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KISA ÖZET  
HOTAIR epigenetik düzenleme, apoptoz ve hücre döngüsü dahil çeşitli biyolojik 

süreçlerde rol oynayan uzun kodlamayan ribo nükleik asittir. Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda HOTAIR‘ın kanser olmayan komşu dokularla karşılaştırıldığında insanda 

görülen çeşitli kanserlerde yüksek oranda eksprese edildiği rapor edilmiştir. Literatürde 

hematolojik hastalıklarda HOTAIR’ın ifade profili ve prognostik önemi hakkında yeterli 

bilgi bulunmamaktadır.  

Bu çalışmada, HOTAIR ve HOXD genlerinin AML ve KML gibi lösemilerle olan 

ilişkisi ve bu genlerin prognostik önemini araştırmak amaçlanmıştır. 

Çalışmamızda Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Gevher Nesibe Hastanesi Tıbbi 

Genetik Laboratuvarına gelen 30 AML ve 30 KML hastası ve kontrol grubu olarak da 

20 sağlıklı bireyin periferik kan örnekleri kullanılarak total RNA izole edildi ve cDNA 

elde edildi. Real Time PCR yöntemi ile HOTAIR ve HOXD genlerinden HOXD8, 

HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade seviyeleri belirlendi. 

AML hasta grubunda HOTAIR geninin ifade düzeyi kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark görülmedi (p>0.05). KML hasta 

grubunda; HOTAIR geninin ifade düzeyinde kontrol grubuna göre istatistiksel yönden 

anlamlı bir artış olduğu görüldü (p<0.05). AML ve KML hasta gruplarında HOXD9 ve 

HOXD11 genlerinin ifade düzeylerinde kontrol grubuna göre istatistiksel yönden 

anlamlı bir azalma olduğu görüldü (p<0.05).  

Sonuç olarak; HOTAIR geninin, KML hastalarında HOXD9 ve HOXD11 genlerinin 

ifadesini baskılayarak onkojenik faaliyet gösterdiği, HOTAIR’ın ifade profillerinin 

KML hastalarının prognostik olarak sınıflandırılmasında ve ilaç direncinin öngörülmesi 

ve izlenmesinde potansiyel bir biyomarkır olabileceği, daha fazla hasta sayısı içeren 

protein düzeyindeki çalışmalarla da desteklenerek söylenebilir. 

Anahtar Kelimeler:  HOTAIR, lnc RNA, AML, KML, Prognoz 
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ABSTRACT 

HOTAIR is a long non-coding ribonucleic acid that plays a role in various biological 

processes including epigenetic regulation, apoptosis and cell cycle. In recent years 

studies have reported that HOTAIR is highly expressed in various human cancers when 

compared to non-cancer adjacent tissues. There is not enough information about 

HOTAIR's expression profile and prognostic value in hematologic diseases in the 

literature. 

In this study, we aimed to investigate the relationship of HOTAIR and HOXD genes 

with leukemia such as AML and CML and the prognostic significance of these genes. 

In our study, total RNA was isolated from peripheral blood samples of 30 patients with 

AML and 30 patients with CML who came to the Medical Genetics Laboratory of 

Erciyes University Medical Faculty and 20 healthy individuals as a control group and 

cDNA was obtained. Expression levels of the HOXD8, HOXD9 and HOXD11 genes 

from the HOTAIR and HOXD genes were determined by the Real Time PCR method. 

When the expression level of the HOTAIR gene in the AML patient group was 

compared with the control group, there was no statistically significant difference        

(p> 0.05). In the CML patient group; there was a statistically significant increase in the 

expression level of the HOTAIR gene compared to the control group (p<0.05). The 

expression levels of HOXD9 and HOXD11 genes in AML and CML patient groups 

were found to be statistically significantly lower than control group (p<0.05). 

As a result; It can be said that the HOTAIR gene is supported by also protein level 

studies that include oncogenic activity by suppressing the expression of HOXD9 and 

HOXD11 genes in CML patients, the classification of HOTAIR expression profiles as 

prognostic for CML patients, and the possibility of a potential biomarker in anticipating 

and monitoring drug resistance. 

Keywords: HOTAIR, lncRNA, AML, CML, Prognosis                                 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Memeli genomunun yaklaşık %1.5’luk kısmı messenger RNA’ları (mRNA) ifade 

etmektedir. Protein kodlayan mRNA’ların dışında kalan %98.5’luk bir kısmı protein 

kodlamayan uzun ve kısa RNA’lardan oluşmaktadır (1,2). Genomun farklılığı ve 

karmaşık yapısı bu bölgelerden kaynaklanmaktadır (2). Nükleotid sayısı 200’den daha 

fazla olan RNA’lar uzun kodlamayan RNA’lar olarak tanımlanmaktadır (3). Homeobox 

Transkript Antisense İntergenik RNA (HOTAIR) uzun kodlamayan RNA’lar 

arasındadır. 2158 nükleotid içeren 12.kromozomda lokalize olmuş lncRNA’dır (4). 

Yapılan son çalışmalarda; kanser olmayan komşu dokularla karşılaştırıldığında, insanda 

görülen çeşitli kanserlerde HOTAIR‘ın daha fazla eksprese edildiği rapor edilmiştir. 

Yapılan kapsamlı analizlerde ise; HOTAIR’ların kanser metastazında, tümör 

boyutlarında, yaşam süresinin kısalmasında ve ileri derece patolojik aşamalarda 

bağımsız prognostik faktör olduğu gösterilmiştir (5). HOTAIR’ın ifadesinin 

baskılanmasıyla hem in vitro hem de in vivo koşullarda tümör oluşumu ve çoğalması 

inhibe olmaktadır (6). Bu nedenle kanser araştırmalarında HOTAIR yeni bir çalışma 

alanı olmaya başlamaktadır. Literatürde, hematolojik hastalıklarda HOTAIR’ın ifadesi 

ve prognostik önemi hakkında yeterli bilgi bulunmamaktadır.  

Akut ve kronik lösemiler başlıca hematolojik hastalıklardandır. Kan kanseri olarak da 

adlandırılan lösemi; kemik iliğinde blast adı verilen anormal hücrelerin birikmesiyle 

meydana gelen, bu hücrelerin periferik kana ve tüm dokulara yayılması sonucu oluşan 

malign bir hastalıktır. Genel olarak akut lösemiler erken yaşlarda ortaya çıkmaktadır. 

Kronik lösemiler ise yetişkinlerde görülmektedir. Kronik Myeloid Lösemi (KML)     

25-60 yaş aralığında gözlenir ve yetişkinlerde görülen lösemilerin %20-30'unu 

oluşturmaktadır. Akut Myeloid Lösemi (AML) her yıl tanı konan yeni lösemilerin 

yaklaşık %20’sini oluşturur. Kronik lösemilerde sağkalım süresi yıllarla ölçülebilirken 
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akut lösemiler, hastada genelde kötü seyirlidir ve tedavi edilmediği takdirde sağkalım 

süresi haftalar veya birkaç ayla sınırlı olan hastalıklardır (7).  

Hastanın genetik profiline göre en uygun tedavi seçilmelidir. Bu amaca yönelik son 

zamanlarda uzun kodlamayan RNA’ların kanser tanısında biyomarkır olarak 

kullanılması için çalışmalar yapılmaktadır (8). 

Bu çalışmada, HOTAIR ve HOXD genlerinin AML ve KML gibi lösemilerle olan 

ilişkisi ve bu genlerin prognostik önemini araştırmak amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 2.1. KODLAMAYAN RNA'LAR 

Ribo Nükleik Asit (RNA), bir nükleotid birimi, bir azotlu organik baz, bir şeker ve bir 

fosfat molekülünden oluşan bir polimerdir. Her nükleik asit bir diğeriyle birleşir ve tek 

yapılı bir zincir oluşur. Genetik bilgileri üzerinde taşıyan Deoksiribo Nükleik Asit 

(DNA)’den farklı olarak RNA, tek zincirli bir yapıya sahiptir. Timin yerine urasil bazı 

ve riboz şekeri içermektedir. Bir RNA molekülünün sentezi DNA yönetimi altında 

gerçekleşmektedir. DNA replikasyonu sırasında kalıp zincir görevi gören tamamlayıcı 

zincir, bir RNA nükleotid dizisinin oluşması için de kalıp görevi görür. Böylece üretilen 

RNA her canlının kendine özgü genlerinin güvenilir bir kopyasını içermektdir. Bu tip 

bir RNA molekülü protein sentezi için gerekli olan genetik bilgiyi DNA’dan protein 

sentezi yeri olan ribozomlara taşıdığı için mRNA olarak adlandırılır (9). Genetik 

bilginin proteine translasyonu süreçlerinde mRNA dışında farklı tipte RNA’lar da bu 

sürece katılmaktadır. mRNA, DNA’daki bilgiyi protein sentez yeri olan ribozomlara 

taşır. Ribozomal RNA (rRNA), ribozomun en önemli kısımlarını oluşturur. Taşıyıcı 

RNA (tRNA) ise protein sentezinde kullanılmak üzere aminoasitlerin taşınmasında 

gereklidir (10). Ancak insan genomunun yaklaşık %1.5'u protein kodlayan gen 

dizilerinden oluşurken, protein kodlayan mRNA’ların dışında kalan %98.5'lik bir kısmı, 

protein kodlamayan uzun ve kısa RNA’lardan oluşmaktadır (1,2). Proteine translasyonu 

gerçekleşmeyen bu işlevsel RNA molekülleri, non coding (nc) RNA’lar olarak 

adlandırılır (11).  Genomun farklılığı ve karmaşık yapısının çoğu bu bölgelerden 

kaynaklanmaktadır (2).  

Önceleri sadece bilgiyi depolayan ve DNA ile protein arasında basit bir bilgi taşıyıcısı 

olarak görülen RNA’nın, organizmaların gelişiminde önemli bir rol oynadığı ve kilit bir 

molekül olduğu artık bilinmektedir (12). Örneğin, yaşamsal kodlamayan RNA’lar 

olarak bilinen tRNA, rRNA ve small nükleer (sn) RNA’lar protein sentezi başta olmak 
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üzere hücresel birçok işlemlerin kritik bileşenleridir (13). Bu ncRNA’lar hücresel cevap, 

biyolojik olayların katalizlenmesi gibi pek çok göreve sahiptir. Transkripsiyon ve 

trankripsiyon sonrası gen susturulmasında görev alırlar (14). Ayrıca kromozomların 

yeniden modellenmesi gibi görevleri de üstlenirler (15).   

RNA interferans (RNAi), canlı hücreler içinde yer alan ve hangi genlerin proteine 

translasyon olacağını belirleyen ve kontrol eden transkripsiyon sonrası gen susturma 

mekanizmasıdır. Bu mekanizma doğal bir işlem olup, canlı organizmadaki biyolojik 

fonksiyonu, hem virüs kalıtım materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik 

elementlere karşı genomu korumak hem de ökaryotik organizmaların gelişimsel 

programlarının fonksiyonu için önemli olan transkripsiyon sonrası gen susturma ile gen 

regülasyonunda önemli rol oynamaktır (16). Mayalardan memelilere kadar tüm 

ökaryotlarda bulunan RNAi mekanizmasında mikroRNA (miRNA) ve small interfering 

RNA (siRNA) rol almaktadır (17). Bu ncRNA dizilerinin belirlenmesi ve 

fonksiyonlarının aydınlatılması; RNAi, post-transkripsiyonel düzenleme, gen 

susturulması gibi kavramların ortaya çıkmasını sağlamıştır (18). 

Sayıları her geçen gün artan ncRNA’lar genellikle uzunluklarına göre sınıflandırılırlar 

(19). Kısa düzenleyici RNA’ların uzunlukları 15-40 baz çifti arasında değişmektedir. 

Bunlara örnek olarak siRNA, miRNA ve P-element induced wimpy testis (PIWI) 

proteini ile etkileşimi olan piRNA verilebilir (14).   

miRNA, 20-23 nükleotid uzunluğunda olup sayısı insanlarda 1000'i geçmektedir (20). 

Primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafından genomik 

DNA'dan sentezlenir. pri-miRNA 500-3000 baz uzunluğunda, "cap" ve "poli A" 

kuyruguna sahip sap-ilmik yapısındadır. pri-miRNA’lar, RNaz tip III enzimi olan 

Drosha-Pasha (insan DGCR8) protein kompleksi tarafından kesilerek pre-miRNA 

oluştururlar (21). pre-miRNA nüklear transport reseptör ile nükleustan sitoplazmaya 

geçer. miRNA'lar sitoplazmada RNAaz tip III enzim ailesinden Dicer adlı endonükleaz 

ile kesilerek 18-24 nükleotid uzunluğunda çift zincirli miRNA dubleksine çevrilir. Bu 

dubleksin bir ipliği olgun miRNA olarak görev yaparken, diğeri nükleazlar tarafından 

parçalanır. Dicer, aynı zamanda RNA ile tetiklenmiş susturma kompleksi (RNA-

induced silencing complex; RISC) oluşumunu başlatır. RISC kompleksinin içinde yer 

alan bir RNAz olan argonaute'un etkisiyle bu iki iplikten 5' ucu daha kararlı olanı 

seçilip komplekse dahil edilir. Bu iplik kılavuz iplik (guide strand) olarak adlandırılır. 

Diger iplik, anti-kılavuz veya yolcu iplik olarak adlandırılır, RISC kompleksinin 



5 

substratı olarak sindirilir. miRNA'lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, 

ya argonaute proteinleri yardımıyla miRNA'nın yıkımına ya da protein translasyonunun 

baskılanmasına neden olurlar (22). 

miRNA’lar mRNA moleküllerinin proteine çevrilmesini engelleyerek ya da onların 

yıkımına yol açarak gen ifadesini negatif olarak düzenlerler (23). Ayrıca, miRNA'ların 

her birinin birden fazla mRNA'nın ifadesini düzenleyebildiği ve mRNA'ların her birinin 

de birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildiği görülmektedir (24). Protein 

kodlayan genlerin en az üçte birinin miRNA’lar tarafından düzenlendiği 

düşünülmektedir. Dolayısıyla miRNA’lar, hücre gelişimi, farklılaşma, gen 

düzenlenmesi, kromatin düzenlenmesi ve apoptoz gibi farklı yolakları düzenleyerek 

hücrede ve dolayısıyla kanser gelişiminde son derece kritik rol oynarlar (13).  

Calin ve ark. 2001 yılında Kronik Lenfositik Lösemi (KLL) hastalarında yaptıkları 

moleküler çalışmada, miRNA’ların kanser gelişim süreci ile ilişkisini ilk defa ortaya 

koymuştur. miR-15 ve miR-16’da meydana gelen bozuklukların, 13q14 kromozom 

delesyonuna neden olarak KLL’ye yol açması ile miRNA’ların kanser gelişim süreci ile 

ilişkisi gösterilmiştir (25).  

Özellikle insanlarda görülen karmaşık hastalıklarda, tüm değişkenlerin %95’i protein 

kodlayan düzenleyici RNA dizilerinde aranırken son yıllarda birçok ncRNA dizisinin 

belirlenmesi ve fonksiyonlarının açıklanmasıyla başta kanser olmak üzere pek çok 

hastalıkta ncRNA’ların ifade düzeylerinin değiştiği gösterilmiştir (26). Bu ncRNA’ların 

kanserli dokudaki ifade düzeylerinin ölçülmesi yoluyla, özellikle hastalığın prognozu ile 

ilgili bilgi edinilmekte ve böylece ncRNA’lar biyomarkır olarak kullanılabilmektedir 

(27). ncRNA’ların sadece kanser oluşumu ve gelişiminde yer almadığı;  kardiyolojik, 

nörolojik, inflamatuvar hastalıklardan, işitme kaybı ve kromozom anomalilerine kadar 

geniş bir hastalık grubunda etkili oldukları belirlenmiştir (28). 

 

2.1.1. Uzun Kodlamayan RNA'lar 

Uzun kodlamayan RNA’lar (lncRNA) da nükleotid sayısı 200 den fazladır ve bu 

RNA’lar aynı zamanda makro RNA ve uzun intergenik kodlamayan RNA olarak da 

adlandırılır. lncRNA’lar genellikle genomda genler içinde, intron içinde, genler arası 

bölgede veya protein kodlayan genlerin karşı zincirlerinde yerleşik olabilmektedirler. 

Protein kodlayan genler ile birlikte, konumuna göre bir lncRNA, sense, antisense, 
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bidirectional (iki yönlü), intronik ve intergenik olarak beş kategoriden bir veya daha 

fazlasına sınıflandırılabilir (29).   

lncRNA’ların yer aldığı gen bölgelerinin histon modifikasyonlarının RNA polimeraz II 

ilişkili olması, bu bölgelerde RNA polimeraz II varlığının gösterilmesi, moleküllerin 5’ 

şapka ve poli-A kuyruğuna sahip olmaları, yazılımın RNA polimeraz II tarafından 

gerçekleştirildiğini gösteren biyokimyasal kanıtlardır (30). İnsan genomunun ayrıntılı 

açıklanmsıyla elde edilen bulgular binlerce lncRNA'nın var olduğunu göstermektedir.  

Bugüne kadar yapılan en kapsamlı araştırmalarla; toplamda tahminen 140.000    

ncRNA’nın var olduğunu ve 58.648’inin (%79'u daha önce açıklanmamış) lncRNA 

olup bu moleküllerin geniş bir sınıfı oluşturduğu tahmin edilmektedir (31,32). 

Maternal allelden eksprese edilen ve embriyogenezde ve insan karsinogenezisinde rol 

alan H19 geni, 1990 yılında tanımlanan ilk lncRNA’dır (33). H19'un keşfinden kısa bir 

süre sonra, gen susturma X inaktif spesifik transkripti (XIST) keşfedilmiştir (34). 

Bununla birlikte, ilk miRNA olan lin-14'ün keşfi ve daha sonraki miRNA alanındaki 

atılımlar, ncRNA araştırmasına odaklanmasını lncRNA'lardan miRNA'lara çekmiştir. 

İlk defa C.elegans’ın gelişimini çalışan Lee ve ark. tarafından 1993 yılında tanımlanan 

lin-4 olarak adlandırdıkları genin hiçbir protein kodlamamasına karşın 22 nükleotid 

uzunluğunda küçük bir RNA transkribe ettiği rapor edilmiş ve miRNA terimi 2001 

yılından itibaren kullanılmaya başlanmıştır (35,36). lncRNA ile ilgili araştırmalar, bütün 

transkriptom dizilendirme teknikleriyle gelişerek önemli derecede büyümüştür. 

lncRNA'nın birkaç yeni fonksiyonel açıklamasıyla birleştirilmiş yeni teknolojiler, 

lncRNA keşfini ve işlevsel araştırmalarını büyük ölçüde hızlandırmıştır (37). 

lncRNA’ların işlevi tam olarak bilinmemekle birlikte, lncRNA'nın artan sayıları ve 

birçok biyolojik sürece katılımı için biriken kanıtlar, normal ve malign hücrede önemli 

fonksiyonlara sahip olduklarını göstermiştir (38). lncRNA dizisi, DNA ya da RNA 

özgül dizilerine bağlanarak veya proteinlere bağlanarak işlev görürler. Bu diziler gen 

ifadesinin yanı sıra protein sentezini de düzenler. Bazı lncRNA’lar, kromatin 

düzenlemesi ve yapısının yanında doğrudan yazılımı düzenleme işlevleri ile de deneysel 

olarak tanımlanmıştır (39). 

Son zamanlarda yapılan araştırmalar ile bu moleküllerin etki mekanizmaları yeni yeni 

ortaya çıkmakta ve olası mekanizmaları; RNA polimeraz II aktivitesini inhibe ederek 

genlerin transkripsiyonuna müdahale edebilmesi, kromatinin yeniden modellenmesi ve 

histon modifikasyonları indükleyerek gen ifadesinin azalmasına neden olabilmesi, bir 
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antisens lncRNA’nın tamamlayıcı transkripti hibridize ederek alternatif splice 

modellerini değiştirebilmesi, lncRNA ve mRNA'nın hibridizasyonu Dicer'in endojen 

siRNA'ları üretmesine izin vermesi, lncRNA'ların protein ortaklarına bağlanabilmesi, 

protein aktivitesini düzenleyebilmeleri, yapısal bileşenler olarak görev alabilmesi veya 

protein lokalizasyonunu değiştirebilmesi ve lncRNA'ların belirli süreçlerden geçerek 

küçük RNA öncüleri üretebilmesi olarak açıklanmıştır (8).  

lncRNA’ların birçoğunun farklı kanser türlerinde ifade düzeylerinin değiştiği 

bildirilirken, kanser gelişimindeki rolleri tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle bu 

moleküllerin mekanizmalarının aydınlatılması güncel araştırma konularından birini 

oluşturmaktadır. Yapılan çalışmalar, lncRNA’ların birçok hücresel yolakta görev 

aldığını ve kanserde düzenlenmelerinin bozulduğunu ortaya koymaktadır (40). 

 

2.2. HOTAIR  

İnsanda HOTAIR (Homeobox Transkript Antisense Intergenik RNA) 12. kromozomun 

HOXC lokusunda HOXC11 ve HOXC12 arasındaki intergenik bölgede lokalize, çeşitli 

kanserlerde ifadesi artan 2158 nükleotidli 6 ekzondan oluşan lncRNA’dır (4). HOTAIR 

ilk olarak 2007 yılında Rinn ve ark. tarafından 2. kromozom üzerinde HOXD geninin 

ifadesini baskılayan bir lncRNA olarak keşfedilmiştir (8). HOTAIR 12q13 

kromozomunda bulunan HOXC geninin antisense zincirinden transkribe olur. HOTAIR; 

HOXC12 ve HOXC11 tarafından çevrelenmiştir (Şekil 2.1.) (41).  

 

 

Şekil 2.1. HOTAIR' in genomik lokalizasyonu (41) 
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İlk olarak Drosophila melanogaster’de tanımlanan PcG genleri, memelilerde son derece 

korunmuş, histon modifikasyonu yoluyla gen susturulmasını uyaran ve sonuçta 

kromatin yapısını etkileyen, polycomb baskılayıcı kompleks-1 (PRC1) ve polycomb 

baskılayıcı kompleks-2 (PRC2) olmak üzere iki büyük PcG protein sınıfını oluşturur 

(42). PRC1, histon 2A lizin 119 monoubikinitasyonu (H2AK119ub1) ile erken 

embriyogenez için çok önemlidir (43). PRC2 ise bir histon H3 lizin 27 (H3K27) 

metilazdır ve embriyonel gelişim ve kanser oluşumu sürecinde gen susturulmasında 

görev almaktadır (44). 

HOTAIR da dahil olmak üzere lncRNA'lar ve polycomb proteinleri arasındaki ilişki 

epigenetik düzenlenmedeki gen susturulma olayında ortak bir mekanizma olarak kabul 

edilir. PRC2 tek başına genomik bölgeleri hedefleyemez ve susturamaz. Bunun yerine, 

PRC2'yi genomun spesifik bölgelerine yönlendirmek için HOTAIR bağlanması 

gereklidir. Böylece PRC2 gen ifadesini ilişkilendirir ve epigenetik olarak susturur. 

HOTAIR bağlanması, PRC2'nin genom çapında yeniden hedeflenmesine neden olur. 

HOTAIR, sırasıyla PRC2 ve lizine spesifik demetilaz 1 (LSD1) komplekslerine 

bağlanan 5 've 3' alanlarından oluşan bağımsız iki alan içerir. HOTAIR-PRC2-LSD1 

kompleksi daha sonra 2. kromozom üzerindeki HOXD lokusunu hedef alır ve 

metastazın bastırılmasında rol oynayan genleri susturur (Şekil 2.2.) (45). 

 

Şekil 2.2. HOTAIR’ın gen susturma mekanizmasındaki rolü (45) 

 

HOTAIR, doğrudan c-MYC ya da dolaylı olarak SETDB1/STAT3 sinyal yolağı 

tarafından indüklenebilmektedir (46). HOTAIR'ın, metastazı teşvik etmek için kromatini 
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yeniden programladığı açık olup tümör oluşumunda, metastazda ve ilaç direncinde 

moleküler mekanizmaları araştırılmaktadır (47). 

2.2.1. Kanserde HOTAIR 

Çoğu insan kanserinde, kanserli olmayan bitişik dokularla karşılaştırıldığında, yüksek 

düzeyde HOTAIR eksprese olduğu tespit edilmiştir (47). HOTAIR kanser hücrelerinde 

fazla eksprese edildiği zaman tümör baskılayıcı miRNA’ları (miR-34a, miR-141) 

antagonize etmektedir (6,48). Mide kanseri hücrelerinde HOTAIR’ın rekabetçi bir 

endojen RNA olarak görev yaptığı ve bu şekilde miR-331-3p inhibisyonu ile onkogen 

insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2)’nin ifadesini arttırdığı ve epitelyal-

mezenkimal geçişleri (EMT) kolaylaştırdığı gösterilmiştir (6).  

Ma ve ark. safra kesesi kanseri dokularında c-MYC ve HOTAIR’ın mRNA seviyeleri 

arasında pozitif bir korelasyon gözlenirken miR-130a'nın negatif korelasyon 

gösterdiğini bildirmişlerdir (48). Akciğer kanser hücrelerinde HOTAIR’ın, genleri ve 

sinyal yolaklarını düzenlediği; fazla ifadesinin metastaz ve kötü prognoz ile ilişkili 

olduğu bildirilmiştir (49). Zhuang ve ark. akciğer kanserinde HOTAIR’ın tip 1 kollajen 

tarafından indüklenerek tümör mikroçevresinde anormal şekilde eksprese edildiğini 

göstermişlerdir (50). Bhan ve ark. yaptığı bir çalışmada göğüs kanseri dokusuna göre 

göğüs kanseri hücrelerinde HOTAIR’ın daha az eksprese edildiğini belirtmişlerdir. Bu 

durumda hücre kültürlerinde metastaz teşvik sinyallerinin HOTAIR ifadesini 

etkileyebileceğini ifade etmişlerdir (51).  HOTAIR’ın göğüs kanseri hücrelerinde 

estradiol, bisfenol-A ve dietilstilbestrol tarafından transkripsiyonel olarak indüklendiği 

rapor edilmiştir (52).  

HOTAIR’ın insanlarda kolon, kolorektal, gastrik adenokarsinoma dokular, nazofarenks 

karsinomu, birincil hepatoselüler karsinom, böbrek karsinomu hücreleri gibi çeşitli 

kanser türlerinde fazla eksprese edildiği bildirilmiştir (4, 53-57).  

Prostat kanseri, pankreatik karsinom, sarkom ve diğer tümör tipleri arasında HOTAIR 

ifadesi yönünden bir ilişki olduğu bildirilmiştir (58).  

Li ve ark. yaptığı bir çalışmada HOTAIR’ın fosfataz ve tensin (PTEN) homolog 

metilasyonunu teşvik ettiğini belirtmişlerdir. Bu nedenle insan larinks skuomöz kanser 

hücrelerinde onkojenik bir rol oynadığı rapor edilmiştir. PTEN’in metilasyonu 

sonucunda mRNA ve protein düzeylerinde PTEN’in ifadesi azalmaktadır. Bu olay 

sonucunda P13-AKT-mTOR sinyal yolakları aktive olmakta ve p53 aracılı apoptozis 

baskılanmaktadır (59).  
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HOTAIR ile Wnt inhibitör faktör 1 (WIF-1) arasında ters korelasyon vardır. HOTAIR'ın 

WIF-1 ifadesini inhibe ettiği ve Wnt yolağını aktive ettiği bildirilmiş ve bu durum 

özofagus skuamöz karsinom hücreleri ve dokularında gösterilmiştir (60).  

WIF-1, Wnt / beta-katenin sinyalizasyon yolunda önemli bir rol oynar. HOTAIR, 

promotor bölgesinde histon H3K27 metilasyonunu teşvik ederek WIF-1 ifadesini 

doğrudan baskılar ve daha sonra Wnt / beta-katenin sinyal yolağını aktive eder. Wnt / 

beta-katenin sinyal yolunun aktivasyonu, miR-200a seviyesini azaltarak EMT’yi 

desteklediği gösterilmiştir (61). 

Temel olarak, HOTAIR’ın ifadesinin baskılanmasıyla hem in vitro hem de in vivo 

koşullarda tümör oluşumu ve çoğalması inhibe olmaktadır (56,62). 

Neticede HOTAIR’ın; insanda çeşitli kanserlerde proliferasyonu, metastazı, EMT’yi 

sağladığı ve ilaç direnci üzerinde önemli bir etkiye sahip olduğu bildirilmiştir. Bununla 

birlikte, kanserde düzensizliğe yol açan mekanizması aydınlatılmaya devam etmektedir 

(47). 

 

2.3. HOX GENLERİ  

HOX genleri, birçok gelişimsel süreçte işlev gören önemli transkripsiyon faktörlerini 

kodlayan düzenleyici genler olarak işlev görür. Tüm homeotik genler HOX denilen 180 

nükleotidlik ortak bölge içermektedir. Bu bölgeler bugüne kadar belirlenen tüm HOX 

genlerinde bulunan temel DNA bağlanma alanını oluşturmaktadır (63). HOX genleri ilk 

olarak 1978 yılında Drosophila'da keşfedilmiştir. Son 30 yıl içinde hidradan insana 

kadar geniş bir dizi hayvan grubunda analiz edilen HOX genleri, anterior-posterior 

eksen gelişiminin önemli düzenleyicileri olarak tanımlanmıştır. HOX genleri, her 

lokusta ardışık olarak düzenlenir, böylece 3 'ile 5' pozisyonlarının dağılımı paralel olur 

ve embriyoda 3 'faktör anterior olarak, 5' faktör posterior olarak ifade edilir (64).  

Memelilerde HOXA, HOXB, HOXC ve HOXD olmak üzere 4 gruba ayrılan 39 çeşit 

HOX geni farklı kromozomlarda lokalize olmaktadır. HOXA 7. kromozom (7p15.3), 

HOXB 17. kromozom (17p21.3), HOXC 12. kromozom (12q13.3) ve HOXD geni 2. 

kromozom (2q31) üzerinde yer alan homolog bir sekans organizasyonunda düzenlenmiş 

9-11 arasında gen içermektedirler (65). HOX genleri, embriyonik gelişim sırasında 

anterior-posterior vücut ekseni modellemesinde önemli bir rol oynayan transkripsiyon 

faktörleri olmalarının yanı sıra son yıllarda, postnatal gelişme sırasında da fonksiyonel 

rolleri tespit edilmiştir (66). Ayrıca, embriyonik gelişim sonrası bazı organlarda da 
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eksprese olduğu ve dokuya özgü yapının devamının sağlanmasında rolleri olduğu ileri 

sürülmüştür (67).  

HOX genlerinin çeşitli fizyolojik ve patolojik süreçlerde oynadığı rollerle ilgili önemli 

ölçüde bilgiler elde edilmiştir (64). HOX genleri birçok hücresel süreçte kritik 

düzenleyici rol oynaması nedeni ile bu genlerin ifadesindeki değişimler mutasyonlarda 

çoğalma, büyüme ve farklılaşma gibi çoğu mekanizmayı etkileyerek kanser gelişiminde 

önemli bir rol oynamaktadır (68).  Yapılan çalışmalarda akciğer karsinoması, 

nöroblastom, glioma, yumurtalık kanseri ve lösemi gibi tümörlerde HOX genlerinin 

ifadelerindeki değişimler bildirilmiştir (63). Cillo ve ark. tarafından yapılan bir 

çalışmada, insanda görülen böbrek, kolon ve akciğer kanserlerinde, bazı HOX 

genlerinin ifadelerinde normale göre değişimler olduğu (artma veya azalma) 

belirtilmiştir (67). Belirli HOX genlerinin değişen ifadelerinin, kanser gelişimi, 

invazyon ve metastaz gibi maligniteler ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (69). Bazı 

spesifik HOX genlerinin ifadesindeki değişimlerin muhtemelen sadece tümör 

gelişiminde değil, aynı zamanda maligniteler ile ilişkili olabilecek onkogenez veya 

progresyona neden olan doku tipi ve tümör yerleşimine göre farklı eğilimler gösterdiği 

bildirilmiştir. (70).  

HOX genlerinin ifadelerinde meydana gelen değişimler, AML ve ALL dahil birçok 

maligniteyle ilişkilendirilmiştir. HOX genlerinin artan ifadeleri, kötü prognoz ile 

seyreden FLT3 mutasyon vakaları ile azalan ifadeleri ise AML'nin kısmen ıyi seyirli 

sitogenetik alt grubuyla ilişkilendirilerek AML'de önemli bir prognostik faktör haline 

gelmiştir (71). 

Andreeff ve ark. tarafından yapılan çalışmada, primer AML örneklerinde HOX gen 

ifadesindeki belirgin değişimin yanı sıra AML'de HOX gen ifadesi varlığı veya yokluğu 

ile ilişkili mutasyonlar ve klinik sonuçlar tanımlamıştır (72). Ancak HOX genlerinin 

ifade değişimi, düzenleyici mekanizmalarla açık bir şekilde anlaşılamamıştır. HOX gen 

bölgelerindeki transkripsiyonel profillerin, sağlıklı hücreler ve AML ile uyumlu lösemik 

hücreler arasında benzer olduğu gösterilmiştir. AML ile uyumlu lösemik hücrelerin 

çoğunda, HOX ifadesinin, belirli düzenleyici elementler ile epigenetik mekanizmalar 

tarafından kontrol edilen normal bir kök hücre programı ile regüle edildiği 

öngörülmüştür (73). 
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2.3.1 HOXD8 Geni 

HOXD8 geni 2. kromozomda (2q31.1) yer alan, 2 ekzondan oluşan HOX gen ailesine 

ait bir gendir. HOXD gen grubunun tamamında veya bu genin 5 'ucunda meydana gelen 

delesyonlar, ciddi ekstremite ve genital anormalliklerle ilişkilendirilmiştir. Embriyoda, 

RNA polimeraz II promotorundan transkripsiyonun negatif ve pozitif regülasyonu, 

iskelet gelişim süreçlerinde rol oynar. Embriyogenez sırasındaki düzenleyici etkilerine 

ek olarak, bu özel genin yetişkin ürogenital sistem fonksiyonunda rol oynayabileceği 

bildirilmiştir (74).  

Kanaı ve ark. kolorektal ve hepatosellüler karsinom dokularındaki HOX genlerinin ifade 

düzeylerinin, sağlıklı dokulardakinden farklı olduğunu göstermişlerdir. Karaciğer 

metastazı bulunan kolorektal karsinom dokularındaki HOXD8 düzeyinin, sağlıklı 

karaciğer dokusuna göre daha düşük olduğunu belirtmişlerdir. Kolorektal kanserlerde 

primer dokular ve hepatik metastatik dokularda gen ekspreyonunun farklı olduğu tek 

HOX geninin HOXD8 olduğu görülmüş ve HOXD8'in bir metastaz baskılayıcı olarak 

işlev gördüğü düşünülmüştür. Edinilen sonuçlar ile, HOX genlerinin ifadesindeki 

farklılıkların kolorektal ve hepatosellüler karsinomların karsinogenezi ve malign 

progresyonunda önemi belirtilmiştir (75).  

Diğer HOXD genlerinden HOXD9 ve HOXD10'un da HOXD8 ile birlikte göğüs 

kanserlerinde normal göğüs dokularına kıyasla önemli ölçüde ifadesinin azaldğı 

belirtilmiştir (76). Fare embriyonik kök hücre kaynaklı endotel hücreleri ile yapılan bir 

çalışmada HOXD8’in lenfatik damarların olgunlaşması ve yapısının korunmasında 

önemli bir rol oynayan Prox1 tarafından belirgin şekilde indüklendiği gösterilmiştir. Bu 

durum insan umbilikal ven endotel hücrelerinde ve dermal lenfatik endotel hücrelerinde 

gözlenmiştir. Prox1 ve HOXD8'in transkripsiyonel ağlarının, lenfatik damarların 

olgunlaşması ve bakımında önemli rol oynadığı gösterilmiştir (77). 

 

2.3.2. HOXD9 Geni 

HOXD9 geni, 2q31-2q37 kromozom bölgelerinde bulunan gelişimsel düzenleyici 

sistemin parçası olan HOXD genlerinden biridir (78). HOXD9, gelişme süreci boyunca 

embriyonik segmentasyon ve ekstremite gelişmesi için önemlidir. Bu gen ön ayak ve 

eksenel iskeletin gelişimine ve modellemesine katılır (79).  

Otuz dokuz HOX geninin tiroid kanseri hücre hattındaki ifade düzeylerinin normal 

tiroid dokularındaki ifade düzeyleri ile karşılaştırılmasının yapıldığı bir çalışmada; 
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HOXD9’un normal tiroid bezinde eksprese edildiği, ancak herhangi bir kanser hücre 

hattında eksprese olmadığı gösterilmiştir (80).  

HOXD9'un, E-cadherin’in transkripsiyonunun düzenlenmesinde rol oynadığı 

bilinmektedir. Naito ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, kullanılan tüm tiroid 

kanseri hücre hatlarında E-cadherin ifadesinin olmadığı gösterilmiştir. Ayrıca tiroid 

bezini de içeren klinik kanser numunelerinde E-cadherin’in kaybı veya azalmış ifadesi 

bildirilmiştir (81). Böylece, HOXD9’un E-cadherin’in ifadesini sürdürerek bir tümör 

baskılayıcı gen olarak işlev görebileceği düşünülmüştür (80,81). Meme kanseri 

hücrelerinin gelişimi, invazivitesi ve migrasyonunun HOX genlerinin ifadelerindeki 

değişimlerle ilişkili olup olmadığını araştırmak için yapılan bir çalışmada; HOXD9 

geninin de içinde yer aldığı on bir HOX (HOXA1, HOXA2, HOXA3, HOXA5, HOXA9, 

HOXC11, HOXD3, HOXD4, HOXD8, HOXD9 ve HOXD10) geninin normal dokulara 

kıyasla meme kanseri hücrelerinde ifadesinin azaldığı gösterilmiştir (82). 

Ayrıca, hasta örneklerinden elde edilen insan glioma kanseri kök hücrelerinde, normal 

astrosit hücreleri; sinir kökü/progenitör hücreler ile karşılaştırıldığında HOXD9 

ifadesinde artış gözlendiği bildirilmiştir (79). 

HOXD9 gen promotorunun DNA metilasyonu, transkript ve proteini etkilediği ve aynı 

zamanda melanom beyin metastazının erken evrelerinde daha yüksek HOXD9 düzeyleri 

olduğu gösterilmiştir (80,83).  

HOXD9, çeşitli kanser hücrelerinde onkojen olarak da işlev görür. Xiupeng ve ark. 

yaptığı çalışmada; HOXD9’un artan ifadesinin, hepatoselüler karsinom hücrelerinin 

(HCC) migrasyonu, invazyonu ve metastazını önemli ölçüde arttırabildiğini 

göstermişlerdir. HOXD9’un aynı zamanda HCC hücrelerinde EMT’yi desteklediği 

görülmüştür. HOXD9 upregülasyonunun HCC gelişimiyle korelasyon gösterebildiği 

belirtilmiştir (84). 

EMT, embriyonik gelişim sırasında epitel hücrelerinde spesifik, morfolojik ve fenotipik 

değişiklikler anlamına gelir ve tümör progresyonu ve kemoterapiye dirençle yakından 

ilişkilidir. Cao ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, EMT'nin kolorektal kanser 

hücrelerinin invaziv kabiliyetini arttırdığı, böylece uzak mesafeli metastazı indüklediği 

gösterilmiştir (85).  
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2.3.3. HOXD11 Geni  

HOXD11 geni, hücre gelişimi ve şekillenmesi, proliferasyon, migrasyon, apoptoz gibi 

pek çok hücresel sürecin gelişimini ve kontrolünü düzenleyen HOX gen ailesine ait 

genlerden biridir. 2. kromozomda lokalize (2q31.1) 338 amino asitten oluşan proteini 

kodlayan 2 ekzondan oluşan bir homeodomaindir (86). HOXD11 geninin farelerde ön 

sırt morfolojisinde rol oynadığı bildirilmiştir (87).     

HOX genleri AML'de kromozomal yeniden düzenlemelerin regülasyonu ile dolaylı 

olarak da yer alabilir. AML’de görülen t(2;11) (q31;p15) kromozomal anormalliklerinin 

sadece NUP98-HOXD13 değil aynı zamanda NUP98-HOXD11 füzyon geninde de 

oluşmasına neden olduğu gösterilmiştir. Lösemik hücre dizilerinde HOXD11 ve 

HOXD13 genlerinin ifadelerinin farklı olmasına rağmen NUP98-HOXD füzyon genleri 

benzer füzyon proteinlerini kodlamakta ve NUP98-HOXD11'in yanı sıra NUP98-

HOXD13 füzyon proteininin benzer bir mekanizma yoluyla lösemi gelişiminde rol 

oynadığını düşündürmektedir. HOXD11 geninin ifadesi, BCRABL-pozitif hücrelerde 

BCR-ABL-negatif lösemik hücre dizilerinden anlamlı olarak daha yüksek bulunmuştur. 

BCR-ABL-pozitif lösemi hücrelerinde HOXD11 geninin fazla ifadesinin nedeni 

belirsizdir. HOXD11 ve HOXD13 de dahil olmak üzere bir veya daha fazla HOX 

geninin ifadesinin löseminin gelişimi veya çoğalması ile ilişkili olduğu öne 

sürülmektedir (86). Bununla birlikte, HOXD11 geninin ifadesi, normal mesane ve 

mesane kanserinde karşılaştırılmış ve iki doku arasında ifade farkı olduğu belirtilmiştir 

(70). HOXD11 ile birlikte HOXA11 ve HOXC11 genlerindeki ekspreyon kayıplarının 

metanefrik böbrek indüksiyonunun tamamen kaybına yol açmasına rağmen renal hücreli 

karsinomalarda bu genlerin ifadesinin fazla olduğu bulunmuştur (88).  

 

2.4. HEMATOLOJİK HASTALIKLAR 

Hematopoez, çok basamaklı ve çok faktörlü bir süreçtir. Bu süreç son derece detaylı ve 

dikkatli bir süreçle kontrol edilmektedir. Bu süreçlerin herhangi bir evresinde, erken 

dönem ya da olgunlaşmış hücrelerde ve onların kaderini belirleyen genlerde meydana 

gelen genetik değişimler hematolojik hastalıkların ortaya çıkmasına neden olur (89). 

Hematolojik hastalıklar; kanın şekilli elemanlarının azalması, çoğalması veya şekil 

değişikliği ile karakterize yapısal ya da fonksiyonel bir dizi bozukluğu içermektedir 

(90). 
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Her yaş ve cinsiyeti etkileyen bu hastalığın etiyolojisi halen tam olarak 

bilinmemektedir. Bazı bilinen kalıtsal faktörlere ek olarak, çevresel ve kimyasal 

maruziyetler ile ortaya çıkan ve hastalığın ilerleyişini ya da tedavi cevabını etkileyen 

genetik faktörler tanımlanmıştır. Özellikle son 10 yılda teknolojideki yüksek ivmeli 

ilerleme hematoloji alanına da yansımış ve tanı, tedavi ve hatta sınıflandırmada 

kullanılabilecek yeni biyomarkırlar hızla belirlenmeye başlanmıştır (89).  

Lösemi, blast adı verilen lösemi hücresinin kontrolsüz çoğalması sonucu başta kemik 

iliği olmak üzere çeşitli organ ve dokuları tutan malign bir hastalıktır. Tedavi edilmediği 

zaman ölümle sonuçlanır (7). Lösemiler; hastalığın gidişine göre akut ve kronik, 

kökenine göre lenfoid ve myeloid, tutulum yerine göre de kan, kemik iliği ve doku 

şeklinde sınıflandırılır (90). 

Lösemilerde genel olarak tanı; kemik iliği aspirasyonu ve tam kan sayımı ile konulur. 

Tedavi ise; kemoterapi, ilik nakli veya kök hücre transplantasyonudur. Lösemi çeşitleri; 

Kronik Myeloid Lösemi (KML), Akut Lenfoblastik Lösemi (ALL), Kronik Lenfositik 

Lösemi (KLL), Akut Myeloid Lösemi (AML), Multiple Myeloma (MM) olarak 

sınıflandırılabilir (91). 

KML, erişkin hastalığıdır ve en çok 25-60 yaşları arasında görülür. Bütün kemik iliği 

elemanları olgunlaşmadan kontrolsüzce çoğalır. Kanser türleri arasında en belirtisiz 

başlayanıdır. Kronik evrede; hastaların çoğu, 3-4 yıl süren bu fazda tespit edilir. 

Hızlanmış evrede; hastalarda kan ve kemik iliğindeki blast sayısında artış 

gözlenmektedir. Bu evre genellikle kısa sürer. Bu fazda birçok hasta yaşamını yitirir. 

Blastik evrede; kan ve kemik iliğindeki blastik hücre sayısı %30’un üzerindedir. 

Hastaların çoğu AML’ye döner ve 3 ay içinde kaybedilir (89). 

ALL, lenfoblastlara benzeyen olgunlaşmamış beyaz kan hücrelerinin sayısındaki artışla 

karakterize malign bir hastalıktır. Çocukluk dönemi lösemilerinin %80’ini oluşturur. 

Erişkinlerde de görülebilir. ALL’de hastanın kemik iliği çok sayıda blast üretir. Blastlar 

lenfositlere dönüşmez ve lökosit, eritrosit, trombosit üretilmez. Bu dönemdeki 

şikayetler nezle veya diğer sık gözlenen hastalık şikayetlerine benzer niteliktedir. 

Halsizlik, dispne, solgun görünüm, sık sık enfeksiyona yakalanma, diş çürükleri, 

kesiklerin güç iyileşmesi semptomlar arasındadır (90). 

KLL, olgun görünüşe sahip lenfositlerin kemik iliğinde aşırı üretimi ile kendini gösterir. 

Fakat bu anormal hücreler tam olarak olgunlaşmış normal lenfositler gibi görünseler de, 
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vücudu enfeksiyonlara karşı koruyamazlar. Lenf düğümlerinde büyüme, splenomegali, 

kan tablosunda bozulma ve enfeksiyonla karakterizedir (89). 

AML, kemik iliğinde olgunlaşmamış hücrelerde bir sorun meydana geldiği zaman 

oluşur. Örneğin vücut yeterli sayıda sağlıklı kan hücresi üretememektedir. Belirti ve 

bulguları ise eritrosit, lökosit, trombosit eksikliği ile ilişkilidir (7). 

MM, kemik iliğinin kanseridir. Nedeni, immün sistemde görevli olan plazma 

hücrelerinin çoğalmasıdır. MM’da plazma hücreleri kontrolsüz şekilde çoğalarak, aşırı 

ve tek tip immünglobülin üretirler. Kanser hücreleri kemiklerde ve kemik iliklerinde 

toplanarak, kemik dokusunu harap eden tümörler meydana getirirler. Bu durum 

kemiklerin zayıflamasına ve kırıklara neden olabilir (90). 

Lenfomalar; lenfoid doku kökenli hücrelerin yani lenfositler, makrofajlar ve bunlardan 

türemiş olan malign neoplazmalardır. Bu kanserler vücudumuzdaki bağışıklık sistemi 

elemanlarının anormal çoğalması sonucu gelişir. Hodgkin ve Non-Hodgkin olmak üzere 

iki tür lenfoma vardır (90). 

Hodgkin lenfoma, lenf bezlerinden kaynaklanan, tedavi edilebilen bir kanser türüdür. 

Lenf dokusunda en sık görülen kanserdir. Vücudu enfeksiyonlara karşı koruyan 

sistemde yani lenf sisteminde oluşan kanser türüdür. Lenfositlerden oluşan lenf 

dokusunu etkiler. Lenf hücreleri çoğalır ve lenf bezleri büyür (91). 

Non-Hodgkin lenfomada lenf sistemi içindeki hücreler anormal özellikler kazanır. Çok 

hızlı bölünür, düzensiz ve denetimsiz olarak büyürler. Bu tip kanser; bir lenften, bir 

sonraki lenf kümesine doğru yayılım gösterir (91). 

 

2.4.1. Akut Myeloid Lösemi 

AML, normal farklılaşma yeteneğini kaybeden hematopoetik kök hücrelerin heterojen 

bir klonal bozukluğudur. Hastalık, farklı prognozlara ve gen ifade profillerine sahip 

çeşitli sitogenetik ve moleküler anormalliklerle karakterizedir (92). Kemik iliğinde 

myeloid seriyi oluşturan blast adı verilen immatür hücreler olgunlaşamaz ve kemik iliği 

ile periferik kanda birikmeye başlar. Lösemik hücrelerin kontrolsüz çoğalmasıyla 

normal hematopoez süreci baskılanır. Nötrofil, monosit gibi olgun hücreler meydana 

gelemediğinden mikroplara karşı vücut savunmasız kalır. Myeloblastların anormal 

çoğalması sonucu kemik iliğinde eritrosit ve trombosit yapımı bozulur (7).   

AML erişkinlerde en sık rastlanan lösemi türüdür ve tüm lösemiler içerisinde en düşük 

sağ kalım oranına sahiptir. Her ne kadar genç yaş grubunda görülme oranı belirgin 
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şekilde artmış olsa da, yaşlı hastalarda prognoz daha kötü seyirlidir. AML’nin her 

100000 kişide 3.8 olan prevelansı 65 yaş ve üstü olan her 100000 yetişkin için 17.9'a 

yükselmektedir. 2010 -2014 yılları arası yeni AML vakalarının sayısı, her 100000 erkek 

ve kadın için 4.2, ölümlerin sayısı 2.8 olarak belirtilmiştir. AML, batı dünyasındaki 

yetişkinlerde tüm lösemilerin yaklaşık %25'ini oluşturur ve bu nedenle en sık rastlanan 

lösemi türüdür (93). Dünya genelinde AML görülme sıklığı ABD, Avustralya ve batı 

Avrupa'da en yüksektir. AML, 15 yaş grubu vakaların yalnızca %15-%20'sini 

oluşturmaktadır (94). İngiltere'de tüm lösemilerin yaygın görülen vaka oranlarının 

dağılımı, hastaların %42.8'inin 65 yaşın üstünde olduğunu göstermektedir. AML tanısı 

alan hastaların medyan yaşının 65 olduğu bildirilmiştir. AML, 40 yaşından önce nadiren 

teşhis edilmekle birlikte, insidansı yaşla birlikte kademeli olarak artmaktadır. AML 

insidansı, cinsiyete ve ırka göre değişir. Yetişkinlerde AML, çoğu ülkede erkeklerde az 

bir oranla daha fazla görülmektedir (95).  

Genel olarak AML hastaları; yorgunluk, morarma veya kanama, ateş ve enfeksiyon gibi 

çeşitli semptomlar gösterirler ve bir kemik iliği yetmezliği durumunu yansıtırlar. Bunun 

dışında; organomegali, lenfadenopati, sternal hassasiyet, retinal kanamalar ve diş eti, 

deri, yumuşak dokular veya meninkslerin infiltrasyonunu içeren durumlar gözlenebilir. 

AML'nin gelişimi birçok risk faktörü ile ilişkilendirilmiştir. Bu risk faktörleri, iyonize 

radyasyon, benzen ve sitotoksik kemoterapiye maruz kalmaktır. Ayrıca Bloom 

sendromu, Fankoni anemi, Kostmann sendromu, “Ataxia telengiectasia” ve “Wiscott-

Aldrich” gibi kromatin bozuklukları ile Down (trizomi 21), Klinefelter (XXY ve 

varyantları) ve Patau (trizomi 13) gibi sendromlar AML gelişme riskini arttımaktadır 

(96).  

AML, kromozom anormallikleri, gen mutasyonları, çoklu genlerin ve ncRNA’ların 

ifadesindeki değişiklikler ile ilgili olarak yüksek oranda heterojenlik ile karakterize 

edilir. AML tanısı alan kişilerin yaklaşık %55'inde tanıda sitogenetik anormallikler 

vardır. Sitogenetik anormallikler; remisyon hızı, relaps ve genel sağ kalımı öngörmede 

en önemli prognostik faktörlerden biri olmuştur. AML'de en sık tekrarlanan t (8; 21) 

(q22; q22) veya inv (16) (p13; q22) sitogenetik anormallikleri iyi prognozu ifade 

etmektedir. Riskli hastalarda ise 5 veya 7 nolu kromozomun tamamı ya da bir kısmı, 

11q23'ü içeren translokasyonlar ya da 3. kromozomda anormallikler görülmektedir (97). 

AML hastalarının neredeyse yarısında lösemik hücrelerde sitogenetik bir anormallik 

saptanamamıştır. Sitogenetik olarak normal olan AML hastaları “intermediate” (orta) 
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prognoz grubunda sınıflandırılmıştır; ancak bu grup oldukça heterojen olup tüm 

hastaların tedaviye cevabı aynı değildir. Hastaların yalnızca %40’ının uzun dönem sağ 

kalımının mümkün olduğu görülmüştür. Bu durum, bu grupta yer alan hastalarda 

olumlu ya da olumsuz bir prognoz ile ilişkili gen mutasyonları ve gen ifadesinde genetik 

değişkenliğin bir sonucu olarak görülmektedir. Tanıda klinik sonuçları öngörebilen, 

hastaların prognostik olarak sınıflandırılmasına yardımcı olan ve potansiyel olarak yeni 

ajanların hedefi olarak işlev gören belirteçlerin belirlenmesi gereklidir (98).  

Gen ifade profili çalışmaları, bilinen kromozomal lezyonları ve genetik mutasyonları 

olan hastaları belirlemede kullanılacağı gibi normal sitogenetik AML alt gruplarını da 

tanımlamada kullanılabilmektedir (99). Yakın zamanda yapılan çalışmalar, AML 

hastalarında tekrarlayan somatik mutasyonları tanımlamıştır. FMS'ye bağlı tirozin kinaz 

3 FLT3, nükleofosmin 1 NPM1 ve CEBPA mutasyon analizinin, karyotipik anomalileri 

olmayan hastalar için risk oluşturduğu gösterilmiştir (100).  

lncRNA ifade profilleri, tekrarlayan mutasyonlar ve klinik özelliklerin AML'deki 

prognoz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. lncRNA'ların bir kısmının, lökemogenezide 

işlevsel bir role sahip olabileceği belirtilmiştir. Ayrıca, lncRNA'ların AML'de prognoz 

için biyolojik bir belirteç olarak kullanılabileceği ifade edilmiştir. lncRNA ifadesine 

dayalı olarak tek başına standart tedaviyle komplet remisyona ulaşma olasılığı bulunan 

hastaların belirlenmesi, potansiyel olarak bu tür hastaları diğer toksisitelerden korur ve 

araştırmaya odaklar. Belirgin lncRNA profilleri; FLT3 genindeki (FLT3-ITD) iç tandem 

duplikasyonlar ve NPM1, CEBPA, IDH2, ASXL1 ve RUNX1 genlerindeki mutasyonlar 

gibi seçili mutasyonlar ile bağlantılı olarak bulunmuştur (101). 

AML’nin (French, American, British) FAB sınıflamasına göre 8 alt tipi mevcuttur 

(Tablo 2.1.). Bu sistemde tanı için temel kriter, kemik iliğindeki hücrelerin en az 

%30’unun myeloblastlardan oluşmasıdır. AML’nin standart FAB sınıflaması büyük 

ölçüde standart morfoloji ve basit sitokimyasal boya yöntemlerine dayanır. Ancak AML 

için prognostik önemi olan sitogenetik anomaliler, displastik değişimlerin varlığı veya 

daha önce kemoterapi görmüş olmak gibi faktörler göz önüne alınmaz (102). 
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MPO: Myeloperoksidaz, SB: Sudan Black, Kİ: Kemik iliği   

 

Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO) sınıflaması prognostik ve tedaviye yönelik anlamı 

olan translokasyonların varlığına göre AML alt gruplarını ayırır. Aynı şekilde bu 

sınıflamada myelodisplastik sendromların varlığı ve daha önce kemoterapi görmüş 

Tablo 2.1. Akut Myeloid Lösemide FAB sınıflandırılması (102) 
 

FAB Alt Tipi  Özellikler 

M0: Minumum 
farklılaşma 

gösteren AML 

 t(10;11),  CALM-AF10, 

Blastların <%3’ünde MPO 
veya SB pozitiftir ancak akım sitometrisinde myeloid 
antijen ifadesi vardır. 
 

M1: Olgunlaşma 
göstermeyen 

AML 

 Trizomi 11, MLL duplikasyonu myeloid hücrelerin 
>%90’ı blastik hücrelerden oluşur; blastların >%3’ü 
MPO ve SB ile boyanır. 
 

M2: Olgunlaşma 
gösteren AML 

 t(8;21),  Myeloid hücrelerin >%10’u promyelosit 
düzeyi veya daha geç evrede olgunlaşmıştır. 
Myeloblastların oranı >%30’dur. 
 

M3: Akut 
promyelositer 

 t(15;17), t(11;17), t(5;17),  Hipergranüler (%75): büyük 
stoplazmik granüller, promyelositler baskındır. 
Mikrogranüller (%25): küçük granülleri ve katlanmış 
çekirdekleri olan promyelositler baskındır. 
 

M4: Akut 
myelomonositik 

 inv(16),  Çevresel kanda monositoz; 
Kemik iliği hücrelerinin >%20’si monositik 
hücrelerden oluşur. 
 

M5: Akut 
monositik 

lösemi 
• M5A 
• M5B 

 

 11q23 translokasyonları, M5A: Kİ hücrelerinin >%80’i 
monoblastlardan oluşmuştur. 
M5B: Promonositler ön plandadır. 
 

M6: Akut 
eritrolösemi 

 t(3;5),  Kİ hücrelerinin >%50’si eritroid 
öncüllerden ve noneritroid hücrelerin 
>30’u myeloblastlardan oluşur. 
 

M7: Akut 
megakaryositik 

lösemi 

 Myeloblastların >%50’si akım sitometri 
incelemesinde megakaryositik antijenleri 
ifade eder. 
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olmak (tedaviye bağlı AML) gibi faktörler de dikkate alınmaktadır. WHO 

sınıflamasının FAB’dan önemli bir farkı, FAB’da %30 olan kemik iliğindeki blast 

oranının bu sınıflamada %20’ye indirilmiş olmasıdır. FAB sınıflamasında kemik 

iliğindeki myeloblast oranı %20-30 arasında olan olgular myelodisplastik sendrom 

olarak adlandırılmıştır. WHO sınıflamasında bu olgular AML olarak kabul edilmektedir 

(102). 

 

2.4.2. Kronik Myeloid Lösemi 

KML, sıklıkla Philadelphia (Ph) kromozomunu ve onkojenik BCR-ABL1 füzyon genini 

taşıyan hematopoetik kök hücrelerin myeloproliferatif bir bozukluğudur (103). KML, 

nispeten olgunlaşmış fakat yine de anormal beyaz kan hücrelerinin aşırı miktarda 

birikmesi ile karakterizedir. Ph kromozomu; 9 ve 22 nolu kromozomun uzun kolları 

arasındaki (t(9;22) (q34;q11)) karşılıklı bir kromozomal translokasyon sonucu oluşur. 

Bu translokasyon, 9.kromozomda ABL onkogeninin 22.kromozomda bulunan BCR 

genine kaynaşmasına neden olarak 22.kromozom üzerinde bir hibrid BCR-ABL 

onkogenini oluşturur. BCR-ABL füzyon geninin BCR-ABL transkriptleri, bu genin 

ürünü olan p210 peptidi, KML'nin patogenezinde rol oynayan yapısal olarak 

aktifleştirilmiş tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. BCR-ABL; MAPK, fosfatidilinositol 3 

kinaz, JAK/STAT ve MYC de dahil olmak üzere, çoklu sinyal iletim yollarını aktive 

etmesiyle kontrolsüz hücre çoğalmasına, apoptozun baskılanmasına ve sonuçta kemik 

iliğindeki çeşitli biyolojik ve klinik özelliklerle karakterize edilmiş anormal pluripotent 

kök hücrelerin çoğalmasına neden olur. KML, Ph kromozomu olarak adlandırılan bu 

kromozomal sapma ile ilişkili ilk neoplazmıdır ve diğer myeloproliferatif bozukluklarla 

bu translokasyonun varlığı kesin olarak ayırt edilebilir (104). 

KML, her yıl yaklaşık 100000 kişi içinde 1 veya 2 vakada görülen nadir bir hastalıktır 

ve en yaygın olarak yaşlılarda görülür. Tanıda medyan yaş 65’dir. Amerika Birleşik 

Devletleri'nde her yıl ortalama 6000 yeni tanı öngörülmektedir (105). Belirgin coğrafi 

veya etnik farklılıklara bağlı olmamakla birlikte erkeklerde görülme oranı daha fazladır 

ve kadınlardaki sağ kalım oranı daha yüksektir (106). KML'nin moleküler patogenezi 

iyi anlaşılmıştır, ancak gen translokasyonuna yol açan mekanizma tam olarak 

bilinmemektedir (4). Japonya'da Hiroşima ve Nagasaki atom bombasından sonra, KML 

insidansının artması nedeniyle radyasyon bir neden olarak gösterilmiştir. Ancak 

radyasyonun etkisinin düşük olduğu öngörülmektedir (107).  
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KML'nin takibi, blast hücre oranlarına dayanan üç ana bölüme ayrılır. Blastik hücre 

oranı %10’un altında ise kronik faz (CP), %10-19 arasında ise hızlandırılmış faz ve 

%20’nin üzerinde ise blast fazı (BP) olarak değerlendirilir. Hastaların çoğunluğunda 

sıklıkla asemptomatik olan ve yaklaşık olarak birkaç aydan 3-5 yıla kadar sürebilen CP 

fazında teşhis konur (108). Prognozun tedaviye yanıt ile korelasyonundan dolayı KML 

hastalarının hangi fazda olduğunun belirlenmesi önemlidir. Blast fazına geçen 

hastalarda Ph dışındaki ek kromozom anormalliklerinin sıklıkla görülmesi ve ek 

mutasyonların varlığı hastalığın ilerlemesine katkıda bulunabileceğini 

düşündürmektedir. Ancak hastalığın progresyonundaki mekanizmalar ve blast fazına 

neden olan sitogenetik evrim büyük ölçüde bilinmemektedir (109).  

Mevcut KML tedavileri, hidroksiüre, kemik iliği transplantasyonu veya tirozin kinaz 

inhibitörleri içerir. KML için yaygın olarak kullanılan ve oldukça etkili olan tedavi, 

BCR-ABL onkoproteininin kinaz aktivitesini inhibe eden tirozin kinaz inhibitörlerinden 

imatinib mesilat (IM) uygulamasıdır. BCR-ABL'yi hedef alan tirozin kinaz 

inhibitörlerinin çoğu KML hastası için ilk basamak tedavidir ve KML prognozunu 

büyük ölçüde iyileştirmiştir. IM, yeni teşhis edilen KML hastalarının %80'inde tam bir 

hematolojik ve sitogenetik yanıt uyandıran, KML tedavisinin altın standardı olan, 

hedeflenen bir tirozin kinaz inhibitörüdür. Bununla birlikte, KML hastalarının %20-25'i 

IM'ye dirençlidir veya tedavi sırasında direnç geliştirir. IM direnci ve intoleransı gelişen 

durumlar önemli bir klinik sorun oluşturmaktadır. IM direnci; BCR-ABL çoğalması, 

aşırı ifadesi veya BCR-ABL'nin tirozin kinaz alanındaki spontan mutasyonuna bağlı 

olarak ortaya çıkabilir. BCR-ABL'ye bağlı lösemik hücrelerin bağımsız 

proliferasyonuna yol açan nadir veya yeni sitogenetik sapmaların görülmesi ve 

hastalığın gelişimi nedeniyle IM'ye karşı direnç gelişebilir. Bazı KML hastaları da 

tirozin kinaz inhibitör tedavisine yanıtsızdır ve başlangıçta yanıt veren hastaların önemli 

bir kısmında daha sonra ilaç direnci gelişebilmektedir. Tirozin kinaz inhibitör tedavisine 

karşı dirençle birkaç moleküler yol ilişkilendirilmiştir ancak ilaç direncinin gelişmesinin 

kesin mekanizması belirsizliğini korumaktadır (110).  

Bununla birlikte, BCR-ABL füzyon geninin seyrek varyantlarını taşıyan hastalar, farklı 

klinik seyir ve prognoz ile ilişkilendirilmiştir. Bu gibi durumlarda, IM intoleransı ve 

direncinin tanınması ve tedavi sonuçlarının izlenmesi daha da zorlaşmaktadır. 

Hastaların ilaç direncinin düzenli izlenmesi ve IM cevabının pratik olarak izlenmesi, 

tedavi seçiminde kılavuzluk etmek ve hastalara uzun vadeli daha iyi sonuçlar 
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verebilmek için kullanılabilir. Bu nedenle son yıllarda, tanıda klinik sonuçları 

öngörebilen, hastaların prognostik olarak sınıflandırılmasına yardımcı olan ve IM 

direncini öngörmek ve yönetmek için çoklu potansiyel biyolojik markırların 

belirlenmesi üzerine çalışmalara yoğunlaşılmıştır (103). 

Hastalığın daha iyi anlaşılmasını ve KML hastalarına terapötik müdahalenin 

geliştirilmesine yardımcı olmak için KML'nin farklı evrelerinde doğrulanmış olan 

miRNA ve lncRNA dizilerinin profilini araştıran çalışmalar yapılmıştır. Tüm KML 

evrelerinde çok sayıda eksprese edilen miRNA ve lncRNA'ların varlığı belirlenmiştir. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda KML'de imatinib direncinin mekanizmalarının altta 

yatan sebeplerinin daha iyi anlaşılabilmesi için lncRNA'ların ifade profilleri 

araştırılmaktadır (111). 

 
2.5. REAL TIME PCR 

DNA; genetik bilgiyi nükleotidlerin sekansında şifrelemiş olarak saklayan, fosforik asit 

doeksriboz ünitelerinin oluşturduğu iki paralel zincirin, pürin ve pirimidin bazlarının 

çapraz olarak bağlanmasıyla ortaya çıkan sağ yönlü sarmal yapıya sahip bir moleküldür. 

1953 yılında Watson ve Crick tarafından üç boyutlu moleküler yapısı tanımlanmıştır. 

Genlerden oluşan DNA, kromozomlarda sıkı bir şekilde paketlenmiştir. DNA 

molekülleri çok uzundur. Tek bir molekül çok sayıda gen taşır, ve genler kromozomal 

DNA’nın küçük bir kısmını işgal eder. Özgül genlerin doğrudan çalışabilmesi için gen 

boyutundaki DNA parçalarının çok sayıda kopyasının elde edildiği yöntemlere ihtiyaç 

duyulmuştur (112). 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bölgesinin enzimatik olarak 

çoğaltılmasını sağlayan ve DNA molekülünün milyonlarca, hatta milyarlarca kopyasını 

kısa zamanda yapmaya olanak sağlayan in vitro  bir tekniktir. İlk olarak Kary Mullis bu 

tekniğe bugünkü ismini vermiş ve uygulamaya koymuştur ve bu fikri ile 1993 yılında 

Nobel Kimya Ödülü’nü kazanmıştır (113). 

PCR tekniği, temelde üç aşamadan oluşmaktadır. 

Denatürasyon (90-95 °C), Primer bağlanması (50-70 °C), DNA sentezi (70-75 °C).     

Bu üç adım bir PCR döngüsünü oluşturur (Şekil 2.3.) (114). 
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Şekil 2.3. Polimeraz zincir reaksiyonunun şematik olarak gösterilmesi (114) 

 

Real Time PCR ise “PCR” çoğaltımını görünür hale getiren ve monitörize edebilen 

floresan işaretli prob ve boyaların kullanıldığı, floresanın; oluşan DNA ile doğru orantılı 

olarak arttığı bir çoğaltma yöntemidir. Termal döngü cihazı ve florimetre aynı cihaz 

üzerinde bulunur.  Bilgisayar programı ile sıcaklık döngüleri ayarlanır ve izlenir    

(Şekil 2.4.) (115). 
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Şekil 2.4. Floresan işaretli prob ile Real Time PCR işlemi (115)  

Problar, florofor denilen ve belirli dalga boyundaki ışıkla uyarıldığında floresan ışıma 

yayabilme özelliğine sahip sentetik oligonükleotidlerdir. Genel olarak bakıldığında prob 

dizileri, PCR tüpü içerisinde çoğaltma işlemi gerçekleşirken, çoğaltılmış olan hedef 

DNA zincirlerine bağlanarak floresan ışıma oluşmasına neden olurlar. PCR ürünü ile 

floresan yoğunluğu arasında korelasyon vardır (116). 

Real Time PCR sisteminde DNA’ya özgül olmadan bağlanan boyalar ve zincire özgül 

yöntemlerde floresan problar kullanılarak çoğaltılan DNA miktarı, oluşan sinyal 

şiddetiyle değerlendirilmektedir (115). 

DNA dizisinde meydana gelen mutasyonlar dışındaki sebeplerden dolayı gen 

ifadelerinde değişiklikler meydana gelebilmektedir. Real Time PCR yöntemi organ, 

doku ve hücrelerin mRNA düzeyinde incelenebilmesi ve özgül olarak gen düzeyinde 

kantitatif analiz fırsatı vermektedir (117). 
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Real Time PCR uygulamalarında eşik döngü değeri (threshold cycle, Ct) önemli bir 

parametredir. Ct değeri, floresan artışın önemli olduğu ilk siklusu ifade eder. Kalıp 

DNA miktarı bilinen standart örneklere ait Ct değerleri ile, incelenen örneğin Ct değeri 

karşılaştırılarak kantitasyon yapılmaktadır. Bu nedenle, kantitatif PCR analizlerinde 

standart olarak tanımlanan kontrol örneklerine ihtiyaç vardır. İyi ifade sağlayan bir 

örneğin seri dilüsyonları standart olarak kullanılabilir. Farklı PCR işlemlerinde yer alan 

kalıp örneklerin miktarı Ct değerleri karşılaştırılarak öngörülebilir. Bu standartlar 

kullanılarak, atfedilen konsantrasyon değerlerine karşılık gelen dilüsyonların Ct 

değerleri belirlenerek kantitasyon için gerekli olan regresyon eğrisi çizilir. Standart 

örnek olarak içinde bulunan kalıp DNA miktarı bilinen örneklerle yapılan çalışmalara 

mutlak kantitasyon adı verilir. Bu eğri, standart eğri olarak da ifade edilmektedir. 

Kantitasyon aşamasında, örneklerin Ct değerlerinin regresyon eğrisi üzerinde hangi 

atfedilen değeri temsil ettiklerine bakılarak da göreceli bir miktar belirlenir. Bu şekilde 

kantitatif PCR verilerinin analizinde; mutlak ve göreceli kantitasyon kullanılabilir 

(118). 

Göreceli kantitatif Real Time PCR uygulamalarında normalizasyon amacı ile çeşitli 

koşullarda ifadesi değişmediği bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyaç vardır 

(118). 

Bir hücrenin temel işlevsel ve biyokimyasal fonksiyonlarında görev alan, hücrelerin 

tümünde eksprese olan ve ifade seviyesi dokudan dokuya değişmeyen genlere referans 

genler adı verilir. Referans genler hücrenin işleyişini düzenleyen genler olarak da ifade 

edilmektedir (119). Özellikle farklı bireylerden alınan ya da aynı bireyden farklı 

dönemlerde alınan örneklerle yapılan çalışmalarda, ilgilenilen genin ifade düzeyinin 

incelenebilmesi için dokularda ifadesi değişmediği varsayılan bir başka gen ürünü 

mRNA ile normalizasyon yapılması gereklidir. Bu oranlamayla amaçlanan; izole edilen 

RNA miktarı ve sentezlenen cDNA miktarının getirdiği örnekler arası başlangıç 

farklılıklarını ve deneysel hataları normalize etmektir.  

İlgilenilen genin ifade düzeyi, referans gen olarak kullanılan referans genin ifade 

düzeyine oranlanarak hedef genin ifade profili hakkında göreceli kantitasyon yapılır 

(118). 

Real Time PCR cihazları arasındaki temel farklılıklar “eksitasyon” ve “emisyon” dalga 

boyları, hızı ve aynı anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir. 
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Roche Lightcycler 480 II Real Time PCR cihazı ise hızlı PCR yapabilecek altyapıya 

sahiptir ve 96’lık blok içermektedir. 440, 465, 498, 533, 618 nm dalga boylarında 5 adet 

eksitasyon filtresine ve 488, 510, 580, 610, 640, 660 nm dalga boylarında 6 adet 

emisyon filtresine sahiptir. Cihazın plate sistemi, tüm kuyucuklarda 0.08 nm floresans 

boyayı tespit edebilecek hassasiyettedir. Cihaz, “SYBR Green I”, “Taqman Hidroliz 

Probları”, “Hibridizasyon Probları (FRET)”, “Simple Probe” Probları, “UPL” probları 

gibi farklı assay (deneme) formatları ile çalışabilir (Şekil 2.5.) (120). 

 

Şekil 2.5. Roche Lightcycler 480 II Real Time PCR cihazı (120) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma, TYL-2016-6245 numaralı proje olarak Erciyes Üniversitesi Bilimsel 

Araştırma Projeleri Birimi tarafından desteklenmiş ve Erciyes Üniversitesi Etik 

Kurulundan onay alınmıştır (2015/222, karar tarihi: 08.05.2015). 

Araştırmada Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Gevher Nesibe Hastanesi Tıbbi Genetik 

Laboratuvarına gelen 18 ile 75 yaş arası yeni tanı alan 30 AML ve 30 KML hastasının 

ve kontrol grubu olarak da 18 ile 75 yaş arası 20 sağlıklı bireyin periferik kan örnekleri 

kullanıldı. EDTA'lı tüpe alınan 4 mL periferik kan örneklerinden total RNA izole edilip, 

cDNA sentezi yapıldı. Real Time PCR yöntemi ile HOTAIR ve HOXD genlerinden 

HOXD8, HOXD9, HOXD11 genlerinin mRNA seviyeleri belirlendi.  

Gen ifadesi çalışmalarında Lightcycler 480 II (Roche Diagnostıcs Ltd. Rotkreuz, 

Switzerland) Real Time PCR cihazı kullanıldı. Analizler, Lightcycler 480 Software 

(release 1.5.0 SP4) programı ile yapıldı. 

3.1. VERİ TOPLAMA ARAÇLARI 

3.1.1. Kullanılan Alet ve Cihazlar 

Çalışmada kullanılan alet ve cihazlar; Hettich universal D-7200 santrifüj cihazı 

(Hettich-Universal Tuttlingen, Germany), PCR cihazı; “Rotor Gene 6000 Real-Time 

PCR Machine” (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya), Hettich mikro 200R mikro santrifüj 

cihazı (Hettich-Universal Tuttlingen, Germany), Lightcycler 480 II Real Time PCR 

Cihazı (Roche Diagnostıcs Ltd. Rotkreuz, Switzerland), LightCycler 480 Multiwell 

Plate (Roche Diagnostıcs Ltd. Rotkreuz, Switzerland) , 1-10 µL, 10-100 µL, 100-1000 

µL otomatik pipetler (Gilson, P10N, P100N, P1000N), vorteks cihazı (Heıdolph Reax 

Control Vortex), falkon tüpü 50 mL (Isolab GmbH), PCR tüpleri 0,2 mL (Isolab 

GmbH), ependorf tüpleri 2 mL (Isolab GmbH), enjektör 2mL (Isolab GmbH), 

NanoDrop 2000c spektrofotometre (Thermo Scientific).  
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3.1.2. RNA izolasyonu ve İfade Çalışmalarında Kullanılan Sarf Malzemeler 

TriPure Isolation Reagent 200 mL (Roche), Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis 

Kit (Roche), LightCycler 480 Probes Master (Roche), HOTAIR, HOXD8, HOXD9, 

HOXD11 ve Beta actin genlerine spesifik primerler (RealTime ready Katalog Assays 

gen reaksiyon, Roche), RealTime ready cDNA Pre-Amp Master (Roche), RNAase-Free 

Water 10x50 mL (Qıagen), %96’lık etil alkol, kloroform, red cell lizis solüsyonu 

(amonyum klorid, potasyum bikarbonat, EDTA, distile su), izopropanol. 

3.2. YÖNTEMLER 

3.2.1. Lökosit İzolasyonu 

Hasta ve kontrol gruplarından EDTA’lı tüpe alınan 4 mL periferik kan örneğinden 

Trizol reagent metoduna göre lökosit ve total RNA izolasyonu yapıldı. 

1. Kan numuneleri 50 mL‘lik falkon tüplere aktarıldı.  

2. Falkon tüpe 25-30 mL Red Cell Lizis solüsyonu eklendi.  

3. 15-20 dakika +40C‘de inkübe edildi. Süre sonunda 2000 rpm‘de 10 dakika 

santrifüj edildi.  

4. Santrifüj sonrasında, falkon tüpte oluşan süpernatant kısım atıldı. Pellet kısmına 

15-20 mL Red Cell Lizis solüsyonu eklendi ve homojenize edildi.  

5. Daha sonra +40C‘de 10 dakika inkübe edildi. Süre sonunda 2000 rpm‘de 10 

dakika santrifüj edildi.  

6. Santrifüj sonrasında süpernatant atıldı, pellet etrafındaki eritrositler 1000 µL'lik 

ve 100 µL'lik steril pipet uçlarla temizlendi. 

7.  Daha sonra 1 mL Trizol eklenip enjektör yardımıyla homojenize edildi. 

8. Örnekler falkon tüpten, etiketlenen 2 mL'lik ependorf tüplere aktarıldı ve -200C 

‘ye kaldırıldı. 

3.2.2. Lökositten Total RNA İzolasyonu  

1. -200C‘de saklanan ve izole edilen lökositler oda sıcaklığında erimeye bırakıldı. 

Erime işlemi tamamlandıktan sonra tekrar enjektör yardımıyla homojenize 

edildi.  

2. Tüpler 370C ‘de 3 ile 5 dakika arasında inkübasyona tâbi tutuldu. Her bir tüpe 

200 µL kloroform eklenerek vortekslendi.  
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3. Daha sonra 12000 g‘de 15 dakika santrifüj işlemi yapıldı. Bu aşamadan sonra -

200C soğuk blokla çalışmaya devam edildi.  

4. Oluşan aköz faz pipetle dikkatlice etiketlenen farklı bir ependorf tüpe aktarıldı. 

Her bir tüpe 500-650 µL izopropanol eklenip resüspanse edilerek, -200C‘de 30 

dakika inkübe edildi.  

5. Süre sonunda 12000 g’de 10 dakika santrifüj işlemi yapıldı. Süpernatant 

dikkatlice alınıp atıldı, pellet üzerine 1 mL etanol eklendi ve resüspanse edildi. 

6. Daha sonra 7500 g‘de 5-6 dakika santrifüj işlemi yapıldı.  

7. Santrifüj sonrasında süpernatant kısım dikkatlice atıldı, tüpler alkolün uçması 

için ağzı açık şekilde oda sıcaklığında 1-2 dakika bekletildikten sonra 370C‘de 2 

ile 3 dakika arasında inkübasyona tabi tutuldu.  

8. Pellette bulunan RNA miktarına göre nükleaz free water eklendi. RNA 

konsantrasyonları ölçülerek -200C‘de saklandı. 

3.2.3. cDNA Sentezi 

cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanılarak 

yapıldı.  

1. RNA örnekleri; konsantrasyonları 400-600 ng/µL olacak şekilde her bir hasta 

için yeni PCR tüplerine RNAase Free Water eklenerek dilüe edildi.  

2. Kit içeriğindeki ürünler (RNase inhibitör ve reverse transkriptaz hariç) soğuk 

blok üzerinde çözülmeye bırakıldı.  

3. Vortesklenip kısa santrifüj yapıldı. RNase inhibitör ve reverse transkriptaz 

kullanılacağı zaman soğuk blok üzerine çıkarılmasına özen gösterildi.  

4. cDNA sentezi için örnek sayısının bir fazlası kadar karışım hazırlandı. Tablo 

3.1.’deki miktarlara göre 1. karışım oluşturuldu.   
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Tablo 3.1. cDNA Reaksiyonu için Hazırlanan 1. Karışım  

     

ÖS:Örnek sayısı 

5. Hazırlanan karışımdan 6,4 µL, örnek sayısı kadar yeni PCR tüplerine dağıtıldı. 

6. Bu tüplere, seyreltilen RNA‘lardan 5 µL eklendi ve 650C‘de 10 dakika 

beklemesi için thermal cycler cihazına konuldu. Tablo 3.2.’deki miktarlara göre 

2. karışım hazırlandı. 

Tablo 3.2. cDNA Reaksiyonu için Hazırlanan 2. Karışım 

 

 

 

 

 

 

         ÖS: Örnek sayısı 

 
7. Hazırlanan karışım, termal cycler'dan alınan örneklere 8,6 µL olacak şekilde 

dağıtıldı. Her bir reaksiyon tüpünde son hacim 20 µL (6,4+5+8,6) idi.  

8. cDNA sentezi için hazırlanan reaksiyon tüpleri Tablo 3.3.'de belirtilen 

inkübasyon sürelerine göre thermal cycler‘da bekletildi. 

 

 

 

Madde Örnek başına eklenecek hacim Toplam 

Random primer 2 µL 2 x (ÖS + 1) 

dH2O 4,4 µL 4,4 x (ÖS + 1) 

Karışım 6,4 µl 6,4 x (ÖS + 1) 

Madde Örnek başına eklenecek hacim Toplam 

5X Buffer (Tampon) 4 µL 4 x (ÖS +1) 

dNTP, 10mM 2 µL 2 x (ÖS + 1) 

RNase İnhibitör, 40U/µl 0,5 µL 0,5 x (ÖS +1) 

Reverse Transkriptaz 1,1 µL 1,1 x (ÖS + 1) 

DTT, 0,1 M 1 µL 1 x (ÖS + 1) 

Karışım 8,6 µL 8,6 x (ÖS + 1) 
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Tablo 3.3. cDNA Sentezi için Gerekli Sıcaklık Döngüsü 

 

9. Elde edilen cDNA ürünleri -200C ‘de muhafaza edildi. 

3.2.4. PreAmp cDNA Sentezi 

PreAmp cDNA sentezi, RealTime ready cDNA Pre-Amp Master (Roche) kiti 

kullanılarak yapıldı. 

Roche RealTime ready Katalog Assays gen reaksiyon HOTAIR, HOXD8, HOXD9, 

HOXD11 ve Beta actin genlerine ait spesifik primerlerin dizilimleri Tablo 3.4.'de 

gösterildi. 

Tablo 3.4. Beta Actin, HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 genler için kullanılan 

primer dizilimleri 

Primer Adı İleri Dizi (Forward) Geri Dizi (Reverse) 
Beta Actin 5'-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3' 5'-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3' 

HOTAIR 5'-GGGTGTTGGTCTGTGGAACT-3' 5'-CAGTGG-GGAACTCTGACTCG-3' 

HOXD8 5'-GTCCAGTGGTAATATTGGCGAGG-3' 5'-GCGACTGTAGGTTTGTCTTCCTC-3' 

HOXD9 5'-AGGAGGAGAAGCAGCATTCGCA-3' 5'-CTTTCTCCAGCTCAAGCGTCTG-3' 

HOXD11 5'-CAGTCCCTGCACCAAGGCGAC-3' 5'-GGTATAGGGACAGCGCTTTTTCC-3' 

 

Çalışmaya başlamadan önce gen ifadesinde kullanılacak olan primerler 1/10 

oranında kit içerisinde bulunan dH2O ile dilüe edildi ve karışım hazırlanma aşamasına 

geçildi. Tablo 3.5.’deki miktarlara göre karışım hazırlandı. 

 

 

 

 

Sıcaklık (oC) Süre  

29 oC 10 Dakika 

48 oC 60 Dakika 

85 oC 5 Dakika 

4 oC ∞ 
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Tablo 3.5. PreAmp cDNA Sentezi için Hazırlanan Karışım  

ÖS: Örnek sayısı 

Daha sonra, PreAmp cDNA sentezi için PCR tüpleri hazırlandı. Tüplere dağıtılan 20 µL 

karışım içerisine 5 µL cDNA’lar eklendi ve Tablo 3.6.'da belirtilen inkübasyon 

sürelerine göre thermal cycler‘da bekletildi. 

 

Tablo 3.6. PreAmp cDNA Sentezi için Gerekli Termal Döngü Koşulları 

 

Sentezlenen PreAmp cDNA ürünlerinden 5 µL, yeni etiketlenen tüplere alındı ve 

üzerlerine 195 µL RNAase-Free Water eklenerek 1/40 oranında dilüe edildi. 

Elde edilen tüm ürünler -200C ‘de muhafaza edildi. 

Madde 
Örnek başına 

eklenecek hacim 
Toplam 

Mastermix  

RealTime ready cDNA Pre-Amp  
5 µL 5 x (ÖS +1) 

dH2O 8 µL 8 x (ÖS + 1) 

Prob 

(HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11,  

Beta actin) 

 

Her primer için (1/10)  

1,4 µL 

(1,4 µL x 5) 

(1,4 x 5) 

x (ÖS +1) 

Karışım 20 µL 
20  

x (ÖS + 1) 

Sıcaklık (oC) Süre  Döngü  

95 oC 1 Dakika 1 

95 oC 15 Saniye 13 

60 oC 13 Saniye 13 

4 oC ∞  
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3.2.5. Real Time PCR ile Hedef Genlerin İfade Düzeylerinin Kantitatif Olarak 

Saptanması 

Gen ifadesi ölçümleri, LightCycler 480 Probes Master kiti (Roche) kullanılarak 

Lightcycler 480 II (Roche Diagnostıcs Ltd. Rotkreuz, Switzerland) PCR cihazı ile 

yapıldı. Analizler Lightcycler 480 Software (release 1.5.0 SP4) programı ile 

değerlendirildi.  

1. Her hasta ve kontrol örneği iki defa tekrarlanarak çalışıldı. Her çalışmada iki 

adet negatif kontrol ve kalibratör kullanıldı. Tüm örneklerde HOTAIR, HOXD8, 

HOXD9, HOXD11 genlerinin ayrı ayrı ifade seviyeleri belirlendi.  

2. Her gen için ayrı karışım hazırlandı. Referans gen olarak Beta-actin kullanıldı. 

3. Gen ifade analizleri, 1/40 dilüe edilen PreAmp cDNA ürünleri kullanılarak 

yapıldı.  

4. Gen ifade analizi için örnek başına hazırlanan reaksiyon karışımı Tablo 3.7.'de 

belirtilen miktarlara göre hazırlandı. 

Tablo 3.7. Gen İfadesi Reaksiyon Karışımı 

Madde Her bir kuyucuğa eklenecek miktar (µL) 

Mastermix 

(LightCycler 480 Prosbes Master) 
10 µL 

dH2O 4 µL 

Real time ready assay 

(primer prob) 
1 µL 

Toplam Miktar                    15 µL 

 

5. Çalışma planına göre plate üzerindeki kuyucuklara 15’er µL karışım dağıtıldı. 

6. Daha sonra 1/40 dilüe edilen PreAmp cDNA ürünlerinden 5 µL karışımlar 

üzerine eklendi.  

7. Plate‘in üzeri optik bant ile kapatıldı. 

8. Plate, “perfect spin” ile santrifüj edildikten sonra Lightcycler 480 II Real Time 

PCR cihazına Tablo 3.8.'de gösterilen sıcaklık ve sürelere göre yüklendi. 
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Tablo 3.8. Lightcycler 480 II Real Time PCR Cihazında Ayarlanan Sıcaklık ve Süreler 

 

Real Time PCR işlemi sonrası sonuçlar, Lightcycler 480 Software (release 1.5.0 SP4) 

programı ile analiz edildi. 

 

3.3. İSTATİSTİK 

Çalışmada hasta ve kontrol örneklerinde çalışılan gen ifadeleri arasındaki istatistiksel 

farklılık T testi yöntemi kullanarak karşılaştırıldı ve p değerleri hesaplandı. Elde edilen 

verilerin analizi SPSS 15.0 (Statistical Package for Social Science, Chicago, ILL) 

yazılımı ile değerlendirildi. p<0.05 düzeyi anlamlı kabul edildi.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Basamak 
Döngü 

Sayısı 

Sıcaklık 

(0C) 

Sıcaklık artış/azalış hızı 

(0C) 

Süre 

(Saniye) 

Preinkübasyon 1 95 4,4 600 

 

Amplifikasyon 

 

45 

95 4,4 10 

60 2,2 30 

72 4,4 1 

Soğutma 1 40 2,2 30 
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4. BULGULAR 

4.1. Optimizasyon 

Hasta gruplarından ve sağlıklı kişilerden toplanan periferik kan örneklerinde cDNA 

sentezi aşaması sonrası gen ekspreyonu ölçümü için ön denemeler yapıldı. Çalışmanın 

optimizasyonu için öncelikle iki kontrol örneği ve iki hasta örneğinde referans gen olan 

Beta-actin ile birlikte HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 genlerinde Real Time PCR 

işlemi yapıldı. Yapılan analizlerde, çalışmayı hedeflediğimiz HOTAIR geninde sağlıklı 

kontrol ve hasta örneklerinde görülen floresan yoğunluğun belirgin bir şekilde 

görüldüğü nokta olan “Cp” (crossing points, geçiş noktaları) değerlerinin referans 

değerler arasında olmadığı görüldü. Hedef genlerimizde Real Time PCR sonrası sağlıklı 

bir kantitasyon yapabilmek için PreAmp cDNA sentezi çalışması yapıldı. PreAmp 

cDNA örneklerinden yapılan Real Time PCR işleminde, her transkript için Cp 

analizinin uygun şekilde yapılabildiği görüldü. Tüm cDNA örneklerinde PreAmp 

cDNA sentezi yapıldı ve daha sonra Real Time PCR ile gen ifadesi ölçümü aşamasına 

geçildi. 

 

4.2. Kontrol Grubunda Yaş ve Cinsiyet Dağılımı ile İzole Edilen RNA’ların 

Konsantrasyonları 

Kontrol grubu yaş ortalaması 34,95 ± 9,59 olan 18 ile 65 yaş aralığında 13’ü erkek 7’si 

kadın 20 sağlıklı bireyden oluştu (Tablo 4.1.). Kontrol grubunda EDTA’lı tüplere alınan   

periferik kan örneklerinden izole edilen RNA’ların konsantrasyonları da Tablo 4.1.’de 

verildi.  
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Tablo 4.1. Kontrol grubunda yaş, cinsiyet dağılımı ve ölçülen RNA konsatrasyonları 

Kontrol No Cinsiyet Yaş 
RNA 

konsatrasyonu 
(ng/µL) 

K1 E 28 243 
K2 E 32 354 
K3 K 45 425 
K4 K 38 898 
K5 K 25 1410 
K6 K 23 184 
K7 K 31 431 
K8 K 28 428 
K9 E 32 661 

K10 E 43 130 
K11 E 54 1336 
K12 K 35 373 
K13 E 46 1317 
K14 E 28 1017 
K15 E 27 558 
K16 E 57 870 
K17 E 31 867 
K18 E 34 788 
K19 E 37 544 
K20 E 25 248 

         K: Kadın E: Erkek 

4.3. AML Hasta Grubunda Yaş, Cinsiyet ve Mutasyonların Dağılımı ile İzole 

Edilen RNA’ların Konsantrasyonları  

AML hasta grubu yaş ortalaması 42,07 ± 18,18 olan 18 ile 65 yaş aralığında 20’si erkek, 

10’u kadın olmak üzere 30 hastadan oluştu (Tablo 4.2.). AML hasta grubunun periferik 

kan örneklerinden izole edilen RNA’ların konsantrasyonları da Tablo 4.2.’de verildi.  
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Tablo 4.2. AML hasta grubunun yaş, cinsiyet, mutasyonları ve ölçülen                        

RNA konsatrasyonları 

     K: Kadın E: Erkek 

AML hasta grubunu oluşturan örneklerin mutasyon dağılım yüzdeleri Şekil 4.1.’de, 

klinikopatolojik özelliklerine göre sınıflandırılması Tablo 4.3.’de verildi 

 

 

Hasta No Cinsiyet Yaş Mutasyon tipi 
RNA 

konsatrasyonu 
(ng/µL) 

H1 E 42 NPM1 1004 
H2 E 61 t(15;17) 1057 
H3 E 57 NPM1 1044 
H4 E 12 t(15;17) 995 
H5 E 76 t(15;17) 1090 
H6 E 90 FLT-3 1072 
H7 E 41 FLT-3 610 
H8 E 56 MPM1 325 
H9 E 26 t(15;17) 1434 

H10 K 22 t(15;17) 959 
H11 E 32 t(15;17) 1106 
H12 E 55 t(15;17) 422 
H13 E 49 t(15;17) 553 
H14 E 23 t(15;17) 810 
H15 K 40 MPM1 767 
H16 E 39 FLT-3 1290 
H17 E 18 inv(16) 868 
H18 K 61 MPM1 1618 
H19 K 65 MPM1 841 
H20 K 19 inv(16) 1028 
H21 E 54 t(15;17) 858 
H22 K 25 inv(16) 1817 
H23 K 38 t(8;21) 1045 
H24 E 23 t(8;21) 671 
H25 E 41 t(8;21) 1078 
H26 K 50 MPM1 1247 
H27 E 24 inv(16) 1106 
H28 K 50 MPM1 893 
H29 E 37 t(15;17) 900 
H30 K 30 t(15;17) 841 
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Şekil 4.1. AML hasta grubunda mutasyonların dağılım oranları 

Tablo 4.3. AML hasta grubun klinikopatolojik özelliklerine göre sınıflandırılması 

Klinikopatolojik özellikler N Prognostik Kriter 

Cinsiyet   

Kadın 10 

Erkek 20 

   

Sitogenetik anomaliler   

t(8;21)   (AML-M2) 3 

İyi Risk Grubu t(15;17)  (AML-M3) 12 

inv(16)    (AML-M4) 4 

   

Moleküler anomaliler   

NPM1 Mutasyonu 8 Orta Risk Grubu 

FLT3-ITD Heterozigot Mutasyon 3 Kötü Risk Grubu 

N: Örnek sayısı 
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4.4. KML Hasta Grubunda Yaş, Cinsiyet ve Mutasyonların Dağılımı ile İzole 

Edilen RNA’ların Konsantrasyonları 

KML hasta grubu yaş ortalaması 48,03 ± 19,90 olan 18 ile 65 yaş aralığında 17’si erkek 

13’ü kadın olmak üzere 30 hastadan oluştu (Tablo 4.4.) KML hasta grubunun periferik 

kan örneklerinden izole edilen RNA’ların konsantrasyonları da Tablo 4.4.’de verildi.  

 

Tablo 4.4. KML hasta grubunun yaş, cinsiyet dağılımı ve  

ölçülen RNA konsatrasyonları 

Hasta No Cinsiyet Yaş 
 

Mutasyon tipi 
RNA 

konsatrasyonu 
(ng/µL) 

H31 E 23 t(9;22) 1850 
H32 K 34 t(9;22) 1067 
H33 E 56 t(9;22) 1159 
H34 E 61 t(9;22) 945 
H35 E 18 t(9;22) 535 
H36 K 30 t(9;22) 703 
H37 K 73 t(9;22) 1054 
H38 E 75 t(9;22) 1614 
H39 K 60 t(9;22) 1068 
H40 E 18 t(9;22) 1366 
H41 K 46 t(9;22) 535 
H42 K 20 t(9;22) 452 
H43 E 74 t(9;22) 427 
H44 K 59 t(9;22) 846 
H45 K 62 t(9;22) 1083 
H46 E 58 t(9;22) 1335 
H47 E 20 t(9;22) 799 
H48 K 75 t(9;22) 835 
H49 E 58 t(9;22) 1589 
H50 E 81 t(9;22) 1310 
H51 K 46 t(9;22) 477 
H52 E 26 t(9;22) 923 
H53 K 75 t(9;22) 922 
H54 E 36 t(9;22) 1199 
H55 E 45 t(9;22) 1333 
H56 E 48 t(9;22) 568 
H57 K 57 t(9;22) 411 
H58 E 31 t(9;22) 1272 
H59 E 26 t(9;22) 620 
H60 K 50 t(9;22) 1041 

 K: Kadın E: Erkek 
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4.5. Kontrol ve Hasta Gruplarında Yaş ve Cinsiyet Dağılımları 

Çalışmaya alınan kontrol ve hasta gruplarındaki örneklerin yaş ortalaması ve standart 

sapma değerleri Tablo 4.5.’de verildi. Kontrol ve hasta gruplarının yaş dağılımı       

Şekil 4.2.’de gösterildi. Yaş dağılımı göz önünde bulundurulduğunda kontrol ve hasta 

grupları arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05) (Tablo 4.5.).     

Tablo 4.5. Kontrol ve hasta gruplarında yaş dağılımı  

Grup  

p  Kontrol 

(N:20) 

AML  

(N:30) 

KML 

(N:30) 

34,95±9,59 42,07±18,18   48,03±19,90 >0.05 

 
Veriler (Ortalama ± Standart Sapma) olarak ifade edilmiştir. 

                       N: Örnek Sayısı 
 

       

Şekil 4.2. AML (1), KML (2) ve Kontrol (3) gruplarında yaş dağılımlarının görünümü 
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AML ve KML hasta grubu, toplamda 23’ü kadın 37’si erkek olmak üzere 60 kişiden 

oluştu. Hasta gruplarında, cinsiyete göre yaş dağılımları arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı bir fark görülmedi (p>0.05) (Tablo 4.6.). 

 

Tablo 4.6. Hasta gruplarında cinsiyetler arası yaş dağılımı 

Cinsiyet 
AML ve KML Hasta Grupları  

(N:60) 

p 

>0.05 Erkek 43,68 ±20,07 

Kadın 47,26 ±17,75 

    
      Veriler (Ortalama ± Standart Sapma) olarak ifade edilmiştir. 
      N: Örnek Sayısı 

 

AML ve KML hasta gruplarında cinsiyete göre yaş dağılımları Şekil 4.3.’de gösterildi. 

 

Şekil 4.3. Hasta gruplarında cinsiyetler arası yaş dağılım grafiği 
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Kontrol grubu 13’ü erkek 7’si kadın 20 sağlıklı bireyden oluştu. Kontrol grubunda, 

cinsiyete göre yaş dağılımları arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark görülmedi 

(p>0.05) (Tablo 4.7.). 

Tablo 4.7. Kontrol grubunda cinsiyetler arası yaş dağılımı 

Cinsiyet 
Kontrol Grubu  

(N:20) 

p 

>0.05 Erkek 36,46 ±10,42 

Kadın 32,14 ±7,75 

     
      Veriler (Ortalama ± Standart Sapma) olarak ifade edilmiştir. 
      N: Örnek Sayısı 
 
 
Kontrol grubunda cinsiyete göre yaş dağılımları Şekil 4.4.’de gösterildi. 

 

 

Şekil 4.4. Kontrol grubunda cinsiyetler arası yaş dağılımının grafiği 
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4.6. Kontrol Grubunda HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 Genlerinin Real 

Time PCR Analizi 

 
Kontrol grubunda hedef genlerin ifade düzeyi Real Time PCR yöntemi ile incelendi. 

Çalışmamızda gen ifade analizinde normalizasyon işlemi için ve cDNA’nın kontrolünü 

yapabilmek için referans gen olarak Beta-actin referans geni kullanıldı. Her gene özgü 

primerler kullanılarak Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazında gen ifade ölçümleri 

yapıldı. Relative (göreceli) kantitasyon için her örneğin hedef gendeki Cp değerleri, 

yine aynı örneklere ait Beta-actin refeans geni Cp değerlerine oranlanarak normalize 

edildi. Kontrol grubu örneklerinde Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon 

eğrileri Şekil 4.5.’de verildi. Örneklerin 12. ile 24. döngüler arasında en yüksek eğimi 

gösterdiği görüldü. 

 

 

Şekil 4.5. Kontrol grubunda Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon 

eğrileri 

 

 
 
 
 
 
 

dH20 
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Örnek teşkil etmesi amacıyla K2 no’lu kontrol örneğinde HOTAIR, HOXD8, HOXD9, 

HOXD11 genlerine ait Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazında yapılan analizler 

sonucunda elde edilen Real Time PCR amplifikasyon eğrileri Şekil 4.6.’da gösterildi. 

 
 

Şekil 4.6. K2 no’lu kontrol örneğinin HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 genlerine 

ait Real Time PCR amplifikasyon eğrilerinin görünümü 

  

Kontrol grubunda normalize değerlerin her bir hedef gen için hesaplanan ortalama ve 

standart error mean (S.E.Mean) değerleri Tablo 4.8.’de verildi. HOTAIR, HOXD8, 

HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade düzeylerinin kontrol grubundaki dağılımı Şekil 

4.7.’de gösterildi. 
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Tablo 4.8. Kontrol Grubunda Genlerin İfade Düzeyleri 

 

GEN 

                         

Kontrol Grubu (N:20) 

HOTAIR 0.04 ± 0.03 

HOXD8 0.05 ± 0.03 

HOXD9 0.18 ± 0.08 

HOXD11 0.12 ± 0.06 

                 
                Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 

                N: Örnek Sayısı 

 

Şekil 4.7. Kontrol grubunda HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade 

seviyeleri ortalama değerleri grafiği 

4.7. AML Hasta Grubunda HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 Genlerinin 

Real Time PCR Analizi 

 
AML hasta grubunda hedef genlerin ifadesi Real Time PCR yöntemi ile ölçüldü. 

Normalizasyon için bütün örneklerde Beta-actin referans geni kullanıldı. Relative 

kantitasyon yapmak için her örneğin hedef gendeki Cp değerleri, yine aynı örneklere ait 

Beta-actin refeans geni Cp değerlerine oranlanarak normalize edildi. AML hasta 

grubundaki örneklerin Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon eğrileri   
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Şekil 4.8.’de verildi. Örneklerin 16. ile 26.döngüler arasında en yüksek eğimi gösterdiği 

görüldü. 

 
Şekil 4.8. AML hasta grubunda Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon 

eğrileri 

 

Örnek teşkil etmesi amacıyla H1 no’lu AML hasta örneğinde HOTAIR, HOXD8, 

HOXD9, HOXD11 genlerine ait Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazında yapılan 

analizler sonucunda elde edilen Real Time PCR amplifikasyon eğrileri Şekil 4.9.’da 

gösterildi. 

dH20 
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Şekil 4.9. H1 no’lu AML hasta örneğinin HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 

genlerine ait Real Time PCR amplifikasyon eğrileri 

AML hasta grubunda normalize değerlerin her bir hedef gen için hesaplanan ortalama 

ve standart error mean (S.E.Mean) değerleri Tablo 4.9.’da verildi. HOTAIR, HOXD8, 

HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade düzeylerinin AML hasta grubundaki dağılımı Şekil 

4.10.’da gösterildi. 

Tablo 4.9. AML Hasta Grubunda Genlerin İfade Düzeyleri 

 

GEN 
AML Hasta Grubu (N:30) 

 

HOTAIR 0.06 ± 0.02 

HOXD8 0.03 ± 0.01 

HOXD9 0.01 ± 0.01 

HOXD11 0.01 ± 0.00 

                
                 Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 
                 N: Örnek Sayısı 
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Şekil 4.10. AML hasta grubunda HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade 

seviyelerinin ortalama değerleri grafiği 

 

4.8. AML Hasta Grubunda Genlerin İfade Düzeylerinin Kontrol Grubu ile 

Karşılaştırılması 

AML hasta grubunda çalışılan hedef genlerin ifade düzeyleri, kontrol grubu ile T testi 

yöntemine göre karşılaştırıldı. p<0.05 düzeyi anlamlı kabul edildi. AML hasta grubunda 

HOTAIR ve HOXD8 genlerinin ifade düzeyleri kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiş olup (p>0.05), HOXD9 ve HOXD11 

genlerinin ifade düzeylerindeki azalma istatistiksel açıdan anlamlı bulundu (p<0.05) 

(Tablo 4.10.). 
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Tablo 4.10. Kontrol ve AML Hasta Gruplarında Hedef Genlerin İfade Seviyeleri 

Ortalama Değerlerinin Karşılaştırılması 

GEN 
Grup  

p  
Kontrol (N:20)  AML (N:30) 

HOTAIR 0.04 ± 0.03 0.06 ± 0.02 0.661 

HOXD8 0.05 ± 0.03 0.03 ± 0.01 0.242 

HOXD9 0.18 ± 0.08 0.01 ± 0.01 <0.001 

HOXD11 0.12 ± 0.06 0.01 ± 0.00 0.002 

 
Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 

N: Örnek Sayısı 

AML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 genlerine ait Real Time PCR 

amplifikasyon eğrileri Şekil 4.11.'de gösterildi. 

 

Şekil 4.11. AML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 genlerine ait Real Time 

PCR amplifikasyon eğrileri 

HOXD9 ve HOXD11 gen ifade düzeylerinin AML ve kontrol grubu arasındaki 

karşılaştırılması, Şekil 4.12.'de grafiksel olarak verildi. 
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Şekil 4.12. AML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade 

seviyelerinin ortalama değerlerinin karşılaştırılması  

4.9. KML Hasta Grubunda HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 Genlerinin 

Real Time PCR Analizi 

KML hasta grubunda hedef genlerin ifadesi Real Time PCR yöntemi ile ölçüldü. Her 

örneğin hedef gendeki Cp değerleri, aynı örneklere ait Beta-actin refeans geni Cp 

değerlerine oranlanarak normalize edildi. Elde edilen değerler relatif kantitasyon 

değerleri olarak kullanıldı. KML hasta grubundaki örneklerin Beta-actin genine ait Real 

Time PCR amplifikasyon eğrisi Şekil 4.13.'de verildi. Örnekler 12. ile 26. döngüler 

arasında en yüksek eğimi gösterdi. 
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Şekil 4.13. KML hasta grubunda Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon 

eğrileri  

Örnek teşkil etmesi amacıyla H34 no’lu KML hasta örneğinde HOTAIR, HOXD8, 

HOXD9, HOXD11 genlerine ait Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazında yapılan 

analizler sonucunda elde edilen Real Time PCR amplifikasyon eğrileri Şekil 4.14.’de 

gösterildi. 

 

Şekil 4.14. H34 no’lu KML hasta örneğinin HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 

genlerine ait Real Time PCR amplifikasyon eğrileri 

dH20 
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KML hasta grubunda normalize değerlerin her bir hedef gen için hesaplanan ortalama 

ve standart error mean (S.E.Mean) değerleri Tablo 4.11.’de verildi. HOTAIR, HOXD8, 

HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade düzeylerinin KML hasta grubundaki dağılımı Şekil 

4.15.’de gösterildi. 

Tablo 4.11. KML Hasta Grubunda Genlerin İfade Düzeyleri 

GEN 
KML Hasta Grubu (N:30) 

 

HOTAIR 0.21 ± 0.07 

HOXD8 0.05 ± 0.01 

HOXD9 0.01 ± 0.01 

HOXD11 0.01 ± 0.00 

               
               Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 
               N: Örnek Sayısı 

 

Şekil 4.15. KML hasta grubunda HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade 

seviyeleri ortalama değerleri grafiği 
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4.10. KML Hasta Grubunda Genlerin İfade Düzeylerinin Kontrol Grubu ile 

Karşılaştırılması 

KML hasta grubunda çalışılan hedef genlerin ifade düzeyleri, kontrol grubu ile T testi 

yöntemine göre karşılaştırıldı. p<0.05 düzeyi anlamlı kabul edildi. 

HOTAIR geninin ifade düzeyi, kontrol grubuna göre istatistiksel yönden anlamlı 

derecede artmış olarak bulunmuş olup (p<0.05), HOXD8 geninin ifade düzeyi kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı görüldü 

(p>0.05).  

HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade düzeyleri, kontrol grubuna göre istatistiksel 

yönden anlamlı derecede azalmış olarak bulundu (p<0.05) (Tablo 4.12.). 

 

 Tablo 4.12. Kontrol ve KML Hasta Gruplarında Hedef Genlerin İfade Seviyeleri 

Ortalama Değerlerinin Karşılaştırılması 

 

GEN 
Grup  

p  
Kontrol (N:20) KML (N:30) 

HOTAIR 0.04 ± 0.03 0.21 ± 0.07 0.002 

HOXD8 0.05 ± 0.03 0.05 ± 0.01 0.463 

HOXD9 0.18 ± 0.08 0.01 ± 0.01 <0.001 

HOXD11 0.12 ± 0.06 0.01 ± 0.00 0.001 

 
Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 
N: Örnek Sayısı 

KML ve kontrol grubu örneklerinde HOTAIR genine ait Real Time PCR amplifikasyon 

eğrileri Şekil 4.16.'da, HOXD9 ve HOXD11 genlerine ait Real Time PCR amplifikasyon 

eğrileri Şekil 4.17.'de verildi. KML örnekleri 30. ile 38. döngüler arasında en yüksek 

eğimi gösterirken, kontrol örneklerinin 33. ile 38. döngüler arasında en yüksek eğimi 

gösterdiği görüldü 
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Şekil 4.16. KML ve kontrol grubunda HOTAIR genine ait Real Time PCR 

amplifikasyon eğrileri 

 

Şekil 4.17. KML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 genlerine ait Real Time 

PCR amplifikasyon eğrileri 
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HOTAIR gen ifade düzeylerinin KML ve kontrol grubu arasında karşılaştırılması Şekil 

4.18.'de grafiksel olarak verildi. 

 

Şekil 4.18. KML ve kontrol grubunda HOTAIR gen ifade seviyelerinin ortalama 

değerlerinin karşılaştırılması 

HOXD9 ve HOXD11 gen ifade düzeylerinin KML ve kontrol grubu arasındaki 

karşılaştırılması Şekil 4.19.’da verildi.  

 

Şekil 4.19. KML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 gen ifade seviyelerinin 

ortalama değerlerinin karşılaştırılması  
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  HOTAIR, HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade düzeylerinin birlikte karşılaştırıldığı 

grafik Şekil 4.20.’de verildi. 

 

Şekil 4.20. KML ve kontrol grubunda HOTAIR, HOXD9 ve HOXD11 gen ifade 

seviyelerinin ortalama değerlerinin karşılaştırılması  

4.11. AML ve KML Hasta Grupları Arasında Hedef Genlerin İfade Düzeylerinin 

Karşılaştırılması  

AML hasta grubunda çalışılan hedef genlerin ifade düzeyleri KML hasta grubu ile T 

testi yöntemine göre karşılaştırıldı. p<0.05 düzeyi anlamlı kabul edildi. 

KML hasta grubunun HOTAIR gen ifadesi AML grubuna göre istatistiksel yönden 

değerlendirildiğinde daha yüksek bulunmuş olup (p<0.01), HOXD8, HOXD9, HOXD11 

genlerinin ifade düzeylerinde, her iki hasta grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark saptanmadı (p>0.05) (Tablo 4.13.), (Şekil 4.21.). 
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Tablo 4.13. AML ve KML Hasta Gruplarında Hedef Genlerin İfade Seviyeleri Ortalama 

Değerlerinin Karşılaştırılması 

GEN 
Grup  

p  
AML (N:30) KML (N:30) 

HOTAIR 0.06 ± 0.02 0.21 ± 0.07 <0.01 

HOXD8 0.03 ± 0.01 0.05 ± 0.02 0.396 

HOXD9 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.725 

HOXD11 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.00 0.940 

 
Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 
N: Örnek Sayısı 

 

Şekil 4.21. AML ve KML hasta grupları arasında hedef genlerin ifade seviyelerinin 

ortalama değerleri 

 

4.12. Kontrol ve Hasta Grupları Arasında Genlerin İfade Düzeylerinin 

Karşılaştırılması 

Hasta grubunda (AML-KML) çalışılan hedef genlerin ifade düzeyleri, kontrol grubu ile 

T testi yöntemine göre karşılaştırıldı. p<0.05 düzeyi anlamlı kabul edildi.  

Hasta grubunda HOTAIR gen ifade düzeyi, kontrol grubuna göre istatistiksel yönden 

anlamlı derecede yüksek olarak bulundu (p=0.032). Hasta grubunda HOXD9 ve 
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HOXD11 genlerinin ifade düzeyleri, kontrol grubuna göre istatistiksel yönden anlamlı 

derecede düşük düzeyde bulundu (p<0.001). HOXD8 geninin ifade düzeyinde gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05) (Tablo 4.14), (Şekil 

4.22). 

 

Tablo 4.14. Kontrol ve Hasta Gruplarında (AML-KML) Hedef Genlerin İfade Seviyeleri 

Ortalama Değerlerinin Karşılaştırılması 

GEN 

Grup  

p  Kontrol (N:20) Hasta (N:60) 

(KML-AML) 

HOTAIR 0.04 ± 0.03 0.13 ± 0.04 0.032 

HOXD8 0.05 ± 0.03 0.04 ± 0.01 0.216 

HOXD9 0.18 ± 0.08 0.01 ± 0.00 <0.001 

HOXD11 0.12 ± 0.06 0.01 ± 0.00 <0.001 

 
Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 
N: Örnek Sayısı 

 

Şekil 4.22. Kontrol ve hasta grupları (AML-KML) arasında hedef genlerin ifade 

seviyelerinin ortalama değerleri 
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4.13. Tüm Sonuçların Birlikte Değerlendirilmesi 

HOTAIR gen ifadesinin en fazla olduğu grubun KML, daha sonra AML ve kontrol 

grubu olduğu gözlendi. AML ve kontrol grupları arasında HOTAIR gen ifade 

düzeylerinde anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05). Fakat tüm hasta grubu ile kontrol 

grubu karşılaştırıldığında, bu genin hasta grubunda daha fazla eksprese olduğu görüldü.  

HOXD8 gen ifade düzeyinde tüm çalışma grupları arasında anlamlı bir fark gözlenmedi 

(p>0.05).  

HOXD9 gen ifadesi en fazla kontrol grubunda bulundu. AML ve KML grupları arasında 

bu genin ifade düzeyinde anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05). Ancak her iki hasta 

grubu ile kontrol grubu karşılaştırıldığında HOXD9 gen ifade düzeyinin hasta 

gruplarında daha az olduğu görüldü.  

HOXD11 gen ifadesinin en fazla olduğu grubun kontrol grubu olduğu gözlendi. AML 

ve KML grupları arasında bu genin ifade düzeyinde anlamlı bir fark gözlenmedi 

(p>0.05).  

Kontrol, AML ve KML hasta gruplarında çalışmaya alınan tüm hedef genlerin ifade 

düzeyleri Tablo 4.15 ve Şekil 4.23.’de gösrerildi. 

 

Tablo 4.15. Kontrol Grubu, AML Grubu ve KML Hasta Grupları Arasında Hedef 

Genlerin İfade Seviyelerinin Birlikte Değerlendirilmesi 

 

   Grup 

Ölçülen Gen İfadeleri 

HOTAIR HOXD8 HOXD9 HOXD11 

AML 

(N:30) 0.06 ± 0.02 0.03 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.00 

KML 

(N:30) 
0.21 ± 0.07 0.05 ±0.02 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.00 

Kontrol 

(N:20) 
0.04 ± 0.03 0.05 ± 0.03 0.18 ± 0.08 0.12 ± 0.06 

         
        Veriler (Ortalama ± S.E.Mean) olarak ifade edilmiştir. 
        N: Örnek Sayısı 
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Şekil 4.23. Kontrol grubu, AML ve KML hasta gruplarında hedef genlerin ifade 

seviyelerinin ortalama değerleri 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Kemik iliğinde myeloid seriyi meydana getiren hücrelerden olan granülositler ve 

monositler blast adı verilen genç hücrelerin karmaşık bir olgunlaşma süreci 

geçirmesiyle oluşurlar. AML blast hücrelerin olgunlaşamayıp kemik iliği ile kanda 

birikmesiyle karakterize malign bir hastalıktır (7).  

Son 30 yılda, tedavideki gelişmelere rağmen erişkinlerde en sık görülen akut lösemi 

olan AML’deki remisyon oranı %50’nin altındadır (8). AML’nin biyolojisi ve AML 

hastalarının tedaviye verdikleri yanıt tek bir mutasyon tarafından değil, bir 

kombinasyon tarafından belirlenir. Bu durum AML’nin fenotipik olduğu kadar 

genotipik olarak da heterojenite gösteren kompleks bir hastalık olduğunun göstergesidir 

(121). Son yıllarda birtakım gen mutasyonları ve bunların yanı sıra kısıtlanmış gen 

ifadeleri, normal karyotipli AML hastalarında tanımlanmış olup söz konusu 

mutasyonların bazıları ayırıcı prognostik ve klinik özelliklerle ilişkilendirilmiştir. Bu 

durum normal karyotip içeren AML vakalarının büyük çoğunluğunda prognostik açıdan 

muazzam bir heterojeniteye işaret eder. Bu yüzden hastaların prognozlarının takibi, 

nüks öngörüsü ve uzun süreli takipleri için moleküler markırlara ihtiyaç vardır. Her yıl 

risk kategorilerini daraltacak yeni moleküler prognostik markırlar listelere 

eklenmektedir (122).  

Garzon ve ark. 2014 yılında yapmış oldukları bir çalışmada; lncRNA'ların sitogenetik 

olarak normal (CN) 60 yaş ve üzeri AML hastalarında klinik özellikler ve tekrarlayan 

mutasyonlarla ilişkili olup olmadığını belirlemek için, tedavi almamış 148 CN-AML 

olgusunda spesifik bir microarray platformu kullanarak lncRNA ifadesini 

değerlendirmişlerdir. Belirgin lncRNA profillerinin, FLT3 genindeki (FLT3-ITD) iç 

tandem duplikasyonları ve NPM1, CEBPA, IDH2, ASXL1 ve RUNX1 genlerindeki 

mutasyonlar gibi seçilmiş mutasyonlarla ilişkili olduğu gösterilmiştir. lncRNA’ların 

ifade profillerinin AML'de tekrarlayan mutasyonlar, klinik özellikler ve sonuçlarla 

ilişkili olduğunu, bu lncRNA'ların bir kısmının lösemogenezde fonksiyonel bir role 

sahip olabileceğini, ayrıca AML'de biyomarkır olarak kullanılabileceğini belirtmişlerdir. 
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lncRNA ifadesine dayanarak, tek başına standart tedavi ile tam remisyona ulaşma 

olasılığı olan hastaların belirlenmesi, bu tür hastaları potansiyel olarak diğer 

toksisitelerden uzaklaştırmak ve post remisyon çalışmaları üzerine araştırma 

yaklaşımlarına odaklanmak gibi önemli bir ilerleme olduğunu vurgulamışlardır (101). 

Bizim araştırmamızda; yeni tanı alan 30 AML hastasında Real Time PCR yöntemi 

kullanılarak HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11 gen ifade düzeyleri ölçülerek 

HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade düzeylerindeki azalma istatistiksel açıdan anlamlı 

bulunmuş olup; HOTAIR ve HOXD8 genlerinin ifade düzeyleri kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir. 

HOTAIR, çeşitli insan solid tümörlerinde artmış ifadesi ile karakterize, potansiyel bir 

kanser biyomarkırı olarak düşünülen uzun kodlamayan bir RNA'dır. Son zamanlarda 

birçok kanser çeşidinde yapılan çalışmalarda HOTAIR’ın yüksek düzeyde ifadelerine 

rastlanılmaktadır. HOTAIR, solid tümörlerde epigenetik gen regülasyonu, metastaz ve 

prognoza katkıda bulunurken, hematolojik hastalıklardaki rolleri hakkında yeterli bilgi 

bulunmamaktadır. Ayrıca, literatür incelendiğinde akut ve kronik myeloid lösemili 

hastalarda HOXD genlerinin mRNA ifade düzeylerinin araştırıldığı bir çalışmaya 

rastlanmamıştır (4).  

Wu ve ark. AML hastalarında HOTAIR ifade profilini araştırmak ve tümör 

progresyonunda klinik önemi değerlendirmek amacıyla, yeni tanı alan 85 AML 

hastasının kemik iliği veya periferik kan örneklerinden elde edilen mononükleer 

hücrelerde HOTAIR ifadesini incelemek için kantitatif polimeraz zincir reaksiyon 

(qPCR) yöntemini kullanmışlardır. HOTAIR ifadesinin AML hastalarında 

klinikopatolojik faktörleri ve prognozu ile ilişkisini istatistiksel olarak analiz 

etmişlerdir. AML hastaları, sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığında, HOTAIR ifadesinin 

belirgin şekilde artmış olduğu görülmüş ve tedavi sonrasında HOTAIR ifade düzeyinin 

belirgin şekilde azaldığı tespit edilmiştir. Yüksek düzeyde HOTAIR ifadesi bulunan 

hastaların, düşük düzeyde HOTAIR ifadesi olan hastalara kıyasla, genel sağkalım ve 

relaps görülmeyen sağkalım süreleri açısından nispeten zayıf olduğu belirtilmiştir. 

HOTAIR’ın, kötü prognozun bir biyomarkırı olarak temsil edilebileceği ve AML 

tedavisi için potansiyel bir terapötik hedef olabileceği öngörülmüştür (123).  Hao ve 

ark. de novo AML hastalarının, AML tam remisyon (AML-CR) hastalarının ve sağlıklı 

kontrollerin kemik iliği örneklerinde HOTAIR ifadesini gerçek zamanlı kantitatif 

reverse transkripsiyon PCR (qRT-PCR) yöntemiyle değerlendirmişlerdir. de novo AML 
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hastaları; AML-CR hastaları ve normal kontroller ile karşılaştırıldığında; HOTAIR 

ifadesinin belirgin şekilde arttığını göstermişlerdir. HOTAIR aşırı ifadesinin klinik 

önemini incelemek için de novo AML örneklerinin klinikopatolojik parametreleri ile 

HOTAIR ifade düzeyi arasındaki korelasyon araştırılmıştır. Analizler, yükselmiş 

HOTAIR seviyesinin hastalığın yüksek risk grubu ile anlamlı korelasyon gösterdiğini; 

bununla birlikte, hastaların cinsiyeti veya lösemi alt tipi arasında herhangi bir ilişkinin 

olmadığını göstermiştir. HOTAIR'ın AML'deki rolünü daha detaylı incelemek için, 

lösemi hücresi proliferasyonu üzerine fonksiyonel etkilerini de araştırmışlardır. 

HOTAIR’ın baskılandığı lösemi hücrelerinde hücre proliferasyonunun önemli derecede 

azaldığını göstermişlerdir. HOTAIR’ın baskılanmasıyla in vitro olarak lösemi hücresi 

proliferasyonunun inhibe edilebilmesinin, AML için yeni bir prognoz markırı ve tedavi 

için umut verici bir hedef olabileceği vurgulanmıştır (124). Zhang ve ark. yapmış 

oldukları bir çalışmada, HOTAIR’ın akut lösemilerdeki rolünü araştırmışlardır. 96 akut 

lösemi hastasının ve 80 sağlıklı kontrolün mononükleer hücrelerinde HOTAIR ve 

HOTAIR sinyal yolunda görev alan her bir genin ifadesini Real Time PCR yöntemi 

kullanarak analiz etmişlerdir. Akut monositik lösemi (M5) hastalarında HOTAIR 

ifadesinin kontrol örneklerine göre artmış olduğunu ve diğer AML tiplerine göre artışın 

daha yüksek olduğunu, M5 hastalarında HOTAIR’ın kötü prognozla yakından ilişkili 

olduğunu belirtmişlerdir. HOTAIR ifadesini, ALL, AML, M5 olmayan AML hastaları 

ile karşılaştırmışlar ve istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olmadığını gözlemlemişledir 

(125). Xing ve ark. HOTAIR lncRNA'nın artmış ifadesinin, HOTAIR ve miR-193a 

arasındaki etkileşim yoluyla c-KIT proto-onkogeninin ifadesini modüle ederek AML'de 

onkojenik bir aktiviteye sahip olduğunu göstermişlerdir (126). Lin ve ark. yaptıkları 

meta analizlerde, HOTAIR’ın lösemi ve lenfomadaki kötü prognozu değerlendirmek için 

yeni bir belirleyici faktör olabileceğini belirtmişlerdir. Ancak, büyük sayıları kapsayan 

lösemi ve lenfoma hasta gruplarında prognostik rolü araştıran prospektif randomize 

kontrollü çalışmalara ihtiyaç olduğunu da ifade etmişlerdir (127). Sayad ve ark. İran 

toplumunda yapmış oldukları bir çalışmada HOTAIR’ın AML hastaları için bir 

biyomarkır olmadığını ifade etmişlerdir. 25 de novo AML hastası ve 40 sağlıklı 

kontrolün periferik kan örneklerini kullanarak HOTAIR ifadesini qRT-PCR yöntemi ile 

değerlendirmişlerdir. AML hastaları ve sağlıklı kontroller arasında HOTAIR gen ifade 

düzeyinde anlamlı bir fark olmadığını belirtmişlerdir. HOTAIR'ın ifade düzeyi ve 

AML'ye duyarlılığı arasında olası bir ilişkiyi araştırmak adına erkekler ve kadınlar 
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arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olmadığını da bildirmişlerdir. 

Araştırmacılar; HOTAIR ifade düzeyinin, AML için kesin bir tanısal veya terapötik 

biyomarkır olarak düşünülemeyeceğini, elde ettikleri sonuçların ileride yapılacak olan 

çalışmalarla doğrulanması gerektiğini ve HOTAIR ile AML arasındaki korelasyonun 

hâlen araştırılması gerektiğini vurgulamışlardır (128). 

Bizim araştırmamızda; yeni tanı alan 30 AML hastasının ve kontrol grubu olarak da 20 

sağlıklı bireyin periferik kan örnekleri kullanıldı. Elde ettiğimiz bulgulara göre; AML 

hastalarında HOTAIR geninin ifade düzeyleri kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı görüldü (p>0.05). AML hasta grubu ile 

yaptığımız analizler, Sayad ve ark. yapmış oldukları çalışmaya benzer nitelikte HOTAIR 

ifade seviyesinin, AML için kesin bir tanısal veya terapötik biyomarkır olarak 

düşünülemeyeceğini desteklemektedir. Elde ettiğimiz sonuçlar, AML hastalarındaki 

HOTAIR ifade düzeyinin prognostik rolünün araştırıldığı daha fazla hasta sayısı içeren 

ve daha kapsamlı çalışmalara hâlen ihtiyaç olduğunu göstermektedir. Blastik hücre 

popülasyonunun kemik iliğinde daha belirgin olarak lokalize oldukları göz önüne 

alındığında, HOTAIR geninin ifade düzeyinin kemik iliği örneklerinde de ölçülmesi, 

çalışmamızın daha etkin çıktılar verebilmesine imkân sağlayabilir.  

KML, erişkinlerde yeni tanı alan löseminin yaklaşık %15'ini oluşturan majör 

myeloproliferatif bir hastalıktır.  22. kromozom üzerinde bir hibrid BCR-ABL onkogeni 

oluşur ve bu genin ürünü olan p210 peptidi KML'nin patogenezinde rol oynayan yapısal 

olarak aktifleştirilmiş tirozin kinaz aktivitesine sahiptir (104). KML için yaygın olarak 

kullanılan ve oldukça etkili olan tedavi, BCR-ABL onkoproteininin kinaz aktivitesini 

inhibe eden tirozin kinaz inhibitörlerinden imatinib mesilat uygulamasıdır. BCR-ABL'yi 

hedef alan tirozin kinaz inhibitörleri çoğu KML hastası için ilk basamak tedavidir ve 

KML prognozunu büyük ölçüde geliştirmiştir. Bununla birlikte, imatinib direnci, KML 

tedavisinde büyük bir sorun olarak ortaya çıkmaktadır. Tirozin kinaz inhibitör 

tedavisine karşı dirençle birkaç moleküler yol ilişkilendirilmiştir ancak ilaç direncinin 

gelişmesinin kesin mekanizması belirsizliğini korumaktadır. Bu nedenle son yıllarda, 

tanıda klinik sonuçları öngörebilen, hastaların prognostik olarak sınıflandırılmasına 

yardımcı olan ve ilaç direncini öngörmek ve yönetmek için lncRNA'ların ifade profilleri 

üzerinde durulmaya başlanmıştır (129). Yeni potansiyel biyolojik markırların 

tanımlanması; hastaya uygun tedavi sürecinin uygulanması ve gelişebilecek ilaç 
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direncinin pratik olarak izlenebilmesine olanak sağlayarak hastalarda uzun vadeli daha 

iyi sonuçların alınması için önemlidir (103).  

Bu durumda lncRNA’lar prognostik faktör olarak büyük önem kazanmaktadır. Birçok 

kanser çeşidinde biyomarkır olarak kullanılabilmeleri için çalışmalar sürdürülmektedir. 

lncRNA'lar epigenetik gen regülasyonuna, metastazlara ve solid tümörlerin prognozuna 

katkıda bulunurken, hematopoetik kanserlerle olan ilişkisi de son yıllarda yapılan 

çalışmalar ile ortaya konmaya başlanmıştır (130).  

Wang ve ark. yapmış oldukları çalışmada imatinibe karşı KML direncinde HOTAIR’ın 

mekanizmalarını araştırmışlardır. KML hastalarında HOTAIR ifadesini tespit etmek için 

Real Time PCR yöntemini kullanmışlardır. 34 KML hastasını MRP1-düşük ve MRP1-

yüksek olmak üzere gruplara ayırmışlardır. HOTAIR'ın ifadesinin MRP1 yüksek olan 

hastalarda ve K562-imatinibe dirençli hücrelerde kontrol ile karşılaştırıldığında büyük 

ölçüde arttığını göstermişlerdir. K562-imatinibe dirençli hücrelerde HOTAIR ifadesinin 

baskılanmasıyla MRP1 geninin ifadesinin azaldığını ve imatinib tedavisine daha yüksek 

hassasiyet geliştiğini göstermişlerdir. Ayrıca, K562-imatinibe dirençli hücrelerde 

HOTAIR ifadesinin baskılanmasının PI3K/Akt aktivasyonunu büyük ölçüde azalttığını 

belirtmişlerdir. HOTAIR'ın KML hücrelerinde çoklu ilaç direncini PI3K/Akt sinyal 

yolunun aktivasyonu ile modüle ettiğini belirtmişlerdir (131). Wang ve ark. imatinibe 

dirençli olduğu bilinen KML hücrelerinde HOTAIR’ın ifadesinin artmış olduğunu 

bildirmişlerdir (131).  

Bizim araştırmamızda ise yeni tanı alan tedavi öncesi KML hastalarında HOTAIR 

geninin ifade düzeyinin kontrol grubuna göre artmış olduğu görüldü (p<0.05). KML 

grubunun HOTAIR gen ifadesi AML grubuna göre daha yüksek düzeyde bulundu 

(p<0.05). Hasta grubunda (AML-KML) HOTAIR gen ifade düzeyi, kontrol grubuna 

göre istatistiksel yönden anlamlı derecede yüksek olarak bulundu (p=0.032). Elde 

ettiğimiz bulgular doğrultusunda HOTAIR ifadesindeki artışın yeni tanı alan KML 

hastalarında önemli bir potansiyel faktör olabileceği söylenebilir. 

HOX genleri embriyo hücrelerinde vücutta hangi yapıların nerede bulunacaklarını ve bu 

nedenle neye dönüşeceklerini belirleyen genlerdir. Tüm homeotik genler HOX denilen 

180 nükleotidlik (60 aa) ortak nokta içermektedir. HOX genleri kendi içinde A, B, C, D 

olmak üzere 4 gruba ayrılmakta ve farklı kromozomlarda lokalize olmaktadırlar (63). 

HOTAIR, 2. kromozomun HOXD lokusunda yer alan HOXD8, HOXD9, HOXD10, 

HOXD11 genlerinin ifadesini baskılamaktadır (8,45).  
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AML hastalarında yapılan çalışmalarda HOXD genlerinin ölçülebilecek ifadelerine 

rastlanmamıştır (132). HOXD11 geninin hematolojik hastalıklarla olan ilişkisi tam 

olarak bilinmemektedir (86).  

Bizim araştırmamızda, HOTAIR ile lösemi arasındaki ilişkiyi ve HOTAIR’ın prognostik 

rolü hakkındaki önemini kavramak için daha fazla veri elde etmek amacıyla HOTAIR ile 

birlikte aynı zamanda HOTAIR tarafından hedef alınarak baskılanan HOXD genlerinden 

HOXD8, HOXD9 ve HOXD11 genlerinin de ifade düzeyleri, hem sağlıklı kontrollerde 

hem de AML ve KML hasta grubunda ölçülerek karşılaştırıldı. AML hasta grubunda 

HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade düzeyi kontrol grubuna göre düşük düzeyde 

bulundu (p<0.05). Yeni tanı almış 30 AML hastasında HOXD9 ve HOXD11 genlerinin 

ifadelerinin baskılandığı gösterildi. KML hasta grubunda HOXD9 ve HOXD11 

genlerinin ifade düzeylerinin kontrol grubuna göre azalmış olduğu görüldü (p<0.05). 

KML tanısını yeni alan 30 hastanın tedavi öncesi kan örnekleriyle yaptığımız çalışmada 

HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifadelerinin baskılandığı gösterildi. AML ve KML 

grupları arasında HOXD8, HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade düzeylerinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05).  

Sonuç olarak; HOTAIR geninin, KML hastalarında HOXD9 ve HOXD11 genlerinin 

ifadesini baskılayarak onkojenik faaliyet gösterdiği, HOTAIR’ın ifade profillerinin 

KML hastalarının prognostik olarak sınıflandırılmasında ve ilaç direncinin öngörülmesi 

ve izlenmesinde potansiyel bir biyomarkır olabileceği, daha fazla hasta sayısı içeren 

protein düzeyindeki çalışmalarla da desteklenerek söylenebilir.  
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