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Kronik Miyeloid Lösemili Hastalardan Tedaviye Yanıtlı ve Yanıtsız Olanların 

Bcr-Abl  Miktarı ile miRNA Düzeylerinin KarĢılaĢtırılması 

Öğrencinin Adı ve Soyadı :  Murat Yurt  

DanıĢmanı       :  Doç.Dr. Hilmi İsı 

Anabilim Dalı      :  Tıbbi Biyoloji 

1.1. ÖZET 

 
Amaç: Kanser ve genetik ilişkisine ait çalışmalarda keşfedilen mikroRNA‟ların 

hastalıkla ilişkileri sadece malignitelerle sınırlı olmayıp, kalp hastalıklarından santral 

sinir sistemine kadar birçok hastalık grubunda rol oynadıkları bilinmektedir. 

Çalışmamızda, KML‟li hastalarda Bcr-Abl ve miRNA ekspresyon düzeyleri 

arasındaki ilişkiyi inceledik. Yeni tanı almış, tedavilerine yanıt alınmış ve 

tedavilerine yanıt alınamamış hastalarda hem Bcr-Abl miktarlarını hem de miRNA 

düzeylerini tespit etmeyi amaçladık. Bu üç farklı hasta grubunda ve sağlıklı kontrol 

grubunda miRNA düzeylerinin belirlenmesi ile miRNA‟ların hem tanı anında 

biyobelirteç olarak kullanılabilmesi, hem de ilaç direncinin erken dönemlerde tespit 

edilerek en uygun tedavi şeklinin belirlenmesine katkı sağlayabileceği düşüncesiyle 

bu çalışmayı planladık. 

Gereç ve Yöntem: Bu tez çalışmasına yeni tanı almış ve KML tanısıyla izlenmekte 

olan 75 hasta ve kontrol grubu olarak 25 sağlıklı birey dahil edilmiştir. Çalışma için 

hastalardan ve kontrol grubundan alınan tam kan materyallerinden RNA 

izolasyonları yapıldıktan sonra Real Time Pcr cihazında hem Bcr-Abl hem de miR-

10a, miR-150, miR-148b, miR-130b gen ekspresyonlarına bakıldı. 

Bulgular: İyi prognoz olduğu ileri sürülen miR-10a gen ifadesi, yeni tanı ve yanıtlı 

hasta gruplarında yüksek bulundu. İyi prognoz olduğu ileri sürülen miR-150 ve kötü 

prognoz olduğu ileri sürülen miR-148b gen ifadeleri yanıtsız hasta grubunda düşük 

bulundu. 

Sonuç: KML hastalarında miR-10a‟nın teşhis ve tedavi takiplerinde biyomarker 

olarak kullanılabileceğini, miR-150 ve miR-148b gen ifadelerinin azalmasının 

tedaviye yanıt alınamamasında anlamlı olduğunu düşünmekteyiz. 

Anahtar Sözcükler:  KML,  Bcr-Abl,  miR-10a,  miR-150,  miR-148b 
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Comparison of Bcr-Abl and miRNA Expression Levels in Treatment-

Responsive and Treatment-Unresponsive Patients with Chronic Myeloid 

Leukemia  

Student’s Surname and Name : Yurt Murat 

Adviser of Thesis                       : Associate Professor Hilmi İsi 

Department                                : Medical Biology 

1.2. ABSTRACT 

 

Aim: It is known that the microRNAs discovered in cancer and genetic association 

studies are not only limited to malignancies but play a role in many disease groups, 

from heart diseases to the central nervous system. In our study, we examined the 

relationship between Bcr-Abl quantities and miRNA levels in patients with CML.  

Aim was identified both Bcr-Abl quantities and miRNA levels in patients who were 

newly diagnosed, with and without response to treatment. So miRNAs could be used 

as biomarkers at the time of diagnosis as well as determining the optimal treatment 

method to compare between patient groups and healthy controls by determining 

miRNA levels. 

Material and Method: In this study, 75 patients who were newly diagnosed or 

followed up with CML and 25 healthy subjects were included as control group. After 

RNA isolation from the whole blood materials taken from patients and control 

groups, both Bcr-Abl and miR-10a, miR-150, miR 148b, miR-130b gene expressions 

were examined in Real Time Pcr. 

Results: miR-10a gene expression, which was suggested to good prognosis, was 

upregulated in the new diagnosis and response patient groups On the other hand, 

gene expression of miR-150 and miR-148b, which were suggested to good and poor 

prognosis respectively, were downregulated in the patient group with outresponse. 

Conclusion:  We believe that miR-10a can be used as a biomarker in diagnostic and 

therapeutic follow-ups in CML patients, and that the decrease in miR-150 and miR-

148b gene expressions is not significant in response to treatment. 

Key Words:  KML, Bcr-Abl,  miR-10a, miR-150, miR-148b 
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GĠRĠġ ve AMAÇ 

 
          Bir hematopoetik pluripotent kök hücre hastalığı olan kronik miyeloid lösemi  

(KML)‟ de miyeloid seri hücreleri kontrolsüz bir şekilde çoğalır. Miyeloproliferatif 

bir neoplazi olarak sınıflandırılmaktadır (1). Tanımlanması 1845 yılında olmuştur 

(2). KML‟li hastalarda 1960 yılında Peter Nowel ve David Hungerford tarafından 

anormal bir kromozom tanımlanmış ve bulunduğu şehrin adıyla Philadelphia (Ph) 

kromozomu olarak adlandırılmıştır (3).  KML olgularının yaklaşık %95‟inde tespit 

edilmekte olan Ph kromozomunun resiprokal bir translokasyon sonucu olarak 

kromozom 9‟daki Abelson (ABL) protoonkogeni ile kromozom 22‟ deki Breakpoint 

Cluster Region (BCR) geninin 22. kromozom üzerinde füzyonu sonucu ortaya  

çıkmış anormal 22. kromozom olduğu gösterilmiştir (4).  

         KML‟nin insidansı 1-2/100000 olup erişkin lösemilerin yaklaşık %15-20‟sini 

oluşturmaktadır (1). Erkeklerde görülme sıklığı daha fazladır (Erkek/Kadın:3/2) ve 

40-60 yaş aralığında daha çok görülür. Tanı genellikle rutin testler sırasında tespit 

edilen lökositozun incelenmesi ile konur. KML‟nin klinik seyrinde üç evre 

bulunmaktadır. Kronik evre %85 oranında olup hastaların çoğunluğunu 

oluşturmaktadır. Diğer evreler, %10 oranında hızlanmış (akselere) evre ve hastaların 

%5‟ini oluşturan blastik evredir (5). 

          Arsenik ve radyoterapi 20. yüzyılın başlarında KML tedavisinde 

kullanılmaktayken (1), lösemi alanındaki ilk randomize çalışmalardan birisinde 

(1968 yılında)  „„Busulfan‟‟ tedavisinin radyoterapiye üstün olduğu gösterilmiştir (6). 

Hastalarda hematolojik yanıt elde etmek ve semptomatik rahatlama sağlanması için 

kullanılmakta olan radyoterapi ile busulfan ve sonrasında hidroksi üre gibi sitotoksik 

ajanlar genel sağkalım üzerinde anlamlı bir artışa neden olmamışlardır. İnerferon–

alfa (İFN-) tedavisi hematolojik yanıta ek olarak hastalarda sitogenetik düzelme ve 

sağkalım artışına neden olabilmektedir. Ancak gerek parenteral uygulanması ve 

gerekse yan etkileri nedeniyle İFN- hastalar açısından tercih edilen bir tedavi 

seçeneği olmamaktadır. Uzun süreli remisyon sağlaması ve %50‟ ye yakın kür oranı 

ile önemli bir tedavi seçeneği olan „„Allojeneik Hematopoetik Kök Hücre Nakli‟‟nin 

(AHKHN), KML tedavisindeki endikasyonları, Bcr-Abl tirozin kinaz inhibitörü 



 

4 
 

(TKİ) olan İmatinib Mesilatın (STI571) klinik uygulamaya girmesinden sonra 

sınırlanmış ve imatinib dönemi başlamıştır. Daha sonra bunu ikinci kuşak TKİ‟ler 

izlemiştir (dasatinib, nilotinib). Kronik evre KML‟de, imatinib, hematolojik, 

sitogenetik ve hatta moleküler remisyon sağlayabilmektedir. İmatinib Mesilat, kronik 

faz KML‟de Faz III randomize bir çalışma olan “International Randomized Study of 

Interferon and STI571” (IRIS) çalışması sonrası standart tedavi olmuştur (7).  

İmatinib mesilat ile KML‟de %97 tam hematolojik yanıt (THY), %82 tam 

sitogenetik yanıt (TSY) elde edildiği, IRIS çalışmasının beş yıllık verilerine göre 

elde edilmiştir. Akselere veya blastik evre gelişmeden sağ kalım yaklaşık %93,  

genel sağ kalım ise  %90 olarak bildirilmiştir (8). Yine aynı IRIS çalışmasının sekiz 

yıllık verilerinde ise genel sağ kalım %85, hastalıksız sağkalım %81 olarak elde 

edilmiştir (9). IRIS çalışmasının son derece olumlu sonuçlarına rağmen hastaların 

yaklaşık %10-25‟i imatinib mesilat tedavisinin üçüncü ayında „„Tam Hematolojik 

Yanıt‟‟a ulaşamamaktadır (8,10). Ayrıca hematolojik ve sitogenetik yanıt gelişmiş 

olan hastaların %20‟si zaman içerisinde bu yanıtlarını kaybedebilmektedirler (11). 

İmatinib tedavisinin ilk üç ayı içerisinde tam hematolojik yanıt gelişmemesi, altı ay 

içerisinde sitogenetik yanıt gelişmemesi, onikinci ayda majör sitogenetik yanıtın 

oluşmaması, on sekizinci ayda tam sitogenetik yanıtın olmaması veya onikinci ayda 

majör moleküler yanıt gelişmemesi primer direnç olarak kabul edilir. Oluşmuş olan 

hematolojik, sitogenetik ve moeküler yanıtın kaybolmasına ise sekonder direnç 

denilir (12). 

        Kanser ve genetik ilişkisine ait çalışmalarda keşfedilen mikroRNA‟lar (miRNA) 

son derece güncel moleküllerdir. İnsanlardaki keşfi 2000‟li yıllara dayanan 

miRNA‟lar 1993 yılında tanımlanmıştır (13). Küçük endojen bir RNA kümesi olan 

ve messenger RNA (mRNA) üzerinden etkisini gösteren miRNA‟lar 19-25 nükleotid 

büyüklüğündedir. miRNA‟lar insan genomundaki RNA‟ların %1-5‟ini 

oluşturmaktadır. Hedef mRNA‟ların fonksiyonlarını etkileyerek etkisini gösteren 

miRNA‟ların sayısı 2000‟nin üzerine çıkmıştır. miRNA‟lar hedef mRNA‟ları 

tanıdıktan sonra; mRNA‟ların parçalanması ya da translasyonun baskılanması 

şeklinde işlev görmektedir (15). „„Tümör Supresör miRNA‟‟ lar normal hücre ve 

dokularda protoonkogenlerin translasyonunu inhibe ederken, „„onkogenik 

miRNA‟lar bazı kanser hücrelerinde protoonkogenleri aktive etmekte ve yüksek 
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ekspresyona sahip olmaktadır (16). Örneğin miR-21'in bir tümör baskılayıcı protein 

olan p53 ile etkileşimi onkogenik etkiye yol açarken, miR-let-7 ve miR-15/16/‟nin 

onkogenik bir protein olan BCL-2 ile etkileşmesi tümör baskılayıcı etki 

yaratmaktadır (17,18). Hastalık ilişkileri sadece malignitelerle sınırlı olmayan 

miRNA‟ların kalp hastalıklarından santral sinir sistemine kadar birçok hastalık 

grubunda rol oynadığı bilinmektedir (19). 

     Kromozomların kanserle ilişkili olduğu bilinen kırılgan (frajil) bölgelerinde yer 

alan miRNA‟ların kanserle ilişkileri vardır. Bu ilişki ilk olarak Kronik Lenfositik 

Lösemi (KLL) hastalarında tespit edilmiş ve miR-15a ve miR-16-1 ifadelerinin bu 

hastaların çoğunda çok düşük ya da hiç eksprese edilmediği gösterilmiştir (20).  

       miRNA‟ların tümör baskılayıcı ve onkogen olmak üzere iki şekilde işlev 

gördükleri düşünülmektedir. Tümör baskılayıcı olarak işlev görürken; onkogen ya da 

hücre farklılaşmasını veya apoptozisi kontrol eden genleri düzenleyerek kanserleri 

engelleyebilecekleri düşünülmüştür. Onkogen olarak işlev görürken apoptozisi 

kontrol eden genleri veya tümör baskılayıcı genleri negatif etkileyerek kanser 

gelişmesinde rol oynarlar (21).  

         Pekçok miRNA kanser dokularında normal dokulara göre farklı şekilde ifade 

edilmektedir. Örneğin; Let-7‟nin ifade edilmesi akciğer kanserinde azalırken, kolon 

veya meme kanseri gibi diğer kanserlerde artmaktadır. Bu veriler miRNA‟ ların 

kanserlerin tespit edilmesinde biyobelirteç olarak kullanılabileceğini 

desteklemektedir  (22, 23). 

       KML hastalarında, teşhis ve tedavi yanıtında biyobelirteç olarak miR-150‟nin, 

teşhis için biyobelirteç olarak miR-203‟ün, KML ve AML‟yi ayırt etmek için miR-

17/92 kümesinin, teşhis ve ilaç yanıtı için miR-10a‟nın, ilaç direncinin biyobelirteci 

olarak miR-29a/b‟nin rolünün olduğu ileri sürülmüştür (24). Başka bir çalışmada ise 

KML hastaları için iyi prognoz ve kötü prognoz olan miRNA‟lar gösterilmiştir (25). 

       Keşfedildiklerinden bu yana miRNA‟ların işlev ve biyosentez mekanizmaları 

hakkında oldukça fazla bilgi elde edilmiştir. Düzenlenmelerindeki bozukluklar bir 

çok kanser tipiyle ilişkilendirilmiş, ekspresyon profillerinin tanı ve tedavide faydalı 

kriterler sağlayacağı düşünülmüştür. Ayrıca kanserlerde düzenlenmeleri bozulmuş 

birçok miRNA‟nın apoptotik süreçlerde rol oynadığının belirlenmesiyle tümör 
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oluşumunda ve sitotoksik muameleye hassasiyette miRNA'ların etkili olduğu 

belirlenmiştir. miRNA‟lar hakkında elde edilen bunca bilgiye rağmen kanserde tanı 

ve tedavi amaçlı kullanımlarının pratikte uygulanabilmesi için miRNA üretiminde ve 

işlenmesinde rolü olan tüm enzim ve proteinler biliniyor mu? miRNA‟ların 

transkripsiyonu tam olarak nasıl düzenleniyor? gibi soruların cevaplanması 

gerekmektedir. 

         Normal dokularda ve tümör dokularında farklı seviyelerde eksprese edilen 

miRNA‟ların tespit edilmesi, aynı miRNA‟ların insan kanserlerinde görevlerinin 

belirlenmesi, çeşitli kanserlerdeki rollerinin aydınlatabilmesi için faydalı olabilir. 

miRNA ifade düzeyi, kanser patogenezindeki rollerini araştırmak için hareket 

noktası olabilir. Bir miRNA‟nın kanserli hücrede az sentezlenmesi, fazla 

sentezlenmesi veya yokluğu kanserin başlangıcı ve gelişimindeki rolünü çalışmaya 

olanak vermektedir. miRNA‟lar kanserin moleküler patolojisi ile ilgili sorulara yanıt 

olmaya aday gözükmektedirler. miRNA‟ların çeşitli kanserlerde tanı ve tedavi 

takibinde kullanılabilmesi için hedeflerinin doğru tanımlanması ve verilerin belirli 

standartlara getirilmesi gerekmektedir. Her miRNA molekülü çok sayıda farklı 

mRNA‟ya bağlanabilmekte, benzer şekilde her mRNA da farklı miRNA‟lara hedef 

olabilmektedir. Bundan dolayı miRNA‟ların ifade etkinliklerin ve hedeflerinin 

belirlenmesine yönelik yeni verilere ihtiyaç vardır. 

          Biz de bu araştırmamızda KML‟li hastalarda Bcr-Abl miktarları ile miRNA 

düzeyleri arasındaki ilişkiyi araştırmayı hedefledik. Bunun için yeni tanı almış, 

tedavilerine yanıt alınmış ve tedavilerine yanıt alınamamış yani direnç gelişmiş 

hastalarda hem Bcr-Abl miktarlarını hem de miRNA düzeylerini tespit etmeyi 

amaçladık. Bu üç farklı hasta grubunda ve sağlıklı kontrol grubunda miRNA 

düzeylerinin belirlenmesinin, miRNA‟ların hem tanı anında biyobelirteç olarak 

kullanılabilmesini, hem de ilaç direncinin erken dönemlerde tespit edilerek  en uygun 

tedavi şeklinin belirlenmesine katkı sağlayabileceğini düşünmekteyiz. Kotagama ve 

arkadaşları tarafından 2015 yılında yapılan bir çalışmada, KML teşhisinde ve tedavi 

yanıtında bir biyobelirteç olarak miR-150‟nin, teşhis için biyobelirteç olarak miR-

203‟ün, KML ve AML‟ yi ayırt etmek için miR-17/92 kümesinin, teşhis ve ilaç 

yanıtı için miR-10a‟nın, ilaç direncinin biyobelirteçi olarak miR-29a/b‟nin rolünün 
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olduğu ileri sürülmüştür (24). Yine Yeh ve arkadaşları tarafından 2016 yılında 

yayınlanan „„Mikro RNA‟ların akut ve kronik insan lösemilerindeki klinik önemini‟‟ 

araştırdıkları makalelerinde genel olarak KML hastaları için kötü prognoz ve iyi 

prognoz olan miRNA‟lar gösterilmiştir (25).  

        Böylece daha önce yapılmış çalışmalardan elde edilen bilgiler ışığında, 

miRNA‟lar KML hastalarının teşhisinde kullanılabilir mi? KML hastalarının 

tedaviye yanıt alma süreçlerinde miRNA‟ların katkısı var mı? KML hastalarının 

tedavi süreçlerinde gelişen ilaç direncinde miRNA‟ların etkisi var mı?  gibi sorulara 

yanıt aramaya karar verdik. 

        Yukarıdaki sorularımıza yanıt bulabilmek için sağlıklı bireylerde, yeni tanı 

almış, tedavilerine yanıt alınmış ve ilaç direnci gelişmiş KML hastalarında en yaygın 

olarak görülme ihtimali olan kötü prognoza sahip;  miR-130b, miR-148b ve İyi 

prognoza sahip olan;   miR-10a, miR-150 gen ekspresyonlarını araştırmayı planladık. 
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GENEL BĠLGĠLER 

1.3. Kronik Miyeloid Lösemi (KML) 

1.3.1. Kronik miyeloid lösemi tanımı ve epidemiyolojisi 

 

         Bir hematopoetik pluripotent kök hücre hastalığı olan kronik miyeloid lösemi  

(KML)‟ de miyeloid seri hücreleri kontrolsüz bir şekilde çoğalır. Miyeloproliferatif 

bir neoplazi olarak sınıflandırılmaktadır (1).  KML olgularının %95‟ inde  

„„Philadelphia (Ph) Kromozomu‟‟ tespit edilmektedir. Anormal bir kromozom olan 

Ph Kromozomu, 9. kromozomdaki „„Abelson‟‟(ABL) proto-onkogeni ile 22. 

kromozomdaki „„Breakpoint Cluster Region‟‟(BCR) geninin 22. kromozom üzerinde 

füzyonuna yol açan karşılıklı (resiprokal) bir translokasyon sonucu ortaya 

çıkmaktadır  (3,26). 

         KML ilk defa 1845 yılında; lökositoz, masif splenomegali ve splenomegalinin 

sebebini açıklayabilecek başka bir etyolojinin belirlenemediği iki hastada, John 

Hugges Bennett tarafından tanımlanmıştır (2). KML erişkin lösemilerinin %15-

20‟sini oluşturmakta ve insidansı (yıllık) 1-2/100000‟dir. Her yaşta görülmekle 

birlikte, sıklıkla 40-60‟lı yaşlarda tanı konulmaktadır. Erkeklerde daha fazla görülür 

(E/K=3/2) (18). Reprodüktif çağdaki kişilerde de azımsanmayacak oranda 

görülmektedir, 20-64 yaşları arasında %45,8 oranında görüldüğü bildirilmiştir (27). 

          KML‟deki translokasyonun nedeni bilinmemektedir. Ancak Nagazaki ve 

Hiroşima‟ ya atılan atom bombaları sonrasında sağ kalanlar arasında KML 

insidansının yükselmiş olması, radyasyona bağlı DNA hasarı sonucu t(9;22)‟nin 

oluşabileceğini göstermiştir (28). 

         KML‟nin klinik seyrinde üç evre bulunmaktadır. Kronik evre  %85 oranında 

olup hastaların çoğunluğunu oluşturmaktadır. Diğer evreler, %10 oranında hızlanmış 

(akselere) evre ve hastaların %5‟ni oluşturan blastik evredir. Genellikle 

komplikasyonların görülmediği, periferik kandaki lökosit sayısı artışı ile kemik 

iliğindeki miyeloid maturasyonu ve proliferasyonu ile ortaya çıkan dönem kronik 

evredir. Kronik evre KML tedavi edilmezse, ortalama 3-5 yıl sonra akselere evreye 
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ilerler. Hastaların %10‟u ilk iki yılında akselere ve blastik evrelere gidiş riskine sahip 

olmaktayken, sonraki her yıl için bu oran %15-20‟dir.  Hastalık çoğunlukla sinsi bir 
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başlangıç gösterir. Hastaların %20-50‟si asemptomatiktir ve bu hastalara rutin 

tetkikler sırasında saptanan lökositoz ile tanı konulmaktadır. Semptomatik olanlarda 

ise; %34‟ünde halsizlik, %3‟ünde yorgunluk, %20‟sinde kilo kaybı, %15‟inde aşırı 

terleme, %15‟inde abdominal dolgunluk hissi ve %21‟inde trombosit fonksiyon 

kaybına bağlı kanama olayları sıklıkla görülmektedir (29).  Akselere ve blastik 

evrelerde, koordinasyon bozukluğu ve konfüzyon, hiperlökositoza ve 

hiperviskoziteye bağlı görme bozukluğu, kulak çınlaması, priapizm, dispne gibi 

semptom ve bulgular hastalarda sıklıkla görülmektedir (30). Hastaların yaklaşık 

yarısında saptanan splenomegali KML‟nin en çok başvurulan fizik muayene 

bulgusudur. Dalak büyüklüğü ile lökosit sayısı ilişkili olup infarkt gelişmedikçe el 

muayenesi ile hassasiyet saptanmaz. Hepatomegali hastaların %10-20‟sinde 

saptanabilir. Kronik evre kronik miyeloid lösemi‟de nadir görülen bulgular olan cilt 

ve diğer doku infiltrasyonları, akselere veya blastik evre KML‟de  daha sık görülür. 

Lökositoz kronik miyeloid lösemide, tanı anında en tipik bulgudur. Granülositer seri 

olgunlaşmasının tüm evrelerinin (blasttan parçalı nötrofillere kadar) görülebileceği 

bir granülositoz durumu tabloya hakimdir. Kronik evre KML‟ de %10‟u geçmeyen 

miyeloblastlar tipik olarak %1-2 civarındadır. Hastalığın erken döneminde lökosit 

sayısı artmadan önce bile tespit edilebilen bazofil sayısı her zaman artmış olarak 

bulunur. Görünümleri değişen trombositlerin sayısı hastaların %50‟sinden fazlasında 

artmıştır. Hastaların %25‟nin periferik kanında megakaryositlere rastlanır. 

Enfeksiyon varlığında, tedavisi sonrasında, akselere ve blastik evre esnasında yüksek 

bulunabilen lökosit alkalen fosfataz (LAP) yayma sonucu KML‟de düşüktür  (29,30). 

Normalde 3/1 olan miyeloid / eritroid oranı, kronik miyeloid lösemide 20/1 dir 

(miyeloid dizi lehine artmıştır). Artan megakaryosit sayısı ile birlikte, dalak 

büyüklüğü, çevresel kandaki artmış blast oranı, düşük hemoglobin ve ek 

kromozomal anomaliler ile ilişkilendirilen kemik iliği fibrozu tabloya eşlik edebilir 

(31). 

         Kronik miyeloid lösemi hastalarında tedaviye yanıt tanımları şu şekilde 

olmaktadır; Tam Hematolojik Yanıt (THY) ; Lökosit sayısının 10 000/μL‟den küçük 

olması, periferik kanda bazofil sayısının %5‟ten küçük olması, periferik kanda 

miyeloblast, promiyelosit, miyelosit görülmemesi, trombosit sayısının 450.000/μL‟ 

den küçük olması, el muayenesinde dalağın hisedilmemesi. 
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        Sitogenetik Yanıt (SY); Tam sitogenetik yanıt (TSY): Philadelphia kromozomu 

pozitif (Ph+)  metafazın olmaması, parsiyel (kısmi) sitogenetik yanıt (KSY) : Ph+  

metafaz % 1- % 35,  Minör sitogenetik yanıt: Ph+  metafaz % 36 – 65, Minimal 

sitogenetik yanıt: Ph+  metafaz % 66– 95, Sitogenetik yanıtsızlık: > % 95 Ph+  

metafaz olması, 

          Moleküler Yanıt (MY); Majör moleküler yanıt (MMY, MY3,0): Bcr-Abl 

değerinin uluslararası ölçeğe (International Scale (IS)) göre  % 0,1‟den küçük ya da 

eşit olması ( cDNA kopya sayılarının 10 000‟den büyük olması gerekir). Moleküler 

yanıt 4 log (MY4,0) ; Bcr-Abl değerinin uluslararası Ölçeğe (IS) göre  %0,01‟den 

küçük olması (cDNA kopya sayılarının 10 000‟den büyük olması gerekir). Moleküler 

yanıt 4,5 log (MY4,5); Bcr-Abl değerinin uluslararası Ölçeğe (IS)  göre  % 

0,0032‟den küçük olması (cDNA kopya sayılarının 32 000‟den büyük olması 

gerekir) (32). 

1.3.2. Kronik Miyeloid Lösemi Moleküler Biyolojisi 

1.3.2.1. Kronik miyeloid lösemi sitogenetiği (Philadelphia kromozomu) 

 

         Ph kromozomu, 9. kromozomdaki Abl geni ile 22. kromozomdaki Bcr geninin 

resiprokal bir translokasyonu sonucu ortaya çıkmış anormal 22. kromozomdur (ġekil 

1).  KML‟li hastaların %95‟inde pozitiftir. Bu translokasyon sonucu kromozom 9q34 

üzerindeki 5 Abl gen kısmı, kromozom 22q11‟deki 3 Bcr gen kısmına eklenir ve 

füzyon Bcr-Abl geni oluşur. Kırılmanın Abl geninde sabit, Bcr geninde ise değişken 

olması, Abl geninin sağlıklı hücreleri değişime uğratarak kanser hücresine 

dönüştürdüğünü, Bcr geninin ise hastalığın fenotipini belirlediğini ortaya 

koymaktadır (4). 

 

 

 

 

 

 

 
ġekil 1: 9.kromozom ile 22. kromozom arasındaki karşılıklı translokasyon ve Ph 

kromozomunun oluşumu (4) 
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1.3.2.2. Abl proto-onkogeni 

 

        Abl geni v-Abl (Abelson murin lösemi virüs) olarak adlandırılan onkogenin 

insandaki homologu olup kromozom 9q34 üzerinde yer alır, 11 ekzon ve 230 kilobaz 

(kb) uzunluğundadır. 145 kilodalton (kd) moleküler ağırlığında olup reseptör 

olmayan tirozin kinazı  (p145 Abl)  kodlar. Abl genindeki kırılma noktası ekzon 

2‟nin 5 ucunu içermektedir. Bcr geninin 12. ve 16. ekzonları arasındaki „‟majör 

breakpoint cluster‟‟ (M-Bcr) bölgesine transpoze olur (28). 

        Abl proteini hücre büyümesinin düzenlenmesinde, otofajinin ileri aşamalarının 

regülasyonunda ve sinyal iletiminde önemli role sahiptir (29,30). Abl ekspresyonu 

hem nükleer hem de sitoplazmik lokalizasyonludur ve süreklidir (33,34). Abl 

proteininin N-terminal ucu üç tane SRC Homoloji bölgesi (SH) içerir. Bunlar SH1, 

SH2 ve SH3‟ tür. Abl proteininin tirozin kinaz (TK) özelliğini bu bölgeler düzenler 

(35). TK aktivitesine sahip olan SH1 bölgesi en önemli bölgedir. SH2 bölgesinin 

fonksiyonunda eksiklik olduğunda, fosfotirozine bağlanma ilgisinde eksiklik olur ve 

Abl proteininin transforme olma kapasitesinde azalma meydana gelir. SH3 bölgesi 

tirozin kinaz fonksiyonunun negatif düzenleyicisidir (36). Abl geninin ekzon 1 kısmı 

alernatif splisinge uğrar, Tip 1a ve Tip 1b olmak üzere iki farklı Abl proteini oluşur. 

Tip 1a izoformu, Tip1b‟ den daha kısadır (37). Abl proteini, merkezinde bulunan ve 

prolinden zengin PxxP bölgesi sayesinde, SH3 bölgelerine, DNA bağlanma 

bölgelerine (DNA Binding Determinant - DNA-BD), nükleer export sinyallerine 

(NES), G-monomerik ve F-filament aktin bağlanma bölgelerine ve nükleer 

lokalizasyon sinyallerine (NLS) bağlanır. Abl proteininin C-terminal ucunda üç tane 

DNA-BD, üç tane NLS, bir tane G-aktin, bir tane NES ve bir tane F-aktin bağlanma 

bölgesi yer alır. Fosforilasyon bölgeleri ise; Cdc2, Protein Kinaz C (PKC), Ataxia 

Teleangiectasia Mutated (ATM) ve tirozin 393 (Y393)‟dir (ġekil 2) (38). 
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ġekil 2: Abl proteininin yapısı (38).Siyah oklar, Atm, cdc2 ve PKC fosforilasyon 

bölgeleri, gri ok ise Bcr-Abl füzyon geni oluşurken Abl geninde kırığın oluşabileceği bölgeyi 

göstermektedir. 

 

       Bcr-Abl füzyon transkriptinde ilk ekzonun bulunmamasının nedeni, transkript 

oluşurken, kırığın abl geninde çoğunlukla alternatif 1. ekzonlar ile 2. ekzon 

arasındaki intronda, 300 kb‟lık bir bölge içerisinde meydana gelmesidir (ġekil 3). Bu 

nedenle transkript her zaman a2 ekzonu ile başlar ve ilk ekzon bulunmaz(39). 

 

 

ġekil 3: Abl genindeki  alternatif  kırık noktaları (39). 
 

 

1.3.2.3. Bcr geni 

 

       130 kb büyüklüğünde, 23 ekzona sahip Bcr geni (Breakpoint Cluster Region) 22. 

kromozom üzerinde bulunmaktadır. Sürekli ekspresyonu olan bir gen olup en çok 

hematopoetik hücreler ve beyin dokusunda ifade edilmektedir. Miyeloid 

farklılaşmanın erken evrelerinde ifadelenmesi daha fazla olup, hücreler farklılaştıkça 

ifadelenmesinin azaldığı belirlenmiştir. 160 kDa ağırlığında bir serin/treonin kinaz 

olan sitoplazmik bir bcr proteinini kodlamaktadır. 

         Hücre fraksiyonu ve immünofloresan boyama çalışmaları ile bcr geninin 

normal ürünün sitoplazmik bir protein olduğu ve bu proteinin özellikle G proteinleri 

tarafından düzenlenen hücresel sinyal iletim yolaklarını kapsadığı yapılan 



 

13 
 

çalışmalarla gösterilmiştir. Bcr geninin ikinci bir proteinin üretiminden sorumlu 

olduğu ve bu bu proteinin 130 kDa ağırlığında olduğu bilinmektedir (40). 

       Bcr geni tarafından kodlanan bcr proteini, serin/treonin kinaz bölgesine, birden 

fazla Src Homology 2 (SH2) bağlayıcı bölgelerine ve bir oligomerizasyon bölgesine 

sahiptir. Abl kinaz aktivasyonuna neden olan bölge N- terminal ucunda yer alan 

oligomerizasyon bölgesidir. Bu bölge aynı zamanda hem füzyon ürünü olan Bcr-Abl‟ 

nin hem de bcr proteinin hücre içi lokalizasyonunu belirler. Bcr proteinin SH2 

bölgeleri tarafından aktive edilen abl proteini, hücre içi sinyal proteinleri ve 

reseptörler ile etkileşir. Bundan dolayı bu bölgeler korunmuş bölgelerdir. Serin-

treonin kinaz bölgesi, serin ve treonin kalıntıları ile otofosforile olmaktadır. Bcr 

proteininin 177. pozisyonundaki tirozinin (Y177/Tyr177) otofosforillenmesi sonucu 

„„reseptör bağlı büyüme faktör protein 2‟‟ (Grb2)‟ ye bağlanması ile bcr proteinin 

Ras yolağı etkileşimi gerçekleşmektedir (40). 

        Bcr proteinin orta kısmında bulunan Guanin Exchange factor (GEF),  DNA 

tamir mekanizmasında görev yapan Xeroderma Pigmentosum-B‟yi (XPB) fosforile 

etmekte ve fonksiyonunu engellemektedir. Bu bölge aynı zamanda bcr-abl 

onkogeninin genomik instabilitesine sebep olmaktadır. Bcr proteinin C-terminal 

ucunda bulunan GTPase activating protein (GAP) domaini, hücre iskeleti 

organizasyonunda ve hücre içi sinyal yolaklarında görevli olan G proteinleri ile 

etkileşmektedir (ġekil 4) (40). 

 

 
 

ġekil 4: Bcr proteini ve fonksiyonel bölgeleri (40) 

        Bcr proteininin NH2 ucundaki ilk ekzon, 14-3-3 protein ailesindendir ve serin 

treonin kinaz kodlar. Bcr proteininin N-terminal ucunda „„çift kıvrımlı yapı‟‟ in vivo 

ortamda dimerizasyona sebep olur. Merkezde pleckstrin-homoloji (PH) ve „„diffüz 
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B-hücreli lenfoma‟‟ (dbl) benzeri bölgeler bulunur. Rho guanidin exchange 

(değiştirme) faktörleri üzerinde bulunan guanidin trifosfatın (GTP) guanidin 

difosfata (GDP) dönüşümünü uyaran kısım PH bölgesidir. Rho Guanidin Değiştirme 

(Exchange) Faktörleri, nükleer faktör kapa beta (NF-Kβ) gibi transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonunu sağlar. CaLB kalsiyum lipid bağlanma bölgesidir. Ras 

guanozin trifosfat-aktivatör protein (RAC-GAP) bölgesi olarak adlandırılan ve Ras-

GTPase aktivitesine sahip olan bölge C-terminal bölgesinde bulunmaktadır. Majör-

bcr (M-bcr), minör-bcr (m-bcr) ve mikro-bcr (μ-bcr) olmak üzere üç kırık bölgesine 

sahiptir (ġekil 5) (41). 

 

ġekil 5: Bcr  proteinin yapısı (41). 

 
 

         Bcr-Abl füzyon transkripti oluşurken, Bcr geninde kırık üç alternatif noktada 

meydana gelmektedir (ġekil  6) (41). 

 

 
 
ġekil 6:  Alternatif üç kırık noktası (Bcr geni) (41). 
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1.3.2.4. Bcr-Abl  füzyon  geni  

 

     22. kromozomdaki Bcr geni ile 9. kromozomdaki Abl protoonkogeni bölgelerinin 

karşılıklı translokasyonu (t(9;22) (q34q11) sonucu oluşan Philadelphia kromozomu, 

KML hastalarının yaklaşık %90-95‟inde görülür (12). Bu translokasyon sonucu 

kısalmış 22. kromozom meydana gelir (Şekil 1). Meydana gelen füzyon Bcr-Abl 

geninin yapısal aktivasyonu gerçekleşir ve bu durum, hücrelerin mutasyon sonucu 

anti-apoptotik özellik kazanarak aşırı çoğalmalarına ve malign dönüşüm ile KML‟nin 

patofizyolojik temelini oluşturmaktadır (42,43). 

       Bcr-Abl füzyon geni,  Abl proto-onkogeninin 5‟ucu ile Bcr geninin 3‟ucunun bir 

araya gelmesiyle oluşur. Bcr-Abl geninin oluşumunda Bcr‟ nin farklı bölgelerinde 

kırıklar meydana gelir. Abl geninde kırılma genin alternatif ilk ekzonları olan ekzon 

1b veya 1a ile 2. ekzon arasındaki intronda meydana gelir (38,40). 

        Bcr genindeki kırık 13.ekzondan (e13-b2) ya da 14. ekzondan (e14-b3) sonraki 

intronda meydana gelirse majör bcr-abl  (M-Bcr-abl) oluşur. Meydana gelen hibrit 

bcr-abl geni 210 kDa ağırlığında olup b2a2 (e13a2) veya b3a2 (e14a2) bölgelerini 

içermektedir.  p210-Bcr-Abl olarak adlandırılmakta ve KML hastalarının %95‟inde, 

(Ph+ )  ALL hastalarının %35‟inde bu ürün bulunmaktadır. 

        Kırık Bcr geninin ekzon 1‟nden sonra (e1a2)  oluşursa, (Ph+)  ALL  hastalarının 

%65‟inde, KML ve AML hastalarının küçük bir kısmında görülen p190-Bcr-Abl 

füzyon proteini oluşur. Bu proteini 190 kDa ağırlığındadır.   

         Kronik myeloproliferatif hastalıklar (KMPH) grubunun kronik nötrofilik 

lösemi (KNL) türünde ve KML hastalarının küçük bir bölümünde görülen üçüncü 

kırık ise ekzon 19‟dan sonra meydana gelir. Oluşan füzyon transkript e19a2 

birleşiminden oluşup p230-Bcr-Abl proteinini (230kDa ağırlığında) kodlayan mikro-

Bcr (μ-Bcr)‟dir (ġekil  7, 8) (40,44). 
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ġekil 7:Alternatif kırıklar (bcr ve abl genlerinde)  sonucu oluşan farklı Bcr-Abl 

transkriptleri (40). 

 

 

ġekil  8:  Kodladıkları proteinlere göre Bcr-Abl,  Bcr ve Abl genleri (44). 

        Meydana gelen hibrit Bcr-Abl proteinleri onkogenik özellik kazanarak bir takım 

sinyal yolaklarını değiştirerek hücre migrasyonu, adezyonu ve çoğalmasını 

etkilemektedirler. Aynı zamanda bu onkogenik proteinler DNA tamir 

mekanizmalarını da etkilemektedirler. Hem çekirdekte hem de sitoplazmada bulunan 



 

17 
 

normal p145 c-abl proteini  DNA‟ya bağlanarak normal fonksiyonunu yerine getirir. 

Füzyon p210-Bcr-Abl ve diğer onkogenik Bcr-Abl proteinleri ise sadece 

sitoplazmada bulunmakta, DNA‟ya bağlanamamaktadır (45).  

        Bcr-Abl proteninin Abl‟ye ait ve tirozin kinazı kodladığından dolayı onkogenik 

transformasyonda önemli rol oynamakta olan Src-homolog 1 (SH1) bölgesi, SH2 

bölgesi (protein yapımını etkileyen), C-terminal kısmında, nükleer lokalizasyon 

sinyal bölgesi, DNA bağlanma (DNA-BD)  ve aktin bağlanma bölgeleri gibi işlevsel 

kısımları vardır. Bcr-Abl proteinin Bcr‟ ye ait kısmı ise, aktin bağlayıcı fonksiyonları 

(c-abl ile ilişkili) aktive etmekte hem de abl tirozin kinaz aktivitesini 

düzenlemektedir. Bcr proteininin 177. pozisyonundaki tirozinin (Y177/Tyr177) 

otofosforillenmesi lökomogenez için önemlidir (46). Fosforilasyon sonucu oluşan 

kalıntı „„reseptör bağlı büyüme faktör protein 2‟‟ (Grb2)‟ nin Src- homology 2 (SH2) 

bölgesine bağlanmasını sağlar. Grb2‟ nin bu şekilde aktive olması Src-homology 3 

(SH3) bölgesine bağlanan „„RAS‟ a etkili guanin nükleotidi‟‟  (SOS)  ve „„Grb2 

ilişkili protein 2 (GAB2) oluşumunu arttırmaktadır. RAS, SOS tarafından aktive 

edilmektedir. „„Fosfotidilinositol-3-kinaz‟‟  (PI3K)  ve SHP2 salınımını  sağlayan ise 

GAB2‟nin fosforilasyonudur. SHP2, birçok tirozin kinaz sinyal yolağının içinde 

bulunduğu RAS ekstraselüler sinyal ilişkili kinaz yolağının normal aktivasyonu için  

de gereklidir (47).  Src kinaz olan Hck, füzyon Bcr-Abl geni tarafından fosforile olur. 

Fosforile olan Hck „„Sinyal İletim ve Transkripsiyon Aktivatörü‟‟ (STAT 5)‟i aktive 

eder. Hematopoetik kök hücre transformasyonu üzerine Bcr-Abl‟nin etkisi RAS, 

STAT5 ve PI3K aktivasyonu aracılığıyla olmaktadır (48,49).  

         Ayrıca birçok malignitede programlanmış hücre ölümünü etkilediği düşünülen 

„„Myelositomatozis‟‟ (Myc) yolu aktivasyonu  (Bcr-Abl‟ye bağlı)  da SH2 üzerinden 

olmaktadır (50). 

         Aşağıdaki şekilde Bcr-Abl füzyon geni ile aktive olan sinyal yolakları 

mekanizmaları gösterilmektedir (ġekil9) (51). 
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ġekil  9:Bcr-Abl hibrid geni ile aktive olan sinyal yolakları görülmektedir (51). 
 

 

1.4. Mikro RNA (miRNA) 
 

        MikroRNA‟lar (miRNA‟lar) 20-23 nükleotid (nt) uzunluğunda, kodlama 

yapmayan, küçük, tek iplikli (sarmallı) RNA dizileridir. miRNA‟lar hedef  

mRNA‟ların  3‟UTR (Untranslated Region-Çevirim yapılmayan bölge), 5‟UTR veya 

ORF (Open reading frame-Açık okuma Zinciri) bölgelerine bağlanarak translasyonel 

baskılamaya veya mRNA‟ nın parçalanmasına neden olurlar. miRNA‟lar çok hücreli 

organizmalarda gen ifadelerini düzenlemektedirler  (52). 

        İlk miRNA 1993 yılında Lee ve arkadaşları tarafından; yuvarlak solucan 

Caenorhabditis Elegans (C. elegans)‟ta yapılan çalışmayla keşfedilmiştir. Lee ve 

arkadaşları,  C. elegans‟ta lin-4 olarak adlandırdıkları genin 22 nt uzunluğunda küçük 

bir RNA transkribe ettiğini fakat bu RNA‟nın hiçbir proteini kodlamadığını rapor 

etmişlerdir. 2000 yılında ise yine C. elegans‟ ta let-7 diye adlandırılan ve canlının 

gelişimini düzenleyen başka bir miRNA keşfedilmiştir. Daha sonraki yıllarda hemen 
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hemen bütün organizmalarda birçok miRNA molekülü keşfedilmiş ve 2001 yılından 

itibaren  mikroRNA  (miRNA) terimi kullanılmaya başlanmıştır (53).  

        Bugüne kadar 1881‟i öncül (prekürsör), 2588‟i de olgun miRNA insan 

genomunda belirlenmiştir (54).  

        İnsanlardaki miRNA miktarının tüm genomun %1-5‟i olduğu ve bu 

miRNA‟ların protein kodlayan genlerin %30‟unu düzenledikleri tahmin 

edilmektedir. Bu da düzenleyici mekanizmasının düşünüldüğünden daha yaygın 

olduğunu göstermektedir  (55).  

         miRNA‟ların adlandırmasında “mir” ön eki kısaltması ve bir sayısal değer 

bulunmaktadır. Sayısal değer o güne kadar tespit edilen miRNA sayısına göre 

verilmektedir. “mir-” takısındaki küçük „„r‟‟ pre-miRNA‟ yı, büyük “R” (miR) olgun 

miRNA‟yı  temsil etmektedir. miRNA‟nın ait olduğu türü belirtmek için ilgili türe ait 

kısaltma en başa yazılır (Hsa-miR-10a gibi) (Hsa: Homo Sapiens). Benzer dizilere 

sahip miRNA‟ları isimlendirmek için miR adı ve sayısal değerden sonra bir ek 

kullanılır. Örneğin; miR-10a dizisi miR-10b dizileri benzer dizilere sahip oldukları 

için a ve b şeklinde yazılmaktadır. Genomda farklı bölgelerde yerleşmiş ve birbirinin 

aynısı olan pre-miRNA‟ları belirtmek için en sona bir sayısal değer yazılmaktadır. 

Örneğin; hsa-mir-221-1 ve hsa-mir-221-2 pre-miRNA‟ları aynı olgun miRNA‟yı 

oluşturmaktadırlar fakat genomda farklı bölgelere yerleşmiş olarak bulunurlar. Olgun 

miRNA, pre-miRNA‟nın hangi kolundan köken alırsa ilgili dizinin ucuna göre -3p 

veya -5p son eki adlandırmanın sonuna yazılır. Pre-miRNA‟ların kollarının 

ekspresyon düzeyleri biliniyorsa,  düşük düzeyde ifade edilen miRNA‟yı belirtmek 

için arkasına yıldız işareti konur. Örneğin; miR 130 ve miR-130* bir pre-miRNA saç 

tokasını paylaşırlar fakat ifade edilme farklılığından dolayı miR-130 hücrelerde daha 

fazla bulunmaktadır (56). 

1.4.1. miRNA’ların  genomik  dağılımı 

 

         miRNA öncülleri genomun farklı bölgelerinde kümelenmiş halde, çoğunlukla 

genler arası (intergenik) bölgelerde bulunurlar. Y kromozomu hariç bütün 

kromozomlara dağılmış haldedirler. Son yıllarda yapılan çalışmalar memeli 

miRNA‟larının çoğunun, intergenik bölgelerden başka genomun farklı bölgelerine de 

lokalize olduklarını göstermiştir. Günümüzde miRNA genleri genomik dağılımlarına 
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göre; protein kodlamayan yazılım birimindeki ekzonik miRNA‟lar, protein kodlayan 

yazılım birimindeki intronik miRNA‟lar ve protein kodlamayan yazılım birimindeki 

intronik miRNA‟lar olarak gruplandırılır (57). 

1.4.2. miRNA’ların yapısı 

 

          Memeli miRNA‟ları önce pri-miRNA (primer-miRNA) olarak adlandırılan 

sap-ilmek (stem-loop) yapıdaki yaklaşık 80 nt‟lik bir kolun parçası olarak transkribe 

olurlar. Bazı miRNA‟lar (örn: hsa-miR-15a ve hsa-miR-16-1) kümeler halinde 

organize olmuşlarken, çoğu insan miRNA‟ları genomik olarak tek tek bulunur. Pri-

miRNA‟lar, 3‟ucunda poli-A kuyruğu ve 5‟ucunda 7-metilguanozin içerirler (ġekil 

10). Bu uçlar ve ilmek yapısı miRNA olgunlaşma sürecinde, Drosha ve Dicer 

enzimleri ile kesilirler (58-60). 

 

ġekil 10:Pri-miRNA‟nın yapısı (58-60). 

           miRNA‟nın 5‟ucunda hedef mRNA ile eşleşmesini sağlayan kısımlar 

bulunmaktadır. Bu bölgeler tanıma-eşleşme bölgeleri (seed region) olarak adlandırılır 

(ġekil 11). Post-transkripsiyonel aşamada gen regülasyonunu düzenleyebilmeleri için 

miRNA‟ların, seed regionları ile, hedef mRNA‟ nın 3‟ UTR bölgesindeki miRNA 

tanıyıcı kısımlara (MTK), 2-9 bazlık eşleşme yapması gerekmektedir. Bu seed 

bölgelerinin eş olduğu miRNA‟ların ise aynı mRNA‟ları hedeflediği bilinmektedir. 

Fakat miRNA‟lar seed bölgeleri dışında tüm ~22 nt‟lik dizi olarak evrimsel olarak 

korunduklarından dolayı aslında tüm dizi halinde hedef mRNA özgünlüğüne katkıda 

bulunabileceği düşünülmektedir (61, 62). 
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ġekil 11: miRNA ve hedef mRNA eşleşme bölgesi (61, 62). 
 

1.4.3. miRNA biyogenezi ve mekanizması 

 

         miRNA mekanizması ve biyogenezi ile ilgili çalışmalar hala başlangıç 

aşamasında olduğundan dolayı tanımlanan çoğu miRNA‟nın işlevi bilinmemektedir. 

Yapılan gen ifade çalışmaları ile miRNA‟ların işlevleri araştırılmaktadır. Elde edilen 

veriler, miRNA ifadelerinin belirli tümörlerde değişime uğradığını göstermekte, bu 

da miRNA‟ların kanser ve diğer hastalıkların gelişiminde rol alabileceğini akla 

getirmektedir (53). 

         miRNA biyogenezi iki aşamada gerçekleşir; önce nükleer kesim ve sonra 

sitoplazmik kesim. Bu iki aşamada; önce miRNA geni transkribe olur ve pri-

miRNA‟yı oluşturur. Bu süreç pre-miRNA (öncül miRNA) ve son olarak da miRNA 

dubleksinin (miRNA: miRNA*) oluşumuyla devam eder (miRNA dubleksinde, 

anlamsız iplik yıldız işareti ile ifade edilmektedir) (55). 

          Nükleer kesim; Genler arası bölgelerde yer alan miRNA öncülleri Polimeraz 

II (Pol II) ve Polimeraz III (Pol III) tarafından transkribe edilir ve tek iplikli sap-

ilmek yapısındaki pri-miRNA‟yı oluşturur. Buna karşın; protein kodlayan yazılım 

biriminin intronlarında yer alan miRNA‟lar Pol II tarafından pre-mRNA‟nın bir 

parçası olarak transkribe olurlar. Öncelikle miRNA‟lar Pol II ve Pol III aracılığı ile 

uzun pri-miRNA‟lara dönüştürülürler. Olgun miRNA‟ların oluşumundaki ilk 

basamak pri-miRNA‟ların mikroprosesör olarak adlandırılan heterodimerik 

kompleks ile kesimidir. Mikroprosesör kompleks RNAse III enzimi formundaki 

Drosha ve substrat tanınmasında Drosha‟ya yardımcı olan RNA bağlanma domainini 

içeren; DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8 veya Pasha)‟den meydana 

gelmektedir. 5‟ şapka ve 3‟ poli A kuyrukları nükleus içinde mikroprosesör 

kompleks ile kesilerek yaklaşık 60 nt uzunluğunda saç tokası yapısındaki pre-
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miRNA‟lara dönüştürülürler. Böylece 5‟ fosfat ve yaklaşık 2 nt içeren 3‟ uçlar 

oluşur. Nükleus içerisindeki pre-miRNA‟lar nükleustan dışarı, nükleositoplazmik 

taşıma faktörü olan Ran-GTP ve Exportin-5 reseptörü ile birleşerek taşınırlar (55). 

         Sitoplazmik kesim; Sitoplazmaya taşınmış pre-miRNA‟lar Dicer enzimi ile 

kesilerek 20-22 nt uzunluğundaki olgun miRNA formuna dönüştürülürler. Dicer 

enzimi birkaç işlevsel domainden oluşur. Bunlar pre-miRNA‟nın 3„ucundaki 

nükleotidlere yüksek afinitede bağlanma eğilimindeki Piwi-Argonaute-Zwille (PAZ) 

domaini, Helikaz domaini, „„domain of unknown function 283‟‟ (DUF283) alt 

ünitesi, dsRNA bağlanma domaini ve iki RNaz III katalitik domainidir. Dicer 

enziminin pre-miRNA‟ya bağlanması PAZ domaininin miRNA‟nın 3‟ucundaki iki 

nükleotidi tanımasıyla gerçekleşir (55). Pre miRNA‟ya dubleks kısmından bağlanan 

Dicer enzimi pre-miRNA‟nın sap bölgesini ve terminal baz çiftlerini kesip atar. 

Kesim sonucunda small interferans RNA (siRNA) benzeri, kusurlu bir miRNA 

dubleksi oluşur (61). Bu dubleks olgun miRNA ile pre-miRNA‟nın karşı kolundan 

köken alan aynı uzunluktaki bir fragmentten (miRNA*) meydana gelir (55). 

        Olgun miRNA ipliği, indüklenmiş susturma kompleksi RNA-induced silencing 

complex (RISC)] olarak bilinen protein kompleksi ile etkileşime girer. İnsanlardaki 

miRNA ve RISC birleşme mekanizması belirsizdir. miRNA-miRNA* dubleksinin 

çözülme mekanizması bilinmemekle birlikte birkaç hipotez ileri sürülmektedir. 

Bunlardan biri: Dicer‟ın miRNA* ipliğini kestiği ve böylece olgun miRNA ipliğinin 

serbest kaldığıdır. Diğer bir hipotez ise; RISC‟ın konformasyonal değişimi ile 

dupleksin kendiliğinden çözüldüğü veya tanımlanamayan helikazlar yardımıyla 

ayrıldığıdır. Ayrıca RISC kompeklesini oluşturan proteinlerden biri olan Argonaute-

2  (Ago-2)‟ nin de  miRNA*  ipliğini kesebildiği varsayılmaktadır (55). 

         İnsanlarda, 4 tane argonaute proteini (Ago 1-4) etrafında merkezi şekilde 

yerleşmiş, protein kompozisyonuna bağlı olarak değişen sekiz sınıf RISC kompleksi 

vardır. Bu proteinlerden sadece Ago-2 proteini susturucu özellik gösterir ve 

mRNA‟nın kesilmesini katalizler. Aktifleşmiş RISC, olgun miRNA ipliği ve hedef 

mRNA‟nın 3‟ UTR bölgesi arasındaki Watson-Crick baz eşleşmesiyle hedef 

mRNA‟ya bağlanır (55). 

          miRNA ve hedef mRNA arasındaki baz eşleşmesi büyük oranda miRNA 

ipliğinin merkez bölgesinde (5‟ ucundaki 2-8 rezidü) meydana gelir. Bu durumda 
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mRNA‟nın kesimi Ago-2 proteini tarafından katalizlenir. Kesim sonucu açığa çıkan 

ürünler hücresel mRNA yıkımından sorumlu iki süreç ile yıkılırlar. İlki mRNA‟daki 

poliA kuyruğunun uzaklaştırılma işlemidir. Bir sonraki yıkım ise 3‟-5‟ ekzonükleaz 

aktivitesi gösteren eksozom ile meydana gelir (55).  

        Eğer mRNA miRNA‟ya yeterli bir komplementerlik göstermiyorsa veya birden 

fazla komplementer bölgeye sahip ise bu durum baz eşleşmelerinin zayıf olmasına ve 

RNA dubleksi üzerinde çıkıntılar oluşmasına sebep olur. Bu oluşumlar Ago-2 

proteininin susturucu etkinliğini baskılar ancak hedef mRNA‟nın translasyonunu 

baskılama yeteneğini etkilemez. miRNA‟ların translasyonu nasıl baskıladıkları tam 

olarak netlik kazanmasa da bunun çeşitli yollarla olduğu düşünülmektedir. Deneyler 

translasyonun; başlama ve uzama aşamalarında baskılandığını göstermektedir (55). 

miRNA biyogenezinin tüm aşamaları ġekil 12’de gösterilmektedir. 
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ġekil 12 : miRNA biyogenezinin aşamaları (55). 
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1.4.4. miRNA’ların biyolojik rolleri 

 

        miRNA olgunlaşmasından sonra, genellikle miRNAya bağlı gen susması; hedef 

mRNA‟nın 3‟UTR‟si ile tam olmayan baz eşleşmesi yapan miRNA‟nın translasyonu 

baskılaması ve mRNA degredasyonu ile sonuçlanır (63). miRNAlar, hedef 

mRNAnın 5‟UTR bölgesi, açık okuma çerçevesi (ORF) ya da doğrudan DNA dizisi 

ile de etkileşme girerek transkripsiyonu düzenlemektedir. Ayrıca, miRNAların gen 

anlatımını baskılayıcı özelliklerinin yanısıra bazen özel durumlarda mir-369-3‟ün 

tumor nekrosiz faktör α (TNFα)‟nın anlatımını arttırıcı özelliğinde olduğu gibi 

onkogenik rolü de olduğu keşfedilmiştir (64). 

       miRNA‟lar apoptoz, kalp gelişimi, lipid metabolizması, insülin salgılanması, 

kök hücre farklılaşması, kas farklılaşması, antijen tanınması ve yaşlanma gibi çeşitli 

biyolojik süreçleri düzenlerler (55).  

       Yapılan çalışmalarla, Drosophila‟da apoptozun düzenlenmesinde ve hücre 

farklılaşmasında (14), c.elegans‟da nöral simetride (65), insanlarda hematopoietik 

farklılaşma, hematopoietik hücre gelişimi ve lökomojenezde (66) etkili olan birçok 

özgül miRNA tanımlanmıştır. 

1.4.5. Normal hematopoezde miRNA’lar 

 

        miRNA‟lar, hematopoezin hemen her evresinde kritik roller üstlenirler. Örneğin 

miR-150 ve miR-155, B ve T lenfosit diferansiyasyonunu kontrol eder, miR-221 ve 

miR-222, hücre yüzeyi büyüme faktör reseptörü olan c-KIT‟i hedef alarak eritroid 

diferansiyasyonu bloke eder,  miR-223 granülopoezisi indükler (ġekil 13)  (67-69). 

         miRNA‟lar ile hematopoezisin ilişkisini gösteren ilk çalışma, 2004 yılında 

yayınlanmıştır. Bu yayında Chen ve arkadaşları, sıçan kemik iliğinden 150 

miRNA‟yı klonlamıştır ve miR-181‟in, miR-223‟ün ve miR-142‟nin baskın olarak 

hematopoetik hücrelerde eksprese edildiğini, miR-181‟in ise özellikle kemik iliğinin 

B-lenfoid hücrelerinde yüksek miktarlarda eksprese edildiğini göstermiştir.   

Hematopoetik kök hücrelerde miR-181‟in ektopik ekspresyonu, in vivo ve in vitro 

olarak B-lenfoid hücrelerin miktarında artışla sonuçlanmıştır. Ek olarak, miR-223 ve 

miR-142‟nin, miyeloid hücrelerde de yüksek miktarda eksprese edildiği görülmüştür. 
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Bununla beraber, bu iki miRNA‟nın ektopik ekspresyonu, beklenenin aksine, B veya 

miyeloid hücrelerde değil, T hücrelerin miktarında artışla ilişkili bulunmuştur (70).          

        Diğer yandan başka bir çalışmada, miR-155, miR-223, miR-181 ve miR-

142‟nin insan ve fare hematopoetik hücrelerindeki ekspresyon biçimleri farklı 

bulunmuştur (71).  

        Hematopoeziste miR-150 çok önemlidir. Olgun T ve B lenfositlerde 

(öncüllerinde değil) eksprese olur. Sıçan hematopoetik dokusunda, B ve T hücre 

olgunlaşması esnasında ekspresyonu artar, olgun T lenfositlerin Th1 ve Th2 

hücrelere dönüşümü esnasında ise azalır (72).  

 
 

ġekil 13: Normal hematopoezde miRNA ekspresyonu (67-69). 

HSC: Hematopoetik StemCell (Hematopoetik Kök Hücre), CMP: Common Miyeloid 

Progenitör (Ortak Miyeloid öncüller), CLP: Common Lenfoid Progenitor (Ortak Lenfoid 

öncüller), MEP: Megakaryosit-Eritrosit Progenitör (Ortak Megakaryosit ve erotrosit 

öncüller), GMP: Granülosit-Monosit Progenitör (Ortak Granülosit ve monosit öncüller), EP: 

Eritroid Progenitör (Eritrositlere dönüşen öncüller), MkP: Megakaryosit Progenitör 

(Trombositlere dönüşen öncüller), GP: Granülosit Progenitör (Granülositlere dönüşen 

öncüller), MP: Monosit Progenitör (Monositlere dönüşen öncüller). 

 

         Lenfoid hücre dönüşümünde diğer bir önemli miRNA, miR-155‟tir. miR-

155‟in yüksek seviyeleri, aktif B ve T lenfositlerde ve aktif monositlerde bulunur 

(73).  
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miR-155, sitokin üretimini etkileyerek germinal merkez reaksiyonunu ve T-yardımcı 

hücre dönüşümünü düzenler (74). 

       Eritroid diferansiyasyonu ve olgunlaşması esnasında miR-221 ve miR-222 

ekspresyonu baskılanır. Bu iki miRNA‟nın 5‟ ucundaki ilk sekiz nükleotid aynıdır; 

bu da bu miRNA‟ların aynı hedef olan KIT (hücre yüzeyi büyüme faktör reseptörü 

olan c-KIT (CD117) adı verilen proteini kodlayan gen) reseptörüne bağlandığını 

düşündürür. KIT reseptörü, hematopoetik hücrelerin çoğalmasının kontrolünde, 

anahtar bir faktördür. miR-221 ve miR-222‟nin ekspresyonlarının azalması, olasılıkla 

eritroblastların ekspansiyonu ile sonuçlanan KIT ekspresyon blokajı yapar (68). 

       Normal eritropoez esnasında, miR-222, miR-221, miR-150 ve miR-155 

ekspresyonu ilerleyici olarak azalır, miR-451 (eritroid hücrelere özgüldür), miR-144 

ve miR-16 (retikülositlerde) ekspresyonu artar, miR-339 ve miR-378 ekspresyonu ise 

bifazik patern gösterir (75).  

       miRNA‟lar, megakaryosit olgunlaşmasında da önemli roller üstlenir. Garzon ve 

arkadaşlarının yaptıkları çalışmada, in vitro ortamda, CD34+ progenitör hücrelerden 

megakaryositlerin diferansiyasyonu esnasında 20 miRNA‟nın ekspresyonunun (miR-

126, miR-106, miR-10b, miR-10a, miR-17 ve miR-20) azaldığını göstermişlerdir. 

(76). 

        Transkripsiyon faktörü RUNX1‟in (AML1 proteini olarak da bilinir), erken 

hematopoez sırasında miktarı artar ve miR-27a‟nın ekspresyonunu arttırır. 

Megakaryositik serinin dönüşümü esnasında miR-27a, RUNX1 ekspresyonunu geri 

besleme ile negatif yönde düzenler (77). 

1.4.6. Normal hematopoezden malign hematopoeze miRNA’lar 

 

         Günümüzde, hematolojik malignitelerde miRNA‟ların direk rollerini işaret 

eden çok az sayıda çalışma olmakla beraber, normal hematopoezde ve hematolojik 

malignitelerde miRNA‟ların rollerini araştıran çalışmaların sayısı gitgide 

artmaktadır. Örneğin; miR-155, germinal merkez reaksiyonlarını düzenler ve 

sıçanlarda B hücreli malignensilerle ilişkili bulunmuştur (74,78). Ek olarak miR-155 

ekspresyonunun diffüz büyük B hücreli lenfomada, kronik lenfositik lösemide, 

hodgkin lenfomada artmasının, bu miRNA‟nın lenfomageneziste önemli bir rol 

üstlendiğini işaret eder (79,80). Diğer yandan, sıçanlarda aşırı ekspresyonunun 
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miyeloproliferatif hastalık (MPH) ile sonuçlandığı ve eritroid/megakaryositik seride 

azalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bu verilere göre miR-155, çeşitli şekillerde 

etkindir, aşırı salınımı ise, miyeloid ve lenfoid malignitelerle ilişkilidir (81). 

 

1.4.7. miRNA ve kanser 

 

        Calin ve çalışma arkadaşlarının 2002 yılında yaptıkları moleküler çalışma, 

miRNA‟ ların kanserleşme sürecine katkıda bulunduklarının ilk kanıtıdır. Yaptıkları 

çalışmaya göre; KLL hastalarında delesyona uğrayan 13q14 bölgesinde miR-16-1 ve 

miR-15a miRNA‟larının bulunduğu tespit edilmiştir (20). miRNA‟ların kanser ve 

normal dokulardaki ifade farklılıklarının tespit edilmesi ve kromozomların frajil 

bölgelerinde (kanserle ilişkili olduğu bilinen bölgeler) bulunması (frajil bölgelerin 

yarısından fazlası miRNA kodlayan genlerden oluşmaktadır) miRNA‟ ların kanser 

gelişimindeki rollerini güçlendirmiştir (82). 

        Michael ve çalışma arkadaşları 2003 yılında normal dokuları ve solid tümörleri 

karşılaştırarak miRNA ifadelerinde değişimler saptadıklarını belirtmişlerdir (83). 

miRNA ifadelerindeki bu değişimler daha sonraki yıllarda; meme kanserinde (84), 

Burkitt Lenfomada (85), habis beyin tümörlerinde (86), tiroid kanserinde (87), 

prostat kanserinde (88), akciğer kanserinde (89), hepatosellüler karsinomda (90), 

mesane ve kolon kanserinde (91) tanımlanmıştır. 

          Kanser gelişimi ile ilişkili genler tümör baskılayıcı genler ve onkogen olarak 

adlandırılırlar. Protein kodlayan genlerde olduğu gibi kanserde etkili olan miRNA‟lar 

da onkogenik miRNA (onkomiR) ve tümör baskılayıcı (TS-miR) miRNA‟lar olarak 

ikiye ayrılır (53). OnkomiR‟ler (örn: miR-17-92 ailesi) tümör baskılayıcı genleri, 

hücre farklılaşmasını veya apoptozu kontrol eden genleri baskılayarak tümör 

gelişimini arttırırken; TS-miR‟ler (örn: let-7) onkogenik genleri baskılayarak tümör 

gelişimine engel olurlar (92). 

1.4.8. miRNA ve lösemi 

 

          Daha önceki lösemi çalışmalarında miRNA gen anlatım profillerinin malin ve 

normal hücrelerde farklılık gösterdiği kanıtlanmıştır. Ayrıca miRNA anlatım 

profillerinin lösemi alt tipleri arasında da ayrım yapılmasına yardımcı olabileceği 
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gösterilmiştir (93). Örneğin, 2007 nin sonlarına doğru en sık rastalanan çocukluk 

çağı kanserlerinden Akut Lenfoblastik Löseminin (ALL), Akut Myeloid Lösemiden 

(AML) %95‟lik bir oranla miRNA anlatım profillerine bakılarak ayırt edilebileceği 

gösterilmiştir (94). Lösemi oluşumunda yer alan miRNA‟lar aşağıdaki tabloda 

gösterilmiştir (Tablo 1) (95-102). 

Tablo 1: Lösemi Oluşumunda yer alan miRNA‟lar (95-102). 

 

         Bütün bunların yanısıra hematopoezde hücrelerin farklı gelişim aşamalarında 

farklı miRNA‟ların aktif olduğu bilinmekte ve miRNA profillerine bakılarak hücreler 

gelişim basamaklarına göre sınıflandırılabilmektedir. Hematopoetik sistem spesifik 

miRNA‟lar örneğin; miR-146, miR-181, miR-223, miR-150, miR-155 ve miR-21 

dir. Bu miRNA‟lar granülositlerden, T ve B hücrelerine kadar farklı hematopoetik 

sistem hücrelerinin gelişim evrelerinde yer almaktadırlar ve hastalık patogenezine 

anlatımlarının bozulması sonucu hedef genlerinin de düzenlenmelerini bozmalarıyla 

katkıda bulundukları bilinmektedir (103) (ġekil 14). 
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ġekil 14: Hematopoezin farklı basamaklarında yer alan miRNA‟lar (103) 

        Lösemi, kemik iliğinden henüz olgunlaşmamış hücrelerin klonal olarak 

çoğaldığı, tedaviye dirençli ve hastaların takip edilebileceği özgün moleküler 

belirteçlerin halen bulunmadığı bir hastalık grubudur. Bu küçük moleküllerin, 

„‟miRNA‟‟ların, gen regülasyonundaki etkilerinin ve doku spesifik miRNA‟ların 

keşfi ile yeni biyobelirteç olma potansiyelleri yüksektir. Ayrıca terapötik olarak ta 

onkogenik miRNA‟lar anti-mir-oligoları ile susturularak veya tümör süpressör 

miRNA‟lar doğrudan öncül veya malign kök hücrelere ya da vücuda enjekte edilerek 

klasik lösemi tedavileriyle kombine olarak kullanılması hedeflenmektedir (104). 

1.4.9. miRNA 148b 

 

       miR-148b, miR-148/152 ailesinin bir üyesidir (105). miR-148/152 ailesinin 

matür üyeleri 6-7 nükleotid uzunluğu ortak olmak üzere 21-22 nükleotid 

uzunluğunda bir diziye sahiptirler. Bu ortak nükleotid dizisi hedef mRNA‟ya 

bağlanmada en önemli bölgedir. miRNA-148/152 ailesi üyeleri hedef mRNA‟ların 

3‟-UTR ucuna bağlanarak hem normal dokuda hem de tümöral dokuda, çeşitli 

biyolojik olaylarla ilişkilidirler (106) (Tablo 2). 

 

Tablo 2: miR 148/152 ailesi baz dizilimi (olgun formları) (106). 
 

Adı Baz  Dizilimi 

miR-148a ucagugcacuacagaacuuugu  

miR-148b ucagugcaugacagaacuugg  

miR-152 ucagugcaucacagaacuuugu  
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      Özellikle kök hücreler olmak üzere normal dokuda anormal ekspresyonları 

izlenmiştir. Hematopoetik kök hücrelerde miR-148a düzeyi azalmış olarak 

bulunmuştur. miR-148a embriyonik kök hücreler ile karşılaştırıldığında mezenkimal 

kök hücrelerde baskılandığı izlenmiştir (107). Schoomeesters ve arkadaşları erken 

osteojenik gelişim esnasında insan mezenkimal hücrelerinde miR-148b düzeylerinin 

ifadesinin arttığını bildirmişlerdir (108). 

         Hodgkin dışı lenfomada radyasyon tedavisine yanıt veren hücrelerde miR-148b 

düzeyi yüksek bulunmuştur. Ayrıca miR-148b‟nin radyosensitiviteyi arttırdığı ve 

iyonize radyasyona duyarlılıkta bu hasta grubunda bir belirteç olabileceği 

önerilmiştir (109). 

         miRNA-148a/152 ailesi üyelerinin birçok hastalıkta düzeyleri artmıştır. Multipl 

myelomada mir-148a‟yı da içeren altı miRNA düzeyi artmış olarak bulunmuş olup 

bu artış kısa hastalıksız sağkalım ile ilişkili bulunmuştur (110).  

          miRNA-148a/152 ailesi üyelerinin çeşitli tümor tiplerinde düzeylerinin 

azaldığı gösterilmiştir. Bu durumun potansiyel olarak bu miRNA‟ların tümör 

baskılayıcı miRNA olarak ta rol oynayabildiklerini gösterdiği ileri sürülmüştür. miR-

148b‟nin karaciğer kanser kök hücrelerinde ve ayrıca karaciğer kanser hücre 

dizilerinde ifadesinin azaldığı gösterilmiştir  (111, 112). 

1.4.10. miRNA 150 

 

        miR-150 hematopoez de önemli bir miRNA‟dır. Özellikle dinlenme halindeki T 

ve B hücrelerinden daha az oranda da progenitor hücrelerden eksprese olur. 

Kemirgen hematopoetik dokusunda B ve T hücre maturasyonunda ekspresyonu 

artarken immatür T hücrelerinin Th1 ve Th2 hücrelerinin ileri farklılaşma 

süreçlerinde yapımı baskılanarak azalır (72).  

        Hematopoetik kök hücre öncüllerinde mir-150‟nin ektopik ekpresyonu; 

dolaşımdaki, dalaktaki ve lenf nodlarındaki olgun B hücre sayısını azaltırken, T 

hücre veya myeloid hücreler üzerine etkisi daha azdır. İleri araştırmalar sonucu B 

hücre maturasyonu sırasında miR-150‟nin pro-B hücrenin pre-B hücreye 

dönüşümünü bloke etiği kanıtlanmıştır (67).  
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1.4.11.   miRNA 130b 

 

       miR-130 ailesi, ortak bir sekansı paylaşan miR-130b, miR-301a ve miR-

301b'den oluşur. miR-130b 22q11 gen bölgesinde yer alır (113),  gastrik, karaciğer 

ve endometrial kanserlerde onkojenik rol oynamaktadır (114-116). Yumurtalık 

kanseri ve  tiroid  papiller karsinomada  ise  bir tümör baskılayıcı olarak görev yapar 

(117, 118). miR-130, mezenkimal farklılaşma, immün hücre fonksiyonu ve hipoksik 

yanıt modülasyonu ile bağlantılıdır (119,120). İnvaziv gastrik, hepatosellüler ve renal 

karsinomda aşırı ekspresyonu olan miR-130b diğer miRNA‟lar ile birlike tümör 

invazyonunda bir risk faktörü olarak tanımlanmıştır (121-124). 

 

1.4.12. miRNA 10a 

 

         miR-10 öncül gen ailesi, 17. kromozomda yer alan, kısa, kodlama yapmayan 

RNA'ların bir grubunu kodlar. Sırasıyla miR-10a, miR-10b, miR-99a / b, miR-100 ve 

miR-125' den oluşur.  miR-10 gen ailesi, regülasyonu, korunmuş olması, Hox geni 

gelişim düzenleyicileri ile ortak ifade edilmesi ve genomik lokalizasyonu 

nedenlerinden dolayı birçok araştırma grubunun ilgisini çekmiştir. Çeşitli kanıtlar 

Hox geni ve miR-10 gen ailesi üyelerinin düzenlenmesi arasında yakın bir etkileşime 

işaret etmektedir. Drosophila'da, hem 3 ' miR-10, hem de daha az olan 5' miR-10, 

Antennapedia Hox kümesinde bulunan miR-10 geninden eksprese edilir ve her ikisi 

de Hox genlerini hedefler (125-127).  

         Günümüzde, miRNA'ların kanserde önemli roller oynadığı ve bu nedenle de 

miR-10a/b'nin de çeşitli kanser türlerinde gen ifadelerinin düzensiz olduğu 

bilinmektedir. miR-10b normal B-hücreli kronik lenfositik lösemide aşırı eksprese 

olur (128).  Nükleofosmin (NPM1) genindeki mutasyonlar ile karakterize edilen akut 

miyeloid lösemilerin bir alt grubunda, miR-10a, miR-10b ve miR-100 en fazla 

eksprese edilen miRNA‟lar olarak tanımlanmıştır (129). Ayrıca, yüksek seviyelerde 

miR-99a ve miR-100'ün, akut miyeloid lösemide en sık karşılaşılan anormalliklerden 

biri olan kromozom 16' nın inversiyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (130). 
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1.5. KML’ de Kullanılan Tanı Yöntemleri 

1.5.1. Konvansiyonel  sitogenetik yöntem 

 

          Laboratuvar ve klinik bulguları ile KML‟den şüphelenildiği durumlarda tanı, 

periferik kan yayması ve kemik iliğinin incelenmesine dayanır. Periferik kanda 

granülositik lokösitoz, splenomegali, kemik iliğinde miyeloid hiperplazi ve LAP 

yayması sonucunda düşüklük gibi bulgular KML lehine olmakla birlikte kesin tanı 

icin karyotip analizi yoluyla Ph kromozomunun ya da moleküler yöntemlerle Bcr-

Abl translokasyonun gösterilmesi gerekir (131). 

        Ökaryotlarda nükleusta bulunan ve kalıtsal bilgiyi taşıyan DNA molekülü,  

hücre interfaz aşamasında iken, histon ve histon olmayan proteinlerle birlikte 

kromatin yapıyı oluşturur. Hücre bölünürken kromatin yapı kısalıp kalınlaşarak 

kromozomları meydana getirir. Kromozomlar metafaz safhasında incelemeye uygun 

hale gelirler (132,133). 

        Kromozomların anomalilerinin belirlenebilmesi ve yapısal olarak incelenmesi 

icin yapılan işlem karyotiplemedir. Sitogenetik, kromozomların fonksiyonlarını, 

yapısını, davranışlarını ve patolojilerini inceleyen bilim dalıdır. Geniş bir uygulama 

alanı bulunsa da sitogenetik analizini gerektiren koşullar olmalıdır. Karyotipleme, 

tanı ve takibinde belirleyici kromozom anomalilerinin görüldüğü kanserler, özellikle 

hematolojik kanserlerin belirlenmesi için uygulanmaktadır (133-135). 

         Kromozomları tanımlamak,  kromozomlarda meydana gelen sayısal ve yapısal 

anomalileri tespit etmek amacıyla çesitli kromozom bantlama yöntemleri 

geliştirilmiştir. Genel olarak incelemelerde 450-550 band düzeyindeki metafazlar 

kullanılmaktadır. Band rezolüsyonu, X kromozomunu içeren bir haploid sette 

görülen açık ve koyu renk bölgelerin toplam sayısını ifade etmektedir. Band 

düzeyleri, küçük kromozom parçalarının kayıp ve artışlarının saptanmasında yeterli 

olmayabilir. Bu durumda daha yüksek band seviyelerinde (550-850) inceleme 

yapılması gerekmektedir. Amaca yönelik olarak Q, R, C, HRB gibi yöntemler de 

kullanılmasına rağmen, genel olarak G bantlama yöntemiyle inceleme yapılır. 

         KML tanısı, Ph kromozomu veya Bcr-Abl füzyon transkriptinin varlığının 

gösterilmesi ile doğrulanmaktadır. Ph kromozomunun varlığı konvansiyonel 
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sitogenetik yöntem olan G-bantlama metodu ile gösterilmektedir. Materyal olarak 

genellikle kemik iliği kullanılmaktadır.   

         Bu yöntemde hücreler siklusun metafaz evresinde incelenir. Genellikle 20 

mitotik hücrenin genetik analizi yapıldığından dolayı sensitivitesi düşüktür. (133, 

136,137). 

1.5.2. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) 

 

         Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH), nükleik asit problarının kromozom 

veya hücresel preparatlarındaki RNA ya da denatüre edilmiş DNA ile 

hibridizasyonuna dayanan bir tekniktir. İlk olarak 1991 yılında tanımlanmıştır. FISH 

yöntemi, prob adı verilen hedef DNA ya da RNA molekülüne komplementer, 

radyoaktif ya da nonradyoaktif olarak işaretlenmiş olan nükleik asidin, sitolojik 

preparatlar üzerinde hedef dizi ile olan hibridizasyonuna dayanmaktadır  (138,139).   

         Normal koşullarda stabil olan DNA‟nın çift sarmal yapısı, ısı veya formamid 

gibi kimyasal maddelerle etkileşimi sonucu bozulmakta ve bazlar arasındaki hidrojen 

bağları koparak DNA tek iplikli hale gelmektedir. Bu etkileşim ortadan kalktığında 

DNA çift sarmal hale gelir (140). 

        FISH yönteminde, belirli bir DNA kesiminin ya da kromozomal bölgenin 

görünür hale gelebilmesi için; ilgili bölgeye spesifik problar kullanılması 

gerekmektedir. „„Prob‟‟ hedef  DNA ya da RNA molekülüne komplementer işaretli 

nukleik asit dizisidir. Problar farklı şekillerde isaretlenmiş olabilirler (enzimler, 

florokromlar veya kolloidal altın gibi) (141). 

         Aranan anomalinin doğru bir şekilde tespit edilebilmesi için amaca uygun prob 

seçimi çok önemlidir. Problar;  hedef bölgelerine ve sinyal paternlerine göre; Lokusa 

özgü problar, tekrarlayan dizilerden oluşan problar, telomerik problar, kromozomun 

tümünü veya belirli bir bölgesini boyayan problar gruplara ayrılmıştır. Hedef 

bölgelerine göre dört sınıfta toplanır (ġekil 15) (141, 142). 
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  ġekil 15: FISH yönteminde kullanılan prob çesitleri (141, 142) 

 

1.5.3. Moleküler genetik yöntemler 

 

         KML tanısı için kullanılan moleküler genetik analizler Bcr-Abl füzyon 

transkriptinin gösterilmesine odaklanmaktadır (143). PCR (Polimerase Chain 

Reaction\Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tekniği, moleküler genetik yöntemler 

arasında bulunan, çok küçük miktardaki DNA‟nın kullanımına imkan veren ve 

oldukça hassas olduğu için fazlaca tercih edilen bir tekniktir.  PCR tekniği ile bir 

DNA karışımında bulunan belirli bir DNA dizisinin in vitro koşullarda hızlı ve etkin 

bir şekilde çoğaltılmasına imkan sağlanarak çalışmalar icin uygun sayıda kopya elde 

edilmektedir (144). 

         Revers Transkriptaz (RT) PCR, PCR‟ın çesitli uygulama tiplerinden biridir ve 

özellikle kromozom translokasyonları için kullanılmaktadır. Çalışılacak materyalden 

mRNA izole edilmekte ve bu mRNA‟dan revers transkriptaz yardımıyla cDNA elde 

edilmektedir. Elde edilen cDNA, RT-PCR icin kalıp görevi görmektedir. Real-Time-

PCR yönteminin, füzyon genlerinin ifade ettiği transkriptlerin belirlenmesinde; 

moleküler sitogenetik ve konvansiyonel sitogenek yöntemlerine göre üstün yönleri 

vardır. Real-Time-PCR yönteminde, 1 milyon hücreden bir tanesindeki değişimi bile 

belirleme imkanı vardır (138,144,145). 

1.5.3.1. Real-Time PCR 

 

          Real-Tme-PCR, çok yakın bir zamanda uygulamaya konulan ve tek bir tüpte 

DNA‟ nın veya RNA‟ nın (Komplementer DNA üzerinden) çoğaltımını ve ürünlerini 

tespit etmeyi mümkün kılan popüler bir yöntemdir (159). Bu yöntemle 

konvansiyonel PCR ve gen analizleri birleştirilmiştir. PCR ürünlerinin görünür hale 

getirildiği, monitörize edilebilen floresan işaretli prob ve boyaların kullanılabildiği 
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ve oluşan floresanın çoğalan DNA miktarıyla doğru orantılı olarak arttığı bir 

yöntemdir. “Kinetik PCR”, “kantitatif Real-time PCR” ve “homojen PCR” gibi 

isimleri vardır. (146,147). 

         Real-Time PCR en çok mRNA ekspresyonunu sayısal değerlere dönüştürme ve 

biyolojik örneklere ait DNA kopya sayılarını sayısal değerlere dönüştürme 

alanlarında kullanılmaktadır. Ayrıca patojen belirleme, metilasyon tespiti, tek nokta 

mutasyonlarını belirleme, DNA hasarı belirleme, SNP analizi, kromozom 

bozukluklarının tespiti gibi  kullanım alanları da vardır (148).  

         Real-Time PCR yönteminde, en basit metot sadece çift zincirli DNA‟ ya 

bağlanabilen „„SYBR-Green I‟‟ floresan boya metodudur. Bu metot çok iyi 

işlemesine rağmen ortamda herhangi bir çift zincirli molekül bulunduğunda (primer-

dimer oluşumu gibi) floresan ışıma yapabilir. Real-Time PCR yönteminde, bu 

probdan başka, yine floresan ışıma yapabilen, “TaqMan® probe” veya hidroliz prob, 

moleküler boncuk yöntemi ve hibridizasyon probları gibi problar da 

kullanılabilmektedir (149). 

        KML‟nin tanısında ve tedavi takibinde kullanılan konvansiyonel sitogenetik, 

FISH ve moleküler yöntemlerin karşılaştırılması Tablo 3„te gösterilmektedir (150). 

 

Tablo 3: Konvansiyonel sitogenetik, FISH ve moleküler yöntemlerin 

karşılaştırılması (150). (FISH: Fluoresan In Situ Hibridizasyon, QR-PCR: Kantitatif Real 

Time-PCR)   

 

 

Parametre Konvansiyonel   

Sitogenetik 

FISH QR-PCR 

Hassasiyet, % Tümör % 5-10 % 1-10 0,001-0,01 

Ölçümün Doğruluğu  % 15  % 2,5  % 2,5 kat 

Metafaz Gerekli Gerekmiyor Gerekmiyor 

Kemik Ġliği(KĠ) Gerekli Gerekmiyor Gerekmiyor 

Kan/KĠ Örneklerinin 

sonuçlarının karĢılaĢtırılması 

Bildirilmemiş Var Var 

YanlıĢ Negatiflik Var Var Var 

YanlıĢ Pozitiflik Nadir Var,  %10 Var,  

%0,1 

Diğer Krz. Anomalilerinin 

Tespiti 

Var Yok Yok 

Derivatif 9. Krz. Tespiti Yok Var Yok 
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GEREÇ ve YÖNTEM 

1.6. Gereç 

1.6.1. Materyal 

 

        Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik 

Kurulu tarafından 12.01.2017 tarih ve 10 sayılı kararı ile onaylanan ve Dicle 

Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinatörlüğü tarafından TIP.17.005 

No‟ lu proje olarak desteklenen bu tez çalışmasına Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Hastaneleri Hematoloji polikliniği veya kliniğine başvuran yeni tanı almış veya 

KML tanısıyla izlenmekte olan, 18 yaş üstü, bay ya da bayan 75 hasta ve hiçbir 

sağlık problemi olmayan 25 sağlıklı birey kontrol grubu olarak dahil edilmiştir. 

        Materyaller 07.04.2017 ile 16.01.2018 tarihleri arasında alınmıştır. Onayı 

alınmış olgulardan alınan materyallerden çalışmamızı hasta ve kontrol grubu olmak 

üzere iki grup olarak yaptık. Hasta grubunu da kendi içinde olmak üzere üç gruba 

ayırdık; yeni tanı almış, tedavilerine yanıt alınmış ve tedavilerine direnç gelişen 

(tedaviye yanıtsız) hastalar. Böylece 25‟er kişiden oluşan dört grup oluşturduk; 25 

kişilik sağlıklı grup, 25 kişilik yeni tanı almış hasta grubu, 25 kişilik tedavilerine 

yanıt alınmış hasta grubu ve 25 kişilik tedavilerine yanıt alınamamış yani ilaç direnci 

gelişmiş hasta grubu. Yeni tanı grubu için Bcr-Abl sonucu pozitif olan ve 18 yaş üstü 

olan hastaları çalışmaya dahil ettik, Bcr-Abl sonucu negatif ve 18 yaş altı olan 

hastaları çalışma dışı bıraktık. Tedaviye yanıtlı grup için KML tedavilerinin 12. 

ayında Bcr-Abl değerleri 0,1 ve 18 yaş üstü olan hastaları dahil ettik. Tedaviye 

yanıtsız grup için KML tedavilerinin 12. ayında Bcr-Abl değerleri >1 olan ve 18 yaş 

üstü  hastaları dahil ettik. 

        Onayı alınmış olguların materyallerinden Bcr-Abl miktarları ve miRNA 

ekspresyonları Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastaneleri Hematoloji 

Laboratuvarı‟nda Real Time PCR yöntemi kullanılarak incelendi. Çalışma için 

hastalardan ve kontrol grubundan Bcr-Abl ve miRNA çalışmaları için iki tüp 

EDTA‟lı kan (10 cc‟lik iki tüp) alındı. Bcr-Abl çalışması için mRNA izolasyonu,  
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miRNA çalışması için miRNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen RNA‟lar çalışma 

gününe kadar  -80 ºC‟de saklandı. 

            

1.6.2. Kullanılan cihazlar 

 

 Otomatik pipetler (Thermo pipet seti)  

 Çeker ocak (Güçtay)  

 Buzdolabı ve derin dondurucular (+4°C, -20°C, -80°C) (Safirel, Uğur, New 

Brunswick) 

 Soğutmalı santrifüj (Beckman)  

 Soğutmalı santrifüj (Hermle)  

 Real-Time PCR Cihazı (Rotor-Gene,Qiagen Hilden, Germany) 

 Vorteks (Biosan, FVL-2400v)  

 Spektrofotometre (Nanodrop-Maestro) 

 PCR Kabini (Aura PCR) 

 İnkibatör (Jencons) 

 Isıtıcı  Blok (Wealtec) 

 Thermal Cycler (PCR) (LabCycler Gradient, Made in Germany by SensoQuest 

GmbH) 

1.6.3. Kullanılan kitler ve kimyasallar 

 

 RBC Lysis Solution (Qiagen Sciences, Maryland, USA) 

 QiAmp RNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse, Hilden, Germany) 

 Ethanol (%99,9- %70) (Sigma-Aldrich) 

 Kloroform (Sigma-Aldirch) 

 2-Merkaptoethanol (Merck) 

 İpsogen RT Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse, Hilden, Germany) 

 Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse, 

Hilden, Germany) 

 miRNeasy Serum/Plasma Kit (50) ( Hilden, Almanya) 

 Qiazol Lysis Reagent (Hilden, Germany) 
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 Qiagen miScript II Reverse Transcription Kit II (Hilden, Germany)   

 Qiagen miScript Primer Assay ( Hilden, Germany ) 

 miScript PreAMP PCR Kit (Hilden, Germany) 

  Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti (Hilden, Germany) 

1.7. Yöntem 

1.7.1. Bcr-Abl  miktarları için örneklerden RT-PCR analizinin yapılması 

 

1.7.1.1. Kandan lökosit eldesi 

 

 

            RBC Lysis Solution ve QiAmp RNA Blood Mini Kit kullanılarak lökosit 

eldesi ve RNA izolasyonu yapıldı. Buffer RPE  konsantre olarak bulunmaktadır. İlk 

kullanımdan önce 4 kat Ethanol (% 96-100) eklendi. Buffer RLT içerisinde 

presipitatlar oluşabilir. Kullanımdan önce 37 ºC‟ye ısıtılarak çözüldü. 2-

Merkaptoetanol (β-ME) izolasyondan önce Buffer RLT içerisine eklendi. 1 ml 

RLT içerisine10μl β-ME eklendi (Bu solusyon oda sıcaklığında 1 ay saklanabilir.)  

Eritrositlerin lysis işlemleri soğuk blokta, daha sonraki işlemler oda sıcaklığında 

olabildiğince çabuk yapıldı. 6. basamağa kadar tüm santrifüj işlemleri +4ºC’de 

diğerleri oda sıcaklığında gerçekleştirildi. (İzolasyona alınacak toplam lökosit sayısı 

10
7
olacak şekilde kan miktarı ayarlandı). 

1. Bir hacim periferik kan  üzerine 5 hacim Buffer EL eklendi. 

2. Buz üzerinde 15 dakika (dk) bekletildi, arada 2 kez hafifçe altüst edilerek 

karıştırıldı. 

3. 400 g’de 10 dk, 4º C’ de santrifüj edildi, süpernatant tamamen alındı. Pellet 

beyaz küreleri içerir, hafif pembe renkliyse bir sonraki yıkamada geçecektir. 

4. Kan miktarının 2 hacim katı kadar Buffer EL eklendi, vorteks edilerek 

hücrelerin çözülmesi sağlandı. Pellet kırmızı görünüyorsa 5-10 dk buzda 

bekletilir. 

5. 400g’de 10dk, 4ºC‟de santrifüj edildi, süpernatant tamamen alındı. Çökelen 

beyaz kürelerin üzerinde kalan sıvı pipetle toplanarak tamamen uzaklaşması 

sağlandı. (Eritrosit artıkları kalırsa RNA‟ nın kolona bağlanmasını etkileyebilir). 
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6. Çökelen beyaz kürelerin üzerine Buffer RLT+β-ME karışımı eklendi. 

(İzolasyona başlarken aldığımız kan miktarı 500 µl’ nin altında ise 350µl Buffer 

RLT+β-ME karışımı, kan miktarı 500-1500 µl arasında ise 600µl Buffer RLT 

+β-ME karışımı eklenir). (Lizat tamamen homojen olmalıdır, beyaz küreler 

parçalanıp lizat sıvılaşıncaya kadar pipetle karıştırıldı). 

7. QIA shredder (lila renkli) kolona lizat tek seferde yüklendi, 3 dk, 13 000 rpm‟de 

oda sıcaklığında santrifüj edildi, kolon atılıp, lizat RNA izolasyonu yapılana  

kadar -20ºC‟de  saklandı. 

1.7.1.2. Lökositlerden RNA eldesi 

 

1. -20ºC’ den çıkardığımız hücrelere (lizata) buffer RLT+β-ME karışımı kadar 

(350 / 600 μl ) 70% etanol eklendi ve pipetle karıştırıldı ve spin kolona (beyaz)  

alındı (600 μl lizat ve 600 μl ethanol eklendi ise iki kez yükleme yapılır).  

2. Beyaz spin kolonun ortasına dikkatlice yüklenen lizat ve etanol karışımı, 1 dk, 10 

000 rpm‟de santrifuj edildi. (Hacim 700 μl‟ yi geçerse aynı kolona tekrar 

yüklenir). 

3. Kolon yeni bir 2 ml tüpe alındı, 700 μl Buffer RWI eklendi, 1 dk, 10 000 rpm’ 

de santrifüj edildi.  

4. Kolon yeni bir 2 ml tüpe alındı, 500 μl Buffer RPE eklendi, 1 dk, 10 000 rpm’ 

de santrifüj edildi (Kolonun içerisine geri etanol kaçmaması için santrifüjden 

çıkartılırken çok dikkatli olunur). 

5. Tekrar 500 μl Buffer RPE eklenir, 14 000 rpm’ de 4 dk santrifüj edildi 

(Kolonun içerisine ethanol geri kaçmaması için santrifujden çıkartılırken çok 

dikkatli olunur). 

6. Ethanolün tamamen uzaklaştırılması için kolon yeni bir 2 ml tüpe yerleştirildi, 14 

000 rpm’ de 2 dk santrifüj edildi. 

7. QIAamp spin kolon (filtreli tüp) 1.5 ml‟lik eppendorf tüpe yerleştirildi, 40 μl 

RNase free-H2O ortaya gelecek şekilde eklendi, 2 dk, 10 000 rpm’ de santrifüj 

edildi.  

8.  Filtreli tüp atıldı. Alttaki eppendorf tüpte bulunan RNA  -80ºC’ ye kaldırıldı



 

41 
 

1.7.1.3. mRNA’ dan cDNA (kalıp, komplamenter DNA) eldesi 

 

        cDNA eldesi için kullanılan kit (İpsogen RT Kit) içeriği (RNase İnhibitör ve 

Reverse Transcriptase dışında) soğuk blok (+4˚C de) üzerinde çözüldü, kısaca 

santrifuj edildi. RNase İnhibitör ve Reverse Transcriptase, kullanılacağı zaman buz 

üzerine çıkartıldı. RNA örnekleri 65˚C de 5 dakika inkübasyondan sonra hemen buz 

üzerine alındı. (Hasta örneklerinden 10‟ar µl RNA 0,2‟ lik tüplere alındı, 65˚C‟de 5 

dakika inkibasyonda bırakıldı). Tablo 4’ e göre miks hazırlandı. 1 adet 1,5 ml‟lik 

eppendorf tüpüne her çalışma grubu için aşağıdaki değerler kullanılarak mix 

hazırlandı (Bcr-Abl için kit içerisinde bulunan MMR-IS Calibrator RNA ve High 

Positive Control RNA numunelerinin cDNA sentezi de gerçekleştirildi) (25 

örnek+IS+HP RNA+ 1 pipetaj için= 28 reaksiyon). 

 

Tablo 4: mRNA‟ dan cDNA oluşturmak için  miks hazırlama tablosu 

 

 

cDNA için kullanılan bileşenler 

 

(μl) 
 

X  reaksiyon 

sayısı 

 

miks (μl) 

1) 5X Buffer/ Tampon 5 28 140 

2) dNTP  2 28 56 

3) Random Primer 5,25 28 147 

4) DTT 1,25 28 35 

5) RNase İnhibitör 0,5 28 14 

6) Reverse Transcriptase 1 28 28 

Toplam 15 28 420 

 

         

        Hazırlanan miks iyice pipetaj yapıldı ve daha önce inkübasyona bırakılan hasta 

RNA‟ların üzerine 15 µl olarak dağıtıldı. Pipetaj yapılarak PCR cihazına konuldu. 

Tablo 5‟ teki PCR protokolüne göre cDNA sentezi gerçekleştirildi. Elde edilen 

cDNA‟lar daha sonra Real Time PCR‟da kullanılmak üzere -20
 o
C‟ye kaldırıldı. 
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Tablo 5: mRNA‟dan cDNA oluşturmak için Thermal Cycler Protokolü 

Sıcaklık (
o
C) Zaman(dk) Adı 

25 10 Revers Transkripsiyon1 

50 60 Revers Transkripsiyon 2 

85 5 İnaktivasyon 

4 5 Soğutma 

 

1.7.1.4. Bcr-abl için Real-Time PCR  aĢaması 

 

       cDNA eldesi tamamlandıktan sonra mRNA‟ların ekspresyon düzeylerine 

bakmak için RT-PCR aşamasına geçildi. Tablo 6‟da hazırlanan bileşenlerin tepkime 

hacimleri verilmiştir (Bcr-Abl  ve Abl (Housekeeping gen) için birer mix hazırlandı). 

        Başlamadan Önce; Kit (Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit) içerisinde 

bulunan MMR-IS Calibrator RNA ve High Positive Control RNA numunelerinin 

cDNA sentezi gerçekleştirildi. BCR-ABL ve ABL PPM tüpleri oda sıcaklığına 

getirilerek eritildi. Kısaca vorteks edilip,  spin santrifüj yapıldı. Standart kontroller 

oda sıcaklığına getirilip eritildi; iyice vortekslendikten sonra kısaca spin santrifüj 

yaptıldı. SP1, SP2, SP3, SP5 ve  SP6 tüpleri BCR-ABL standartları olarak, SP3, SP4, 

SP5 ve SP6 tüpleri de ABL standartları olarak kullanıldı. (Standartlar, PCR miksinin 

ve örneklerin dağıtıldığı alandan tamamen farklı bir alanda dağıttıldı.)  Hem Majör 

Bcr-Abl hem de ABL miksi için hastalardan sonra “no template control” yüklendi. 
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Tablo 6: Bcr-Abl için Real Time PCR bileşenlerinin tepkime hacimleri. 

 

  

Majör Bcr-Abl Miksi 

 

ABL Miksi 

 Miktar 

(µl) 

X 

Örnek 

Sayısı 

Toplam 

Miktar 

(µl) 

Miktar 

(µl) 

X  Örnek 

Sayısı 

Toplam 

Miktar (µl) 

Takara PCR 

Miks 
12,5 34 425 12,5        33 412.5 

 

PPF-Mbcr 

(Primer-Probe 

karışımı-

Füzyon Gen) 

(Majör miksi ) 

PPC-ABL 

((Primer-Probe 

karışımı-

Kontrol) 

(ABL miksi) 

1 34 34 1 33 33 

 

H20 

 

6,5 34 221  6,5 

 

33 

 

214.5 

 

Toplam 
 

     20 

 

34 

 

680 

 

20 

 

33 

 

660 

(Bcr-Abl mixi: 25 örnek+ 5 Std + NC+IS+HP RNA+1 pipetaj=34, ABL mixi: 25 örnek+4 

Std+NC+IS+HP RNA+1 Pipetaj=33) 

 

       Hazırlanan mix‟ler ilgili tüplere 20 µl olarak dağıtıldı, üzerlerine 5µl 

cDNA‟lardan eklenip Real-Time PCR cihazına yüklendi ve Tablo 7’ de belirtilen 

protokol yüklendikten sonra cihaz çalıştırıldı. 

 

Tablo 7:  Bcr-abl için  Real Time PCR tepkime koşulları 

 

Sıcaklık 

 (
o
C) 

Zaman 

(dk)  

 Adı 

 

95  15 sn  Hold 1 

95   5 sn    50 döngü Cycling 

60  30 sn 

36  1 dk  Hold 2 
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1.7.1. miRNA Düzeyleri Ġçin Plazma Örneklerinden RT-PCR Analizinin 

Yapılması 

1.7.1.1. Kandan plazma eldesi 

 

1. EDTA‟lı tüpe kan alındı ve oda ısısında (15-25
o
C) veya 4

o
C‟de saklandı. 1 saat 

içinde işlemlere başlandı. 

2. 1900 xg (3000 rpm) ve 4
o
C‟ de 10 dk santrifüj edildi. 

3. Üstteki sarı plazma fazı steril iki adet eppendorf tüpe aktarıldı (Alttaki pellete 

dokunulmamaya dikkat edildi). 

4. Plazma örnekleri 16 000xg ve 4
o
C‟de 10 dk  santrifüj edildi. 

5. Üstteki süpernatant dikkatli bir şekilde yeni bir tüpe aktarıldı. miRNA 

izlosayonu yapılana kadar  -80
o
C‟de  saklandı. 

1.7.1.2. Plazma örneklerinden miRNA eldesi 

 

          miRNA izolasyonu, miRNeasy Serum/Plasma Kit kullanılarak gerçekleştirildi. 

Bu kit plazmadaki miRNA‟lar dahil tüm RNA‟ları izole etmektedir. İşlem 

basamakları aşağıdaki gibidir: 

1. Plazmalar -80
o
C‟den çıkarılarak 4

o
C‟de çözülmesi beklendi. 

2. 16 000xg ve 4
o
C‟de 5 dakika (dk) santrifüj edildi ve süpernatant yeni bir tüpe 

aktarıldı. 

3. 200 µl plazma örneği alınarak 2 ml tüpe konuldu ve üzerine 5 katı ( 1000 µl) 

Qiazol Lysis Reagent eklenerek vortekslendi. 

4. Örnekler 5 dk oda sıcaklığında (15-25
o
C) bekletildi.  

5. Herbir örneğe 3,5 µl Spike-in kontrol çalışma solüsyonu eklendi. Örnekler 

vortekslenerek 2-3 dk  bekletildi. 

6. Başlangıç materyali kadar (200 µl) kloroform eklendi. 15 saniye boyunca iyice 

vortekslendi (Vortex işleminin iyi yapılmış olması faz ayrımını daha net hale getirir). 

7. 2-3dk oda sıcaklığında hafif alt üst edilerek beklendi. 

8. 12 000 xg ve 4
o
C‟de 15 dk  santrifüj edildi. 

9. Oluşan üç fazdan üstte olanından 600 µl alınarak yeni bir eppendorf tüpüne 

transfer edildi. Ara fazdan alınmamasına dikkat edildi.  
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10. Üzerine 900 µl %100’ lük saf etanol eklendi ve alt üst edilerek iyice karışması 

sağlandı. 

11.  Bu karışımdan 700 μl örnek alınarak RNaz Mini kolonun içine konuldu. Kapağı 

kapatılarak 8000xg ve oda sıcaklığında 15 saniye santrifüj edildi. Örneğin tamamı 

bitinceye kadar bu basamak tekrarlandı. 

12. 700 μl RWT tampondan RNaz mini kolona eklendi ve 15 saniye oda 

sıcaklığında 8000xg‟de santrifüj edildi.  

13. Toplama tüpünde kalan kısım atıldı. 500 μl RPE tamponundan RNaz Mini 

kolonun üstüne eklendi ve 15 saniye oda sıcaklığında 8000 xg‟de santrifüj edildi.  

14. Toplama tüpünde kalan kısım atıldı. 500 μl, %80 etanol RNaz Mini kolona 

eklendi ve 2 dk 8000xg‟de santrifüj edildi.  

15. RNaz Mini kolon, yeni bir 2 ml’lik koleksiyon (toplama) tüpüne yerleştirildi. 

Kolon kapakları açık bırakılarak membran kuruyana kadar 1 dk maksimum hızda      

( 16 000xg)  santrifüj edildi. 

16. RNaz Mini kolon, yeni bir 1,5 ml’lik eppendorf tüpüne yerleştirildi. 14 μl RNaz 

içermeyen su, spin kolonunun merkezine direkt olarak eklendi. 

17. 5 dk oda sıcaklığında beklendi ve maksimum hızda 1 dk santrifij edildi.  

18. Elde edilen RNA‟ların saflığı ve miktarı nanodrop cihazında ölçüldü. 

19. Elde edilen RNA‟lar Real-Time PCR aşamasına kadar -80
o
C’de saklandı. 

1.7.1.3. cDNA (kalıp, komplamenter DNA) eldesi 

 

          cDNA eldesi için hazır kit (Qiagen miScript II Reverse Transcription Kit II) 

kullanıldı. Tablo 8’e göre miks, buz üzerinde hazırlandı. 1 adet 0,5 ml’lik eppendorf 

tüpüne 12 hasta için aşağıdaki değerler kullanılarak mix hazırlığı yapıldı. 

Tablo 8: miRNA‟dan cDNA elde etmek için mix hazırlığı (12 hasta için) 

 

BileĢenler  Tepkime Hacmi ve Örnek Sayıları 

5x miScript HiSpec tamponu        4 µl     x      13   =   52 µl 

10x miScript Nükleik asit karıĢımı         2 µl     x      13   =   26 µl 

miScript Reverse Transcriptase Mix         2 µl     x      13   =    26 µl 

Toplam Hacim          8 µl    x        13  =   104 µl 
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         Hazırlanan miks iyice pipetaj yapıldı ve her bir hasta için numara verilip 

ayrılan 0,2 ml‟lik eppendorf tüplerine 8 µl olarak paylaştırıldı. Üzerlerine sırasıyla 

12 µl izole edilen örnek miRNA‟larından eklendi. Pipetaj yapılarak thermal cycler 

cihazına konuldu. Tablo 9 ’daki PCR protokolüne göre cDNA sentezi 

gerçekleştirildi. 

Tablo 9: miRNA‟dan cDNA sentezi için Thermal Cycler protokolü 

 

         cDNA‟nın Seyreltilmesi; Sentezi gerçekleştirilen cDNA‟ların her birinin 

içerisine 80 µl RNAze free su eklenerek seyreltme işlemi gerçekleştirildi. 

1.7.1.3.1. cDNA’nın zenginleĢtirilmesi (Preamplifikasyon aĢaması) 

 

         Çalışmada kullanılan genlere ait bilgiler Tablo 10 ’te verilmiştir. 

 

Tablo 10: Çalışmada kullanılan miRNA primer dizileri 

  

1.7.1.3.1.1. Primer havuzu oluĢturma iĢlemi 

 

         Bu işlem için çalışmamızda kullanacağımız liyofilize haldeki 7 adet primere 

550 µl su eklendi  (Qiagen miScript Primer Assay). Kullanılan Primerler: 

1. Snord 61 

2.  miR-150  

3. miR-10a  

Sıcaklık (
o
C)  Zaman(dk) Protokol Adı 

37        60 İnkübasyon 

95         5 İnaktivasyon 

4         ∞ Soğutma 

No Product No Refseq No Primer Adı 

1 218300 MIMAT0000759 miR-148b-3p 

2 218300 MIMAT0000451 miR-150-5p 

3 218300 MIMAT0000691 miR-130b-3p 

4 218300 MIMAT0000253 miR-10a-5p 

5 218300 NR_002735 Snord 61 (housekeeping gen) 

İlk 5 primer (1 no‟lu primer housekeeping gen) çalışmasını 

yapmak istediğimiz primerlerdir (miScript Primer Assays kiti). 
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 4. miR-148b  

 5. miR-130b  

 6. miRTC miScript  Primer Assay  

 7. Primer Ce-miR-39-1 miScript  Primer Assay  

         Toplamda 7 primerin her birinden 10µl alınıp bir eppendorf tüpünde 

birleştirildi. Oluşan 70 µl „lik toplam hacmi 250 µl‟ye tamamlamak için 180 µl su 

eklendi ve  primer havuzu oluşturuldu. 

         cDNA‟lar, miScript PreAMP PCR Kit kullanılarak zenginleştirme işlemi 

yapıldı (Tablo 11). 

 
Tablo 11: miRNA çalışmasında cDNA‟nın zenginleştirilmesi için PCR koşulları 

BileĢenler Tepkime Hacmi 

5x miScript PreAMP Buffer 5 µl x 13 = 65 µl 

HotStarTaq DNA Polimeraz 2 µl x 13 = 26 µl 

miScript PreAMP Primer mix (pool) 5 µl x 13 = 65 µl 

miScript PreAMP Universal Primer 1 µl x 13 = 13 µl 

RNaz-içermeyen su 7 µl x 13 = 91 µl 

Toplam Hacim 20 µl x13 = 260 µl 

  

  

 

        0,2 ml‟lik 12 adet eppendorf tüplerine hazırlanmış olan mix karışım 20 µl 

olarak dağıtıldı. Üzerine daha önce seyreltmiş olduğumuz cDNA‟dan 5 µl eklendi ve 

tekrar PCR aşaması yapıldı. cDNA zenginleştirme pcr protokolü Tablo 12’ de 

verilmiştir. 

  

Tablo 12: cDNA‟nın zenginleştirilmesi için PCR koşulları 

 

Sıcaklık 

 (
o
C) 

Zaman 

 

 Protokol adı 

  95   15 dk  Aktivasyon 

  94 

  60  

 30 sn 

  3 dk 

    

12 döngü 

Denatürasyon 

Eşleşme ve Sentez 

6. ve 7. Primerler miScript PreAmp PCR kit 

kutusundan çıkmaktadır. Kontrol amacıyla 

kullanılmaktadır. 
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1.7.1.4. Real-Time PCR cihazında miRNA analizinin  yapılması 

 

         cDNA eldesi tamamlandıktan sonra miRNA‟ların ekspresyon düzeylerine 

bakmak için RT-PCR aşamasına geçildi.  RT-PCR için tepkime bileşenleri hazır kit 

(Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti) kullanılarak hazırlandı. Tablo 13‟ te 

bileşenlerin tepkime hacimleri verilmiştir. 

 

Tablo 13: Real Time PCR için kullanılan bileşenlerin oranları 

 

          Tabloda bulunan 10x miScript Primer Assay (Related miRNA) daha önce 550 

µl ile sulandırdığımız primerlerdir. 7 adet primerimiz olduğundan 7 ayrı eppendorf 

tüpüne PCR mixleri hazırlanırken ilgili primerden eklenir. Hazırlanan bu mixler buz 

üzerinde 0,1 ml‟ lik PCR tüplerine 20 µl olarak dağıtıldı. Üzerlerine 5 µl 

zenginleştirilmiş cDNA eklendi ve Real Time-PCR cihazına (Rotor-Gene, Qiagen 

Hilden, Germany) yüklendi (Final volum 25 µl oldu). 

         miR-150, miR10a, miR-148b, miR-130b, miR39-1(kontrol), miRTC (cDNA 

aşamasının kontrolü) miRNA primerleriyle beraber referans gen olarak SNORD61 

(housekeeping gen) ifade düzeylerini tespit etmek için real-time PCR cihazı 

kullanılmıştır. Tablo 14’ te RT-PCR tepkime koşulları verilmiştir. 

 

Tablo 14: Real time PCR tepkime koşulları 

Sıcaklık 

 (
o
C) 

Zaman 

(dk)  

 Protokol Adı 

  95  15 dk  Aktivasyon 

  94  15 sn  

 40 döngü 

Denatürasyon 

Eşleşme ve Sentez   55  30 sn 

  70  30 sn 
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         Real Time-PCR cihazında miRNA çalışması bittikten sonra analiz sayfası 

açıldı. Gerekli düzenlemeler yapıldıktan sonra çalışmanın güvenirliği için kontrol 

geni ve housekeeping geni Cycle Threshold (Ct) değerleri kontrol edildi. Aynı şekilde 

tüm örneklerin (hasta grupları ve kontrol grubu) analizleri yapılarak Ct değerleri 

tespit edildi. 

         Aşağıdaki şekilde ve tabloda grup1‟e (yeni tanı almış hasta grubu) ait bir 

örneğin amplifikasyon eğrileri ve Ct değerleri gösterilmiştir (ġekil 16, Tablo 15). 

 

 

 

ġekil 16: Çalışmada kullanılan miRNA genlerinin Real Time PCR cihazındaki 

amplifikasyon grafiği(Çoğalma eğrisi)(Yeni Tanı grubu (Grup 1) 2.hasta) 
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Tablo 15:   Çalışmada kullanılan miRNA genlerinin Real Time PCR cihazındaki Ct 

değerleri (Yeni Tanı grubu 2.hasta) 

Gen Sembolleri Katalog No Ct değerleri 

 ( Grup 1  2.Örnek) 

Snord61 MS00033705 20,81 

miR-150 MS00003577 10,93 

miR-10a MS00031262 18,47 

miR-148b MS00031458 15,5 

miR-130b MS00003451  17,73 

 

1.7.1.5. miRNA analizi için  istatistiksel analiz 

 

         Real-Time PCR verileri, Gen Globe Veri Analiz Merkezi (Qiagen) kullanılarak 

analiz edildi. ΔΔCt yöntemiyle ham veriler, SNORD61 housekeeping geni 

kullanılarak normalleştirildi. Kat değişim değerleri <1 olanlar düşük olarak kabul 

edildi. Kat değişim değerleri >1 olanlar artmış olarak kabul edildi. Örneklerin 

referans gene göre normalizasyonu yapıldı. Sonuçlar Student t-testine tabi tutularak p 

değerleri hesaplandı. %95 güven aralığında „‟p<0,05 „‟ olan sonuçlar istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 

          Hasta grupları ve kontrol grubunun yaş ve cinsiyet bakımından 

değerlendirilmeleri One Way Anova (Tek yönlü varyans analizi) yöntemiyle yapıldı, 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmadı. 
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BULGULAR 

1.8. Hasta ve Kontrol Gruplarının YaĢ ve Cinsiyet Bakımından 

Değerlendirilmesi 

 

        Bu çalışmada hasta gruplarında 75 birey, kontrol grubunda 25 birey olmak 

üzere toplam 100 birey bulunmaktadır. Çalışmamıza katılan hasta ve kontrol 

bireylerin 57‟si kadın, 43‟ü erkektir (Toplam birey sayımız 100 olduğu için %57‟si 

kadın, %43‟ü erkek). Cinsiyetler bakımından değerlendirildiğinde hasta ve kontrol 

gruplarında bulunan kadınların yaş ortalamaları 46,5313,94, erkeklerin ise 

53,4417,01 olarak hesaplanmıştır. Cinsiyetler bakımından yaş ortalamaları One 

Way Anova (Tek yönlü varyans analizi) yöntemi ile karşılaştırılmış ve istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık bulunmamıştır (p0,05). 

         Bu çalışmaya dahil edilen hastalar 3 gruptan oluşmaktadır. Yeni tanı hasta 

grubu, tedaviye yanıtlı hasta grubu ve tedaviye yanıtsız hasta grubu. Yeni tanı hasta 

grubu (Grup 1) 10 erkek, 15 kadın olmak üzere toplam 25 hastadan oluşmaktadır. 

Yeni tanı hasta grubunun yaş ortalaması 4916,97‟dir. Tedaviye yanıtlı grup (Grup 

2)  10 erkek, 15 kadın olmak üzere toplam 25 hastadan oluşmaktadır. Yanıtlı hasta 

grubunun (Grup2) yaş ortalaması 48,7614,39‟dur. Tedaviye yanıtsız hasta grubu 

(Grup 3) 12 erkek, 13 kadın olmak üzere toplam 25 hastadan oluşmaktadır ve bu  

grubun yaş ortalaması 50,0816,96‟dır. Kontrol grubu (Grup 4) ise 11 erkek, 14 

kadın olmak üzere 25 bireyden oluşmaktadır. Kontrol grubunun yaş ortalaması 

50,1615‟tir. Grupların yaş ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık bulunmamıştır (p0,05). Gruplardaki yaş ortalamaları cinsiyet bakımından 

değerlendirildiğinde; yeni tanı hasta grubundaki kadınların yaş ortalaması 4110,21, 

erkeklerin 6118,42, yanıtlı hasta grubundaki kadınların yaş ortalaması 48,8711,54, 

erkeklerin 48,6018,57, yanıtsız hasta grubundaki kadınların yaş ortalaması 

4916,66, erkeklerin 51,2517,94, kontrol grubundaki kadınların yaş ortalaması 

47,6416,64, erkeklerin 53,3612,64‟tür. Gruplardaki yaş ortalamaları cinsiyetler 

bakımından değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (p0,05) (Tablo 16). 
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Tablo 16: Cinsiyetlerine göre kontrol ve hasta gruplarına ait yaş ortalamalarının 

değerlendirilmesi (N=Birey Sayısı) 

 

 

 

ÇalıĢma 

Grupları 

YAġ 

 

Erkek 

 

Kadın 

 

N       % 

Yaş 

Ortalaması 

 

N        % 

Yaş  

Ortalaması 

Yeni Tanı Grubu 10     (10) 61,0018,42 15      (15) 41,0010,21 

Yanıtlı  Grup 10     (10) 48,6018,57 15      (15) 48,8711,54 

Yanıtsız  Grup 12     (12) 51,2517,94 13      (13) 49,0016,66 

Kontrol Grubu 11     (11) 53,3612,64 14      (14) 47,6416,64 

 

 

1.9. Real-Time PCR Cihazında Bcr-abl Analizinin Yapılması 
 

       Çalışma bittikten sonra analiz sayfası açıldı. Gerekli düzenlemeler yapıldıktan 

sonra çalışmanın güvenirliği için bazı değerler kontrol edildi. Standart eğri 

grafiğindeki değerler aşağıdaki gibi olmalıdır;  

 R= 0,97‟ nin üstünde, R
2 

= 0,95‟ in üstünde, M= -3.0  ile -3,9 arasında, E= 1‟ e 

yakın olmalıdır. 

        Hasta Abl kopya sayılarının 10 000‟nin altında olmaması gerekir. Düşük olan 

örneklerin çalışması tekrar edildi. Analiz sonunda % normalize kopya numarası 

(NCN) sütünunda IS Calibratör (International Scale-Uluslararası Ölçek) değerinin 

0,05- 0,30 arasında olması gerekir, sonuçlar istenilen aralıkta değilse çalışma tekrar 

edilir. İstenilen aralıkta olan örneklere ait kopya sayıları üretici firmaya ait eksel 

tablosuna aktarılarak analiz tamamlanır. ( Çalışmada kullandığımız bcr-abl kitlerimiz 

3 log azalmaya kadar olan değerleri tespit edebildiği için % IS=0,0069‟ un altı 

negatif, üstü pozitif kabul edilir). (3 log kitler; Tanı anında hastanın değeri 100 kabul 

edilir, tedavinin sonucunda 0,1 olan değerler için majör moleküler yanıt alınmış 

kabul edilmektedir). (Majör moleküler yanıt (MMY, MY3,0): Bcr-Abl değerinin 

uluslararası ölçeğe (International Scale –IS) göre  %0,1‟den küçük ya da eşit olması).  
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        Real-Time PCR Bcr-Abl çalışmalarında hasta grupları ve kontrol grubu için 

elde edilen sonuçlar aşağıdaki tablolarda gösterilmişitir (Tablo  17-20). 

 

Tablo 17 : Yeni tanı hasta grubuna (YT) (Grup1) ait bilgiler ve Bcr-Abl sonuçları 

(C: cinsiyet, Y: Yaş) 

 

 

 

 

  

 

No C Y Bcr-Abl   (%) 

YT1 K 45 2,6 

YT2 K 40 61 

YT3 E 38 0,5 

YT4 K 51 53 

YT5 K 33 47 

YT6 E 34 0,01 

YT7 E 76 69 

YT8 K 38 26 

YT9 K 34 65 

YT10 E 73 26,2 

YT11 E 60 26,9 

YT12 K 39 120 

YT13 K 48 75 

YT14 K 28 202 

YT15 K 32 94,8 

YT16 K 57 57,1 

YT17 K 62 17 

YT18 E 44 1,1 

YT19 K 37 117 

YT20 E 83 125 

YT21 E 84 74 

YT22 E 63 122 

YT23 K 27 53 

YT24 E 58 0,014 

YT25 E 41 126,8 
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Tablo 18:  Tedaviye yanıtlı hasta grubuna (Y) (Grup2) ait bilgiler ve Bcr-Abl 

sonuçları (C: cinsiyet, Y: Yaş) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No C Y Bcr-Abl   (%) 

Y1 E 78 0,032 

Y2 E 41 Negatif 

Y3 K 27 0,03 

Y4 K 40 0,03 

Y5 E 35 0,024 

Y6 K 41 0,007 

Y7 K 48 0,04 

Y8 E 33 Negatif 

Y9 E 81 0,05 

Y10 K 57 0.037 

Y11 K 52 0,03 

Y12 K 50 0,002 

Y13 E 52 0,1 

Y14 K 49 0,004 

Y15 K 42 0,05 

Y16 E 55 0,04 

Y17 K 48 0,02 

Y18 K 47 Negatif 

Y19 K 79 Negatif 

Y20 E 47 0,03 

Y21 K 59 Negatif 

Y22 K 54 Negatif 

Y23 E 39 0,05 

Y24 E 25 Negatif 

Y25 K 40 0,03 
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Tablo 19 : Tedaviye yanıtsız hasta grubuna (YS) (Grup3) ait bilgiler ve Bcr-Abl 

sonuçları   (C: cinsiyet, Y: Yaş) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No C Y Bcr-Abl   (%) 

YS1 E 69 3,4 

YS2 E 25 1,1 

YS3 K 27 20.06 

YS4 E 51 7,3 

YS5 K 49 9 

YS6 K 43 23 

YS7 K 82 52 

YS8 E 26 6 

YS9 K 61 8 

YS10 E 52 2,8 

YS11 E 84 46 

YS12 K 36 10 

YS13 E 52 67,12 

YS14 K 49 1,3 

YS15 K 26 55 

YS16 K 61 84 

YS17 E 77 38 

YS18 K 66 2,5 

YS19 E 56 2,1 

YS20 K 30 1,9 

YS21 E 50 3 

YS22 E 55 1,1 

YS23 K 50 1,26 

YS24 K 67 72 

YS25 E 28 2,9 
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Tablo 20 :  Kontrol grubuna (K) ait bilgiler ve Bcr-Abl sonuçları (C:Cinsiyet, Y: 

Yaş) 

 

 

No C Y Bcr-Abl   (%) 

K1 E 75 Negatif 

K2 E 65 Negatif 

K3 E 55 Negatif 

K4 E 64 Negatif 

K5 E 52 Negatif 

K6 E 41 Negatif 

K7 E 66 Negatif 

K8 E 45 Negatif 

K9 E 35 Negatif 

K10 E 44 Negatif 

K11 K 53 Negatif 

K12 K 68 Negatif 

K13 K 75 Negatif 

K14 K 61 Negatif 

K15 K 72 Negatif 

K16 K 31 Negatif 

K17 K 37 Negatif 

K18 K 26 Negatif 

K19 K 35 Negatif 

K20 K 36 Negatif 

K21 K 45 Negatif 

K22 K 40 Negatif 

K23 K 58 Negatif 

K24 K 30 Negatif 

K25 E 45 Negatif 
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1.10. miRNA Düzeyleri için 2
-Ct

 Analizi  ile Kat  DeğiĢimlerinin 

Hesaplanması 
 

Real Time PCR çalışmasından sonra analiz için tüm örneklerin Ct değerleri bir eksel 

dosyasına aktarıldı. Oluşturulan eksel tablosu http://www.qiagen.com/geneglobe‟‟ 

adresindeki veri analizi web aracına yüklendi. Numuneler; kontrol ve hasta grupları 

olarak sınıflandırıldı. Elde edilen Ct değerleri referans gen Ct değerlerine oranlanıp 

normalleştirildi. Web aracı, kat değişimi/kat düzenlenmesini hesaplamak için ΔΔCt 

yöntemini kullanmaktadır. Kısaca, ΔCt ilk önce incelenen genler (mir150, mir10a, 

mir148b, mir130b)  ile housekeeping geni ( snord61) arasında hesaplandı. ΔΔCt, ΔCt 

(deney) değerinden ΔCt (kontrol) değeri çıkarılarak daha da belirgin hale getirildi.      

Daha sonra  (2
-Ct

)  formülü kullanılarak hasta ve kontrol grupları için 

normalizasyon yapıldı. Veri analizi raporu, GeneGlobe' deki QIAGEN web 

portalından aktarıldı. 

1.10.1. Kat-değiĢimi (Fold change) 

 

       Kat-değişimi (2
-Ct

); test örneğindeki normalize gen ekspresyonunun  (2
-Ct

), 

kontrol örneğindeki normalleştirilmiş gen ekspresyonuna (2
-Ct

) oranıdır. Kat 

düzenlemesi ise, kat değişimi sonuçlarının biyolojik olarak anlamlı bir şekle 

dönüştürülmesidir. Kat düzenlemesi (fold regulation), kat değişimi 1 ya da daha 

büyükse kat değişimine eşittir. Kat değişimi 1‟ den küçükse kat düzenlemesi „„-1/ kat 

değişimi‟‟ formülünden hesaplanmaktadır. Kat değişim değerleri <1 olanlar azalmış 

olarak kabul edildi. Kat değişim değerleri >1 olanlar artmış olarak kabul edildi. 

Kontrol grubundaki her bir genden elde edilen 2
-Ct

 değerleri ile hasta grubu 

arasındaki ilişkiyi değerlendirmek için student t-testi kullanıldı ve p değerleri buna 

göre hesaplandı. 
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1.11. Gruplara Göre miRNA Ekspresyon Düzeyleri 
 

         Hasta ve kontrol gruplarında Real Time PCR yöntemiyle miR-150, miR-10a, 

miR-148b, miR-130b ekspresyon düzeylerine ve housekeeping geni olarak  

snord61‟in ekspresyon düzeyine bakıldı. 2
-Ct

 analizi ile kat değişimleri hesaplandı. 

Elde edilen sonuçlar aşağıdaki şekil ve tablolarda gösterilmiştir. 

         Hasta gruplarının  kontrol grubuna göre kat değişimleri (fold change) aşağıdaki 

şekilde gösterilmiştir (ġekil 17). 

 

ġekil 17:  Hasta gruplarının kontrol grubuna göre  kat değiĢimi (fold change) 

grafiği(Grup1:  Yeni tanı hasta grubu,  Grup 2: Tedaviye yanıtlı hasta grubu,  Grup 3: 

Tedaviye yanıtsız hasta grubu) 

     İncelenen miRNA‟ların kat değişimleri ve p-değerleri aşağıdaki tablolarda 

gösterilmiştir (Tablo 21-24) 
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Tablo 21: Yeni tanı grubunun kontrol grubuna göre kat değiĢimleri ve p-

değerleri 

Grup1 (Yeni Tanı Grubu) 

                Gen Adı Fold-Change(Kat-DeğiĢimi) p-Value(p-değeri) 

Snord61 1,00 Housekeeping gen 

miR-150 0,98 0,863306 

miR-10a 11,17 0,003934 

miR-148b 3,78 0,125377 

miR-130b 1,08 0,617569 

 

 

Tablo 22 : Tedaviye yanıtlı grubun kontrol grubuna göre kat değiĢimleri ve p-

değerleri 

Grup2 (Tedaviye yanıtlı  Grup) 

                Gen Adı Fold-Change(Kat-DeğiĢimi) p-Value(p-değeri) 

Snord61 1,00 Housekeeping gen 

miR-150 1,58 0,237789 

miR-10a 9,82 0,000292 

miR-148b 1,97 0,451892 

miR-130b 1,03 0,271973 

 

Tablo 23 : Tedaviye yanıtsız grubun kontrol grubuna göre kat değiĢimleri ve p-

değerleri 

Grup3 (Tedaviye yanıtsız  Grup) 

                Gen Adı Fold-Change(Kat-DeğiĢimi) p-Value(p-değeri) 

Snord61 1,00 Housekeeping gen 

miR-150 0,08 0,003212 

miR-10a 2,85 0,375747 

miR-148b 0,35 0,038016 

miR-130b 0,77 0,105655 

 

Tablo 24 :  Tedaviye yanıtsız grubun yanıtlı gruba göre kat değiĢimleri ve p- 

değerleri 

Grup3 (Tedaviye yanıtsız  Grup) 

                Gen Adı Fold-Change(Kat-DeğiĢimi) p-Value(p-değeri) 

Snord61 1,00 Housekeeping gen 

miR-150 0,05 0,000001 

miR-10a 0,29 0,006950 

miR-148b 0,18 0,003557 

miR-130b 0,75 0,439569 

 

        miR-10a gen ifadesi, yeni tanı ve tedaviye yanıtlı hasta gruplarında, kontol 

grubuyla karşılaştırıldığında up-regüle (kat değişimi >1) bulundu.  miR-10a kat 

değişimi, yeni tanı hasta grubunda 11,17 kat artmış ve istatistiksel olarak anlamlı 
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bulundu (p=0,003934) (Tablo 21). miR-10a gen ifadesi, tedaviye yanıtlı hasta 

grubunda kontrol grubuna göre 9.82 kat artmış (kat değişimi>1) ve istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p=0,000292) (Tablo 22). Tedaviye yanıtsız hasta grubunda 

ise miR-10a gen ifadesi, kontrol grubuna göre 2,85 kat yüksek (kat değişimi>1) 

bulundu fakat istatistiksel olarak anlamlı değildir (p=0,375747) (Tablo 23). miR-10a 

gen ifadesi tedaviye yanıtsız hasta grubunda, tedaviye yanıtlı hasta grubuyla 

karşılaştırıldığında düşük (kat değişimi<1) bulundu. miR-10a yanıtsız hasta 

grubunda yanıtlı hasta grubuna göre 0,29 kat azalmış ve istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p= 0,006950) (Tablo 24). 

       miR-150 gen ifadesi, yeni tanı hasta rubunda hem kat değişimi hem de 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (kat değişimi=0.98, p=0,863306). miR-150 gen 

ifadesi, tedaviye yanıtlı hasta grubunda 1,58 kat up-regüle (kat değişimi>1) bulundu 

fakat istatistiksel olarak anlamlı değildir( p=0,237789) (Tablo 21, 22). miR-150 gen 

ifadesi, tedaviye yanıtsız hasta grubunda düşük (kat değişimi<1) bulundu ve sonuçlar 

istatistiksel olarak anlamlıdır (kat değişimi=0,08 ve p=0,003212) (Tablo 23). miR-

150 gen ifadesi tedaviye yanıtsız ve yanıtlı hasta grupları arasında 

karşılaştırıldığında, yanıtsız hasta grubunda yanıtlı hasta grubuna göre 0,05 kat düşük 

(kat değişimi<1) ve istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0,000001) (Tablo 24). 

        miR-148b gen ifadesi, yeni tanı ve tedaviye yanıtlı hasta gruplarında yüksek 

(kat değişimi>1)  bulundu fakat bu sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı değildir (kat 

değişimi= 3,78 (p=0,125377)  ve kat değişimi=1,97 (p=0,451892) ( Tablo 21, 22). 

         miR-148b gen ekspresyonu, yanıtsız hasta grubunda kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında düşük (kat değişimi<1) bulundu ve sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlıdır (kat değişimi=0,35 ve p=0,038016) (Tablo 23). miR-148b gen ifadesi 

tedaviye yanıtsız ve yanıtlı hasta grupları arasında karşılaştırıldığında, yanıtsız hasta 

grubunda yanıtlı hasta grubuna göre 0,18 kat düşük ve istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p=0,003557) (Tablo 24). 

        miR-130b gen ekspresyonu tüm gruplarda hem kat değişimi hem de istatistiksel  

olarak anlamlı bulunmadı (Grup1 kat değişimi=1,08, P=0,617569; Grup2 kat 

değişimi=1,03, p= 0,271973; Grup3 kat değişimi= 0,77, p=0,105655)(Tablo 21-24). 
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        Çalışma gruplarımızın kontrol grubuna göre normalize edilmiş ekspresyonları 

aşağıdaki grafiklerde (Scatter Plot - Saçılım Grafiği) gösterilmiştir;  

 
ġekil 18: Yeni tanı grubunun (Grup1) kontrol grubuna göre normalize edilmiĢ 

ekspresyonları. Ortadaki düz siyah çizgi kontrol grubunun ekspresyonlarını 

göstermektedir. Referans gen (Snord 61) ve ekspresyonları kontrol grubuyla aynı 

olan genler düz siyah çizginin üzerinde çıkmaktadır. Kesikli çizgiler yüksek ve 

düşük ekspresyonlar için sınır bölgeleridir. Üst kesikli çizginin sınırı yüksek 

ekspresyonu, alt kesikli çizginin sınırı düşük ekspresyonu göstermektedir. Grafiğe 

göre yeni tanı grubunda (Grup1) miR-10a gen ifadesi kontrol grubuna göre yüksek 

(kat değişimi>1) bulundu ve sonuç istatistiksel olarak anlamlıdır (0,0039349) (Tablo 

21). miR-148b gen ifadesi kontrol grubuna göre yüksek bulundu ancak sonuçlar 

istatistiksel olarak anlamlı değildir (p=0,125377) (Tablo 21). 
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ġekil 19: Tedaviye yanıtlı hasta grubunun (Grup2) kontrol grubuna göre 

normalize edilmiĢ ekspresyonları. Grafiğe göre tedaviye yanıtlı hasta grubunda 

(Grup2) miR-10a ve miR-148b ifadelenmeleri kontrol grubuna göre yüksek (Üst 

kesikli çizginin dışında) bulundu (Tablo 22). miR-10a gen ifadesi istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p=0,000292). Ancak miR-148b gen ifadesi istatistiksel olarak anlamlı 

değildir ( p=0,451892) (Tablo 22).  



 

63 
 

 

ġekil 20: Tedaviye yanıtsız hasta grubunun  (Grup3)  kontrol grubuna göre 

normalize edilmiĢ ekspresyonları. Grafiğe göre tedaviye yanıtsız hasta grubunda 

(Grup3) miR-10a gen ifadesi kontrol grubuna göre yüksek (üst kesikli çizginin 

dışında) bulundu ancak sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı değildir (p=0,375747) 

(Tablo 23).  miR-150 ve miR-148b ifadelenmeleri kontrol grubuna göre düşük (alt 

kesikli çizginin dışında) bulundu ve sonuçlar istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p=0,003212, p=0,038016)  (Tablo 23). 
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ġekil 21 :  Tedaviye yanıtsız hasta grubunun yanıtlı hasta grubuna göre 

normalize edilmiĢ ekspresyonları.  Grafikte; grup1 diye belirtilmiş olan tedaviye 

yanıtsız hasta grubudur,  kontrol grubu diye belirtilen ise tedaviye yanıtlı hasta 

grubudur. Yanıtsız hasta grubunda, miR-10a, miR-150 ve miR-148b gen ifadeleri, 

yanıtlı hasta grubuna göre düşük (alt kesikli çizginin dışında) bulundu ve sonuçlar 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p=0,006950, p=0,000001, p=0,003557). miR-130b gen 

ifadesi hem kat değişimi hem de istaistiksel olarak anlamlı bulunmadı (ortadaki düz 

siyah çizgiye yakın) (p=0,439569) (Tablo 24). (Şekil 21‟de ortadaki siyah düz çizgi 

tedaviye yanıtlı hasta grubunun ekspresyonlarını göstermektedir. Snord61 referans 

gendir. Düşük ekspresyonlar alttaki kesikli çizginin dışına taşmaktadır. İki kesikli 

çizgi arasındaki gen ifadeleri karşılaştırmaya göre yüksek yada düşük çıkmayanları 

göstermektedir. 
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TARTIġMA 

         Kanser ve genetik ilişkisine ait çalışmalarda keşfedilen mikroRNA‟lar  

(miRNA) son derece güncel moleküllerdir. İnsanlardaki keşfi 2000‟li yıllara dayanan 

miRNA‟lar 1993 yılında tanımlanmıştır (13). Küçük endojen bir RNA kümesi olan 

ve messengerRNA (mRNA) üzerinden etkisini gösteren miRNA‟lar 19-25 nükleotid 

büyüklüğündedir. miRNA‟lar insan genomundaki RNA‟ların %1-4‟ünü 

oluşturmaktadır. Hedef mRNA‟ların fonksiyonlarını etkileyerek etkisini gösteren 

miRNA‟ların sayısı 2000‟nin üzerine çıkmıştır. miRNA‟lar hedef mRNA‟ları 

tanıdıktan sonra; mRNA‟ların parçalanması ya da translasyonun baskılanması 

şeklinde işlev görmektedir (15).  

         miRNA‟lar, kromozomların kanserle ilişkili olduğu bilinen kırılgan 

bölgelerinde yer almaktadır. Bu ilişki ilk olarak Kronik Lenfositik Lösemi (KLL) 

hastalarında tespit edilmiş ve miR-15 ve miR-16-1 ifadelerinin bu hastaların çoğunda 

çok düşük ya da hiç ekspre edilmediği gösterilmişitir (20).      

         KML hastalarında ise, teşhis ve tedavi yanıtında biyobelirteç olarak miR-

150‟nin, teşhis için biyobelirteç olarak miR-203‟ün, KML ve AML‟yi ayırt etmek 

İçin miR-17/92 kümesinin, teşhis ve ilaç yanıtı için miR-10a‟nın, ilaç direncinin 

biyobelireç olarak miR-29a/b‟nin rolünün olduğu ileri sürülmüştür (24). Başka bir 

çalışmada ise KML hastaları için iyi prognoz ve kötü prognoz olan miRNA‟lar 

gösterilmiştir (25). 

          miRNA‟ların tümör baskılayıcı ve onkogen olmak üzereiki şekilde işlev 

gördükleri düşünülmektedir. Tümör baskılayıcı olarak işlev görürken; onkogen ya da 

hücre farklılaşmasını veya apoptozisi kontrol eden genleri düzenleyerek kanserleri 

engelleyebilecekleri düşünülmüştür. Onkogen olarak işlev görürken apoptozisi 

kontrol eden genleri veya tümör baskılayıcı genleri negatif etkileyerek kanser 

gelişmesinde rol oynarlar (21).   

          Keşfedildiklerinden bu yana miRNA‟ların işlev ve biyosentez mekanizmaları 

hakkında oldukça fazla bilgi elde edilmiştir. Düzenlenmelerindeki bozukluklar 

birçok kanser tipiyle ilişkilendirilmiş, ekspresyon profillerinin tanı ve tedavide 

faydalı kriterler sağlayacağı düşünülmüştür. Ayrıca kanserlerde düzenlenmeleri 
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bozulmuş birçok miRNA‟nın apoptotik süreçlerde rol oynadığının belirlenmesiyle 

tümör oluşumunda miRNA'ların etkili olduğu belirlenmiştir.  

         Normal dokularda ve tümör dokularında farklı seviyelerde eksprese edilen 

miRNA‟ların tespit edilmesi, aynı miRNA‟ların insan kanserlerinde görevlerinin 

belirlenmesi çeşitli kanserlerdeki rollerinin aydınlatılabilmesi için faydalı olabilir. 

miRNA ifade düzeyi, kanser patogenezindeki rollerini araştırmak için hareket 

noktası olabilir. Bir miRNA‟nın kanserli hücredeki az sentezlenmesi, fazla 

sentezlenmesi veya yokluğu kanserin başlangıcı ve gelişimindeki rolünü çalışmaya 

olanak vermektedir. miRNA‟lar kanserin moleküler patolojisi ile ilgili sorulara yanıt 

olmaya aday gözükmektedirler. miRNA‟ların çeşitli kanserlerde tanı ve tedavide 

kullanılabilmesi için hedeflerinin doğru tanımlanması ve verilerin belirli standartlara 

getirilmesi gerekmektedir. Her miRNA molekülü çok sayıda farklı mRNA‟ya 

bağlanabilmektedir. Benzer şekilde her mRNA molekülü de çok sayıda miRNA‟ ya 

bağlanabilmektedir. Bundan dolayı miRNA‟ların ifade etkinliklerin ve hedeflerinin 

belirlenmesine yönelik yeni bulgulara ihtiyaç vardır. 

         Daha önceden yapılmış olan çalışmaların ışığında biz de bu çalışmamızda, 

KML‟li hastalarda Bcr-Abl miktarları ile miRNA düzeyleri arasındaki ilişkiyi 

araştırdık. Bunun için yeni tanı almış, tedavilerine yanıt alınmış ve tedavilerine yanıt 

alınamamış yani direnç gelişmiş hastalarda hem Bcr-Abl miktarlarını hem de 

miRNA düzeylerini tespit ettik. Bu üç farklı hasta grubu ve sağlıklı kontrol grubunda 

miRNA düzeylerinin belirlenmesi ile “Acaba miRNA‟lar, tanı anında biyomarker 

olarak kullanılabilirmi?  İlaç direncinin erken dönemlerde tespit edilerek en uygun 

tedavi şeklinin belirlenmesine katkı sağlayabilir mi?” diye düşündük. Kotagama ve 

arkadaşları tarafından 2015 yılında yapılan bir çalışmada, KML teşhisinde ve tedavi 

yanıtında bir biyobelirteç olarak miR-150‟ nin, teşhis için biyobelirteç olarak miR-

203‟ün, KML ve AML‟yi ayırt etmek için miR-17/92 kümesinin, teşhis ve ilaç yanıtı 

için miR-10a‟nın, ilaç direncinin biyobelirteci olarak miR-29a/b‟nın rolünün olduğu 

ileri sürülmüştür (24). Yeh ve arkadaşları tarafından 2016 yılında yayınlanan 

makalede genel olarak KML hastaları için kötü prognoz ve iyi prognoz olan 

miRNA‟lar gösterilmiştir. Aynı çalışmada; kronik miyeloid lösemide düzenlenmesi 

en sık bozulan  miRNA'ların, miR-10a, miR-17/92,  miR-150, miR-203 ve miR-328 

olduğu,  miR-17/92‟nin tümör içeriğine bağlı olarak hem bir tümör baskılayıcı hem 
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de bir onkogen olabildiği, miR-17/92'nin tümör baskılayıcı fonksiyonun daha çok 

proliferatif proteinler BCL2, STAT5 ve JAK2 hedef alınarak açıklanabildiği 

belirtilmiştir. Yine aynı çalışmada, CDK inhibitörü CDKN1A' nın (p21) 

hedeflenmesi miR-17 / 92'nin onkojenik rolünü açıklayabildiği, miR-17/92‟nin erken 

kronik fazda, blastik faza göre artmış ekspresyona sahip olduğu belirtilmiştir (25).  

         Böylece daha önce yapılmış çalışmalardan elde edilen bilgiler ışığında, 

miRNA‟lar KML hastalarının teşhisinde kullanılabilir mi? KML hastalarının 

tedaviye yanıt alma süreçlerinde miRNA‟ların katkısı var mı? KML hastalarının 

tedavi süreçlerinde gelişen ilaç direncinde miRNA‟ların etkisi var mı? gibi sorulara 

yanıt aramaya karar verdik. 

         Yukarıdaki sorularımıza yanıt bulabilmek için, sağlıklı bireylerde, yeni tanı 

almış KML hastalarında, tedaviye yanıt alınmış KML hastalarında ve ilaç direnci 

gelişmiş KML hastalarında en yaygın olarak görülme  ihtimali olan kötü prognoza 

sahip;  miR-130b, miR-148b ve  iyi prognoza sahip olan;   miR-10a, miR-150 gen 

ekspresyonlarını araştırdık. 

          İncelenen miRNA‟ lardan miR-10a gen ifadesi, yeni tanı ve yanıtlı hasta 

gruplarında, kontrol grubuna göre yüksek düzeylerde (kat değişimi>1) bulundu. 

miR-10a gen ifadesi kontrol grubuna göre, yeni tanı grubunda 11,17 kat 

(p=0,003934) (Tablo 21), yanıtlı hasta grubunda 9,82 kat (p=0,000292) (Tablo 22) 

yüksek düzeyde (kat değişimi>1) bulundu. Yeni tanı grubunda miR-10a gen 

ifadesinin bu kadar artması miR-10a‟ nın tanı anında biyobelirteç olarak 

kullanılabileceğini (örnek sayısı arttırılmış başka çalışmalarla desteklendikten sonra) 

gösterdiğini düşünmekteyiz. Tedaviye yanıtlı hasta grubunda miR-10a gen ifadesinin 

yeni tanı grubuna yakın çıkması miR-10a‟nın daha önceki çalışmalarda da 

gösterildiği gibi aynı zamanda iyi prognoz olduğunu (örnek sayısı arttırılmış başka 

çalışmalarla desteklendikten sonra)  göstermiştir (25). Diğer yandan mir-10a gen 

ifadesi tedaviye yanıtsız ve yanıtlı hasta grupları arasında karşılaştırıldığında, 

yanıtsız hasta grubunda, yanıtlı hasta grubuna göre 0,29 kat azalmış (kat değişimi<1) 

bulundu ve sonuçlar istatistiksel olarak anlamlıydı (p=0,006950) (Tablo 24). 

        Bu sonuçların, tedavilerine devam edilen KML hastalarında belirli peryotlarla 

mir-10a düzeylerine bakılarak ilaç yanıtının öngörülmesi anlamında fikir 

verebileceğini düşünmekteyiz. 
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         Aynı şekilde yine KML hastalarında iyi prognoz göstergesi olduğu daha önceki 

çalışmalarda gösterilmiş olan miR-150 gen ifadesi yeni tanı grubunda kat-değişimi 

ve istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (kat değişimi=0.98, p=0,863306) (25). 

Tedaviye yanıtlı hasta grubunda miR-150 gen ifadesi kontrol grubuna göre artmasına 

rağmen istatistiksel olarak anlamlı çıkmadı ( p=0,237789)  (Bu sonucun hasta sayısı 

arttırılmış başka çalışmalarla desteklenmesi gerektiğini düşünmekteyiz). miR-150 

gen ifadesi tedaviye yanıtsız hasta grubunda kontrol grubuna göre azalmış olarak 

bulundu (kat değişimi<1) ve sonuçlar istaistiksel olarak anlamlıdır (p=0,003212) 

(Tablo 23). miR-150 gen ifadesi tedaviye yanıtsız ve yanıtlı hasta gruplarında 

karşılaştırıldığında yanıtsız hasta grubunda, yanıtlı hasta grubuna göre 0,05 kat 

azalmış olarak bulundu (p=0,000001) (Tablo 24). miR-150 gen ifadesinin yanıtsız 

grupta, hem kontrol grubuna hem de yanıtlı gruba göre düşük düzeyde çıkması, ilaç 

direnciyle ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Örnek sayısı arttırılmış başka 

çalışmalarla desteklendikten sonra daha net fikirler ileri sürülebilir. 

         Çalıştığımız miRNA‟lardan miR-148b hem yeni tanı hem de tedaviye yanıtlı 

grupta yüksek (kat değişimi>1) bulundu fakat sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı 

değildir (kat değişimi= 3,78, p=0,125377); kat değişimi=1,97, p=0,451892). Örnek 

sayısı arttırılmış yeni çalışmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Tedaviye yanıtsız 

grupta miR-148b düzeyi kontrol grubuna düşük düzeylerde (kat değişimi<1) bulundu 

ve sonuçlar istatistiksel olarak anlamlıdır (p=0,038016) (Tablo 23). miR-148b gen 

ifadesi yanıtsız ve yanıtlı hasta gruplarında karşılaştırıldığında yanıtsız hasta 

grubunda, yanıtlı hasta grubuna göre 0,18 kat azalmış olarak bulundu ve sonuçlar 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p=0,003557) (Tablo 24). miR-148b gen ifadesinin 

yanıtsız grupta, hem kontrol grubuna hem de yanıtlı gruba göre düşük düzeyde 

çıkması, ilaç direnciyle ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Örnek sayısı 

arttırlmış başka çalışmalarla desteklendikten sonra daha net fikirler ileri sürülebilir.  

        Çalıştığımız diğer miRNA olan miR-130b tüm hasta gruplarında kat değişimi ve 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (yeni tanı grubu kat değişimi=1,08, P= 

0,617569; yanıtlı hasta grubu kat değişimi=1,03, p= 0,271973;  yanıtsız hasta grubu  

kat değişimi=0,77, p=0,105655) ( Tablo 21-24). 
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SONUÇ 

Sonuç olarak; 

1. KML hastalarında miR-10a‟nın örnek sayısı arttırılmış başka çalışmalarla 

desteklendikten sonra teşhis için biyobelirteç olarak kullanılabileceğini 

düşünmekteyiz. Çünkü miR-10a ifade düzeyi, yeni tanı hasta grubunda kontrol 

grubuna göre 11,17 kat daha yüksek bulundu ve sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p=0,003934). 

2. Tedaviye yanıtsız KML hastalarında miR-150 ve miR-148b ifade düzeylerinin 

azalması tedaviye yanıt alınamamasında anlamlıdır. Çünkü tedaviye yanıtsız hasta 

grubumuzda hem miR-150 (kat değişimi=0,08 ve p=0,003212) hem de miR-148b 

(kat değişimi=0,35 ve p=0,038016) gen ifadeleri hem kontrol grubuna hem de 

tedaviye yanıtlı hasta grubuna göre düşük düzeylerde bulundu. Başka çalışmalarla 

desteklendikten sonra miR-150 ve miR-148b gen ifadelerinin arttırılabilmesi 

çalışmalarının, ilaç direnci gelişmiş hastalarda tedavi seçeneklerine eklenebileceğini 

düşünmekteyiz. 

3. Tedaviye yanıtlı hasta grubunda miR-10a gen ifadesi, yeni tanılı hastalara yakın 

düzeyde olduğu için, aynı zamanda tedaviye yanıtsız hasta grubuyla 

karşılaştırıldığında tedaviye yanıtsız grupta düşük düzeyde (0,29 kat azalmış) 

(p=0,006950) bulunduğu için başka çalışmalarla desteklendikten sonra, tedavi 

süresince belirli peryotlarda miR-10a gen ifadesine bakılmasının, tedaviye yanıt alma 

anlamında fikir verebileceğini düşünmekteyiz. 
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