kanda serbestce dolasan ¢ift
sarmalli ve yaklasik olarak 200 b¢’den daha kigik bir boyuta sahip olan fragmentlerdir.
Maternal kanda bulunan fetal hiicrelerin varligi, 1997 yilinda Lo ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada maternal kanda Y kromozomuna ait dizilerin bulundugunu tespit
etmeleri ve maternal kanda serbest fetal DNA’nin varligini ortaya koymalariyla agikliga
kavugmustur [58]. Fetal kaynakli cfDNA, gebeligin 4-5. haftasindan itibaren tespit
edilebilmektedir ve dogumdan sonra maternal dolasimdan hizla temizlenmektedir, bu da

fetal kaynakli cfDNA’larin gebelige 0zgl oldugunu gostermektedir [59].



cfDNA'nin yar1 dmriiniin 16 dakika ile 2,5 saat arasinda oldugu tahmin edilirken
[60] bu yar1 6miir, toplam cfDNA popilasyonunu degil, mono-niikleozomal cfDNA'nin

stabilitesini ifade ettigi i¢in yar1 dmiir uzunlugu kesin olarak bilinmemektedir [16].

Fetal ve maternal cfDNA’y1 ayirt edici metilasyon paternlerine dayali olarak
maternal plazmadan fetal cfDNA'y1 saptamak i¢in c¢esitli girisimlerde bulunulmustur

[61].

cfDNA konsantrasyonlarinin, tiip bebek (IVF) prosediirleri sirasindaki
endikasyonlarla pozitif korelasyon gosterdigi ve ayn1 zamanda kadmlardaki dogurganlik
durumunu da yansittigi saptanmistir. Embriyolarin blastosel boslugu sivisindaki cFfDNA
konsantrasyonlari, embriyo morfolojisi ile pozitif korelasyon gostermistir ve bu durum,
cfDNA’larm, embriyo kalitesinin ve implantasyon potansiyelinin bir aday belirteci
olarak umut vadettigini gostermektedir. cfDNA'nin blastosel sivisindaki varliginin
kismen preimplantasyon embriyo gelisimi sirasindaki apoptozdan kaynaklandigi

dogrulanmstir [62].

Yapilan birka¢ c¢alismada, cfDNA’nin hedef hiicrelere girebildigi ve bu
hlcrelerin genomuna entegre olarak veya diger hiicre ici aktivitelerle gesitli biyolojik
tepkiler ortaya ¢ikardigi gosterilmistir. Ayni zamanda, hiicre farklilagsmasinin
senkronizasyonu gibi hiicreler arasi iletisim islevlerinde ve ayrica horizontal gen
aktarimi gibi evrimsel siireglerde de yer almigtir. Bununla birlikte, cFDNA'nin hiicreler
arast bir haberci veya evrimsel siireglerde etkileyici bir faktor olma olasiligi

degerlendirilmektedir [16].

2.4. Dolasimdaki Serbest Hiicre Dist DNA’nmin Kullanim Alanlar:

Fetal cfDNA o6rnekleri ile yapilan ilk klinik uygulamalar babadan kalitilan veya
fetlsteki de novo mutasyonlar gibi maternal genomda olmayan ve fetuste bulunan
alellerin tanimlanmasiyla smirli kalmaktaydi. Bu yaklasimlar, fetal cinsiyet tayini,
hemoglobinopati, akondroplazi ve miyotonik distrofi gibi otozomal dominant sekilde

maternal kalitilan tek gen bozukluklarinin saptanmasini da icermektedir [63].

Dolasimdaki cfDNA’nin incelendigi ve yaygin olarak kullanildigi alanlardan

biri prenatal tanidir [64]. Prenatal donemde, ileri anne yasi gibi endikasyonlarda



tarama testi olarak kullanilmaktadir. Trizomi, cinsiyet kromozomu dahil olmak iizere
fetal anoploidiler ve spesifik mikrodelesyonlarin arastirilmasinda rol oynamaktadir [63].
Prenatal tanida fetal cfDNA analizi yapilarak giinimuz teknikleri ile en yiksek
dogruluk orani ile sadece Trizomi 21 tespit edilebilmektedir [65].

cfDNA, genetik testlerde genellikle gebeligin 10. haftasindan itibaren
kullanilmaktadir. Gebeligin 10. haftasi, ¢fDNA’nin maternal dolasimdaki fetal
fraksiyonunun bilgilendirici ve dogrulugu yiiksek bir test sonucu igin gereken minimum
miktara ulastifit zamandir. Fetal fraksiyon, testin duyarliligin1 etkileyen birkag
degiskenden yalnizca biridir. Diger degiskenler, dizilenen cfDNA sayisini, belirli bir
kromozomdaki guanin ve sitozin bazlarinin oranin1 ve maternal ve fetal kopya numarasi

varyantlarinin varligini icermektedir [66].

cfDNA gii¢lii bir tarama araci olarak kabul edilmis olsa da cfDNA’nin bu alanda
kullaniminin birka¢ sinirlamasi vardir. Andploidilerin tespitinde bir karyotip analizinin
yerini tutmamaktadir. Andploidinin mevcut tespiti trizomiler (Trizomi 16, Trizomi 18
ve Trizomi 21) ile simirhdir. Tek gen hastaliklart ve otozomal resesif ve X
kromozomuna bagli hastaliklarda tan1 amaci ile kullanimi i¢in duyarhilik ve dogruluk
oranlarinin yiikselmesi gerekmektedir [67]. Diger yandan, cfDNA ile RhD ve fetal kan
gruplarinin  genotiplemesi, gilivenilirliginin ve dogruluk oranmin yiiksek olmasi

sebebiyle bazi iilkelerde klinik uygulamalarda yer almaktadir [68].

cfDNA analizi, baz1 caligma sonuclarinda biyo-bankacilikta; kordon kani
plazmasinda numune tanimlamasi amaci ile kullanilmaktadir. Adli vaka ¢aligsmalarinda,
kan, ter ve digki gibi harici olarak bulunan viicut sivilarindan elde edilen numunelerde
genetik olarak profillenerek incelenebilmektedir. Kan bagislar1 veya transfiizyonlarin
kalite kontrol gilivencesi gibi potansiyel alanlarda da kullanima hazir hale gelmektedir
[16].

Preeklampsili gebelerin plazma DNA derisimlerindeki artisi inflamasyon ve
oksidatif stres ile birlikte plasental malperfiizyonun, plasentanin tiim kivriml
mikrovillus yilizeyini kaplayan sinsityotrofoblastin apoptoza ve/veya nekrozuna neden
olmasiyla plasenta kokenli cfDNA’nn maternal dolagima salimimi sonucunda
gerceklesmektedir [69]. Preeklampsi tanisinda dolasimdaki cfDNA duzeylerinin
kullanilabilir bir belirteg olabilecegi bildirilmistir. Uterus damarlarindaki bozulma ile

villus trofoblastlar1 zarar gormekte ve sonugta hiicre hasar1 veya apoptoz olusarak



DNA’nin maternal dolagima salindigi diistiniilmektedir. Maternal plazmadaki fetal
DNA’nin plasental hasarin bir belirteci olarak preeklampsi siddetiyle fetal DNA
diizeyleri arasindaki iliskisinin incelenmesi sonucunda fetal DNA diizeyi ile proteinuri

ve hipertansiyon arasinda gii¢lii bir iligki ortaya konmustur [70].

Yapilan klinik caligmalar, cfDNA'nin epigenetik Ozellikleri ile basta kanser
olmak tizere cesitli patolojilerdeki hastalik dinamikleri arasinda giiclii korelasyonlar
oldugunu gostermektedir. Tek gen mutasyonlar: ile epigenetik modifikasyonlarin artig
miktarlarmin korelasyon gostermesi nedeniyle, epigenetik cfDNA analizleri, 6zellikle
erken evre hastaligin karakterizasyonu icin siklikla artan tanisal duyarlilik ve 6zgiilliik
gostermektedir. Giintimiizde, klinik kullanima dair kisitlamalar ve ¢6ziimlenmesi
gereken bir¢ok preanalitik sorun bulunmaktadir. Ancak, cfDNA ile tani testlerinin
gelistirilebilmesi amaci ile ¢ok ¢esitli arastirmalar yiirtitilmektedir. cfDNA'nin dokuya
ve hastalifa 6zgii epigenetik belirteglerini karakterize etmek i¢in yapilan calismalar
sonucunda, sivi biyopsi teknigini 6nemli 6lglide genisleten yeni ve daha dogru sonug
veren tahlillerin gelistirilmesinin saglanacagi Ongorulmektedir. Bu durum, cfDNA
analizlerinin uygulanmasinda yeni bir yontemi temsil etmektedir ve kisisel molekiiler
tibbin c¢fDNA profilleme yontemiyle doniistiirilmesine katki  saglayacagi

diistiniilmektedir [16].

Yapilan arastirmalardan bazilari mikrobiyota profillemesini icermektedir.
Bagirsak mikrobiyomunun insan saglig1 iizerindeki etkisinin incelendigi ¢aligmalar her
gecen giin artis gostermektedir. Insan plazmasinda hem bilinen hem de bilinmeyen
yerlesik  mikroorganizmalardan  kaynaklanan  yiiksek  seviyelerdeki cfDNA
fragmentlerinin saptanmasiyla toplam cfDNA popiilasyonunda kodlanan metagenomun,
hem bir arastirma alani olarak hem de insan sagligina katkida bulundugu mekanizmalar
veya antibiyotiklerin bagirsak mikrobiyomundaki etkileri gibi konularda bir biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [71].

Ek olarak, cfDNA'daki tek nukleotid polimorfizmlerinin karakterizasyonu, organ
nakli hastalarinda konak ve alicidan tiiretilen cfDNA’lar arasinda ayrim yapilmasina
olanak saglamaktadir ve nakil sonrasi gelisen organ reddini, islev bozuklugunu ve
yaralanmasini izlemek igin kullanilabilecek potansiyele sahip bir klinik biyobelirte¢

olarak ortaya ¢ikmaktadir [72].



2.5. Maternal Plazmadaki Hiicre Dis1 DNA Konsantrasyonunun Gebelik Aylarina
Gore Degisimi

Gebeligin  7-16. haftalarinda maternal plazmada saptanan cfDNA
konsantrasyonu en diisiik seviyededir, ancak 24. haftadan sonra artis gostermektedir ve

son gestasyonel ayda doguma kadar en yiksek seviyededir [73].

cfDNA konsantrasyonunun, gebeligin iiclinci iicayinda ve dogumun
baslangicinda maternal dolasimda artis gosterdigi ve dogum sonrasi donemde hizla
azalis gosterdigi tespit edilmistir. Ek olarak, maternal plazmadaki cfDNA
konsantrasyonunun, sistemik inflamasyonun neden oldugu erken dogumdan Once artig

gosterdigi tespit edilmistir [74].

Dogum sirasinda, gebeligin son gestasyonel ayinda maternal plazmada saptanan
cffDNA konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik bulunmamaktadir. Bu bulgu,
dogumun, maternal dolasimdaki serbest cfDNA salinimi {izerinde bir etki

gOstermedigini ortaya ¢ikarmaktadir [75].

Maternal plazmadaki cfDNA konsantrasyonu, biiylime ve stabilizasyon fazlari
ile karakterize edilen (¢ belirgin yiikselis gostererek gebeligin 39. haftasina kadar artig
gostermistir. Gebeligin 4. haftasindan 9. haftasina kadar c¢fDNA konsantrasyonu,
haftada yaklasik %1,19 artis oraniyla hizli bir artis géstermistir. Bu hizli artis, maternal
plazmadaki cfDNA konsantrasyonunun artisinin ilk asamasidir. Bu ilk agama gebeligin
birinci iicayindaki cfDNA konsantrasyonunun tespitini temsil etmektedir. ilk
stabilizasyon agamasi, haftada yaklasik 90,03 oraninda artig ile gebeligin 10-19.
haftalarin1 kapsamaktadir. Gebeligin 19-29. haftasina kadar maternal dolasimdaki
cfDNA konsantrasyonunda, haftada yaklagik %0,85 oraninda artis oldugu
gosterilmistir. Bu ilk stabilizasyon asamasi ve ilerleyen haftalardaki artig orani,
gebeligin ikinci tigaymi temsil etmektedir. Gebeligin ti¢lincii tigayin1 temsil eden 30.
hafta ve sonrasindaki haftalarda, ikinci stabilizasyon déneminde %0,27 oraninda artis
gozlenmistir. Tlim maternal plazmanin yaklasik %92'sinin, gebeligin 10. haftasindan
itibaren %4'ten daha biyuk bir oranda cfDNA Kkonsantrasyonuna sahip oldugu
saptanmistir ~ [76].  Gebeligin  {ligaylarinda  maternal  plazmadaki  cfDNA

konsantrasyonlarinin grafik ile gosterimi Sekil 2.5’te sunulmustur.
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Sekil 2-5: Maternal plazmada gebeligin iicaylarindaki cfDNA konsantrasyonlari [77].

2.6. Maternal Plazmadaki Hiicre Dis1 DNA ile Fetal Cinsiyet Tayini

Domestik tilirlerde fetal cinsiyetin dogru teshisi, 0Ozellikle hayvancilik
endustrisinde ©onemli ticari uygulamalara ve arastirma alanlarina sahiptir [78].
Geleneksel olarak, kisraklarda fetal cinsiyet tayini genellikle gebeligin 59-68.
giinlerinden itibaren genital tuberkdlin yerinin  belirlenmesine  (transrektal
ultrasonografi ile) dayanmaktadir. 70. giinden sonra, fetal cinsiyet tayini igin transrektal
ultrasonografi, uterusta fetal konumlandirmaya tabi olmaktadir [79]. Ayrica, fetal
cinsiyet tayini, gebeligin 120-210. giinlerinden itibaren fetal dis genital organlarin
transrektal ve transabdominal ultrasonografik goruntilenmesiyle de
gerceklestirilmistir. Bu teknikler, operatdor ve kisrak i¢in bazi riskler tasir ve ozel
ekipman ve uzmanlik gerektirmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu teknigine dayali
molekdler cinsiyet tayini ile hassasiyeti kabul edilebilir hizli sonuclar elde edilmektedir
[80].

Kisraklarda fetal cinsiyetin belirlenmesi, ticari stratejilerin uygulanmasina
olanak sagladig1 i¢in kisrak yetistiricilerine yararli bir hizmet saglamaktadir. Fetlsun
cinsiyetinin bilinmesi, istenilen veya istenilmeyen cinsiyette fetiisi olan gebe bir

kisragin satilmasi i¢in kolaylik saglamaktadir [81].

Diger memelilerde oldugu gibi, kisraklarda da suni dollenme ve gebelikte
cinsiyet tayini i¢in yeni teknoloji ve protokoller gelistirilmekte ve bununla ilgili

arastirmalar artig gostermektedir. Maternal plazmada cffDNA analizine dayali olarak



kisraklarda fetiis cinsiyetinin non-invaziv bir sekilde belirlenmesi, kisraklarda prenatal
genetik tani i¢in firsatlar saglamakta ve bu alanda cffDNA’nin biyobelirte¢ olarak
kullanilmasma olanak saglamaktadir. Atlarin molekiiler cinsiyet ayrimi, sex
determining region Y (SRY) ve Amelogenin Y (AMELY), Amelogenin X (AMELX),
AMELX-AMELY genleri ve preimplantasyon embriyolarinda Zinc Finger (ZFX/ZFY)
genleri kullanilarak tanimlanmistir. Cinsiyet tayinine dayali QRT-PCR teknigi atlarda

embriyonik cinsiyet ayrimi i¢in kullanilmustir [20].

Birincil erkek cinsiyetini belirleyen sinyal, Y kromozomundaki (SRY) cinsiyet
belirleyici bolge olarak adlandirilan Y kromozomundaki bir gen tarafindan kodlanan bir
DNA baglayici proteindir. SRY geni, insan XY erkeklerinde bulunan ve XX disilerinde
bulunmayan belirli bir insan Y kromozomu bdélgesinin incelenmesiyle testis belirleyici

faktor icin en iyi belirteg olarak 6ne siiriilmiistiir [82].

X kromozomuna bagl disilere 6zgii X-inactive specific transcript (XIST) geni
ve Y kromozomuna bagli 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
fetiisiin varligmin saptanmasinda rol oynayan genlerdir. SRY geni tek hedef bir dizi
olarak, fetal cinsiyet tayininde kullanilan genler arasinda en iyi seg¢eneklerden biridir.
DYS14 genine ait fetal DNA kopya sayilarinin gebeligin ilk {i¢ ayinda maternal
plazmadaki ¢fDNA konsantrasyonu diisiik seviyede olmasina ragmen daha hassas ve

verimli bir sonug saglamaktadir [84].

Maternal plazmadaki erkek fetus varligminin tespiti igin Y kromozomundaki

TSPY geni fetal cinsiyet tayini i¢in kullanilan genler arasinda yer almaktadir [85].

2.7. AMELY Geni

Mine, dislerin en dig tabakasinda bulunan bir yapidir ve omurgali hayvanlarin
vucudundaki en sert dokudur. Mine matrisi, mine ve amelogenin protein siniflarindan
olusmaktadir. Insan, fare veya somatik hiicre melezlerinden DNA'nin southern blot
analizleri, karakterize edilmis bir fare amelogenin CDNA’sina hibridizasyon yoluyla

kullanilarak insan ve fare amelogenin (AMEL) lokuslarinin kromozomal konumlari
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belirlenmistir. Insan AMEL dizilerinin, p22.1 — p22.3 bélgesindeki X kromozomunun
distal kisa kolunda ve Y kromozomundaki sentromerin yakininda, proksimal uzun kol
(Yqll) bolgesinde yer aldigi tespit edilmistir. Bu kromozomal lokasyon, AMEL
geninin, X'e bagli amelogenez imperfekta tiplerinde ve ayrica dis boyutunun ve seklinin
diizenlenmesine katilan genlerin Y kromozomal lokasyonlarinda rol oynadigi hipotezi
ile tutarli goziikmektedir. Insanlardaki lokustan farkli olarak, fare AMEL lokusu
yalnizca X kromozomunda bulunmaktadir. Son olarak, diger X ve Y kromozom dizileri
hakkindaki verilerle birlikte, AMEL haritalamasi i¢in bu veriler, primat evrimi sirasinda
insan 'Y kromozomunda meydana gelen perisentrik bir inversiyon kavramini
desteklemektedir [86].

AMEL geninin X ve Y kopyalar1 homolog rekombinasyona katilmamaktadir, bu
durum AMEL genini adli tipta cinsiyet tayini i¢in tercih edilen biyobelirte¢ haline
getirmistir. Bu nedenle, karsilikli gelen X ve Y kromozomlarindaki AMEL genlerinin
her ikisi de, X baglantili inaktivasyonun, X kromozomu lokusunun kendisi iizerinde etki
edebilecegi tek X/Y gen ciftini Ozetleyebilecekleri sekilde islevsel olarak farklidir,
dolayisiyla Y kromozomu lokusundaki AMEL geni ayirt edilebilmektedir. Hem X hem
de Y lokuslarmin transkripsiyonel verimi kalitatif ve kantitatif olarak farkli olmasina

ragmen disilere kiyasla fazlalik gostermektedir [87].

llerleyen siiregte AMEL geninin farkli popiilasyonlarda meydana gelen ¢ok
sayida farkli yapisal varyasyon bi¢cimi gosterdigi tespit edilmistir. Bu tespit, AMEL

geninin adli tipta cinsiyet tayini i¢in kullanimini sinirlandirmistir [88].

Maternal plazmada AMEL geninin izolasyonu yoluyla prenatal cinsiyet tayini,
sadece Y kromozomunun degil, X kromozomunun es zamanli amplifikasyonuna izin
veren alternatif bir metodoloji olarak kullanilmaktadir. Boylece, yalnmizca erkek bir
fetiisiin yoklugunu degil, bir disi fetiisin varligin1 belirleyebilecek bir metodoloji
gelistirilmistir. AMEL geninin intron 3'iinde X'e bagl amelogenin (AMELX) ile Y'ye
bagli AMEL (AMELY) arasinda 6 b¢ farki vardir. Bu, 6 b¢’lik uzunluk farkinin tespiti,

prenatal fetal cinsiyetin degerlendirilmesine yardimci olmaktadir [89].

AMEL, fetal cinsiyetin saptanmasi i¢in bir belirte¢ olarak kullanmak {izere i¢ ige
gecmis PCR teknikleri ile arastirilmaktadir. Bu metodoloji ¢iftlik hayvanlar tiirlerinde
basartyla uygulanmistir. AMEL geni bu ¢alismalarda % 96,5 nispi hassasiyet ve
dogruluk oramiyla kullanmilmistir [90]. Aygirlarda, AMELX — AMELY heterodubleks



bantlar1 bulunurken, kisraklarda yalnizca homodubleks AMELX bandi bulunmaktadir
[91].

2.8. GAPDH Geni

GAPDH geni, glikolitik sistemde ve glukoneogenez yollarinda etkili bir rolii
olan bir enzimdir ve sigan dokularindaki hiicresel proteinlerin % 5'ini igermektedir.
Kahverengi algler ve siyanobakteriler gibi diger organizmalarda Onem tasiyan bir

proteindir [92].

Yapilan calismalarda, GAPDH geninin glikolitik sistemdeki enzimatik islevi
disinda birgok farklr aktif roliiniin oldugu gésterilmistir. Bu ¢aligmalar GAPDH geninin,
membran fiizyonu, fosfotransferaz aktivitesi, DNA replikasyonu ve DNA onarimindaki
etkisini ortaya ¢ikarmigtir. Bu sistemlerde GAPDH geninin islevinin in vivo olarak
GAPDH geninin hiicre alt1 lokalizasyonu ve oligomerik yapisi ile ilgili oldugu o6ne
stiriilmektedir. Yapilan diger arastirmalar, GAPDH geninin apoptoz mekanizmasinda
etkili oldugunu gostermektedir. Yasa bagl norodejeneratif hastalik, prostat kanseri gibi

hastaliklarda da GAPDH geninin etkin bir sekilde roliiniin oldugu diistiniilmektedir [93].

GAPDH geninin ¢ogu hiicrede stabil olmasi ve yapisal olarak yliksek
ekspresyon  seviyeleri, klinik  calismalarda gen  ekspresyon  verilerinin
normalizasyonunda yiiksek oranda kullanilan housekeeping genlerden (HKG’ler) biri

olmasinda dikkate alinan 6zelliklerdir [94].

gRT-PCR, hicrelerde ve dokularda gen ekspresyonunu élgmek icin hassas ve
dogru bir yontemdir, ancak hatali pipetleme, RNA kalitesi, ters transkriptaz ile cDNA
sentezinin etkinligi ve PCR amplifikasyon etkinlikleri, bu yontemin dogrulugunu
azaltabilmektedir. Bu faktorleri azaltmak ve sonuglarin yanlis yorumlanmasini dnlemek
icin, referans genler, hedef genlerin goreceli ifadesini normallestirmek ve hesaplamak
icin dahili kontroller olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak housekeeping genler olarak
bilinen referans genlerin dokularda ve hiicrelerde kararli bir sekilde ekspresyon
gerceklestirdigi varsayillmaktadir ve bu nedenle uygun bir dahili referans geninin

secilmesi, sonuglarin dogru yorumlanmasini saglamanin énemli bir yoludur [95].



Kantitatif gen ekpresyon verilerinin normalizasyonu, genellikle kontrol genleri
veya housekeeping genleri olarak adlandirilan genlerin ekspresyon seviyelerine gore
yapilmaktadir. Housekeeping genlerin  kullanim sebebi, gen ekspresyonunun
arastirildigr hiicrelerde veya dokularda bu genlerin anlatiminin sabit kalmasidir.
GAPDH geni, gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda kullanilan en yaygin

housekeeping genlerinden biridir [96].

2.9. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi

Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR), bir hedef
DNA'y1 veya mRNA’y1 ¢ogaltmak ve aymi anda ¢ogalan amplifikasyon iiriinlerinin
miktarmi 6lgmek i¢in kullanilan geleneksel polimeraz zincir reaksiyonuna dayanan bir
tekniktir. DNA o6rneginde bir veya daha fazla dizinin saptanmasi ve miktarinin
belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. qRT-PCR, gen ekspresyon kantitasyonu, viral
kantitasyon, DNA hasar 6l¢limu, genotipleme, mikroarray sonuglarinin dogrulanmast,
ilag tedavisi etkinligi gibi alanlarda etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Geleneksel PCR
yonteminden farkli olarak PCR sonrasi elektroforez jel goriintiileme islemine gerek
kalmadan sonug alinmaktadir. Geleneksel PCR yonteminde kullanilan mutajen bir boya
olan etidyum bromiir (EtBr) yerine floresans boyalar kullanilarak kantitatif sonug
alinmaktadir. Tek bir tiip icerisinde floresans boyalar saptanmaktadir ve ger¢ek zamanli

olarak amplifikasyon sirasinda ¢ogalan iriinlerin kantitatif miktar1 belirlenmektedir
[97].

gRT-PCR’1n prensipleri bir floresans 6l¢iimiin kantitasyonu ve tanisi iizerine
kuruludur. PCR fiiriinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis threshold cycle (Ct) degeri
hedef template’in baslangi¢c miktari ile orantilidir. 29 dongiiniin altindaki Ct degerleri
yiiksek miktarda iiriin gostermektedir ve 38 dongiiniin iizerindeki Ct degerleri minimum

iriin miktarlarin gostermektedir.

Floresans prob sistemleri, hidrolizasyon problar (TagMan), hibridizasyon
problar ve DNA’ya baglanan floresans boyalar (SYBR Green) seklindedir. Cift zincirli
DNA’ya baglandiginda floresans veren SYBR Green floresans boyasi kullanilarak,
amplifikasyona bagli DNA artis1, ortaya cikan floresansin miktari ile 6l¢iilmektedir.



Primerin baglanmasina takiben gergeklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green boya miktar1 artmakta ve buna
bagl olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir. SYBR Green floresans
boyasmin primer dimerleri gibi spesifik olmayan ¢ift iplikli DNA’ya baglanmasi bir
dezavantaj yaratabilmektedir [98].

Coziilme egrisi analizi, qRT-PCR tekniginde c¢ogaltilan gen bdlgesinin
Ozgiilliiglintin arastiritlmas1 amaci ile kullanilmaktadir [67]. Reaksiyon esnasinda siirekli
olarak floresans izlenirken reaksiyon hacminin kademeli olarak 1sitilmasini
icermektedir. Isitma, ¢ift sarmalli DNA'nin erime sicakligina (Tm) ulasildiginda
denatiire olmasina neden olmaktadir. DNA tek sarmal hale geldiginde, bagli olan
florokrom salinmaktadir ve gbzlenen floresans miktar1 diismektedir. Coziilme egrisinin
yorumlanmasini  kolaylagtirmak i¢in, floresans verilerinin negatif birinci tlirevi
hesaplanmaktadir ve sicaklik araligina gore grafik c¢izilmektedir. Bu grafikte, her
amplifikasyon {riind, ilgili driiniin Tm’sinde farkli bir tepe noktas1 olarak
goriilmektedir. Gézlemlenen Tm’nin pozitif kontrolin Tm’si ile veya dogru iriiniin
onceden belirlenmis Tm’sinin karsilastiriimasi dogru amplifikasyon iirlinii ile artefaktlar
arasinda ayrim yapilmasini saglayarak amplifikasyon {iriiniiniin spesifikliginin

dogrulanmasini saglamaktadir [99].

gRT-PCR yonteminin ilk basamagi On-inkiibasyon asamasidir. Bu asamada,
DNA denatiirasyonu ve Taq DNA polimerazin aktivasyonu gerceklesmektedir. Ikinci
basamak olan amplifikasyon asamasinda, @PCR iirliniiniin  c¢ogaltilmasi
gerceklesmektedir. Son basamak olan c¢oziilme egrisi analizi asamasinda, PCR
Urindiniin tanimlanmas: gergeklesmektedir [100].  Sekil 2.6’da qRT-PCR teknigi

Ozetlenmistir.
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Sekil 2-6: gRT-PCR yonteminde SYBR GREEN c¢alisma prensibinin gosterimi [101].



3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan kisrak maternal kan 6rneklerinin toplanmasi ve
toplanan orneklerden plazma eldesi islemleri Istanbul Universitesi-Cerrahpasa (1U-C)
Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali biinyesinde ylriitiilmstiir.
Genetik ve istatiksel analizler Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisiit (IU DETAE), Genetik Anabilim Dali ve Istanbul Tip Fakiiltesi,
Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan sarf, kit ve kimyasallar Gebelik boyunca kisrak
maternal plazmasinda sex determined region Y (SRY) ve amelogenin Y (AMELY)
genlerinin belirlenmesi ve bu genlerin fotal cinsiyetle iliskisi baglikli proje kapsaminda
karsilanmistir (IU-C BAP Proje No: 31671).

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1’de sunulmustur.

Tablo 3-1: Kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Ad1

-80 °C Sogutucu
-20 °C Sogutucu
+4 °C Sogutucu
Buz Makinesi
Sogutmal1 Santrifiij
Otomatik Pipetler

Vorteks

Markasi

Sanyo

Panasonic

Sanyo, Arcelik
TV

Thermo Scientific
Eppendorf, Gilson

SciLogex MixS




Su Banyosu

Vakum Pompast

Vakum Manifoldu
Masaustii Mini Santrifj
Is1 Blogu
Spektrofotometre
Laminar Akish Giivenlik Kabini
Is1 Dongii Cihaz1

Otoklav

Mikrodalga Firin

Yatay Elektroforez Tanki
Elektroforez Giig¢ Kaynagi
Jel Gorunttileme Sistemi
Santrifij

Kantitatif Gergek Zamanli PZR

Memmert

QIlAvac 24 Plus (Qiagen)

QlAvac 24 Plus (Qiagen)

Beckman Coulter (Microsantrifuge 16)
Biosan Thermo Block TDB-120
Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000
Thermo Scientific (Hera Safe)

BioRad T100™ Thermal Cycler

ALP CL-40M

Kenwood

Biometra Compact XS/S

EC-105 (E-C Apparatus Corporation)
UVP

Beckman Coulter (Allegra X-22 Centrifuge)

Light Cycler® 480 System (Roche)

3.1.2. Kullanilan Kitler

1. QIlAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen)

QIAGEN® Mini Kolonlari

Konik Dipli Santrifuj Tipu (15 mL)

Toplama Tapleri (2,0 mL)
Elusyon Tupleri (1,5 mL)
Vakum Baglama Aparatlari
ACL Tamponu

ACB Tamponu



ACW1 Tamponu
ACW2 Tamponu
AVE Tamponu
QIAGEN Proteinaz K

Carrier RNA

2. LightCycler® 480 SYBR Green | Master Kit
LightCycler® 480 SYBR Green | Master, 2X Konsantrasyonunda

PCR igin su

3.1.3. Kullanilan Soltsyonlar ve Kimyasallar

Kullanilan soliisyonlarin listesi Tablo 3.2°de ve kimyasallarin listesi Tablo 3.3’te

sunulmustur.

Tablo 3-2: Kullamilan soliisyonlarin listesi

Solusyonlar Markasi
Oligonukleotid Primer Cifti Oligomer

DNA Ladder Thermo Scientific
Taq DNA Polimeraz Thermo Scientific
10X Taq Buffer (KClI, iceren) Thermo Scientific
MgCl, Thermo Scientific
Steril, Niikleaz igermeyen Su Qiagen

dNTP Thermo Scientific




Tablo 3-3: Kullamlan kimyasallarin listesi

Kimyasal Ad1 Markasi
Agaroz Sigma
Etidyum Bromdir (EtBr) Sigma
EDTA Sigma

Tris Baz Sigma
Glasiyal Asetik Asit Sigma
Etanol Emsure®
[zopropanol AppliChem

3.1.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Primer Cozeltileri

Gene 6zgu olarak tasarlanan ve liyofilize sekilde temin edilen primerler 100 uM
konsatrasyonda olacak sekilde niikleaz igermeyen su eklenerek dilue edildi.
Pipetlenerek ve vorteks yapilarak homojen sekilde ¢oziilmesi saglandi. Hazirlanan

primer ¢ozeltileri -20°C’de muhafaza edildi.

100 uM stok primer ¢ozeltisinden, 10 uM ve 2,5 uM konsantrasyonlarda olacak
sekilde hacimlerde alinip tizerleri steril, niikleaz icermeyen su ile tamamlanarak
pipetleme yapildi. Pipetleme sonrasinda vorteks yapildi ve ara stok seklinde hacimlere
boliindii. Hazirlanan 10 pM ve 2,5 pM konsantrasyonlarindaki ara stok primer

cozeltileri genetik analizlerde kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.



dNTP Cozeltisi

dNTP setinin igerigindeki dNTP’lerin her birinden (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
2,5 uM ve niikleaz igermeyen su ile kullanilarak ANTP karisimi hazirlandi. 0,2 pL’lik
tiplere bollnerek ara stoklar halinde -20°C’de muhafaza edildi.

Etidyum Bromur Stok Cdzeltisi

10 mg/mL konsantrasyonda ¢6zelti hazirlandi.

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 baz1 bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra glasiyal asetik asit ve EDTA
eklenip tlizerine 1L’ye tamamlanacak sekilde distile su ilave edildi. Hazirlanan ¢ozelti

20 dakika (dk) otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edildi.

1X TAE (1L)
20 mL 50X TAE
980 mL distile su

Cozelti hazirlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.1.5. Kullanilan Sarf Malzemeler

EDTA’l1 kan toplama tiipti (10 mL)
Konik santriftyj tipd (15 ml)
Kriyovial (2mL)

Eppendorf (2 ml)



Eppedorf (0,5 ml)
Eppedorf (0,2 ml)
Mikropipet ucu (1-10uL, 2-20 pL, 2-200 pL ve 100-1000 pL)

Mikroplate (96 kuyulu)

3.2. Yontem

3.2.1. Maternal Kan Orneklerinin Toplanmasi

Bu tez galismasinda, 1U-C Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dal1 ekibi tarafindan 15 adet kisraktan gebeligin tiim aylarinda (1-11. aylari) takipli
olarak maternal periferik kan ornekleri toplandi. Ek olarak, genetik analizlerde
optimizasyon g¢alismalarinda kullanilmak iizere gebe olmayan kisrak (bos kisrak) ve
aygirdan periferik kan Ornekleri alindi. Her bir at i¢in 10 mL periferik kan 6rnegi
EDTA’l1 tiipe alind1.

3.2.2. Maternal Kan Orneklerinden Plazma Eldesi

Toplanan kan ornekleri [U-C Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda 3000 xg’de 10°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen plazma Ornekleri yeni bir santrifiij tlipline alinarak santrifiij islemi ayn1 sekilde
tekrarlandi. Santriflij sonras1 elde edilen plazma ornekleri aliquotlanarak kriyoviallere
aktarild1 ve genetik analizler yapilana kadar -80°C’de muhafaza edildi. Ornek toplama
siireci tamamlandiktan sonra tiim ornekler kurubuz igerisinde IU DETAE Genetik

Anabilim Dali’na getirildi.

Bu tez calismasinda, toplam 15 gebe kisraga ait plazma 6rneklerinin tiim gebelik
aylar siiresince cfDNA konsantrasyonlarinin degisimi analiz edildi ve 8 gebe kisraga (4
disi gebelik ve 4 erkek gebelik) ait plazma Orneklerinden elde edilen, gebeligin ii¢
ticayimni temsil eden 3, 6, 10. aylara ait cfDNA konsatrasyonlarmin ortalamalar: ayri

degerlendirildi ve bu aylara ait cfDNA’lar AMELY geninin kantitasyonunda kullanildu.



3.2.3. cfDNA Izolasyonu

cfDNA izolasyonu QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) kullanilarak

optimize edilen {iretici firma protokoliine gore gergeklestirildi. Uygulanan basamaklar

asagida listelendigi gibidir:

1.

2.

10.

11.

-80°C’de muhafaza edilen plazma 6rnekleri buz tGzerinde ¢6zildu.

Coziilen 4 mL hacimdeki plazma o6rnekleri 15 mL’lik konik santrifiij
tiiplerine alinarak fiiretici firmanin protokoliine ek olarak 2000 xg’de

10°C’de 10 dk santriftj edildi.
50 mL’lik santrifiij tiliplerinin igerisine 400 pL Proteinaz K eklendi.

Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen siipernatantlar, i¢erisine Proteinaz

K eklenen 50 mL’lik santrifiij tiiplerinin icerisine eklendi.

Ay bir 50 mL’lik santrifiij tliplinde, izole edilecek Ornek sayisi esas
aliarak iretici firmanin protokoliine uygun bir sekilde miktarlar
belirlenerek ACL Buffer igerisine carrier RNA eklenerek ACL Buffer

kullanima hazir hale getirildi.

Proteinaz K ve siipernatantin bulundugu 50 mL’lik santrifiij tiiplerinin
icerisine hazirlanmis olan ACL Buffer’dan 3,2 mL eklendi ve 30 saniye

(sn) vorteks yapildi.

Ornekler 60°C’de 30 dk boyunca su banyosunda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda &rneklerin iizerine 7,2 mL ACB Buffer eklendi.

Ornekler 15 sn vorteks yapildi ve vorteks sonrasinda 5 dk boyunca
-20°C’de bekletildi.

Bu siire igerisinde kit igeriginde bulunan mini kolonlar, baglama

aparatlar1 ile vakum manifolduna takildi.

Mini kolonlarin {izerine orneklerin aktarilacagt 20 mL’lik tiipler
gecirildi.

Vakum manifoldu, vakum pompasina baglandi ve calistirilarak basinci

kontrol edildi ve vakum pompasi1 kapatildi.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

-20”den alinan 6rnekler vakum manifoldu {izerindeki 20 mL’lik tiiplere

koyuldu ve vakum pompasi ¢alistirildi.

Tum oOrnekler kolonlardan gegtikten sonra vakum pompasi kapatildi ve
20 mLlik tiipler ¢ikarilarak atildi.

Mini kolonlardaki filtrenin tizerine 600 uL. ACW 1 Buffer eklendi, vakum
pompasi ¢alistirildi.

ACWI1 Buffer ile ilk yikama islemi gerceklestirildikten sonra vakum
pompasi kapatildi ve ikinci yikama iglemi i¢in mini kolonlarin igerisine

750 uL ACW?2 Buffer eklenerek vakum pompasi ¢alistirildi.

ACW?2 Bulffer ile ikinci yikama islemi gerceklestirildikten sonra vakum
pompasi kapatildi ve {iglincii yitkama islemi i¢in mini kolonlarin igerisine

750 uL EtOH ( %96-100) eklenerek vakum pompasi ¢aligtirildi.

Ugiincii yikama islemi sonrasinda vakum pompasi kapatildi ve mini
kolonlar, vakum manifoldunun iizerinden dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak

2,0 mL’lik toplama tiiplerinin igerisine alindi.

Daha sonrasinda masaiistii sanrifiijde 20,000 xg’de 3 dk boyunca
santrifj edildi.

Santrifiij sonrasinda mini kolonlar yeni 2,0 mL’lik toplama tiiplerinin

igerisine alindi.

Ornekler, toplama tiiplerinin igerisindeki mini kolonlarm kapaklar1 agik

olacak sekilde 56°C’de 10 dk inklbe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda mini kolonlar, 1,5 mL’lik eliisyon tiiplerinin
igerisine alindi1 ve izerlerine 25 pL. AVE Buffer eklenerek oda

sicakliginda 3 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda drnekler masaiistii santrifiijde 20,000 xg rpm’de

santrifiij edildi. Santrifiij islemi tekrarlandi.

Mini kolonlar, eliisyon tiiplerinin igerisinden alinarak atild1 ve eliisyon

tiipleri icerisindeki izolasyonu tamamlanan cfDNA’lar buza alindi.



24. Izolasyonu yapilan cfDNA’lar genetik analizler gerceklestirilene kadar
-20°C’de muhafaza edildi.

3.2.4. izole Edilen cfDNA’larin Konsantrasyonlarmnin Olciimii

izolasyonu tamamlanan c¢fDNA’larin konsantrasyonlar1 (ng/puL) NanoDrop™
2000 kullanilarak 6lgiildii ve kayit edildi. Spektrofotometrik 6lglim 260 nm ve 280 nm
dalga boylarindaki 15181 absorbans degerleri baz alinarak gergeklestirildi. cfDNA’larin
saflik tayini i¢in A260/280 oraninin 1,8-2,0 arasinda olmasi dikkate alindi.

3.2.5. Primer Tasarim

gRT-PCR’da kullanilacak 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 6zgu primerler Equus caballus (EquCab3.0 Assembly,
NCBI Release 103, 2018) genomunun dizilerinden yararlanilarak manuel olarak
tasarlandi. Primerlerin tasariminda dimer olusumlari, sa¢ tokasi ilmegi olusumlar1 ve

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

programinda kontrol edildi. Tasarlanan primerlerin 6zgullikleri BLAST ve Primer-
BLAST programlarinda kontrol edildi. TD-PCR ve qRT-PCR tekniklerinde kullanilan

AMEL geninin primer dizisi Tablo 3.4’te sunulmustur.

Tablo 3-4: AMEL genine 6zgu tasarlanan primerlerin dizisi

AMELY/AMELX
fleri ( Forward) primer 5’- TTCCAACCCAACACCACCAG -3°
Ters (Reverse) primer 5’- GGGAATATCGGAGGCAGAGG-3’

Amplikon Uzunlugu AMELY 136 b¢ /AMELX 160 bg



https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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AMELX (Query) ve AMELY (Subject) dizilerinin programinda birbirlerine olan
benzerliklerinin Global Align aract (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) ile

karsilastirilmast Tablo 3.5’te sunulmustur.

Tablo 3-5: AMELX (Query) ve AMELY (Subject) dizilerinin programinda birbirlerine
olan benzerliklerinin karsilastirilmasi

Needleman—Wunsch alignment of two seguences
Query ID NC_009175.3 genomik DN& X kromozom

Subject ID NM 001085422 .1

Description Eguus <caballus amelogenin, Y-linked {(AMELY), mRINA
Molecule type nucleic acid

Subject Length 765

Query 5040 AT C T T TG T I T C TCACCAGTACAC T ITCCTATGE T TACGAACCCATGEGTGEGATGECTGCA 5099
L T B O
shijct S e I S TaCAC T ITCC TATGG T TACGAACCCATGGGTGGATGSCTGCA 257
Query 5100 A CCas A TCATCCCCETEC TG ICCCAGCAGAATCCCTCAAATCACGCCTTGECAGCCTCR 51592
L T T e A O I O
sbijct zs58 A AR A TCATCCCCETGC TG I CCCAGCAGAATCCCTCAAATCACGCCTTGCAGCCTCA 317
Query 5160 T CAC AT A TCCCCATEE TG TCEGEC TCAGCACCC TG TIGETCCCCCAGCAACCAATGATGCC s5z192
[0 1000 o i 0 i D W 1 Dy D 0 Y 0 W A 0 i U D 1 o] 00 o i B i D iy i i i
sbijct z1is P CACCATATCCCCATGE TG TCGEC TCAGCACCCTIGTGGTCCCCCAGCAACCAATGATGCC 377
Query s5zz0 AT P CC TGGCCAACACTCCATGE T TCCAACCCAACACCACCAGSECAAACCTCCCOTCCESCC 5279
(i) I ot B IO ol Tl o i i O i ] B 0 B K I (o i K5 5 il ot R ) i) i i i o B Tl el o gl O 0t S g
sSbijct =78 AC T P CC ITGGCCAACACTCCATGE T TCCAACCCAACACCACCAGCCAAACCTCCCTCCACC 437

trerrrrrrrend rrrrrrrrrrrrrrrererrrnl
sShijct azs TG rTCCAGCAGCCC - ——————————————————————— CAGCCTCACCAGCCCATCCAGCC 473

18] BEEEFEELE EEFESIEE BEEEEPEEEE BEEESEE BEEEELE EEEREREE EERERLE
Skbijct aF4q T CAGCCACC TCTIGCACCCCATCCAGCCCCTGECCGECCACAGCCACCTCTGCCTCCGATATT 533
Query sSa00 CCCC P TGCAGCCC T TGCCCCC TATGC T TCCTEACCTGCCTCTGGAAGCTTGGECCAGCAAT 5459

[T T Vs Ty o] Dt i Dl 1 I Y V) R oy 0 W D 0 Vi DV 1] R o T P e Wi o Ry e P D i o
sbijct 534 CCCC T ITGCAGCCC I ITGCCCCC TATGC T TCC TGACC TGCCTCTGGAAGCTTGGCCAGCAAC 593

il INIRIEIITIAE SIS I Emenasmn Tl
shijct s594 ACACAAGACCAAGCGEEAGGAAGTGEG— — — — — aAT——

Iki dizinin ayr1 olarak tespit edilebilmesi AMELY dizisindeki 24 bazlik delesyon farki sayesinde olmaktadir. Kutular
diiz ve ters primerlerin baglandig: dizileri gostermektedir.

TD-PCR ve gRT-PCR tekniklerinde kullanilan GAPDH geninin primer dizisi

Tablo 3.6’da sunulmustur.

Tablo 3-6: GAPDH geninin primer dizisi

GAPDH
Ileri (Forward) primer 5’- CTACAGCAATAGGGTGGTGGAC-3’
Ters (Reverse) primer 5’- GACAAGCATTCCCAGCAGC-3’

Amplikon Uzunlugu 121 bg

Query 5280 PTGTCCAGCAGCCCTTCCACCCCCAGCCTGTCCAGCCGCAGCCTCACCAGCCCATCCAGCC SIS

Query 5340 PTCAGCCACCTCTGCACCCCATCCAGCCCCTGCCGCCACAGCCACCTCTGCCTCCGATATT 5399

Query S4s0 A GACAAGCGACCAAGCGEGEEAGGAAGTGGEGTGAG TATACCC TGAAGCCACTACACCACCTGTGA 5512



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3.2.6. Touch-Down PCR

Touch-Down PCR (TD-PCR), gRT-PCR’da analiz Oncesinde plazma
orneginden izole edilen cfDNA havuzunda bulunan nadir miktardaki fetal cfDNA’nin
zenginlestirilmesi amaci ile kullanilmistir. TD-PCR kisa siireli denatiirasyon ve yiiksek
baglanma 1sisinin kullanildigi bir PCR yontemidir. Bu yiiksek 1sida primer baglanmasi

ve amplifikasyon diisiik olsa da ¢ok daha 6zgun bir reaksiyon ger¢eklesmektedir.

TD-PCR yonteminde kullanilacak olan en etkin primer konsantrasyonlarini
belirlemek amaci ile yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda, konsantrasyonun 2,5

UM oldugu belirlendi.

PCR o0ncesi hazirlik yapilmadan once kullanilan tlm mikropipetler, sarf
malzemeleri ve steril distile su PCR islemi dncesinde 15 dakika boyunca UV 11k
altinda steril edildi. Tim PCR islemleri, 6ncesinde %70’lik etanol ile temizlenen
laminar akisli PCR kabini igerisinde gerceklestirildi. TD-PCR tekniginde kullanilan
bilesenler ve kullanim miktarlar1 Tablo 3.7°de ve kullanilan kosullar Tablo 3.8’de

sunulmustur.

Tablo 3-7: TD-PCR igerigi

Bilesenler Konsantrasyon Miktar
Buffer 10X 2,5 ul
Mg*? 25 uM 2 ul
dNTP 2,5 uM 2l
Primer (ileri) 2,5 uM 2 ul
Primer (Ters) 2,5 uM 2l
Taq DNA Polimeraz 500 units 0,25 pl
dH20 - *
cfDNA 25ng *
TOPLAM 25 pl

(* Farkli miktarlarda)



Tablo 3-8: TD-PCR Kkosullari

Program Is1 (°C) Sure Siklus
Denatiirasyon 95 5 dk -
Denattrasyon 94 45 sn

Baglanma 70— 62 (-0,5 °C/siklus) |- 16 siklus
Uzama 72 1dk

Denattrasyon 94 45 sn

Baglanma 64 45 sn 25 siklus
Uzama 72 1dk

Final Uzama 72 15sn -

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

%4’liik 50 mL agaroz jel hazirlamak i¢in hassas terazide 2 gr agaroz tartildi. 50
mL 1X TAE ¢ozeltisinin igerisine eklendi ve mikrodalga firinda ¢oziinene kadar
yaklasik 2 dk boyunca isitildi. Daha sonra igerisine ¢eker ocakta 3,5 ul EtBr ¢ozeltisi
eklendi ve homojen bir karisim elde etmek i¢in koplirmemesine dikkat edilerek
calkalandi. Elde edilen homojen c¢ozelti, taraklari takilarak hazirlanmis olan yatay
agaroz jel tepsisine hava baloncugu olusturmamaya 6zen gostererek dokiildii. Agarozun

polimerizasyonu i¢in yaklasik olarak 25 dakika boyunca beklenildi.

Hazir olan agaroz jel, i¢inde 1X TAE tamponu bulunan yatay agaroz jel tankina
aktarildi. TD-PCR ile elde edilen cfDNA 6rnekleri, 6X agaroz yikleme tamponu ile
karistirilarak jelin kuyularina yiiklendi. Amplifikasyon iirlinlerinin kontrolii amaci ile 50
b¢ DNA ladder kullanildi. Ornekler, 85 volt akimda yaklasik olarak 40 dakika boyunca

yuratuldd. Ydaratilen agaroz jel gorintileme sistemi ile gorintilendi.




3.2.8. Kantitatif Ger¢ek Zamanh PCR

Fetal AMELY geninin varliginin maternal kanda saptanmasi amaci ile gebeligin
Uc ticaymi temsil edecek sekilde, 3,6,10. aylara ait 6rnekler analiz edildi. Her érnek tcli
olarak ¢alisild1 ve sonraki analizlerde ortalama Ct (AvgCt) degerleri kullanildi. Kontrol
olarak, gebe olmayan kisrak (disi cinsiyet kontrolii) ve aygirdan elde (erkek cinsiyet
kontrolii) edilen cfDNA’lar ve kontaminasyon kontrolii i¢in DNA icermeyen Ornek

kontrolleri (NTC) kullanildi. GAPDH geni amplifikasyon kontrolii amaci ile kullanildu.

gRT-PCR yonteminde kullanilacak olan en uygun primer konsantrasyonlarini
belirleme amact ile yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda, en uygun

konsantrasyonun 10 uM oldugu belirlendi.

gRT-PCR hazirligt yapilmadan o©nce kullanilan tiim mikropipetler, sarf
malzemeleri gRT-PCR islemi oncesinde 15 dakika boyunca igerisinde UV 151k altinda
steril edildi. Tim gRT-PCR islemleri, oncesinde %70’lik etanol ile temizlenen laminar

akislt PCR kabini igerisinde gergeklestirildi.

TD-PCR sonucunda elde edilen amlifikasyon urtnlerinin steril distile su ile
1:10.000 oraninda diliisyonu yapildi ve kantitatif qRT-PCR isleminde DNA olarak

diliisyonu yapilmig bu amplifikasyon iirtinleri kullanildu.

gRT-PCR tekniginde kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.9°da, gRT-PCR
tekniginin uygulama kosullart Tablo 3.10°da ve kullanilan 1silar Tablo 3.11°de

sunulmustur.

Tablo 3-9: qRT-PCR yonteminde kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Konsantrasyon Miktar
dH.0 - 2l
Master mix 1X 5ul
Primer (ileri) 10 uM 1pl

Primer (Ters) 10 uM 1pl




TD-PCR Amplifikasyon Uriini - 1yl

TOPLAM 10 pl

Tablo 3-10: gRT-PCR tekniginde uygulanan kosullar

Program Sikliis sayis1 Analiz Modu
On-inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 45 Kantifikasyon
Coziilme Egrisi 1 Coziilme Egrisi
Sogutma 1 -

Tablo 3-11: gRT-PCR tekniginde kullanilan 1silar

Kullanilan Isilar
Hedef 1s1 o Isnma  hizi| Acquisition
“C) Acquisition Sire (°Clsn) rc
On-inkiibasyon 95 - 5 dk 48 -
Amplifikasyon 95 - 10 sn 4,8 -
59 - 20sn 2,5
72 Tek 15sn 4,8
Coziilme Egrisi 95 - 5sn 4.8
65 - 1dk 2,5
97 Devamli - - 5
Sogutma 40 - 10 sn 2,0




3.2.9. Coziilme Egrisi Analizi

Amplifikasyonu yapilan genlerin 6zgilliigii ¢6ziilme egrisi (melting curve)
analizi ile degerlendirildi. Bu analiz, amplifikasyon sirasinda sadece istenilen spesifik
uriiniin amplifikasyonunun oldugunu dogrulamak amaci ile yapilmaktadir. Her ¢6ziilme
noktas1 amplikonun baz igerigine bagli olarak degisen ait belli bir ¢dziilme 1s1sin1 (Tm=
reaksiyonda %50 cift iplikli DNA ve %50 tek iplikli DNA bulundugu 1s1) isaret eder.
LightCycler 480 donanimina ait yazilim aracilifi ile yapilan analizde SYBR Green
floresans boya eklenerek amplifiye edilmis olan {iriinlerin 6zgiilliigli, ¢6ziilme egrisi ile
tespit edildi. Coziilme egrisi analizinin sonucunda triplike 6rneklerin tutarsizligi ya da
non-spesifik amplifikasyon siiphesi oldugunda o 6rnek analiz dis1 birakildi. Erkek ve
disi fetiis tasiyan gebe kisraklarin orneklerinin sonuglar1 birbiri ile ve kontoller ile
karsilastirmali olarak analiz edildi. Analizlerde 6rnek kalitesinin belirlenmesinde

GAPDH genine 6gii ¢oziilme egrisi analizi sonuglar1 kullanildu.

3.2.10. istatistiksel Analizler ve Data Analizi

Maternal plazmadan izole edilen cfDNA konsantrasyonlarinin karsilagtirilmasi
ANOVA testi ile gergeklestirildi. Sonuglar ortalama (mean) ve standart sapma degerleri
olarak ifade edildi. Her ornek icin Uclu olarak analiz edilen AMELY geninin Ct
degerlerinin ortalamasi alind1 ve bu degerler istatistiksel analiz igin kullanildi. Analizler
SPSS.ver23 (IBM Corp., NY) programi kullanilarak yapildi ve p<0,05 degeri anlamh
olarak kabul edildi.

Her 6rnek icin Gcli olarak analiz edilen AMELY geninin ¢oziilme egrisi
analizlerinde drneklerle ayni kosulda ve es zamanli olarak amplifikasyonu yapilan aygir
ve bos kisraga ait cfDNA c¢oziilme egrisi degerleri cinsiyet icin pozitif kontrol olarak
kullan1ldi. GAPDH geni ise her bir 6rnegin amplikasyon bagarisinin degerlendirilmesi

amaci ile kullanildi.



4. BULGULAR

Tez projesi kapsaminda 15 gebe kisragin gebeligi siiresince (1-11. aylar) ve
kontrol olarak kullanilan bos kisraklar ve aygirlardan toplanan periferik kanlardan
toplam 156 plazma 6rnegi elde edildi. Her bir plazma 6rneginden, kullanilan izolasyon
Kitinin protokoliine uygun olarak c¢fDNA izolasyonu gergeklestirildi. Tiim gebelik
aylarindan izole edilen 6rnekler degerlendirildiginde cfDNA konsantrasyonlarinin 1,2-
66,2 ng/uL ve millitre plazma basina total cfDNA konsantrasyonlarinin 5,3-327,4
ng/plazma mL arasinda degisim gosterdigi tespit edildi. On bes kisragin 11 gestasyonel
aydan olusan gebelik siiresi boyunca her bir gestasyonel ayda maternal plazmada tespit
edilen cfDNA konsantrasyonlar1 degerlendirildi. Segilen sekiz kisrakta gebeligin 3., 6,
ve 10. aylarindaki ve ii¢ Ucaya ait ortalama cfDNA konsantrasyonlart karsilastirildi.
Belirlenen (¢ ayda AMELY geninin amplifikasyonu ile cinsiyet belirlenmesine dair
optimizasyonlar yapildi. Tiim gebelik aylarinda AMELY geninin fetal cinsiyet tayininde
kullaniminin etkinligi ise Gebelik boyunca kisrak maternal plazmasinda sex determined
region Y (SRY) ve amelogenin Y (AMELY) genlerinin belirlenmesi ve bu genlerin fotal
cinsiyetle iliskisi (IU-C BAP Proje No: 31671) baslikl1 projede degerlendirilerek analiz

edilmis ve ilgili bulgular bu proje kapsaminda tartigilmistir.

4.1. Gebelik Suresi Boyunca Gestasyonel Aylarda Maternal Plazmadaki cfDNA
Konsantrasyonlarinin Degisimi

On bes gebe kisrakta gebelik siiresi boyunca gestasyonel aylarda saptanan
maternal plazma cfDNA konsantrasyonlar1 (ng/mL plazma) Tablo 4.1°de sunulmustur.
Disi ve erkek fetiis tastyan maternal serum cfDNA konsantrasyonlarmin gebelik aylar
arasinda fark olup olmadigi analiz edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir sonug

g6zlenmedi (p>0,05).
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Tablo 4-1: Gebe kisraklarda tiim gebelik aylarinda maternal plazmadaki cfDNA (ng/mL

plazma) konsantrasyonlari

1.GA 2.GA 3.GA 4.GA 5.GA 6.GA 7.GA 8.GA 9.GA 10.GA 11.GA
ng/mL | ng/mL | ng/mL ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL ng/mL ng/mL
KISRAK 169,78 | 1235 262 161,33 231 152,89 1395 | 327,43 | 161,78 188,67 144,89
1
KISRAK 184,89 81 24,5 1415 107,11 29,5 49,33 174,29 84,5 198,5 2345
2
KISRAK 276,8 | 104,44 | 104,44 | 117,78 92,5 147,11 104 171,11 | 222,67 129,78 115,56
3
KISRAK 170,67 | 53,78 196,57 59,43 129,78 193 205,14 | 177,14 * 162,67 203,56
4
KISRAK 64,73 | 129,78 | 109,78 | 159,11 | 141,78 | 98,86 | 157,78 * 153 119,11 162,67
5
KISRAK 112 * 256 116,67 58,5 309,71 * 176,5 119,64 94,18 *
6
KISRAK 66 * 82,8 109,2 97,5 170,5 | 144,67 145,5 67,5 127,5 174
7
KISRAK 37,45 71,64 106,18 53,82 65 114,67 | 135,11 | 145,33 99,64 81,82 48,73
8
KISRAK 59,64 63,64 104,5 58,4 96 159,27 | 70,91 92,36 135,64 188 *
9
KISRAK 286,86 106 167,11 | 213,33 40,8 70,22 82,29 120,44 65,2 46,4 *
10
KISRAK 163,56 * 287 129,33 | 194,29 1733 212 140,44 79 152 180,5
11
KISRAK 220 108,89 88 156,89 112 1815 | 130,67 | 142,22 | 131,11 110 242,29
12
KISRAK 66,67 87,56 5,33 68,44 111 84,57 101 105,5 149,3 187,1 *
13
KISRAK 49,45 * 715 87 123 86 63,5 180 104 92 124
14
KISRAK 164,89 | 2625 236,5 140,4 212,57 | 192,44 | 134,67 126 309,5 190 155,56
15
Ortalama | 139,55 | 108,43 | 140,14 | 118,17 | 120,85 | 144,23 | 123,61 | 158,87 | 134,46 137,84 162,38
(mean)
Standart 82,01 56,54 88,60 46,25 54,90 67,52 48,94 55,95 66,19 47,47 55,38
Sapma ()

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




4.2. Gebeligin U¢c Ucayinda Maternal Plazmadaki c¢fDNA Konsantrasyonlarimin
Degisimi

Belirlenen 8 kisrakta gebeligin her bir iicaymi temsilen secilen 3,6 ve 10.
gestasyonel aylardaki total cfDNA konsantrasyonlart (ng/mL plazma) tespit edilerek

Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4-2: Kisraklarda gebeligin ii¢ iicayinda maternal plazmadaki total cfDNA

konsantrasyonlari
3. GA (ng/mL) 6. GA (ng/mL) 10. GA (ng/mL)
(1. Ugay) (2. Ugay) (3. Ugay)
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(z) 85,70 81,19 42,16

(GA: Gestasyonel Ay)




4.3. Disi ve Erkek Fetiis Tasiyan Kisraklarda cfDNA Konsantrasyonlarinin
Karsilastirilmasi

Disi ve erkek fetiis tasiyan kisraklarda ¢fDNA konsantrasyonlarinin (ng/mL
plazma) karsilastirilmas: Tablo 4.3’te sunulmustur. Genel olarak disi fetiis tasiyan
gebelerin erkek fetls tasiyan gebelere oranla daha yiiksek ¢cfDNA konsantrasyonlarinin
oldugu saptandi. Bu farkliligin 3. ayda daha belirgin ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmistir (p=0,024). Ancak, 6. ayda ve 10. aylarda istatistiksel anlamlilik
seviyesine ulasmadig1 goriilmektedir. Ugaylarin ortalamalar aliarak incelendiginde, 1.
ve 3. Ucaylarda disi fetiis tasiyan kisraklarin erkek fetlis tasiyan kisraklara gore cfDNA
konsantrasyonlarinin belirgin bir sekilde yiiksek oldugu (sirasiyla, p=0,001 ve 0,024),
gebeligin 2. ligay ortalamasinda ise disi ve erkek fetiisler arasindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli olmadig: saptandi (p>0,05).

Tablo 4-3: Disi ve erkek fetiis tasiyan kisraklarda ¢cfDNA konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi (n=8)

Cinsiyet n Ortalama Standart Minimum Maximum P
(Mean) Sapmaz) Degeri
A
3.GA Disi 4 204,7525 73,10525 104,44 262,00 0,024
Total ng/mL Erkek 4 80,8150 39,40251 24,50 109,78
6.GA Disi 4 200,6775 75,49868 147,11 309,71 0,087
Total ng/mL Erkek 4 103,3825 58,05527 29,50 170,50
10.GA Disi 4 143,8250 40,93937 94,18 188,67 0,717
Total ng/mL Erkek 4 131,7325 48,73875 81,82 198,50
B
1. Ucay Disi 4 167,8317 21,21663 140,34 185,09 0,001
Ortalamasi Erkek 4 86,0958 15,18825 71,76 101,43
2. Ucay Disi 4 147,4750 29,32957 119,13 181,74 0,089
Ortalamasi Erkek 4 107,3792 26,42416 77,83 133,25
3. Ucay Disi 4 178,6767 27,13585 148,07 209,57 0,024
Ortalamasi Erkek 4 126,0033 22,00572 102,71 155,39

(A: 3., 6. ve 10. GA’da erkek ve disi fetiis tasiyan gebelerin karsilagtirimasi, B: Ug ificaymn ortalamasinin
kargilagtirilmasi (n=8), GA: Gestasyonel Ay)

Disi ve erkek fetiis tasiyan kisraklarda total cfDNA konsantrasyonlar1 gebeligin
birinci ve Uclncl ticayinda karsilastirildiginda anlamli bir farklilik elde edilirken
(p<0,05) gebeligin ikinci tigayinda anlamli bir farklilik elde edilmedi ( p>0,05).



4.4. AMELY Geninin Analizinde Gergeklestirilen Optimizasyon Bulgulari

Izolasyonu gergeklestirilen 6rnekler dogum sonrasinda yenidogan cinsiyetlerine
gore siniflandirildi. PCR yontemlerinde kullanilacak olan kalip c¢fDNA miktari,
arastirilan genler i¢in en uygun primer baglanmasi 1sis1, reaksiyondaki en efektif iiriin
miktarinin elde edildigi primer konsantrasyonu ve qRT-PCR’da kullanilmak iizere elde
edilen TD-PCR (riinlerinin en uygun diliisyon oranmin saptanmasi amaci ile
optimizasyonlar yapildi. Optimizasyon verilerine dayanarak olusturulan standart

protokol kullanilarak yontemlere agiklandig: gibi devam edildi.

AMELY genine 6zgi TD-PCR’da elde edilen iiriinlerin 1:10, 1:500 ve 1:1000
oranlarindaki diliisyonlar1 kullanilarak qRT-PCR yontemi uygulandi. Ardindan yapilan
¢oziilme egrisi analizi karsilagtirildiginda 1:500 diliisyonda daha etkin sonu¢ alindig:
saptandi. Sekil 4.1°de 1:10 diliisyon TD-PCR drinlerinin kullanilmasinin ardindan

yapilan ¢oziilme egrisi analizi grafigi sunulmustur.

Sekil 4-1: AMELY genine 6zgii TD-PCR iiriinlerinin 1:10 diliisyonu kullanilarak
gerceklestirilen kantitatif gercek zamanh PCR ve coziilme egrisi analizi

Sekilde, 6. gestasyonel ayda erkek fetiis tasiyan kisrak (A), 6. gestasyonel ayda disi fetiis tasiyan kisrak (B) ve

karsilastirmali olarak erkek fetiis (kirmizi) ve disi fetiis (pembe) tasiyan kisraklara (C) ait ¢dziilme egrisi analizlerinin
goriintiileri sunulmusgtur.

Sekil 4.2°de AMELY genine 6zgli TD-PCR’da elde edilen Grlnlerin 1:500 ve
Sekil 4.3°te 1:1000 oranindaki diliisyonlarinin kalip DNA olarak kullanildigi qRT-PCR

yonteminin ardindan yapilan ¢6ziilme egrisi analizi goriintiileri sunulmustur.
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Sekil 4-2: AMELY genine 6zgl primerler kullamlarak 1:500 diliie edilmis TD PCR
iiriinleri kullamlarak gerceklestirilen kantitatif gercek zamanh PCR ve c¢oziilme
egrisi analizi

Sekilde, 6. gestasyonel ayda disi fetiis tagiyan kisrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetiis tasiyan kisrak (B) ve

karsilagtirmali olarak digi fetlis (pembe) ve erkek fetis (yesil) tasiyan kisraklara (C) ait ¢6ziilme egrisi analizlerinin
goriintiileri sunulmustur.
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Sekil 4-3: AMELY genine 6zgii primerler kullamlarak 1:1000 diliie edilmis TD-PCR
iiriinleri kullamlarak gerceklestirilen kantitatif gercek zamanh PCR ve c¢oziilme
egrisi analizi

Sekilde, 6. gestasyonel ayda disi fetiis tagiyan kisrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetiis tagiyan kisrak (B) ve

karsilagtirmali olarak disi fetiis (kirmizi) ve erkek fetlis (mavi) tagiyan kisraklara (C) ait ¢oziilme egrisi analizlerinin
goriintiileri sunulmustur.



44

4.4.1. GAPDH Genine Ait Optimizasyon Verileri

GAPDH genine 6zgu TD-PCR’da elde edilen iiriinlerin 1:10, 1:500 ve 1:1000
oranindaki diliisyonlar1 kullanilarak qRT-PCR yontemi uygulandi. Ardindan yapilan
¢cOziilme egrisi analizi karsilastirildiginda 1:1000 diliisyonda daha etkin sonug¢ alindigi
saptandi. Sekil 4.4’te 1:10 dilisyon ve Sekil 4.5’te 1:500 TD-PCR drlnu

kullanilmasinin ardindan yapilan ¢dzilme egrisi analizi grafigi sunulmustur.

Sekil 4-4: GAPDH genine 6zgii primerler kullanilarak 1:10 diliie edilmis TD-PCR urunleri
kullamilarak gerceklestirilen kantitatif gercek zamanh PCR ve ¢oziilme egrisi
analizi

Sekilde, 6. gestasyonel ayda disi fetiis tagiyan kisrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetiis tasiyan kisrak (B) ve
karsilagtirmali olarak erkek fetiis (mavi) ve disi fetiis (pembe) tasiyan kisraklara (C) ait ¢6ziilme egrisi analizlerinin
goriintiileri sunulmustur.

Sekil 4-5: GAPDH genine 6zgii primerler kullanilarak 1:500 diliie edilmis TD-PCR
iiriinleri kullamlarak gerceklestirilen kantitatif gercek zamanh PCR ve c¢oziilme
egrisi analizi

Sekilde, 6. gestasyonel ayda disi fetiis tagiyan kisrak (A), 6. gestasyonel ayda erkek fetiis tasiyan kisrak (B) ve

karsilagtirmali olarak disi fetlis (pembe) ve erkek fetus (yesil) tagiyan kisraklara (C) ait ¢oziilme egrisi analizlerinin
goriintiileri sunulmusgtur.
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4.5. AMELY Geninin gRT-PCR Analizi Sonucunda Elde Edilen Bulgular

25 ng cfDNA ornegi kalip olarak kullanilarak TD-PCR ile amplifikasyon
yapildi. Elde edilen PCR iiriinleri 1:1000 oraninda dilue edildi ve qRT-PCR yontemi ile
amplifikasyonu yapildi. Uygulanan teknigin hassasiyetinin yiiksek olmasi nedeni ile
AMELY geni icin tiim &rneklerde amplifikasyon elde edildi. Istatistiksel analizler
sonucunda erkek ve disi fetiis tasiyan gebeliklerde cinsiyete bagli olarak AMELY
geninin Ct degerleri arasinda anlamli bir farklilik olmadigi goriildii (p>0,05). Sekil
4.6’da  AMELY geni icin uygulanan gRT-PCR analizi sonucunda elde edilen

amplifikasyon egrileri 6rnek olarak sunulmustur.
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Sekil 4-6: AMELY genine 6zgl gRT-PCR analizinde amplifikasyon egrileri

AMELY genine 6zgii primerler kullanilarak gerceklestirilen gRT-PCR analizinde 6rneklere ait amplifikasyon egrileri
gorilmektedir.



4.6. AMELY  Geni
Karsilastirilmasi

Amplifikasyon Reaksiyonlarinin  Gebelik  Aylarinda

Disi ve erkek olarak gruplandirmadan AMELY geni Ct degerlerinin gebelik

aylar1 arasinda karsilastirilmasi Tablo 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4-4: Kisraklarin gebelik boyunca AMELY geninin ortalama Ct degerinin
karsilastirilmasi (n=8)

GA n Ortalama Standart Minimum Maximum P Degeri
Sapma
3 8 11,27 2,65 8,83 14,66
6 7 10,91 2,40 8,57 14,49 0,963
10 8 11,15 2,55 8,67 14,66

(GA: Gestasyonel Ay)

Toplam 8 kisrakta AMELY geni Ct degerlerinin gebelik aylari arasinda fark olup
olmadigi analiz edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmedi
(p=0,963). Cinsiyete gore karsilastirma yapildiginda da sonuglar istatistiksel olarak
anlamli degildir (disi fetiislerde p=0,990; erkek fetiislerde p=0,920).

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

25 ng cfDNA 0Ornegi kalip olarak kullanilarak TD-PCR ile amplifikasyon
yapildi. Elde edilen PCR firiinleri 1:10000 oranlarunda dilue edildi ve qRT-PCR
yontemi ile amplifikasyonu yapildi. Uygulanan teknigin hassasiyetinin yiiksek olmasi
nedeni ile GAPDH geni igin tim 6rneklerde amplifikasyon elde edildi.

Sekil 4.7°de GAPDH geni i¢in uygulanan gRT-PCR analizi sonunda elde edilen

amplifikasyon egrileri 6rnek olarak sunulmustur.
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Sekil 4-7: GAPDH genine ait qRT-PCR analizinde amplifikasyon egrileri

GAPDH genine 6zgii primerler kullanilarak gergeklestirilen kantitatif gercek zamanli PCR sonucunda drneklere ait
amplifikasyon egrileri goriilmektedir.

4.8. AMELY Genine Ait Coziilme Egrisi Analizi

gRT-PCR yonteminden sonra uygulanan ¢oziilme egrisi analizlerinde her érnek
icin amplikon 6zgiilliigii kontrol edildi. Bu analizde ¢aligilan maternal cfDNA 6rnekleri
icerisinde fetal cinsiyet ile ilgili olarak arastirilan genlerin tespit edilebilme gucu
belirlendi. Sekil 4.8 ve 4.9°da AMELY genine ait ¢oziilme egrisi analizi sonuglari

sunulmustur.
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Sekil 4-8: AMELY genine ait ¢oziilme e@risi analizi

Sekilde, 6. gestasyonel ayda erkek fetiis tasiyan kisrak (A), kontrol olarak kullanilan aygir (B) ve karsilagtirmali
olarak disi fetiis (kirmiz1) ve erkek fetiis (gri) tasiyan kisraklara (C) ait ¢oziilme egrisi analizlerinin goriintiileri
sunulmustur.
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Sekil 4-9: AMELY genine ait ¢0ziilme egrisi analizi

Sekilde karsilagtirmali olarak, 6. gestasyonel ayda erkek fetiis tasiyan kisrak (yesil) ve disi fetiis tagiyan kisraklara
(kirnizi)  ait ¢oziilme egrisi analizinin gorseli sunulmustur. Ust panelde floresans boya miktar1 ve 1siya gore
amplikonlarin ¢6ziilme egrisi, alt panalede ise flerasans boya miktarina gére amplikonlara spesifik olarak farklt

1silarda olusan ¢oziilme egrisi tepe noktalart goriilmektedir. Bu analiz sonucunda disi ve erkek fetiislerin ayrimi kesin
olarak yapilabilmektedir.

Y kromozomu tzerindeki AMELY geni ve X kromozomu (zerindeki AMELX
geni arasinda yliksek dizi benzerligi vardir. Bu dizi benzerliginin bir dezavantaji PCR
amplifikasyonunda her iki gen dizilerinin de ayrim yapilamadan ¢ogaltilmasidir. Ancak,
AMELY gen dizisinde AMELX’den farkli olarak 24 bazlik bir delesyon olmasi PCR
sonrasinda iki gen Triiniin birbirinden ayrilabilmesini saglamistir. Primer tasarimi

AMELX ve AMELY gen dizilerindeki 24 bazlik farklilig1 gozeterek tasarlandi.



4.9. GAPDH Genine Ait Coziilme Egrisi Analizi

gRT-PCR yonteminden sonra uygulanan ¢oziilme egrisi analizlerinde her drnek
i¢cin amplikon 6zgiilliigii kontrol edildi. Bu analizde ¢alisilan maternal cfDNA 0Ornekleri
igerisinde fetal cinsiyet ile ilgili olarak arastirilan genlerin tespit edilebilme giicl

belirlendi. Sekil 4.10’da  GAPDH genine ait c¢oziilme egrisi analiz sonuglar

sunulmustur.
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Sekil 4-10: GAPDH genine ait ¢oziilme egrisi analizi

Disi ve erkek fetiis tasiyan kisraklarin 1-4. gebelik aylari, bos kisrak ve aygira ait cfDNA drneklerinden GAPDH
geninin amplifikasyonu sonrasinda karsilagtirmali analizlerde iiriin 6zgiilligii goriilmektedir.

Endojen kontrol gen olan ve AMELY geninin kantitasyonu igin kullanilan
GAPDH geninin maternal kan ve erkek ve disi kontrollerin kan drnekleri igin ¢ozilme

egrisi analizinde spesifik {iriin varlig1 dogrulanda.



5. TARTISMA

Maternal viicut sivilarinda serbest dolasan hiicre dis1 fetal niikleik asitler, fetlise
ait anoploidilerin taranabilmesi ve tek gen analizlerinde de gelecekte Umit vadedici
olmasi nedeni ile prenatal tani1 alaninda 6nemli bir yer kazanmistir [102][103]. cfDNA,
cinsiyet tayini amaci ile de incelenebilmektedir. Cinsiyet kromozomlar ile iligkili
hastaliklarin  saptanmasinda ve adli tip alaninda cinsiyet tayini amaci ile

kullanilabilmektedir.

Maternal cfDNA’nin arastirilmasi ile fetiis cinsiyetinin tayin edilebilmesi
domestik hayvanlarin iiretiminde de Onem tasimaktadir. Kisraklarda fetal cinsiyetin
dogru teshisi, hem 6zel hem de ticari amaglar icin birgok yetistirici i¢in yararh
olmaktadir. Atlarda prenatal fetal cinsiyet tayini amaciyla maternal kandan izole edilen
fetal cfDNA’da SRY geninin saptanmasi amaci ile gergeklestirilen qRT-PCR tekniginde,
testin duyarliligi, 6zgiilliigli ve dogrulugu sirasiyla %90,48, %96 ve %93,48 oranlarinda
tespit edilmistir. Bu yaklasimin, ciftliklerde gebe kisraklardan alinan periferik kan
ornekleri ile cinsiyet tayininin yapilabilmesi icin yaygmn bir prosediir olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir [104].

cfDNA analiz tekniklerinin insanda duyarliliginin ve hassasiyetinin
yiikseltilmesi, bu uygulamalarin daha sonra atlar dahil diger hayvanlarda da testin
gelistirilmesini saglamaktadir. Gunumuizde fetal cinsiyet tayini icin gesitli yaklasimlar
arastiran ve her biri gebeligin farkli asamalarinda gerceklestirilen cesitli caligsmalar
yaptlmistir. Ancak, atlar dahil bazi1 hayvanlarda genomik dizilerin tam olarak
belirlenememis olmas1 optimizasyonlar1 zorlagtirmakta ve analiz gii¢liigii yaratmaktadir
[105][113]. Bu tez ¢alismasinda Equus caballus genom dizisi iizerinden ve dizilendigi
kadar1 ile AMELX ve AMELY gen dizilerinin karsilastirilmasi ile tespit edilen dizilerden
yararlanilarak primer tasarimi yapilmistir. Ancak, NCBI GENBANK bilgi bankasinda
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) AMELX (Gene ID: 100049799) ve AMELY (Gene

ID: 100034231) dizileri tanimlanmis iken Ensembl (https://www.ensembl.org) gen bilgi
bankasinda sadece AMELX (ENSECAG00000016413.3) tanimlanmistir, AMELY
hakkinda kesinlesmis bir dizi bilgisi bulunmamaktadir. Bu durum ve benzeri tespitler
dizi bilgilerinin dogrulanmasi agisindan karmasa yaratmig ve analiz kapasitesini

siirlamistir. AMELY geni dizisindeki bu belirsizlik Y kromozomu uzerindeki tekrar


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

bolgeleri  nedeni ile genom dizileme ¢alismalarinin  yetersiz  kalmasindan

kaynaklanmaktadir.

Cinsiyet, fiziksel aktivite, gebelik gibi ¢esitli patolojik veya fizyolojik kosullarda
dolasimdaki c¢fDNA konsantrasyonunu etkilenmektedir. Gebelik sirasinda, gebe
kadinlarin plazmasindaki serbest dolagan cfDNA'nin ortalama %10'unun fetal kaynakli
oldugu gosterilmistir [106]. Insana ait kan 6rneklerinden elde edilen cfDNA miktar,
izolasyon i¢in kullanilan plazma hacminin sinirli ve diisitk miktarda olmasi sebebiyle
smirlidir.  Bu  durumun  prenatal tanmi testlerinde basarisizliga sebep oldugu

distiniilmektedir.

Gebeligin ii¢ iicaymnda maternal plazmada bulunan cfDNA konsantrasyonlari
hakkinda ¢ok az bulgu bulunmaktadir [105]. Gebeligin son 2 ayinda maternal plazmada
fetal cfFDNA’nin yuksek bir oranda artis1 séz konusudur [75]. Bu durumun maternal-
fetal plasental Dbariyerin kademeli olarak pargcalanmasiyla iligkili oldugu
diistiniilmektedir [109]. Ayrica gec¢ gebelikte fetal CfDNA konsantrasyonlarinin
analizinde, Uglincu Ucayda gebelik yasi ile fetal DNA konsantrasyonlart pozitif bir
korelasyon gostermistir. Geg tligiincii Ugayda her hafta fetal cfDNA konsantrasyonunda
%29.3 oraninda bir artis gézlenmektedir [110].

Bu tez calismasinda, 15 gebe kisrakta tiim gebelik aylarinda (1-11. aylar)
cfDNA izolasyonu sonucunda elde edilen cfDNA konsantrasyonlar1 degerlendirildi,
ancak tiim atlar degerlendirildiginde aylara gore konsantrasyon oranlari agisindan
anlaml bir fark gozlenmedi. Disi ve erkek fetiis tasiyan maternal serum cfDNA
konsantrasyonlarinin gebelik aylari arasinda fark olup olmadigi analiz edildiginde
istatistiksel olarak anlamli bir sonug gozlenmedi (p>0,05). ilging olarak, disi fetis
tasiyan gebelerin erkek fetlis tasiyan gebelere oranla daha yiiksek cfDNA
konsatrasyonlarinin oldugu saptandi. Bu farkliligin 3. ayda daha belirgin ve istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p=0,024). Ancak, 6. ayda ve 10. aylarda istatistiksel
anlamlilik seviyesine ulasmadigi gériilmektedir. Ugaylarin ortalamalar1 almarak
incelendiginde, 1. ve 3. ligaylarda disi fetlis tasiyan kisraklarin erkek fetiis tagiyan
kisraklara gore cfDNA konsantrasyonlariin belirgin bir sekilde yiiksek oldugu
(swrasiyla, p=0,001 ve 0,024), gebeligin 2. iicay ortalamasinda ise disi ve erkek fetiisler

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0,05).



Literatiirde gebelik siresince gebeligin ii¢ licayinda maternal plazmada cfDNA
konsantrasyonlarinin takibinin yapildigi bir c¢alismada, gebelik siiresince cfDNA
konsantrasyonundaki artig, tglincii iicayinda en yiiksek degerde tespit edilmistir.
Gebeligin sonuna dogru toplam maternal cfDNA yiizdesindeki artig egilimi ardigik ligay
icin %8,3, %10,7 ve %23,2 degerleri ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur [77].
Gebeligin ligayinda maternal plazmada cfDNA konsantrasyonlarinin tespitinin yapildigi
farkli bir calismada ise birinci tigayda cfDNA artis oran1 % 1,19 olarak bildirilirken artis
orani, ikinci ligayda %0,85, liglincii igayda %0,27 olarak bildirilmistir [76]. Ancak, bu
yayinlarda cinsiyet dagilimi konusunda bir inceleme yapilmamistir. Bu tez calismasi
kapsaminda ¢alisilan drnek sayisinin az olmasi kisitlayici bir unsurdur ve daha genis

kisrak populasyonunda calisilmasi daha detayli sonuclarin elde edilmesini saglayacaktir.

Insanlar, cesitli besinlerin gecisine ve immiinolojik degisime izin veren
minimum miktarda feto-maternal histolojik katman iceren bir plasenta tlri olan
hemokoriyal plasentaya sahiptir. Bununla birlikte, kisraklarin fetal, maternal zarlardan
ve 6 katmandan olusan epitelyal bir plasentas1 vardir. Bu, kisrak maternal plazmasinin
onemli 6l¢clide daha az miktarda fetal cfDNA igerdigi gercegini vurgulayan fetiis ve
kisrak arasinda ¢ok daha smirli bir yapi oldugu anlamina gelmektedir [105]. Bu
durumda maternal plazmadan cfDNA izolasyonunun ¢ok dikkatli ve hassas bir sekilde
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Yiiksek konsantrasyonda ve saflikta elde edilen
cfDNA Ornekleri, ¢alismanin ileri basamaklar1 i¢in saglam bir temel olusturmaktadir.
Kisraklarda fetal cfDNA’nin maternal plazmaya gecisinin bu zar katmanlar1 nedeni ile
sinirli olmasi nedeni ile AMELY gen dizilerinin daha zenginlestirilmesi amaci ile qRT-
PCR oncesinde gene 0zgi primerler ile TD-PCR yontemi kullanilarak amplifikasyon

gergeklestirildi.

cfDNA Kkalitesini ve konsantrasyonunu ¢nemli ol¢iide etkileyen kosullardan
birisi 6rnegin elde edilme kosullarmin optimizasyonu ve maternal plazmanin elde
edilme yontemidir. Gebelik siiresince gebeligin her bir gestasyonel ayinda, 11 gebelik
ay1 boyunca ayni kosullarda, ayn1 zaman diliminde ve ayni giindelik fiziksel aktivite
sonrasi sartlarinda periferik kan orneklerinin alinmasi, cfDNA’nin maternal plazmaya
salinimina etki etmekte olan stres, beslenme sekli, hareket miktar1 gibi parametrelerin
dislanabilmesi adina 6nem tasimaktadir. Periferik kan orneklerinden plazma elde etme

asamalar1 ve elde edilen plazmanin muhafaza edilme kosullar1 da genetik materyalin



korunmasi1 ve verimli bir calisma i¢in temel olusturmasi acisindan dikkat edilmesi
gereken oOnemli noktalar olarak gozlenmistir. Tez ¢alismasinda AMELY geninin
GAPDH geni ile beraber analiz edilmesinin en 6nemli nedenlerinden birisi 6rnek
kalitesini degerlendirme amacidir. Optimizasyonlarda ve analizlerde AMELY gRT-PCR
tirlinlerinin ¢ozlilme egrisi analizlerinde tutarsizlik goriildigiinde GAPDH ¢0zilme
egrilerinde de benzer tutarsizliklarin oldugunu saptadik. Bu bulgu, maternal kandaki
cfDNA vyetersizliginden, plazmanin uygun sekilde ayrilamamasindan ya da cfDNA’nin

izolasyonunun yeterli kalitede yapilamamasindan kaynaklanabilmektedir.

Cinsiyet tayini igin yapilan PCR teknigi genellikle Y-spesifik amplifikasyonun
varhigina veya yokluguna dayanmaktadir [102]. ZFX, ZFY ve SRY genleri kullanilarak
gerceklestirilen PCR amplifikasyonu kisraklarda fetal cinsiyet tayini icin basariyla
kullanilmistir [107]. SRY geni hayvanlarda ve insanlarda fetal cinsiyet tayininde
kullanilirken AMELY geni ruminantlarda fetal cinsiyet tayininde kullanilmaktadir. Fetal
cinsiyet tayininde en yaygin olarak sex determining region Y (SRY) ve Amelogenin X
(AMELX), Amelogenin Y (AMELY) genlerinin  kullanildigi  bildirilmistir
[68][111][66][112]. Arastirmacilar koyunlarda gebelikte AMELY geninin gebelik

sliresince maternal kan plazmasindan fetal cinsiyeti belirlemislerdir [112].

Literatirde, atlarda dolasimdaki serbest fetal cfDNA kullanimina iliskin
aragtirmalarda, maternal plazmada disi fetiislin belirlenmesine iliskin potansiyel olarak
daha dogru sonuglar ve 6zgiilliikk sunacak primerleri hedeflemek i¢in homolog X ve Y
fragmanlarinin kullanimi arastirilmamastir. Kadivar ve arkadaslari, koyunlarda bu tiir bir
metodolojinin  6nemini vurgulayarak %93 oraninda bir dogrulukla, bir ¢aligma
yiiriitmiilerdir. Izolasyon yontemleri ve primer tasarimi dahil olmak {izere
metodolojilerin birgok yonii insan ¢aligmalari ile farklilik gostermektedir ve sonuglarin
dogrulugu, duyarliligr ve 6zgiilliigii, bunlarin su anda uygulanabilir rutin laboratuvar
testleri olmast igin arastirma yoluyla heniiz yeterince rafine edilmemis ve

desteklenmemistir [105].

Deneylerde ek kontroller kullanilmasi ¢aligmanin kanitlanabilir dogrulugu i¢in
onem tagimaktadir. Dogrulugu gostermek i¢in gebe olmayan kisrak cfDNA’s1 ile aygir
cfDNA's1 kullanilmistir. Primerlerin dogru sekansi yiikseltmesini saglamak i¢in pozitif
kontroller olarak erkek kan plazmasindaki Y kromozomuna 06zgli sekanslarin

amplifikasyonu kullanilmistir. Gelecekteki calismalarda kontrolii not etmek, dogrulugu,



duyarhilig1 ve verimliligi 6lgmek ve kontrol metodolojilerini géz 6niinde bulundurarak

onceki arastirmalarla karsilastirmak esastir [105].

Bu tez ¢alismasinin kisitli kalan en 6nemli bolumleri, Equus Caballus genom
dizi bilgisinin net olarak belirlenememis olmasi, ¢alisilan 6rnek sayisinin az olmasi ve
cfDNA miktarinin gebeligin her donemi i¢in yeterli kalite ve miktarda olmamasi

seklindedir.

Sonug olarak, literatiir taramasi1 yapildiginda kisraklarda erken fetal cinsiyet
tayininde AMELY geninin kullanilmasi kisitlidir. Tez ¢alismasindan elde edilen bulgular
cfDNA kalitesi ve miktar1 yeterli oldugu kosulda AMELY geninin kisraklarda fetal
cinsiyet tayini ic¢in kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Diger yandan, cfDNA
konsantrasyonlarinin disi ve erkek gebeliklerde farkli oldugu ve ozellikle {igay olarak
degerlendirildiginde anlamli farkliliginin oldugu gosterilmistir. Calismanin daha genis
gebe kisrak serilerinde ve diger hayvanlarda tekrarlanmasi, sonuglarin dogrulununun

gosterilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
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