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Bu çalışmada, miRNA’ların; moleküler tıpta yeni diagnostik, prognostik ve hedefe 

yönelik terapötik biyomarkırların belirlenmesinde umut verici unsurlar olabileceği 

fikrinden yola çıkarak, Sistemik Lupus Eritematozus (SLE)’da tanı için kullanılabilecek 

spesifik bir veya birden fazla biyomarkırın ortaya konulabilmesi için, hastaların sitokin 

genlerinin anlatım profilleri belirlenmesi, serumdaki sitokin miktarları ile karşılaştırıldı 

ve miRNA – sitokin ilişkileri araştırıldı.  

Öncelikle 16’sı hasta (10 böbrek tutulumu olan ve 6 böbrek tutulumu olmayan) ve 8’i 

kontrol olmak üzere toplam 24 gönüllü bireylerden, kan örnekleri alındı ve serumlar 

ayrıştırıldı. Mikrodizilim deneylerinde kullanılmak amacıyla kan ve serum 

örneklerinden total RNA ve miRNA izolasyonu yapıldı ve örnekler, 8x60K v2 

“SurePrint G3 Human Gene Expression” ve 8x60K v19 miRNA slaytları (Agilent) 

kullanılarak mikrodizilim ile analiz edildi. Verilerin ön-işleme ve diferansiyel 

ekspresyon analizi “GeneSpring” yazılımı (Agilent) (versiyon 12.6) ile gerçekleştirildi. 

SLE’li hasta grubu ve kontrol grubunun miRNA ve mRNA mikrodizilim sonuçları, 

böbrek tutulumu, kompleman yetersizliği, ANA ve anti-DNA varlığı gibi faktörlerin 

eşzamanlı bulunmaları dikkate alınarak değerlendirildi ve karşılaştırıldı. Transkripsiyon 

düzeyleri farklılık gösteren miRNA’lar için microRNAorg, TargetScan ve PITA 
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programları kullanılarak tahmini potansiyel hedefler belirlendi. mRNA 

profillemesinden elde edilen veriler hedef genler için sorgulandı ve mRNA/miRNA dizi 

eşleşme analizleri yapıldı. Multipleks ELISA kiti (Bio-Rad) kullanılarak sitokinlerin 

miktarları tayin edildi.  

Sağlıklı kontrollere göre SLE hastalarında transkripsiyonu farklı olan toplam 10 

miRNA arasından hsa-mir-1825, hsa-mir-933, hsa-mir-149-5p, renal tutulumlu 

vakalarda belirlenen miRNA’lardan hsa-mir-766-3p ve renal tutumlu olmayıp ANA 

test sonucu pozitif olan hastalarda belirlenen hsa-miR-621’in PI3K-AKT-mTOR 

yolağında rolleri olabileceği gösterildi. Ayrıca IL-4, IL-6 ve TNF-α gibi pro-

enflamatuvar sitokinlerin kandaki miktarının, hastalığın evresi ve şiddetine göre 

değişebilen miRNA’ların sentezini düzenleyerek nefropati, hipertansiyon, ciltteki koyu 

lekeler ve insülin direnci gibi bazı semptomların ortaya çıkmasında rolleri olabileceği 

yönünde veriler elde edildi.  

Ayrıca hsa-miR-149-5p için yapılan biyoinformatik çalışmalar sonucu elde edilen 

tahmini hedef genlerden ERbB3 mRNA’sı deneysel olarak mRNA ekspresyon analiz 

aşamasında da onaylandı. NCBI dizi eşleşme analiz sonuçlarına dayanarak yaklaşık 

%90 düzeyindeki benzerlik, hsa-miR-149-5p’nin bu gene ait primer transkripti kırpılma 

öncesi yıkıma uğratarak düzenlediği gösterildi. 

Örnek sayısının düşük olması ve SLE hastalığının klinik heterojenitesinden dolayı, 

çalışma kapsamında alınan sonuçların daha geniş çalışmalarla da teyit edilmesi 

gerekmektedir. 

 

Haziran 2014, 170 

Anahtar kelimeler: Sistemik Lupus Eritematozus, Sitokin, miRNA, Mikrodizilim, 

Biyomarkır.                     
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miRNAs transpire as promising elements in molecular medicine for the identification of 

new diagnostic, prognostic and targeting therapeutic biomarkers. This being the case, 

we aimed to investigate a or a group of specific diagnostic biomarkers for Systemic 

Lupus Erythematosus (SLE) disease, to identify cytokines genes’ expression profiling, 

comparison between the profiles with related amounts  in the serum and eventually to 

study target-gene-mediated functional roles of miRNAs, which have been correlated to 

disease development and progression. 

First, blood and serum samples were obtained from a total of 24 volunteers, including 

16 patients (10 with renal involvement and 6 without renal involvement), and eight 

healthy controls. In order to use in microarray assays total RNA and miRNAs samples 

that were isolated from PBMCs and serum samples respectively, were assessed by using 

8x60K v2 “SurePrint G3 Human Gene Expression” and 8x60K v19 miRNA microarray 

slides (Agilent). Data processing and differential expression analysis were done by 

"GeneSpring" software (version 12.6) (Agilent). Taking coexistence of factors such as 

the renal involvement, complement deficiency, positive ANA and anti-DNA, into the 

account, miRNA and mRNA microarray analysis, was performed by comparison of 

SLE patients with the healthy controls. For each differentially expressed miRNA, 

potential target genes were predicted by microRNAorg, TargetScan and PITA 

prediction tools. Obtained mRNA profiling data were interrogated for the target genes 
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and mRNA/miRNA binding site sequence analyses were done. Finally, the amounts of 

cytokines were measured by multiplex ELISA method (Bio-Rad).  

The results of study showed that some differentially expressed miRNAs may play 

pivotal roles in PI3K-AKT-mTOR pathway. These included (hsa-miR-1825, hsa-miR-

933 and hsa-miR-149-5p) of the 10 differentially expressed miRNAs in SLE patients 

comparing to healthy controls, hsa-miR-766-3p from those which were differentially 

expressed in SLE patients with renal compared to without renal involvement, and hsa-

miR-621 among those which were differentially expressed in SLE without renal 

involvement and positive ANA test compared to the others. In addition, according to the 

obtained data it is suggested that blood-borne proinflammatory cytokines such as IL-4, 

IL-6 and TNF-α alongside with stage and severity of disease may contribute to 

differential expression of these miRNAs which may also lead to much more serious 

complications such as nephropathy, hypertension, dark spots on the skin, and insulin 

resistance. 

Furthermore, out of the target genes predicted for hsa-miR-149-5p through 

bioinformatics studies, ERbB3 was confirmed experimentally in the mRNA expression 

analysis. Based on NCBI sequence matching analysis results, with approximately 90% 

homology level, it was shown that hsa-miR-149-5p regulates gene expression via 

degradation of primer transcript prior to mRNA splicing. 

Because of the smaller sample size and clinical heterogeneity of SLE, our results must 

be confirmed in larger studies. 

 

June 2014, 170 
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1. GİRİŞ 

Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) insanlardaki otoimmün hastalıkların bir protipidir. 

Birçok organda hasarlanma ve inflamasyona neden olan, otoantikor üretimi ve immün 

kompleks yapımı ile karakterize, etiyolojisi tam olarak bilinmeyen, yaygın, otoimmün 

bir hastalıktır. Sıklığı ve şiddeti açısından bölgesel farklılıklar göstermesine rağmen, 

SLE, dünya çapında tanınan ve tüm etnik gruplarda gözlenen bir hastalıktır. Hastalığın 

şiddeti hastalar arasında farklılık göstermektedir. SLE hastalarının bazıları nispeten 

hafif belirtilere sahip olup çok az tedavi gerektirir veya hiç tedavi gerektirmezken, 

diğerlerinde birden fazla iç organı etkileyen kronik inflamasyon oluşup yüksek doz 

kortikosteroid ve sitostatik ilaçlar ile agresif tedavi yoluna gidilmektedir.  

Cinsiyet lupusun güçlü risk faktörüdür ve çalışmaların çoğunda, hastaların %90'ından 

fazlası kadındır. Genel olarak kadın-erkek oranı 7:1 olurken, doğurgan çağda bu oran 

11:1’e yükselir. SLE’ye yatkınlıkta, genetik ve çevresel faktörlerin rolü bilinmektedir ve 

patogenezi tam anlamıyla tanımlanmamış olmakla beraber; monozigot ikizlerde görülen 

yüksek konkordans, aynı aile bireylerinde görülme sıklığında artış ve birinci dereceden 

akrabalarda artan rölatif risk, hastalığın genetik temellerle ilişkili olduğunu ortaya 

koymaktadır.  

SLE’de, sitokinlerin etkin rollere sahip olduğu bilinmektedir. Sitokinler tarafından 

ortaya çıkan SLE immünopatolojisi birçok yönden tam olarak aydınlatılamamış 

olmasına rağmen genelde Th1 veya Th2 üstünlüğünün hastalığın evresine göre 

değişebileceği kabul edilmektedir. Th2 yanıtı, otoantikorların geliştirilmesi ve 

üretilmesi ile, Th1 yanıtı ise enflamatuvar aktivite ile ilgilidir. Sitokinlerin yüksek 

oranda polimorfik olarak kodlandığı bilinmektedir. Bu polimorfizmlerin kişiler arasında 

gözlenen farklı oranlarda sitokin üretiminden, dolayısıyla Th1/Th2 dengesinden 

sorumlu olabileceği düşünülmektedir. Son yıllarda bu farkın miRNA kökenli 

olabileceği konusunda da bulgulara rastlanmıştır. Otoimmün hastalıkların takibinde en 

önemli zorluk tanıya, hastalık aktivitesine ve atakların tahmin edilmesine yönelik 

spesifik bir biyomarkırın bulunmayışıdır. Biyomarkır keşfi veya etkili terapötiklerin 
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geliştirilebilmesi için miRNA’lar ve sitokinlerin daha derinlemesine incelenmesi 

gerekmektedir. 

Oligonükleotid miRNA mikrodizilimler ve yoğun dizileme, bilinen tüm miRNA’ların 

(“miRNAome”) analizini mümkün kılmıştır. Bu yöntemler tümörlerde ve diğer 

hastalıklarda sentezlenen miRNA tiplerini ve miktarlarını değerlendirmek için 

kullanılmaktadır. Günümüze dek, hemen hemen tüm kanser tiplerinde değişken miRNA 

profili bildirilmiştir. SLE’de de farklı sentezlenen miRNA’lar ile ilgili birkaç çalışma 

yayımlanmıştır. Araştırma konusunun yeni olması, uygulama süreçlerinin maliyetli ve 

uzun süreçler içermesi gibi nedenlerden dolaylı Bugüne kadar SLE hastalığıyla 

ilişkilendirilmiş çok fazla sayıda miRNA rapor edilememiştir. Ayrıca yapılan 

çalışmalarda miRNA’lar ile proteinler arasındaki ilişki çok fazla ele alınmamıştır. 

miRNA’ların bu hastalığın etiyolojisinde yer alabileceği yönündeki kanıtlar, 

miRNA’ların SLE’de potansiyel tanısal markır olarak kullanılabileceğini 

düşündürmektedir. 

Gerçekleşen bu çalışmada sadece miRNA profilleri üzerinden sonuca gitmenin yanı sıra 

SLE hastalığıyla doğrudan ilişkili olduğu bilinen sitokin genlerinin anlatım düzeyi ve 

protein miktarları arasındaki farklar da araştırma konusuna dahil edilmiştir. Bu 

çalışmada miRNA ve sitokin ilişkili moleküllerin etkileşimleri belirlenmiştir, 

miRNA’lar için biyoinformatik yazılımlarla tahmin edilen hedef mRNA’lar, eşzamanlı 

mRNA/miRNA profillemesi ile doğrulanmış ve mRNA/miRNA dizi eşleşmeleri 

araştırılmıştır. Elde edilen verilere dayanarak SLE hastalığıyla ilişkilendirilmiş yeni 

miRNA’lar literatüre eklenecektir.  
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. SİSTEMİK LUPUS ERİTEMATOZUS 

2.1.1. Tanıtım 

Sistemik lupus eritematozus (SLE) tipik olarak çoklu organ sistemlerini etkileyen, 

ribonükleoproteinler ve fosfolipidler de dahil çok sayıda öz-antijene karşı otoantikor 

üretimi ile karakterize otoimmün bir hastalıktır. Hayvan modellerinin aksine, SLE 

insanlarda heterojen bir hastalıktır. Hastalığın seyri ve belirtileri bireyden bireye 

farklılık gösterir (Tan ve diğ., 1982; Urra ve diğ., 2012). 

Bu kompleks otoimmün hastalık, patogenezi henüz tam olarak açıklanmamakla birlikte, 

hem doğuştan gelen bağışıklık sistemi hem de adaptif bağışıklık sisteminin birden fazla 

immünolojik bileşenindeki kusur sonucunda meydana gelir. Bu kusurların en 

önemlileri; immün tolerans mekanizmasındaki değişiklikler, B ve T hücrelerinin 

hiperaktivasyonu, immün komplekslerin ve apoptotik hücrelerin ortadan 

kaldırılmasındaki yetersizlik ve çoklu düzenleyici ağlardaki başarısızlıktır (Firestein, 

2008). Tanımlanan immünolojik fonksiyon kayıplarının,  hastalığın başlangıcından 

yıllar önce ortaya çıkması, hastalığın tanısını güçleştirmektedir (Arbuckle ve diğ., 

2003). 

2.1.2. Tarihçe 

Lupus terimi yaklaşık bin yıldan beri tıbbi literatürde kullanılmaktadır (Rowell, 

1997).“Lupus érythémateaux” terimi ilk kez 1851 yılında Cazénave tarafından 

kullanılmıştır (Cazénave, 1851). Latince’de lupus, kurt anlamına gelirken, “erythema” 

eritem, enfeksiyon veya enflamasyon sonucu deride meydana gelen kızarıklık ve hasar 

olarak tanımlanır. Hastalık kapsamında yaygın olarak kullanılan başka bir sembol de 

kelebektir.Yüzde kurt ısırığını andıran yaralanmalar ve/veya kelebek şeklini andıran 

uzunlamasına bir kızarıklık, hastalığın tanımlanmasında önemli semptomlardır. Diskoid 

biçimli kutanöz lupusun tanımı ise 1833 yılında yapılmış, ancak 1934 yılında deri 

değişikliklerinin dağılımı ve ölçülerine göre geliştirilmiştir (O’Leary, 1934). 1979’da 
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Richard D. Sontheimer ve arkadaşlarının yayınladığı olgu raporu, hastalığın temel 

açıklaması olarak kabul edilir (Sontheimer ve ark.,1979). Móric Kaposi 1872’de diskoid 

lupus ve yayılmış “sistemik” lupusu ayırt eden ilk kişi olmuştur (Kaposi, 1872). Kaposi 

deri bulgularının yanında ateş, anemi, eklem çevresinde ağrı, kilo kaybı ve artrit gibi 

sistemik belirtilerin hastalıkla ilişkisini göstermiştir. Böbrek, kalp ve akciğerlerle ilgili 

daha tanımlanabilir belirtiler de 1895’de Osler tarafından gösterilmiştir (Osler, 

1895).William Osler aynı zamanda günümüzde kullanılan "Sistemik lupus eritematozus" 

terimini de literatüre kazandırmıştır. Otoantikor ve antinükleer antijenlerin keşfi (1950-

1960) ile birlikte hastalığın otoimmün doğası ve yüksek değişkenliği daha iyi 

anlaşılmakla birlikte sistemik lupus 2000’li yıllarda otoimmün bir hastalık olarak 

tanınmıştır (Meller ve diğ.,2005). SLE’nin otoimmün bir hastalık olduğu Hargraves 

(1948) tarafından gösterilmiştir. Yaklaşık on yıl sonra, 1957’de lupus hastalarında 

nükleer yapılara karşı otoantikorların yüksek düzeyde olduğunun tespiti (Anti-nükleer 

antikorlar; ANA) ve bu ANA’ların gösterilmesi amacı ile tanısal immünofloresan 

deneyleri geliştirilmiştir (Friou, 1957). Bu antikorların çift sarmallı DNA (dsDNA) ve 

histon proteinlerine afinitesi olduğu belirlenmiştir. ANA’lar diğer sistemik otoimmün 

hastalıklarda da görülmekle birlikte, anti-dsDNA otoantikorları SLE için çok yüksek 

seçicilik göstermektedir. 

Hastalığın tarihsel geçmişindeki en önemli başarılardan biri lupus eritematozus (LE) 

hücresinin keşfidir (Hargraves, 1969). Kemik iliği ve kan preparatlarında LE hücresinin 

tespiti, SLE hastalığının klinik teyidinde ya da şüpheli olan hastaların belirlenmesinde 

büyük önem taşımaktadır (Hepburn, 2001). Bu hücrenin belirgin özelliği, hastalıklı 

hücreye ait çekirdeğin olgun polimorfonükleer lökositler tarafından fagosite edilmiş 

olmasıdır (Şekil 2.1). Çift iplikli DNA’ya (dsDNA) karşı üretilen anti-dsDNA 

antikorları temel SLE araştırmalarının esas çalışma konulardan biri haline gelmiştir. 
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Şekil 2.1: Lupus Eritematozus (LE) hücreleri. Bu hücrelerin çekirdekleri, olgun 

polimorfonükleer lökositler tarafından fagosite edilir ve sindirilir. Şekilde homojen inklüzyon 

polimorfonükleer lökosit ok ile gösterilmiştir (Rheumatology image bank)1. 

2.1.3. Epidemiyoloji 

Diğer pek çok hastalık semptomları ile ortak özellikleri paylaştığından lupus hastalığı 

tek tek hastaların kendi raporlarına bağımlı olarak değerlendirilmektedir. Kesin 

epidemiyolojik bilgi eksikliği nedeniyle lupuslu kişilerin sayısı tam olarak 

bilinmemektedir. Mevcut sınırlı verilere dayanarak, dünya çapında en az beş milyon 

kişinin lupus hastası olduğu ve her yıl 100.000'den fazla yeni vakanın ortaya çıktığı 

tahmin edilmektedir (Rus ve Hochberg., 2002; Office of Minority Health 2004
3
; Calvo-

Alen ve diğ., 2005).Yaygın bir hastalık olmasına rağmen toplumda birçok kişi bu 

hastalıkla ilgili bilgi sahibi değildir. Amerika’da Lupus Vakfı için yapılan 1.000 

yetişkinin katıldığı bir ankette, katılımcıların %38’inin lupus hakkında az da olsa bilgi 

sahibi olduğu, %39’unun sadece hastalığın adını duyduğu, % 22’sinin ise hastalık 

hakkında hiçbir fikri olmadığı belirlenmiştir.Yapılan çeşitli anketlerde ankete 

katılanların sadece %20’sinin hastalık hakkında doğru temel bilgilere sahip olduğu 

görülmüştür (Lupus Foundation of America, 2004)
2
.  

 

 
1 http://images.rheumatology.org/viewphoto.php?imageId 

2 Lupus Foundation of America, 2004, Statistics on Lupus, [Online], 

http://www.lupus.org/webmodules/webarticlesnet/templates/new_newsroomreporters.aspx?articlart=247&zoneid=60 

3 Office of Minority Health, 2004, Burden of Lupus. [Online], http://www.cdc.gov/omhd/AMH/factsheets/News/LupusNews.htm, 

 

http://images.rheumatology.org/viewphoto.php?imageId
http://www.lupus.org/webmodules/webarticlesnet/templates/new_newsroomreporters.aspx?articlart=247&zoneid=60
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Hem hastaların hem de doktorların belirtileri genellikle yanlış sınıflandırması veya göz 

ardı etmesi, lupus teşhisini geciktiren en önemli faktörlerdir. Amerika Lupus Vakfı 

üyelerinin bir anketinde lupus hastalarının yarısından çoğunun lupus tanısından önce en 

az dört yıl acı çektiklerini ve üç ya da daha fazla doktorla görüştüklerini ortaya 

koymaktadır (Lupus Foundation of America, 2004)
1
. Bu tür veriler göz önüne 

alındığında, dünya genelinde lupusun yeterince fark edilmediği veya rapor edilmediği 

pek çok vakanın bulunduğu ifade edilebilir. 

Sıklığı ve şiddeti açısından bölgesel farklılıklar göstermesine rağmen, SLE, dünya 

çapında tanınan ve tüm etnik gruplarda gözlenen bir hastalıktır. En düşük insidansı 

beyaz ırk nüfusunda gözlenmektedir (Danchenko ve diğ., 2006). İskandinavya'da 

yapılan çalışmalara göre, SLE’nin yıllık ortalama insidans oranı (Annual Incidance 

Rate; AIR), her 100000 kişide 1.5-4.8’dir (Gudmundsson ve diğ., 1990; Jonsson ve 

diğ., 1990; Johnson ve diğ., 1995; Voss ve diğ., 1998; Stahl-Hallengren ve diğ., 2000; 

Nossent, 2001). İngiltere ve Karayip adaları gibi multi-etnik ülkelerde SLE insidansı 

(her 100000 kişide 1.8 - 7.6 AIR) beyaz ırk nüfusunun yüksek olduğu ülkelere göre 

anlamlı derecede yüksektir (Fessel, 1974; Hochberg, 1985; Nossent, 1992; Johnson  ve 

diğ., 1995; McCarty ve diğ., 1995; Uramoto ve diğ., 1999). Bir hastalığın yaygınlığı 

doğal olarak insidans oranına ve mortalite açısından da hastalığın şiddetine bağlıdır. 

ABD’de yapılan epidemiyolojik çalışmalar SLE’nin yaygınlığını her 100000 kişide 

14.6-122 arasında olduğunu göstermektedir (Siegel ve Lee., 1973; Fessel, 1974; 

Hochberg, 1985; Michet ve diğ., 1985; Uramoto ve diğ., 1999). Bu yüksek oranlar, her 

100000’de 22-68 aralığında rapor edilen İskandinavya'daki yatkınlık oranını geçmiştir 

(Nived ve diğ., 1985; Voss ve diğ., 1998; Stahl-Hallengren ve diğ., 2000; Nossent, 

2001). Son yıllarda, standardize mortalite oranı (Standardized Mortality Ratios; SMR) 

1970'lerdeki 10.1’den 2.4’e düşmüştür (Urowitz ve diğ., 1997; Bernatsky ve diğ., 2006). 

Aynı zamanda, 5 yıllık hayatta kalma oranları, 1950'lerde yaklaşık %50 iken 

günümüzde %90’ın üzerindedir (Tucker ve diğ., 1995; Merrell ve Shulman., 1995; 

Urowitz ve diğ., 1997; Abu-Shakra ve diğ., 2004; Pons-Estel ve diğ., 2010). Bu da 

SLE’nin populasyonda aslında çok daha yaygın bir hastalık olduğunu göstermektedir.  

 

1 Lupus Foundation of America, 2004, Economic Impact, [Online], 

http://www.lupus.org/webmodules/webarticlesnet/templates/new_newsroomreporters.aspx?articlart=247&zoneid=60 
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Geleneksel olarak, SLE çocuk doğurma çağındaki kadınlar arasında yaygın bir hastalık 

olarak kabul edilmiştir (Siegel ve Lee, 1973; Fessel, 1974). Ancak günümüzde en 

yüksek yaygınlık (her 100.000’de 130 vaka) menopoz sonrası kadınlarda görülmektedir 

(Eilertsen ve diğ., 2009). Bu değişiklik, genel nüfus içinde SLE hastalarının hayatta 

kalma süresinin artması ile birlikte, ortalama yaşamla ilgili beklentilerin uzaması 

sonucu meydana gelmiştir.  

Epidemiyolojik veriler cinsiyet, yaş ve ırka göre belirgin farklılıklar göstermektedir. 

Son çalışmalar genel yaşa göre, SLE prevalansının (yaygınlık) 100000 kişide 20.6-78.5 

olduğunu ve beyaz nüfusa oranla Afrika ya da Asya kökenli bireylerde yaklaşık 2 ila 3 

kat daha fazla ortaya çıktığını göstermektedir (Peschken ve Esdaile., 2000; Naleway ve 

diğ., 2005; Chakravarty ve diğ., 2007). Cinsiyet lupusun güçlü risk faktörüdür ve 

çalışmaların çoğunda, hastaların %90'ından fazlası kadındır. Genel olarak kadın-erkek 

oranı 7:1 olurken, doğurgan çağda bu oran 11:1’e yükselir (Manzi, 2001). Çoğunlukla 

doğurganlık çağındaki kadınlarda gelişen bir hastalık olarak bilinmesine rağmen, SLE 

40 yaşından sonra beyaz nüfusta yaşa özel en yüksek insidans (ortaya çıkış, görülme) 

oranını göstermektedir (Somers ve diğ., 2007). ABD ve Latin Amerika'da Afro-

Amerikalılar ya da İspanyollar  için yayınlanmış veriler, bu hastalığın bu bireylerde 

aslında daha önce geliştiğini göstermektedir (Alarcon ve diğ., 1999, Pons-Estel ve diğ., 

2004, Pons-Estel ve diğ., 2010). 

SLE’ye duyarlılıkta kalıtımsal faktörler monozigotik ikizlerde % 26 ve dizigotik 

ikizlerde % 5 konkordans ile katkıda bulunmaktadır (Deapen ve diğ., 1992). Ayrıca, bir 

veya daha fazla birinci derece akrabalarında SLE hastalığının teşhisi konulan bireyler 

için ailesel yaygınlık %10-12’dir (Tsao ve Wu, 2006). 

ABD, Fransa, İspanya, İngiltere, Japonya, Almanya ve İtalya’da 2010 yılında SLE 

prevalansının yaklaşık 404.300 vaka olduğu tahmin edilmektedir. Bu hastalardan 

yaklaşık %90’ı 45-64 yaşları arasındaki kadınları kapsamaktadır. Vaka sayısının 2020 

yılında yaklaşık 420.000’e kadar yükselmesi beklenmektedir. Veri değerlendirmeleri ile 

2010- 2020 yılları arasında, özellikle 45-65 yaş arası kadınların nüfus artışının 

gözleneceği ABD, Fransa, İspanya ve İngiltere’de lupus prevalans vakalarının sayısında 

genel bir artış olacağı öngörülmektedir (Wood, 2011). 
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Çalışmaların bir kısmı sadece hastanede yatan hastalara ait verileri kapsarken diğerleri 

iç hastalıklar uzmanı hekimlerin raporlarına veya hastaların kendilerinin sunduğu 

beyanlara dayanmaktadır. SLE prevalans ve insidans oranlarındaki değişkenlik, etnik 

köken ile veya çalışma merkezlerinin veri toplama ve değerlendirmedeki düzensizlikleri 

ile açıklanmaktadır (Danchenko ve ark., 2006). 

2.1.4. Patoloji 

SLE geniş yelpazede otoantikorlar ile ilişkili olan kronik bir otoimmün hastalıktır. 

Hastalığın gelişimi şu şekilde özetlenebilir: Bağışıklık yanıtı, EBV (Epstein Barr Virüs) 

enfeksiyonu gibi bir çevresel faktör ya da muhtemelen bir öz-antijen tarafından 

tetiklenir (James ve diğ., 1995; Harley ve diğ., 2006). Antijen peptitler, antijen sunucu 

hücreler tarafından T hücrelerine sunulur. Aktifleştirilmiş T-hücreleri, antikorları 

üretmek için B hücrelerini uyarır. B ve T hücreleri çeşitli aksesuar moleküller ve 

sitokinler tarafından daha da fazla uyarılır.Yetersiz tolerans sistemi, otoreaktiviteyi 

bastırmada başarısız olur. İmmün komplekslerin oluşum miktarları artar. Bu 

komplekslerin ortadan kaldırılma süresindeki bozukluklar, dokularda birikmelerine ve 

kompleman aktivasyonu aracılığıyla inflamasyona neden olur. Bazı durumlarda, 

otoantikorlar, kompleman sisteminin tutulumu olmaksızın belirtilere neden olabilir. 

Örneğin, farklı kan hücrelerine bağlanarak hematolojik hastalıklara sebep olur. Bu 

model, Şekil 2.2'de gösterilmiştir. Klinik bulgular; kızarıklık, yorgunluk, ateş, artritten 

başlayıp çeşitli kan hücrelerinin eksikliği, tromboz, serositis, nefrit, nöbet ve psikoza 

kadar değişir. Otoantikorlar ağırlıklı olarak çift zincirli DNA’ya veya nükleer 

bileşenlerine (histonlar gibi) karşı üretilir. Ayrıca antikorlar sitoplazmik moleküllere, 

hücre zarı bileşenlerine veya ekstraselüler moleküllere karşı da antikor üretilmi 

yapılabilmektedir (Sherer ve diğ., 2004).  

Hastalığın şiddeti hastalar arasında farklılık göstermektedir. SLE hastalarının bazıları 

nispeten hafif belirtilere sahip olup çok az tedavi gerektirir veya hiç tedavi 

gerektirmezken, diğerlerinde birden fazla iç organı etkileyen kronik inflamasyon oluşup 

yüksek doz kortikosteroid ve sitostatik ilaçlar ile agresif tedavi yoluna gidilmektedir. 

Amerikan Romatoloji Koleji (American College of Rheumatology) bu hastalığın 

heterojenliği nedeniyle, sınıflandırmada kullanılacak 11 kriter (Tablo 2.1) belirlemiştir 

(Tan ve diğ., 1982; Hochberg, 1997). 
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Şekil  2.2: SLE hastalığında önde gelen olayların gelişimini gösteren bir model önerisi 

(Hochberg, 1997). 

Tablo  2.1: Amerikan Romatoloji Koleji tarafından belirlenmiş ve1982 ile 1997 yıllarında bir 

daha gözden geçirilmiş SLE sınıflandırma kriterleri. 

Kriter Açıklama 

Malar (elmacık 

kemiği üzerinde) 

döküntü 

Sabit eritem (cilt kızarıklığı), düz veya kabarık, elmacık kemiği üzerinde, 

nazolabial kıvrımlara (burun kenarından ağız kenarına inen oyuklara) doğru 

yayılma eğilimindedir. 

Diskoid döküntü Yapışık keratotik tabakanın soyulması ile foliküler tıkama, kabarmış eritematozus 

yamaları, büyük lezyonlar, atrofik skar oluşabilir. 

Fotosensitivite 

(ışığa duyarlılık) 

Hastanın öyküsü ve hekimin gözlem yoluyla tehşis ettiği güneş ışığına karşı 

oluşan tepki sonucu cilt döküntüsü. 

Ağızda ülser Hekim tarafından gözlenen genellikle ağrısız oral veya nazofarengeal ülserasyon 

Artrit 2 veya daha fazla periferal  eklemdeki hassasiyet,şişme veya effüzyon  

Serozit a: Plörit (akciğer zarı iltihabi), plöretik ağrı öyküsü, plevral efüzyon gibi kanıtlar 

veya hekim tarafından duyulan sürtünme sesi 

Veya 

b: Perikardit (ECG veya perikardiyal efüzyon veya hekim tarafından duyulan 

sürtünme sesi ile kanıtlanmış) 

Böbrek bozukluğu a: Devamlı idrarla protein atılması (> 0.5 g / gün) ya da 3+ daha büyük (eğer  

miktar ölçümü mümkün değilse) 

Veya 

b: Hücresel atmalar: eritrosit, hemoglobin, granüler, tübüler veya karışık 

Nörolojik bozukluk a: Nöbetler (soruna neden olan ilaçlar ya da bilinen metabolik bozuklukların 

yokluğunda) 

Veya 

b: Psikoz “ruhsal denge bozukluğu” (soruna neden olan ilaçlar ya da bilinen 

metabolik bozuklukların yokluğunda) 

Hematolojik 

bozukluk 

a:Retikülositoz ile hemolitik anemi 

Veya 

b: Lökopeni (2 veya daha fazla kez <4000/mm3) 

Veya 
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c: Lenfopeni (2 veya daha fazla kez <1500/mm3) 

Veya 

d: Trombositopeni (ilaç soruna neden olmaksızın <100,000 / mm3) 

İmmünolojik 

bozukluk 

a: Nativ DNA’ya karşı anormal antikor titresi 

Veya 

b: Sm nükleer antijene karşı antikor 

Veya 

c: Antifosfolipid antikorlar 1) IgG veya IgM antikardiyolipin antikorlarının 

anormal serum düzeyi, 2) Standart bir yöntem kullanılarak lupus antikoagülan 

pozitif test sonucu, veya 3) Treponema pallidum immobilizasyon veya floresan 

treponemal antikor absorbsiyon testi ile teyit edilen en az 6 ay süreyle frengiye 

(sifilis) karşı bir yanlış pozitif serolojik test 

Anti-nükleer 

antikorlar 

Uyuşturucudan kaynaklanan lupus sendromu ile ilişkili olduğu bilinen ilaçların 

yokluğunda immunofloresan veya eşdeğer bir yöntem ile antinükleer antikorun 

anormal titresi 

Bu kriterler sınıflandırma amaçlı olmakla birlikte dört kriterin uyumlu olması 

durumunda tanı koymada etkilidir. Avrupa’daki hastalar üzerinde yapılan büyük bir 

çalışmada, artrit (hastaların % 48.1), karakteristik malar kızarıklığı (% 31.1) ve böbrek 

bozukluğu (% 27.9) en sık görülen klinik bulgular olarak tespit edilmiştir (Cervera ve 

diğ., 2006). 

2.1.5. Etiyoloji ve patogenez 

SLE’nin çeşitli genetik ve çevresel faktörler arasındaki karmaşık bir etkileşim sonucu 

ortaya çıktığı düşünülmektedir. Ancak SLE’nin nadir monogenik formlarının 

oluşumuna yol açan, yaklaşık 25 proteinlerden oluşan, birlikte antikor kaplı antijenlerin 

“antijen-antikor kompleksleri” vücuttan atılmasına yardımcı olan bir kompleks olan 

üyesi C1q, komplemanın  erken bileşenlerinin tam eksikliği veya TREX1 “ Three Prime 

Repair Exonuclease 1” geninin kusuru ile ilişkili birkaç örnek de  bilinmektedir (Lee-

Kirsch ve diğ., 2006; Hübner, 2007). 

SLE çoğunlukla patojenik antikorların varlığı nedeniyle bir B hücresinin aşırı 

aktivasyonu sonucu oluşur (Lipsky, 2001). Bununla birlikte, bu patojenik B hücrelerinin 

gelişimi ve hayatta kalması T-hücrelerinin yardımıyla mümkündür (Manson ve 

Isenberg, 2003). Otoantikorlar IgG izotipinde olduğundan ANA üreten B hücrelerinin T 

hücre teşvikli Ig sınıf değişimi geçirdiklerine ve bu yolla afinitelerinin olgunlaştığına 

ilişkin kanıtlar vardır (Hoffman, 2004). 
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2.1.6. SLE’nin genetik bileşenleri 

SLE’nin genetik risk faktörleri tanımlanmıştır. Mürin ile yürütülen çalışmalar, 40'dan 

fazla genin lupus benzeri sendroma neden olduğunu göstermiştir (Raman ve Mohan, 

2003). Bu genler, sayıları çok olmasına rağmen, genelde üç fonksiyonel gruptan birinde 

yer alırlar: (1) apoptotik hücrelerin temizlenmesini etkileyen moleküller, (2) 

lenfositlerin apoptoz ile ilgili moleküller, (3) lenfosit sinyalini ve yayılmasını 

düzenleyen ya da güçlendiren molekülleri kodlayan genler. SLE ile ilişkili olan bu 

genler immün sistemin düzenlenmesinde çeşitli fonksiyonlara sahiptirler. Bu 

moleküllerin hepsi birlikte, aşırı ve uzun süreli immün reaksiyonlara yol açmakta, 

kendini baskılamada yetersiz kalmakta ve bu durum hastalığa yatkınlık ile 

sonuçlanmaktadır.  

Epigenetik faktörlerin, özellikle T-hücrelerinde düzenlenmeyi bozan DNA 

hipometilasyonlarının da SLE patogenizinde önemli olduğu düşünülmektedir (Yung ve 

Richardson, 1994). 

SLE hastası kardeşi olan bir bireyin hastalık riski normal bir bireye göre 20 kat daha 

fazladır (Alarcon-Segovia ve diğ., 2005). İkizlerle yapılan çalışmalarda, aynı anda 

görülme oranı monozigotik ikizlerde % 24-69 arasında iken dizigotik ikizlerde % 2-

3’tür.  

2.1.6.1. SLE'de  kompleman eksikliği  

SLE hastalarının çoğunda hastalığın gelişimi için en az dört yatkınlık geninin bulunması 

gerektiği bildirilmiştir (Schur, 1995). Ancak, çok küçük bir hasta grubunda (<% 5) tek 

bir gen hastalıktan sorumludur (Mok ve Lau, 2003). Örneğin, C1 (C1q, C1r ve C1s), C2 

ve C4 gibi  komplemanın erken evre proteinlerinin sentezinden homozigot alleler 

sorumludur (Carroll, 2004; Nath ve diğ., 2004). Bunlar arasında özellikle C1q eksikliği 

güçlü bir yatkınlık geni olarak tanımlanmaktadır. Bu eksikliği taşıyan hastaların 

%90’nında hastalık gelişmektedir (Tsao, 2003). Kompleman sistemi apoptotik 

hücrelerin fagositozu ve atılımında önemli bir role sahiptir. Bu yolda oluşan kusurlar 

otoantijenlerin sunumuna yol açabildiğinden yüksek afinite IgG antikorlarının gelişimi 

ile sonuçlanmaktadır (Botto ve diğ., 1998). Ancak, komplemanın C3 proteininde 

eksikliği olan bireylerde  SLE gelişme riskinin azalması bu hipotezle bir çelişki 
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oluşturmaktadır (Carroll, 2004). Başka bir hipoteze göre; komplemanın erken 

proteinleri B hücre toleransını oluşturmada etkin bir role sahiptir. Kompleman ile 

kaplanmış öz-antijenler, kompleman reseptör 1 (CR1) ve kompleman reseptör 2 (CR2) 

ile gelişmekte olan B hücrelerine bağlanır. Bu durum da negatif seleksiyonu arttırır. 

Komplemanın erken bileşenlerindeki kusur, B hücrelerinin otoreaktivasyonun 

eliminasyonunda başarısız olmasına neden olabilir (Carroll, 2004). 

2.1.6.2. SLE’de HLA genleri 

Her insan, korunma sisteminin bir parçası olan, vücut dokusunun yabancı dokudan ayırt 

edilmesini sağlayan özgün doku özellikleri taşımaktadır. Doku immün sistem olarak da 

tanımlanan bu sistem HLA (“Human Leukocyte Antigen”) sistemidir. Doku özellikleri 

ilk defa lökositlerin yüzeyinde 1963’de belirlenmiştir (Terasaki, 1990). Bu sistem 

hastalık tetikleyicilerine, özellikle yabancı proteinlere karşı bir savunma mekanizması 

oluşturur. Tüm HLA’ları kodlayan gen bölgesi insanda 6. kromozom üzerinde bulunur. 

Bu bölgeye temel doku uyumu kompleksi gen bölgesi (“Major Histocompatibility 

Complex Gene Region”) denir. Doku uyumu antijenlerine MHC (“Major 

Histocompatibility Complex”) antijenleri adı da verilir. Bu antijenler eritrosit ve 

megakaryositler dışında tüm hücrelerin yüzeyinde bulunurlar.Yapısal özellikleri, hücre 

dağılımı ve kodlandığı gen bölgeleri farklı üç MHC molekülü vardır: MHC-I, MHC-II 

ve MHC-III. MHC-I tüm çekirdekli hücrelerde, MHC-II ise  antijen sunucu hücrelerde 

bulunmaktadır. Bunlar kodlandıkları genlere göre adlandırılırlar. HLA gen bölgesi 

yüksek derecede polimorfizme sahiptir. En önemli HLA-özellikleri HLA-A, HLA-B ve 

HLA-DR’dir. MHC’nin T-hücreleri ile beraber immün sistemin kendisinden olanı ve 

olmayanı ayrıt etmede rol aldığı gösterilmiştir. İşlenmiş antijenik peptidler MHC 

molekülündeki peptid bağlanma oluğuna bağlanırlar.Yardımcı T-lenfositler (CD4-Th); 

MHC-Sınıf II ile bağlanmış peptidleri tanırken, sitotoksik T-lenfositler (D8-Tc); MHC-

Sınıf I ile bağlanmış peptidleri tanır.  

Populasyon çalışmalarında MHC genlerinin otoimmün hastalıklar üzerindeki etkisi  

kapsamlı şekilde incelemiştir. Bu çalışmalar beyaz ırk nüfusunda HLA-DR2 ve HLA-

DR3 sınıf II genlerinin SLE oluşumuna sürekli katkıda bulunduğunu ve göreceli riskin 

her allel için iki kat arttığını  göstermiştir (Tsao, 2002). Beyaz ırk kökenli olmayan 



13 

 

 

 

populasyonlarda hastalığın HLA ile ilişkili olduğunu destekleyen tutarlı kanıtlar 

bulunmamaktadır. 

2.1.6.3. SLE’de HLA-dışı genler 

SLE’li aileler üzerinde yapılan bağlantı analizi çalışmalarında MHC bölgesinin dışında 

diğer bazı yatkınlık bölgeleri de saptanmıştır. SLE ile bağlantılı  olan kromozom 

bölgeleri 1q23 (Moser ve diğ., 1998; Edberg ve diğ., 2002), 1q41-42 (Tsao ve 

diğ.,1997; Shai ve diğ., 1999; Edberg ve diğ., 2002), 2q35-37 (Lindqvist ve diğ., 2000), 

4p16-15.2 (Gray-McGuire ve diğ., 2000) ve 16q12 (Gaffney ve diğ., 2000; Nath ve diğ., 

2004) olarak saptanmıştır. Bu kromozom bölgelerinin her biri birçok olası SLE 

yatkınlık genini taşımaktadır (Tablo 2.2). 

Sadece beyaz ırk denekleri ile yapılan bir çalışma, kromozom 19 p13.2 ve SLE 

arasındaki bağlantıyı ortaya koymuştur (Lindqvist ve diğ., 2000). SLE’nin ana 

belirtilerine göre hastaların sınıflandırıldığı başka bir çalışmada, anti-DNA antikor 

gelişiminin bu kromozomal bölge ile bağlantılı olduğu gösterilmiştir (Namjou ve diğ., 

2002). 

Tablo  2.2: SLE ile ilişkili aday genler (Nath, 2004’den alınmıştır). 

Gen Kromozomal bölge İlişkili alel Referans 

FCgRIIa 1q22-23 R131 Salmon ve diğ., 1996 

FCgRIIIa 1q22-23 F176 Wu ve diğ., 1997 

IL-10 1q31-32 Çoklu alleller Mehrain ve diğ., 1998 

CTLA-4 2q33 +49G Ahmed ve diğ., 2001 

PDCD-1 2q37 PD-1.3A Prokunia ve diğ., 2002 

TNF-α 6p21 TNF2 Wilson ve diğ., 1994 

LT-α 6p21 Bilinmiyor Kim ve diğ., 1996 

MBL 10q11.2-q21 230A Davies ve diğ., 1995 

FasL 1q23 -844C Wu ve diğ., 2003 

Fas 10q24 297C/416G Horiuchi ve diğ., 1999 

Bcl-2 18q21 Çoklu alleller Mehrain ve diğ., 1998 

2.1.7. SLE’de apoptoz kusuru 

Organizmanın savunma gücünü oluşturan immün sistem normal şartlarda, dışarıdan 

gelebilecek her türlü yabancı unsura ve kendinden olmayan (ing: non-self) her türlü 

antijene karşı kendisini savunurken; bireyin kendine ait öz antijenlerine karşı bir 
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reaksiyon göstermemektedir. İmmünolojik bu yanıtsızlık durumuna “immün tolerans” 

denir. İmmün toleransın ortaya çıkması için immün sistem hücrelerinin, özellikle T ve B 

lenfositlerinin, öz-antijenlere karşı immün yanıt oluşturmamayı öğrenmesi gerekir. Bu 

süreç embriyo döneminde, öncelikle timus ve kemik iliğinde, daha sonra da periferal 

kanda gerçekleşmektedir. Timus ve kemik iliğinde oluşan toleransa santral tolerans, 

daha sonra periferal kanda gelişen toleransa da periferik tolerans denir. Bu tolerans 

mekanizmaları çok sıkı olarak kontrol edilmekte ve değişik basamaklarda bu toleransın 

kırılması engellenmektedir. Ancak bir takım sebeplerle organizmanın yabancı 

antijenlere karşı savunmasında görevli olan immün sistem elemanlarının öz-antijenlere 

karşı duyarsızlığının veya toleransının kırılması sonucu öz doku ya da hücrelere karşı da 

saldırılar başlayabilir. Bu yolla oluşan hastalıklar otoimmün hastalıklar olarak 

isimlendirilir. Her insanın kanında, hücrelerinde veya bağ dokusunda potansiyel olarak 

immünojenik olabilecek öz-antijenler bulunmaktadır. Bu antijenler bireyin lenfositleri 

ile sıklıkla karşılaşırlar. Ancak normalde lenfositler bu antijenlere yanıt vermezler. Bu 

şekilde self reaktif potansiyeli olan bu lenfositler olgunlaşamaz. Embriyonik dönemde 

timusta T lenfositlerinin, kemik iliğinde ise B lenfositlerinin çoğalma periyodunda bu 

hücrelere devamlı self-antijenler sunulmaktadır. Bu hücrelerden self-antijenlere aşırı 

reaksiyon gösteren klonların programlı hücre ölümü ile (apoptoz) yok edilerek olgun 

lenfosit haline gelmeleri engellenir. Bu da santral toleransın temel mekanizmasını 

oluşturur. Bu sırada self-antijene hiç cevap vermeyen anerjik klonlar da büyüme sinyali 

alamadıkları için yok olurlar. Aynı zamanda öz-antijene az miktarda yanıt veren T 

lenfosit klonlarının yaşaması sağlanır ve periferal kan ve lenf sistemine dağılırlar.  

Santral toleransla, kendinden reaktifleşmiş lenfositler ortadan kaldırılır. Ancak bu 

süreçte eksik ve  düşük afiniteli, kendinden reaktif olan B ve T hücreleri kaçıp, normal 

periferal immün sisteminin bir parçası haline gelebilirler (Shlomchik ve diğ., 2001) 

(Şekil 2.3). Otoantijenler periferalda düşük afinitiye sahip olan, kendinden reaktifleşmiş 

T hücrelerine sunulabilir. Normal bireylerde, ya bu öz-antijenlere karşı bir tolerans 

meydana gelir veya T-hücresi, aktivasyon ile uyarılan hücre ölümü (Activation Induced 

Cell Death; AICD) ile ortadan kaldırılır. Normalde AICD, çözünebilir antijen ile 

karşılaşan veya sürekli aktivasyon ve proliferasyonu gerçekleşen lenfositleri ortadan 

kaldıran doğal bir süreçtir (von Herrath ve Harrison, 2003). SLE hastalarında ise T-

hücrelerinde AICD süreci kusurludur. Bu hücreler siklooksijenaz-2’nin (COX-2) 
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ekspresyonunu arttırıp onu kalıcı hale getirerek AICD sürecini engeller (Lu ve diğ., 

2004). 

Hücrelerin anormal apoptozu ve fagositozun bu apoptotik cisimciklerin kaldırmasında 

başarısız olması SLE’de öz-antijenlerin aşırı gözlenmesine neden olur. Genetik olarak 

yatkın bireylerde uzun süre apoptotik hücrelere maruz kalma T hücre toleransını 

bozmada önemli bir faktördür (Cascicola-Rosen ve diğ., 1994). 

 

Şeki 2.3: SLE'de otoimmünite gelişimi. Normal bireylerde T hücre toleransı öz-antijenlerin 

sunumu ile meydana gelir. Birçok genetik ve çevresel faktör nedeniyle, periferal tolerans, SLE 

hastalarında kaybolur. Bu da patojenik antikorların salınmasına ve organ hasarının gelişmesine 

yol açar (Shlomchik ve diğ., 2001’den alınmıştır). 

Apoptotik hücrelerin ortadan kaldırılması kompleman reseptörleri, süpürücü reseptörler 

ve lipopolisakkarit (LPS) reseptörlerinin (CD14) dahil olduğu, çeşitli reseptörleri içeren 

makrofajlar aracılığıyla sağlanır (Berden, 2003). Daha önce belirtildiği gibi, kompleman 

reseptörlerinin veya C1, C2 ve C4  gibi erken kompleman proteinlerinin genlerindeki 

bozukluklar SLE’ye yüksek bir yatkınlık oluşturur. 
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2.1.8. SLE'de T hücre aktivasyonu yanıtları 

SLE hastalarından izole edilmiş T hücreleri ile in vitro’da uyarılan  kontrol grubu T 

hücreleri karşılaştırıldığında hastalarda daha yüksek hücre içi Ca⁺⁺ akışı olduğu 

bulunmuştur (Vassilopoulos ve diğ., 1995). Hücre içi Ca⁺⁺ iyonlarının sürekli artışı 

kalsinörin ve protein kinaz C (PKC) gibi enzimleri aktif durumda tutar ve bunlar da 

NFAT, AP1 ve NF-κB gibi birçok genel transkripsiyon faktörünü aktifleştirir. Daha 

önce belirtildiği gibi, bu transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu  proinflamatuar 

sitokinlerin sentezini artırır ve hücrenin bu şekilde hayatta kalmasını teşvik eder. Aynı 

zamanda SLE hastalarının T-hücrelerinde, Protein Kinaz A  (PKA) izoenzimlerinin 

mRNA düzeyinde ve enzim aktivitesinde bir düşüş olduğu rapor edilmiştir 

(Laxminarayana ve diğ., 1999). PKA izoenzimleri normal bireylerde sinyalleşme 

olaylarında negatif düzenleyici olarak iş görür. Bu yolağın kusurlu olması T 

hücrelerinin anormal derecede yüksek yanıt vermesine neden olur (Tsokos ve Kammer, 

2000). 

Hastalığın aktif olduğu dönemlerde,  SLE hastalarının periferal kanında düzenleyici T 

hücrelerinin (CD4⁺, CD25⁺) düzeyi düşer ve hastalığın şiddetinin hafiflemesi 

(remisyon) sırasında bu hücrelerin sayısı, tekrar normal bireylerdeki sayıya döner 

(Crispin ve diğ., 2004, Liu ve diğ., 2004). SLE'de B hücre olgunlaşmasında güçlü bir 

engelleyici rolü olan baskılıyıcı CD8
+
’de fonksiyonel bozukluk tespit edilmiştir (Filaci 

ve diğ., 2001). Ayrıca yüzeylerinde doğal öldürücü reseptörü (NKR) ve değişmez T 

hücre reseptörü (TCR) bulunan doğal öldürücü T hücrelerinin (NKT) sayıları, aktif 

SLE hastalarında azalmaktadır (Oishi ve diğ., 2001). Otoreaktif B hücrelerinin doğal 

öldürücü T hücreleri tarafından inhibe olduğu da bildirilmiştir (Singh, 2005a). SLE 

sıçan modellerinde, α-galaktozilseramid kullanarak NKT hücrelerinin aktivasyonu lupus 

dermatit ve lupus nefriti baskılar, oysa NKT hücre kaybı, bu hayvan modellerinde lupus 

semptomlarını şiddetlendirir (Singh ve diğ., 2005b). 

2.1.9. SLE'de B hücre toleransı ve olgunlaşması 

C1q gibi erken kompleman proteinlerinin B hücre toleransında bir role sahip olmalarına 

dair spekülasyonlar vardır (Carroll, 2004). SLE hastalarında, düşük afiniteye sahip öz-

reaktif B hücrelerinde tolerans indüklenmesindeki başarısızlık, bunların T hücre bağımlı 
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bir şekilde olgunlaştığı anlamına gelmektedir. TNFSF (ing: “Tumor Necrosis Factor 

Superfamily”)’nin bir üyesi olan B lenfosit uyarıcısı (BlyS) aktif lupusda yüksek 

seviyelerde ölçülmüştür (Zhang ve diğ., 2001). BlyS tarafından B hücrelerinin sürekli 

uyarımı, T hücre-bağımlı bir şekilde plazma hücrelerinin oluşmasına yol açmaktadır ki, 

bu da antikorların büyük miktarlarda üretilmesine sebep olur (Schiemann ve diğ., 2001). 

Olgunlaşma süreci, düşük afiniteli öncülerden yüksek afiniteli B hücrelerinin 

oluşmasına sebep olur (Janeway ve ark., 2001). Sonuçta ortaya çıkan patojenik çözünür 

antikorlar, antijen ile immün kompleksleri (İK) oluşturabilirler. FCϒRIIa (CD32) ve 

FCϒRIIIa (CD16) genlerinin polimorfizmleri ile SLE gelişme riskinin artması arasında 

ilişki bulunmaktadır (Salmon ve ark., 1996; Edberg ve ark., 2002). Bu reseptörler 

immün komplekslerde bulunan ana IgG izotipleri olan  IgG2 ve IgG3’ün fagositozuna 

katılırlar. FCϒRIIa alelli R131 ve FCϒRIIIa alleli F176 IgG2 veya IgG3 antikorları için 

reseptörlerin afinitesinde bir azalmaya neden olabilirler (Salmon ve ark.,1996; Wu ve 

ark.,1997). İK’lerin ortadan kaldırılamaması, böbrekler gibi çeşitli organların içinde 

birikmelerine yol açar ki, bu da yerel inflamasyon ve doku hasarına neden 

olabilmektedir. Bu organ hasarı, daha çok öz-antijenin bağışıklık sisteminine 

salgılanması ve inflamatuvar sürecin sürdürülmesi ile sonuçlanır. T hücrelerinin 

kendileri de, TNF-α ve INF-ϒ gibi güçlü sitokinlerin salınımına bağlı doku hasarına 

neden olabilmektedir (Hoffman, 2004).  

2.1.10. Dış faktörler 

İkizlerle gerçekleştirilen çalışmalar genetik bileşenlerin SLE etiyolojisindeki rolünü 

açıklamıştır. Konkordans oranlarının nispeten düşük olması, dış faktörlerin hastalıkla 

ilişkisini açıkça göstermektedir. Çeşitli enfeksiyöz ajanların (özellikle EBV) hastalığa 

bağlı olarak mononükleoza neden olduğu gösterilmiştir. Bu ajanların varlığında, viral 

antijenler ile öz antijenler arasında antikor çapraz reaktivite meydana gelmektedir. EBV 

infeksiyonunda ise öz-reaktif B hücreleri virüs tarafından ölümsüzleştirilmektedir 

(Kaufman ve diğ., 2003; Pender, 2003; McClain ve diğ., 2005; Harley ve diğ., 2006). 

Ayrıca UV radyasyonu, özellikle UVB SLE için bir risk faktörü olarak gösterilmektedir 

(Mok ve Lau, 2003; Sarzi-Puttini ve ark., 2005). Genelde SLE hastaları ışığa karşı 

hassastır. UV ışığı, keratinositlerin apoptozunu indükler. Sonuçta çekirdek ve 
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sitoplazmik antijenleri içeren hücrelerin yüzeyi üzerinde apoptotik kitleler (“blebs”) 

oluşur (Casciola-Rosen ve ark., 1996). Bu yapılar otoimmüniteyi tetikler. Pek çok ilacın 

Lupus-benzeri semptomları indüklediğibilinmektedir.  

Hormon replasman tedavisi (HRT) ve oral kontraseptif kullanımı ile östrojenlere maruz 

kalmak SLE gelişme riskinde küçük bir artışa neden olmaktadır (Sanchez-Guerrero ve 

diğ., 1995; Sanchez-Guerrero ve diğ., 1997; Meier ve diğ., 1998). Genellikle ilaca bağlı 

lupus eritematozusun uzun bir gecikme dönemi vardır. Belirtiler ilaca başladıktan aylar 

veya bazen yıllar sonra ortaya çıkmaktadır (Borchers ve diğ., 2007).   

SLE riskini arttıran diğer dış faktörler arasında, yüksek dozda silis tozuna maruz kalmak 

(Parks ve Cooper, 2006), bazı besinler (yüksek miktarda L-kanavanin içerdiğinden, 

özellikle kaba yonca) (Prete, 1985a-b) ve sigara (Costenbader ve Karlson, 2005) 

sayılabilir. Daha geniş çalışmalarla teyit edilmesi gerekmekle birlikte ağır metaller, 

çözücü maddeler, kirleticiler, pestisitler ve saç boyalarının da risk faktör olabileceği 

ifade edilmektedir (Sarzi-Puttini ve ark., 2005). 

2.1.11. Cinsiyet ve hormonların etkileri 

Seks hormonlarının hem doğuştan hem de edinsel immün cevaplar üzerine büyük bir 

etkisi vardır. Kadınların hümoral immün yanıtı genel olarak, erkeklere göre daha güçlü 

ve kadınlarda genellikle enfeksiyon veya aşıya yanıt olarak üretilen toplam 

immünoglobulin düzeyi daha yüksektir. Bu fark ilk ergenlik döneminde belirginleşir ve 

çocuk doğurma yaşları boyunca devam eder (Lockshin, 2001; Verthelyi, 2001; Beagley 

ve Gockel, 2003). Kadınlar aynı zamanda daha hızlı allogreftleri reddeder, tolerans 

indüksiyonuna karşı nispeten dirençlidirler ve daha etkili bir anti-tümör immünitiye 

sahiptirler (Grossman, 1984; Hall ve Goldstein, 1984; Ansar Ahmed ve Talal, 1988; 

Ansar Ahmed ve diğ., 1989; Morris ve diğ., 1994). Güçlü immün yanıt kabiliyetleri, 

kadınların SLE dahil olmak üzere bazı otoimmün hastalıklara daha duyarlı olmalarının 

sebebi olarak önerilmiştir. Kadınlarda hastalığın yüksek prevalansı, ergenlik 

döneminden sonra başlayan ve aktivitesi adet döngüsünden veya gebelikten etkilenen 

bulgular, hastalıkta hormonların etkili olabileceğini düşündürmektedir. Kadın cinsiyet 

hormonu östrojenin kendiliğinden-toleransın (“self”) bastırılmasına neden olarak B ve 

T-hücrelerini ve  diğer lökositleri çeşitli şekillerde etkilediği belirlenmiştir (Bynoe ve 
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diğ., 2000; Grimaldi ve diğ., 2002; Peeva ve diğ., 2005; Grimaldi, 2006; Grimaldi ve 

diğ., 2006). Lupus eğilimli farelerin (MLR-lpr/lpr fare) kullanıldığı hayvan modeli 

çalışmalarında da, östrojenin hastalığın ilerlemesindeki hızlandırıcı etkisi gösterilmiştir 

(Carlsten ve diğ., 1990). Fare modellerinden elde edilen kanıtlara göre androjenlerin 

koruyucu bir role sahip olabildikleri de saptanmış, hatta bu hipotez SLE tedavisindeki 

insan üzerinde test edilmiştir (Jungers ve diğ., 1982). Oral kontraseptif kullanımı SLE 

riskinde artışa yol açmaktadır (Cooper ve diğ., 2002; Costenbader ve diğ., 2007; 

Sanchez-Guerrero ve diğ., 1997). Bazı çalışmalarda, hamilelik sırasında hastalığın 

aktivitesinde bir artış gözlemlenmiştir (Lockshin, 1989; Meehan ve Dorsey, 1987; 

Clowse ve diğ., 2005; Petri ve diğ., 1991). SLE’li erkek ve kadın hastaların çoğunlukla 

hiperöstrojenik ve / veya hipoandrojenik oldukları tespit edilmiştir (Lahita ve diğ.1981; 

Lahita ve diğ.1982; Carrabba ve diğ., 1985). SLE’li erkeklerde, testosteron düzeyi 

düşük iken östrojen düzeyi yüksek bulunmuştur (Lahita ve diğ., 1979). Klinefelter 

sendromlu erkeklerin (normal XY yerine XXY) SLE’ye daha yatkın olduğu belirlenmiş, 

gen dozajının hastalıkta etkili olabileceği öne sürülmüştür (Scofield ve diğ., 2008). 

İlginç olarak bu sendromda östrojenin yüksek düzeyde üretimi de dahil olmak üzere 

çeşitli cinsiyet hormon bozuklukları saptanmıştır. Örneğin bu sendromda androjen 

eksikliği saptanmıştır (Tanriverdi ve diğ., 2003). SLE hastalarında çok sayıdaki cinsiyet 

hormonları ile X kromozomundaki gen kombinasyonunun hastalık sürecindeki etkisi 

ortaya konulmuştur (Selmi, 2008; Pan ve diğ. 2009).  

Seks hormonları bağışıklık hücrelerini nasıl module eder sorusu immünolojinin henüz 

cevaplandıramadığı bir sorudur. Östrojenlerin genellikle immün yanıtı arttırıcı etkileri 

vardır (en azından hümoral yanıtlarda), oysa androjen ve progesteronun doğal bağışıklık 

baskılayıcıları oldukları kabul edilir (Cutolo ve Wilder, 2000). Bağışıklık yanıtında 

östrojene maruz kaldıktan sonra çeşitli değişiklikler gözlenmiştir. Bunlardan hücre-

aracılı bağışıklık yanıtının azalması, mitojenlere karşı azalmış yanıt verme, gecikmiş tip 

aşırı duyarlılığın bastırılması, periferik T hücrelerin azalması ve NK hücre aktivitesinde 

düşüş olarak örnek verilebilir (Kalland ve diğ.,1979; Luster ve diğ.,1984; Carlsten ve 

diğ., 1991). Öte yandan, otoreaktif T hücrelerinin üretimi ve yüksek sitokin üretimi de 

gözlenmiştir (Fox ve diğ., 1991; Yahata ve diğ., 1996).  
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Östrojen, yardımcı T hücrelerini (Th2 CD4
+
) uyarır ve T ile B hücreleri arasındaki 

etkileşimi arttırır ve Th2 lenfositler tarafından salgılanan IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10’ün 

miktarını arttırır (Olsen ve Kovacs, 1996; Wilder ve Elenkov, 1998; Verthelyi, 2001; 

Beagley ve Gockel, 2003). Bu sitokinlerin B hücrelerin çoğalması, plazma hücreleri 

halinde olgunlaşması ve antikor sentezinde uyarıcı rolleri vardır. SLE hastalarında IL-6 

ile IL-10 düzeylerinde artış doğrudan hastalığın klinik şiddeti ile ilişkilidir (Verthelyi, 

2001; Wilder ve Elenkov, 1998). IL-4’ün, B hücrelerinin aktivasyonunu uyarmasıyla 

beraber B ve T lenfositlerinin proliferasyonu ve farklılaşması da başlar (Kuby, 1997). 

Sağlıklı kontrol bireylerde,  östrojenin artışı muhtemelen Th2 hücrelerinin istenmeyen 

uyarılmasını önlemek için geri besleme (“feed back”) inhibisyonunun bir mekanizması 

olarak, IFN-γ konsantrasyonunda bir artışa yol açar. SLE hastalarında, östrojen ile 

indüklenen IFN-γ salgılanması yoktur (Verthelyi, 2001). IFN-γ’nın otoimmün 

hastalıkların başlanmasında önemli olduğu bulunmuştur, ancak daha sonraki aşamalarda 

rolü yoktur (Peng ve diğ., 1997). IL-1, makrofajlar tarafından salgılanan bir akut faz 

reaktanıdır ve antijenle karşılaştığında klonal T hücrelerinin proliferasyonunu arttırır. 

IL-1’in makrofajların östrojene maruz kalmalarında doza bağımlı bir şekilde yükselmesi 

gözlenmiştir (Olsen ve Kovacs, 1996). Aktifleşmiş makrofajlar ve monositler tarafından 

salgılanan pro-inflamatuar TNF-α, T hücrelerinin aktivasyonunu teşvik eder. TNF-α’nın 

da miktarı fizyolojik östradiol uygulamasından sonra artar. Makrofajlarda yüksek IL-1 

ve TNF-α üretimi hastalığın devam etmesine yol açar (Dayan ve diğ., 1997). IL-1, 

yardımcı T hücrelerinin aktivasyonu ile olgunlaşmasını ve B hücrelerinin klonal 

büyümesini teşvik edebilir. TNF-α diğer inflamatuar sitokinlerin üretimini yükselterek 

apoptoza yol açar ve kilo kaybı ile de ilişkilidir (Kuby, 1997; Segal ve diğ., 1997). 

Östrojen ayrıca, IL-2 ve TGF-β’nın üretimini de modüle edebilir (Bouman ve diğ., 

2004). Ayrıca, östrojen naif B hücrelerinde anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonunu 

arttırır. Bcl-2’nin ekspresyonu toleransın indüklenmesini engelleyerek otoreaktif T ve B 

hücre klonlarının varlığını sürdürmelerini sağlar. Lupus hastalarının T hücrelerinde 

sağlıklı gruba göre Bcl-2 daha yüksek düzeyde anlatım yapar (Thompson, 1995; Bynoe 

ve diğ., 2000). Androjenler gelişim için de önemlidir ve doğal bağışıklık bastırıcılar 

oldukları kabul edilir (Cutolo ve Wilder, 2000). Androjenlerin T ve B hücre 

etkileşimlerini azaltarak düzenledikleri ve CD4
+
 Th1 ile CD8

+
 lenfositlerin aktifleştirme 

yoluyla hücre-aracılı sitotoksik süreçlerini teşvik ettikleri bulunmuştur (Kocar ve diğ., 

2000; Lockshin, 2001; Shames, 2002). Testosteron ve dihidrotestosteron uygulaması 
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hem timus kütlesinin küçülmesi, hem de kemik iliğindaki B hücre sayılarının azalması 

şeklinde sonuçlanır (Viselli ve diğ., 1997). 

2.1.12. SLE'de otoantikorlar 

SLE hastalarında hücrelerin çeşitli bileşenlerine karşı oluşturulmuş bir takım özgün 

antikorlar bulunmaktadır. Son zamanlarda bu antikorların klinik semptomların 

başlamasından da önce hastada mevcut olduğu gösterilmiştir (Arbuckle ve diğ., 2003). 

ANA, SLE hastalarının % 98’inde bulunmaktadır (Maddison, 2005). ANA antikorları, 

Sjögren sendromu hastalığı (%80) ve otoimmün hepatit vakaları (%70) da dahil olmak 

üzere organa özgün otoimmün hastalıklar gibi, çok sayıda sistemik romatizmal 

hastalıkta da bulunmaktadır. Dolayısıyla SLE için özgün değildir (Maddison, 2005). 

Anti-dsDNA antikorları SLE hastalarının % 70'inde bulunur (Mok ve Lau, 2003). Anti-

DNA antikor titreleri zamanla ve hastalık aktivitesi ile dalgalanma göstermektedir ve 

SLE'de glomerulonefrit gelişimi ile de ilişkilidir (Maddison, 2005). RNA’ya bağlanan 

proteinlerin dört grubuna (Sm, U1RNP, Ro ve La) karşı oluşturulan antikorlar da 

yaygın olarak SLE hastalarında bulunmaktadır (Reichlin ve Harley, 1988). SLE’ye en 

özgün olanı anti-Sm antikorlarıdır ve bu antikorlar küçük nükleer ribonükleoproteinlerin 

(snRNPs) temel protein grubu ile reaksiyona girer. Anti-Sm antikorları için geniş bir 

etnik varyasyon olmakla birlikte beyaz ırk populasyonlarından daha çok Afro-Amerikan 

ve Afro-Karayip populasyonlarında yaygındır (Arnett ve diğ., 1988). 

2.1.13. Lupus nefriti 

Glomerülonefrit, sistemik lupus eritematozus’un en yaygın ve ciddi tablolarından biridir 

(Mok ve Tang, 2004; Mok ve ark., 2005). Böbrek tutulumu SLE’nin yüksek mortalite 

ve morbidite ile seyreden bir formudur. Geçtiğimiz yirmi yıllık zaman zarfında SLE 

tedavisinde kaydedilen  gelişmelere rağmen, lupus nefrit prognozu yetersiz kalmaktadır 

(Mok, 2010). Lupus nefrit, 2003 yılında Nefroloji Uluslararası Derneği (“International 

Society of Nephrology”, ISN) ve Böbrek Patoloji Derneği (“Renal Pathology Society”, 

RPS) tarafından tanımlanan histolojik kriterlere göre sınıflandırılır. Buna göre 

hastalıkta böbrek tutulumunun şiddeti,  hiçbir belirtisi olmayan (rutin renal biyopsi ile 

tespit edilen "sessiz" lupus nefriti) bir formdan, eser proteinüri veya aktif üriner 

sedimanlar (mikroskopik hematüri, piyüri veya silindirik cisimler),daha ciddi proteinüri 
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(nefrotik sendrom) ve akut böbrek yetmezliği ile akut nefrotik sendromuna doğru hızla 

ilerler (Mok, 2012). Lupus nefrit için güncel laboratuvar belirteçleri (proteinüri, artmış 

kreatinin, glomerüler filtrasyon hızı, idrar protein-kreatinin oranı, hematüri ve aktif idrar 

sedimentasyonu) ile serolojik göstergeler (anti-dsDNA, C3 ve C4) lupus nefritin 

aktivitesini  ve  tekrarlama riskini tespit etmek için yeterince özgün değildir. Bu yüzden 

lupus böbrek hastalığında teşhisin doğruluğunu ve hassasiyetini arttırmak, prognostik 

sınıflandırma yapmak, tedaviye karşı gelişen cevabı izlemek ve yapılacak ek tedavi 

yöntemlerine erken karar verebilmek için yeni biyomarkırlara ihtiyac vardır. Ayrıca 

prospektif olarak değerlendirilmiş olan biyomarkırların daha fazla doğrulanması için, 

lupus nefriti hastalar daha büyük gruplar şeklinde incelenmelidir. 

2.1.14. Hastaların sosyal ilişkileri üzerine SLE’nin etkisi 

SLE hastalarının çok büyük bir kısmı hastalığın bir sonucu olarak psikolojik ve sosyal 

stres yaşamaktadır. SLE hastalarının sosyal ağlarındaki sınırlanmalar, arkadaş 

sayılarının azalmasına, aile üyelerine daha fazla bağımlı hale gelmelerine yol 

açmaktadır (Karasz ve Ouellette,1995). SLE hastalarının % 66’sından fazlası, iş 

yerlerinde haftalık mesai saatleri daha az olarak çalışır ise bazı hastalar hiç çalışamazlar 

(Lupus Foundation of America). SLE hastalarının eş, anne, ya da çalışan kadın gibi 

toplumsal rollerde yetersiz kalmaları kendilerine olan saygı ve güven duygularında 

büyük bir eksiklik yaratabilir (Karasz ve Ouellette,1995). 

2.2. SİTOKİNLER 

2.2.1. Tanıtım 

Sitokin termi, ilk kez 1974 yılında Stanley Cohen tarafından kullanıldı (Cohen ve ark., 

1974). Sitokinler, hücreler ve dış çevre arasındaki iletişimi mümkün kılan, hormon 

benzeri çözünür proteinlerdir ve lenfokinler, monokinler, interlökinler, koloni uyarıcı 

faktörler (CSFs), interferonlar (IFNs), tümör nekroz faktörüler (TNFs), transforme edici 

büyüme faktörleri (TGFs) ve kemokinleri kapsıyor (Leonard, 1999). Sitokinler devamli 

değil ancak uyarıcılara tepki olarak vücudun beyaz kan hücreleri yanı sıra, diğer çeşitli 

hücreleri (fibroblastlar, endotel hücreleri, epitel hücreleri vb.) tarafından salgılanır. 

Sitokinler bağışıklık sisteminin düzenlenmesi, inflamasyon ve hematopoiez gibi vücutta 

birçok fonksiyonda rol oynarlar. Sitokinlerin en büyük grubu bağışıklık sistemine ait 
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hücrelerin çoğalması ve farklılaşması süreçlerine katkıda bulunurlar. Birçok hücre 

popülasyonları tarafından salgılanmalarına rağmen, ağırlıklı olarak yardımcı T-hücreleri 

(Th) ve makrofajlar tarafından üretilirler (Tayal ve Singh Kalra, 2008). Sitokinler üç 

yolla etkilerini gösterirler; (1) onları üreten hücreler üzerinde etkililer (otokrin 

etki),örneğin aktive edilmiş T-hücreleri tarafından üretilen IL-2, T-hücrelerin 

büyümesini teşvik eder; (2) kendi çevrelerindeki  diğer hücrelere etkililer (parakrin 

etki), örneğin kemik iliğindaki stromal hücreler tarafından üretilen IL-7, B-hücrelerinin 

progenitörlerini farklılaşmaya teşvik eder; (3) hücreler üzerinde sistemik olarak etkililer 

(endokrin etkisi), örneğin IL-1 ve TNF inflamasyon sırasında akut faz yanıtı oluşturur 

(Ikram ve diğ., 2004). 

2.2.2. Bağışıklık yanıtlarında yardımcı T-hücrelerinin merkezi rolü 

Th1 ve Th2 alt kümelerinin her ikisi de farklılaşmamış öncül T-hücreleri, tarafından 

meydana getirilir. Farklılaşma, antijen sunucu hücreler (ASH) ile öncül hücreleri 

doğrudan temasa geçtikten sonraki birkaç gün içinde gerçekleşir ve bu süreçe 

polarizasyon denir (Lafaille,1998). Öncül T-hücreleri Th1 veya Th2 hücrelerine 

farklılaşlrken geçici olarak, ön-aktivasyon durumunda olan Th0 aşamasından geçebilir. 

Yardımcı T-hücrelerinin polarizasyonu, antijenlerin dendritik hücreler (DH), monositler 

ve makrofajlar gibi tüm ASH’ler ile birincil temasıyla başlar ve bu hücrelerden 

saıgılanan sitokinler ile kemokinler aracılığı ile devam eder. Öz olmayan antijenlerin 

miktarı eşik seviyesini geçtiği taktirde ASH’ler harekete geçer. Polarizasyon bağışıklık 

sisteminin maruz kaldığı antijenin doğasına bağlı olarak Th1 veya Th2 yönünde devam 

eder (Moser ve Murphy,2000). 

Bağışıklık sisteminin fonksiyonel bütünleşmesi temel olarak küçük moleküllere 

dayanan hücre-hücre iletişimi ile  gerçekleştirilir. Bağışıklık sisteminin her hücresi 

çeşitli küçük moleküllerin sentezi ve salgılanmasını sağlayacak biçimde donanmıştır. 

Bu moleküller diğer hücrelere doğru (immün ve immün olmayan) hareket edip ve hedef 

hücreleri daha fazla aktif (up- regüle) veya daha az aktif (down- regüle) olmak için 

uyarırlar. Bu moleküllerin büyük kısmını sitokinler oluşturmaktadır. Her bir sitokinin 

etkisi konsantrasyona bağımlı olarak hedef hücrelerin yüzeyindeki spesifik reseptörlere 

bağlanarak membran düzeyinde ya da, bazı durumlarda, genom düzeyinde hedef 

hücrenin sonraki aktivasyonunu belirler (Richards ve Gauldie,1998). 
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2.2.3. Th1/Th2 Denge Hipotezi 

Th1/Th2 denge hipotezi, sitokin salınımı ve diğer fonksiyonlar açısından CD4+ 

yardımcı T hücrelerinin iki farklı alt tipini taşıyan farelerin  gözlemlenmesi sırasında 

ortaya çıkmıştır (Mosmann ve ark., 1986). Bu kavram daha sonra, insan bağışıklık 

sistemine de uyarlanmıştır (Mosmann ve ark., 1986). Yardımcı-T hücre popülasyonu, 

salgıladıkları sitokinlere dayalı olarak alt sınıflara ayrılabilir. Çok sayıda inceleme ve 

tartışma sonucunda, Th1 hücrelerinin hakim olduğu yolağın ağırlıklı olarak interferon-

gamma’ya (IFN-gamma) ve daha az ölçüde interlökin-2 (IL-2) ve interlökin-12’ye (IL-

12) bağımlı olduğu gösterilmiştir. Bu sitokinler aracılığıyla Th1 hücreleri fagositleri 

etkinleştirip hücresel yanıtı artırarak enfeksiyonlara karşı koruyucu etki sağlamaktadır. 

Buna karşılık Th2 hücreleri, özellikle IL-4, IL-5, IL-9 ve IL1-3 salgılar. IL-5 

yardımıyla eozinofillerin ölmesini engeller, IL-4 ve IL-13 aracılığıyla B lenfositlerinin 

IgE de dahil olmak üzere yüksek miktarda antikor üretmesini sağlar. IL-4 ve IL-9 

aracılığıyla da mast hücrelerinin ve bazofillerin büyümesini ve degranülasyonunu teşvik 

eder (Şekil 2.4). Th1 ve Th2 hücrelerinin dış yüzeyinde sitokinler ve diğer haberci 

moleküllere karşı yanıt için yer alan reseptörlerinin dizilimi farklı olabilir. İki özellik bu 

hipotezi daha da güçlendirmiştir. Birincisi, her hücre alt kümesi (“subset”) kendi 

büyüme faktörü olarak görev yapan sitokinler üretmekte (otokrin etki) ve ikincisi, iki alt 

küme birbirlerinin gelişimini düzenleyen çapraz düzenleyici sitokinler salgılamaktadır 

(Abbas ve diğ., 1996). Th1 hücreleri tarafından salgılanan INFγ ve Th2 hücreleri 

tarafından üretilen IL4, kendi büyüme faktörleri olarak davranırken her birisi diğerinin 

farklılaşmasında da çapraz düzenleyici olarak rol oynar. Belli alt tipe farklılaşma büyük 

ölçüde antijen sunucu hücreye (ASH) ve onunla sunulan antijene bağlıdır. Bu süreç, 

ASH’lerin antijeni farklılaşmamış T lenfositlerine sunumu sırasında, sitokinlerin 

oluşturduğu bir mikro ortam tarafından yönlendirilir (Urra ve diğ., 2012). Th1 hücreleri, 

hücre içi patojenlere karşı koruma sağlarken Th2 hücrelerinin çok-hücreli parazitler gibi 

hücre dışı patojenlere karşı koruma sağladığı düşünülmektedir. Bu iki yolaktan Th1 

yolu genellikle daha agresif olarak tanımlanır. Bu yolağın aşırı aktivasyonu organ-

spesifik otoimmün hastalıkların (Örneğin, artrit, multipl skleroz, tip 1 diyabet) nedeni 

olarak gösterilmektedir (Singh ve diğ., 1999). Th2 yolu temel olarak alerji ve alerji ile 

ilgili IgE bazlı hastalıklarda görülmektedir ve sistemik otoimmün hastalıklara yatkınlık 

yaratmaktadır (Zhai ve ark., 1999). 



25 

 

 

 

 

Şeki 2.4: Antijen sunan hücreler, farklılaşmamış naif T hücreleri ile antijenik paylaşım şeklinde 

etkileşime girip spesifik sitokinler salgılayarak onların ilk etapta “null” yardımcı T-hücrelere 

(Th0) ve sonra da Th1 veya Th2 hücrelerine farklılaşmalarını teşvik ederler (kutuplaşma). 

Doğal öldürücü hücreler de büyük olasılıkla polarizasyon sürecine yardımcı olur. DÖ Hücre: 

Doğal öldürücü hücre (Kidd, 2003’den alınmıştır). 

2.2.4. SLE'de Th1/Th2 dengesi 

SLE patogenezinde Th1 ve Th2 sitokinlerinin rolleri tartışmalıdır. SLE hastalarında, 

Th2 sitokinleri  artarken (Ogawa ve diğ., 1992), Th1 sitokinleri azalmaktadır (Klinman 

& Steinberg, 1995 ). Bu nedenle, SLE başlangıçta Th2 yolağı baskın bir hastalık olarak 

kabul edilmiştir. Ancak SLE'li hastaların serumlarında IFNγ seviyesinin önemli ölçüde 

yüksek olması bu hipotezin çok doğru olmadığını, aynı zamanda salgılanan IFNγ 

miktarıyla hastalığın şiddeti arasında bir ilişkini olduğunu ortaya koymaktadır (Al-

Janadi ve diğ., 1993). Tüm bu bulgular, Th1 ve Th2 yanıtlarının lupus-ilişkili doku 

hasarının patogenezinde de önemli olduğunu göstermektedir. Artriti olan SLE 

hastalarında, diğer hastalara göre daha yüksek IFNγ seviyesi saptanırken, serozit veya 

beyin omurilik sıvısı (BOS) tutulumu olan hastalarda daha yüksek IL-4 seviyesi 

ölçülmüştür (Chang ve diğ., 2002). Ayrıca nefritli SLE hastalarında nefriti olmayan 

hastalara göre serum ve idrarda yüksek Th1 sitokinleri bulunmaktadır (Chan ve diğ., 

2006). Akahoshi ve diğ. (1999), IV. ve  V. sınıf lupus nefritli hastalardan aldıkları 
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periferal kan örneklerinde Th1/Th2 dengesi bakımından da anlamlı bir fark bulmuşlardır 

(Akahoshi ve diğ., 1999). Sınıf V’de CD4+ T hücrelerinin büyük bir kısmı de IL4 

üretmektedir (Masutani ve diğ., 2001). 

Bu bulgular Th1 veya Th2 üstünlüğünün hastalığın evresine göre değişebileceğini 

düşündürmektedir. Sonuç olarak hastalıkta Th2 yanıtı, otoantikor geliştirilmesi ve 

üretimi ile, Th1 yanıtı ise inflamatuar aktivite ile ilgilidir (Urra ve diğ., 2012). Sitokinler 

tarafından ortaya çıkan SLE immünopatolojisi birçok yönden tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Bu sitokinlerin daha derinlemesine incelenmesi hem hastalık 

mekanizmasının aydınlatılması, hem de biyomarkır veya terapötik maddelerin 

tanımlanması açısından klinik öneme sahiptir. 

2.3. MİKRORNA’LAR 

2.3.1. Tanıtım 

MikroRNA’lar (miRNA), insanlarda sayıları bini geçen, protein kodlamayan, yaklaşık 

20 nükleotit uzunluğunda tek iplikli RNA molekülleridir. DNA’dan transkripsiyonu 

yapılan ancak translasyonu yapılmayan genler tarafından kodlanan miRNA’lar, hedef 

genin mesajcı RNA (mRNA)’larına düşük özgüllükte bağlanarak, mRNA yıkımına ve 

translasyonel inhibisyona neden olabildiği için gen anlatımının kontrolünde önemli 

rollere sahiptir. 

Çeşitli organizmalarda tespit edilen bu miRNA'ların neredeyse protein kodlayan 

genlerin yarısının düzenlenmesinde rolünün olduğu düşünülmektedir (Brodersen ve 

Voinnet, 2009).  

Bazı literatürler,  miRNA’nın anormal ekspresyonunun insan hastalıkları (~270 

hastalık) ile ilişkili olduğunu öne sürmektedir. Bugüne kadar yapılan çalışmalar, bu 

moleküllerin tanısal markır, dokuya ya da biyolojik aşamaya özgü hastalıklar için tedavi 

hedefleri olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir. 

2.3.2. miRNA biyogenez yolağı ve miRNA’ların fonksiyonu 

miRNA kodlama bölgeleri, ya genomda bağımsız genler olarak mevcuttur, ya da protein 

kodlayan genlerin intronlarında yer almaktadır (Carthew ve Sontheimer, 2009; Kim ve 
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diğ., 2009; Olena ve Patton, 2010). miRNA genlerinin transkripsiyonundan genellikle 

RNA polimeraz II’nin sorumlu olmasına rağmen, miRNA genlerinin bir alt grubunun 

transkripsiyonu RNA polimeraz III üzerinden de yapılabilir (Chua ve diğ., 2009). 

miRNA’lar genomda,  5’ucunda bir şapka yapısı içeren ve 3’ ucu poli-adenillenmiş, 

uzun primer transkriptler (pri-miRNA) olarak kodlanır. Bu transkriptler iyi tanımlanmış 

saç tokası yapılarına sahipler ve nükleusta yer alan mikroişlemci kompleks adı verilen 

bir multiprotein kompleksine doğru yönlendirililer (Carthew ve Sontheimer, 2009; Kim 

ve diğ., 2009; Beezhold ve diğ., 2010; Davis-Dusenbery ve Hata, 2010). Mikroişlemci 

kompleks, (“Drosha”) (RNaz III-benzeri bir protein) ve kofaktörü (DiGeorge sendromu 

kritik bölge gen 8 “DiGeorge syndrome Critical Region gene 8”, DGCR8) olmak üzere 

iki önemli protein içerir. “DGCR8” pri-miRNA'lardaki saç tokası yapılarını tanımlayıp 

Drosha’yı bu bölgelere yönlendirir. Pri-miRNA’lar,  saç tokası yapısının civarından, 

“Drosha” tarafından kesilip prekürsör-miRNA (pre-miRNA) olarak adlandırılan 60-110 

nükleotit (nt) uzunluğunda yapılara dönüştürülür, ardından Eksportin-5-bağımlı bir 

mekanizma ile nükleustan sitoplazmaya taşınır. Sitoplazmada, pre-miRNA’lar, büyük 

bir multiprotein kompleksinin alt birimi olan RNAaz III enzimi (“Dicer-1”) tarafından 

ikiye ayrılır, ve kısa tam olmayan çift-iplikli miRNA çiftileri oluşur. “Dicer” hemen 

hemen tüm ökaryotik organizmalarda korunmuş büyük (~200 kDa) bir proteindir. Bu 

çift iplikli yapılar daha sonra yaklaşık 20 nt uzunluğunda olgun miRNA’ları oluşturmak 

üzere bir helikaz tarafından açılır ve (“RNA Induced Silencing Complex”, RISC) 

olarak bilinen (“Argonaute”, AGO) ailesi protein üyelerinden oluşan bir 

multikomponent kompleksine katılır (Siomi ve diğ., 2010). “AGO” proteinleri 

endonükleaz aktivitesine sahip, hedef mRNA degradasyonundan sorumlu olan katalitik 

enzimlerdir (Kim ve diğ., 2009). Birçok organizmada bazen farklı biyolojik 

fonksiyonlara sahip çok sayıda “AGO” proteini vardır. Bununla birlikte, insanlarda dört 

“AGO” proteini, AGO1-4, “RISC” oluşumu ve mRNA susturmada etkili rollere 

sahiptir. Olgun miRNA oluşumunda rolü olan “Dicer” içeren protein kompleksi, ek 

olarak rehber miRNA’nın “RISC” kompleksi içine monte olmasını da sağlar (Carthew 

ve Sontheimer, 2009; Davis ve Hata 2009; Kim ve diğ., 2009). Şekil 2.5'de gösterildiği 

gibi, olgun miRNA “RISC” üzerine yüklenir. Sonra miRNA ipliklerinden biri, yolcu 

iplik, parçalanır; diğer iplik (kılavuz iplik) aktif bir “RISC” kompleksi oluşturmak üzere 

“AGO”ya bağlanır. Bu kompleks miRNA ve mRNA’daki tamamlayıcı dizilerine göre 

hedef mRNA’ya yönlendirilir. “AGO” proteinleri, mükemmel tamamlayıcı miRNA’yı 
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bulduğu zaman, hedef mRNA’yı parçalamak üzere güçlü endonükleaz aktivitesini 

gösterir. Bununla birlikte “AGO”nun endonükleaz aktivitesi, “RISC” oluşumu ve hedef 

mRNA’nın translasyon inhibisyonu için her zaman gerekli değildir (Brodersen ve 

Voinnet, 2009; Cai ve diğ, 2009; Carthew ve Sontheimer, 2009; Chua ve diğ, 2009; 

Davis ve Hata 2009; Kim ve diğ., 2009). 

 

Şeki 2.5: miRNA'ların biyogenezi. miRNA’ların biyogenezi, RNA polimeraz II veya III 

aracılığıla pri-miRNA transkriptlerinin transkripsiyonu ile başlar(1). Nükleusta, pri-miRNA'lar, 

Drosha tarafından işlenerek pre-miRNA’lara dönüştürülür (2).  pre-miRNA'lar sitoplazmaya 

taşınır (3). Pre-miRNA’lardaki saç tokası yapıları 19-24 nükleotidlik olgun miRNA çift 

zincirlerine dönüştürülerek “Dicer” tarafından işlenir (4). Çift zincirli olgun miRNA’nın bir 

zinciri hedef mRNA’ların anlatımını düzenlemek için RISC kompleksi içine dahil olur (5). 

Diğer zincir ise ya yıkılır ya da muhtemelen hücreden dışarı salınır (6). Bazı miRNA’lar 

multivesiküler yapılardan türetilmiş eksozomlar içinde paketlenir (7). Diğerleri RNA’ya 

bağlanan proteinlerin eşliğinde hücre dışına salıverilir (8). Bazıları da hücre fiyozyonu sırasında 

mikrovesiküller ile atılır (9). Hücre dışı alanda, bu miRNA’lar diğer hücreler tarafından içeri 

alınarak ya RNaz’lar tarafından yıkılır ya da dışarı atılabilir(10) (Etheridge ve diğ. 2011’den 

alınmıştır). 

miRNA biyogenez yolağında, Drosha ve Dicer, sırasıyla nükleusta ve sitoplazmada 

lokalize olmalarıyla konumsal olarak ayrılmaktadır. Eksportin-5’in, kısa miRNA 

prekürsörlerinin nükleustan taşınmasını düzenlemede anahtar rol oynadığı Lund ve ark. 

tarafından  gösterilmiştir (Lund ve diğ., 2004). Bununla beraber, miR-29b gibi bazı 
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miRNA’lar çoğunlukla nükleusta bulunabilirler (Hwang ve diğ., 2007). Hwang ve ark. 

(2007) tarafından bazı miRNA’ların kendi hücreiçi lokalizasyonlarını kontrol eden ek 

dizi elementleri içerdiği bulunmuştur. Aynı yazarlar tarafından miRNA’ların küçük 

boyutta olmalarına rağmen kendi posttranskripsiyonel davranışlarını etkileyebilecek, 

“cis-acting” düzenleyici ek motifler içerebildiği de gösterilmiştir (Hwang ve diğ., 

2007). 

miRNA’ların temel fonksiyonu, translasyonun inhibisyonu ya da mRNA degradasyonu 

yoluyla protein-kodlayan genlerin protein sentezini inhibe etmektir. Bununla beraber, 

birinci mekanizma, memelilerde çok daha yaygındır (Brodersen ve Voinnet, 2009; Cai 

ve diğ, 2009; Chua ve diğ, 2009; Kim ve diğ., 2009). Her bir mekanizmanın 

baskılamaya göreli katkısı olduğu son zamanlara kadar bilinmemekteydi. Guo ve diğ. 

(2010) miRNA’ların protein üretimine etkilerini ölçmek için ribozom profillendirme 

yapıp eş zamanlı olarak hedef mRNA düzeyleri üzerindeki etkilerini araştırdıkları 

çalışmalarında, hedef mRNA düzeyinde azalma olmadan translasyonun inhibe edildiği, 

bunu da mRNA destabilizasyonuna yol açan miRNA’ların ortaya koyduğu yeni bir 

mekanizma olduğu sonucuna vardılar (Guo ve diğ., 2010). “RISC”ın hedef mRNA’nın 

(3’-UTR) bölgesine bağlanarak (AGO/miRNA kompleksi) protein translasyonunu nasıl 

engellediği şimdiye kadar tam olarak anlaşılamamıştır. Çeşitli olasılıklar öne 

sürülmüştür: 1) Polyadenillenmiş 3’- ucunun deadenillenmesi, mRNA’nın yıkımına 

neden olabilir; 2) AGO-miRNA kompleksinin translasyon başlatıcı faktörler ile rekabet 

etmesi sonucu translasyon başlatılması yavaşlatılabilir; 3) AGO-miRNA kompleksinin 

bağlanması erken sonlandırma veya uzama aşamasında bozukluklara sebep olabilir; 4) 

AGO-miRNA kompleksi translasyon sırasında büyüyen polipeptidi parçalamak için  

peptidazları biraraya getirebilir (Brodersen ve Voinnet, 2009; Cai ve diğ, 2009; Chua ve 

diğ, 2009). 

Buna karşın, miRNA’ların hedeflenmiş mRNA’ların translasyonunu aktive ettiği de 

ileri sürülmüştür (Fabian ve diğ., 2010; Vasudevan ve diğ., 2007). Vasudevan ve diğ. 

(2007) ilk kez açık bir şekilde, bazı durumlarda miRNA’ların translasyon aktivatörleri 

gibi çalışabildiğini göstermişlerdir. Örneğin, yalnızca serum açlığı durumlarında 

translasyon aktivasyonunu düzenlemek için miR-369-3, TNFα’nın AU-zengin 

elementlerine bağlanmaktadır. Place ve diğ. (2008) miRNA’ların gen ekspresyonunu 
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arttırabildiğinin yeni kanıtını elde etmişler ve ilk kez miRNA’ların gen promotörlerini 

hedefleyebildiğini göstermişlerdir. 

Uzun bir süre miRNA-hedef etkileşimi, mRNA’ların 3’-UTR bölgesiyle sınırlı 

kalmıştır, Bunun nedeni muhtemelen miRNA’lar ile ilgili ilk çalışmaların bu bölgeye 

odaklanmasıdır. Lytle ve diğ. (2007) ilk kez miRNA’ların hedef mRNA’ların herhangi 

bir bölgesi ile ilişkili olabildiğini öne sürmüşler ve mRNA hedeflerinin, 5’-UTR’deki 

miRNA-bağlanma bölgeleri tarafından etkili bir şekilde baskılandığını göstermişlerdir. 

Tay ve diğ. (2008) kodlama dizilerindeki bağlanma bölgelerinin çok fazla olduğunu 

bulmuşlar ve deneysel olarak Nanog farede, Oct4 ve Sox2 genlerinin kendi kodlama 

dizilerinde miRNA-bağlama bölgeleri içerdiğini göstermişlerdir. miRNA’ların 

hedeflediği bu genler embriyonik kök hücre farklılaşmasını düzenlemektedir (Tay ve 

diğ., 2008). 

Belirli miRNA’ların miktarı, biyogenezleri ve yıkılışları ile belirlenir. miRNA 

biyogenezi gen transkripsiyonu seviyesinde düzenlenir (Kim ve diğ., 2009). Protein 

kodlayan genlere çok benzer bir şekilde miRNA genlerinin çoğu, promotör bölgeleri ile 

çevrilidir (Carthew ve Sontheimer, 2009; Chua ve diğ, 2009; Kim ve diğ., 2009). 

miRNA genlerinin promotör aktivitesi, hücresel miyelositomatozis onkogeni  (“cellular 

myelocytomatosis oncogene”, c-MYC ) , p53 ve hipoksi-indüklenebilir faktörü-1 

(HIF1α) gibi özel transkripsiyon faktörleri tarafından yönetilir (Crosby ve diğ., 2009; 

Dang ve diğ., 2009; Takwi ve Li, 2009). Sonuç olarak, genotoksik stres koşulları p53’ü 

ve hipoksi koşulları HIF1’i aktifleştirir ki, bu da sırayla miR-34 ve miR-210 gibi 

miRNA’ların upregülasyonuna neden olur (Hermeking, 2010; McCormick ve diğ., 

2010). Bu gözlemler, miRNA’ların ekspresyonunun, patofizyolojik durumlara karşılık 

vermek üzere, gen transkripsiyonu düzeyinde düzenlendiğini göstermektedir. Ayrıca 

miRNA’lar yıkılarak da düzenlenirler. miRNA yıkımından sorumlu olan moleküler 

mekanizma büyük ölçüde bilinmemekle beraber miRNA  miktarının çeşitli hücresel 

koşullar altında hızla yükseldiği daha sonra da azaldığı gösterilmiştir (Kim ve diğ., 

2009). 

miRNA'lar çoğunlukla hücre içinde yer alırken, önemli bir kısmı, çeşitli vücut sıvıları 

da dahil olmak üzere, hücre dışında da (örneğin: plazma, serum, idrar, süt, tükürük, 

amniyotik sıvı, bronş lavajı, beyin omurilik sıvısı, kolostrum, periton sıvısı, plevral sıvı, 
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meni, gözyaşı) gözlenmiştir (Weber ve diğ., 2010). Hücredışı bir ortamda çoğu RNA 

moleküllerinin kararsızlığına rağmen, miRNA'lar şaşırtıcı olarak burada çok 

kararlıdırlar (Weickmann ve diğ., 1982; Etheridge ve diğ., 2011). Bazı çalışmalar, 

miRNA’ların taşıyıcı sistemler ve şaperon proteinler ile seçici olarak hücre dışına 

taşınarak miRNA’ları parçalayıcı enzimlerin etkisinden korunduğunu göstermektedir 

(Gibbings ve diğ., 2009; Etheridge ve diğ., 2011). Yeni bir çalışma, “Argonaute 2” 

komplekslerinin vesiküllerden bağımsız bir şekilde bazı miRNA’ları taşıdığı, bunun da 

dolaşımdaki miRNA'ların kararlılığı için sorumlu bir mekanizma olduğu gösterilmiştir 

(Arroyo ve diğ., 2011). 

2.3.3. Hastalıklarda mikroRNA’lar 

mRNA'lar gibi, bazı miRNA'lar da özel doku veya gelişim evrelerine özgün olarak 

kopyalanır. Bazı literatürler, anormal miRNA ekspresyonunun insan hastalıkları ile 

(örneğin: hipertansiyon, otoimmün hastalıklar, kanserler, böbrek hastalıkları vb ) (~ 270 

hastalık) ilişkili olduğunu öne sürmektedir (Urra ve diğ., 2012). MikroRNA’ların 

kontrol kaybına birkaç mekanizma neden olabilir, bunlar delesyon, amplifikasyon, 

mutasyon veya spesifik miRNA’ları hedefleyen transkripsiyon faktörlerinin regülasyon 

düzeylerinde bozulmalarıdır (Breving ve Esquela-Kerscher, 2010; Yang ve Wang, 

2011). Ek olarak, miRNA’lar epigenetik mekanizmalarla da kontrol edilebilir. Saito ve 

diğ. (2006) ilk kez, miRNA ekspresyonunun iki major epigenetik mekanizma tarafından 

kontrol edilebildiğini göstermiştir. Bu mekanizmalar DNA metilasyonu ve histon 

modifikasyonlarıdır (Saito ve diğ., 2006; Chuang ve Jones., 2007). İlginç olarak, 

epigenetik ile miRNA’lar arasında çift yönlü bir ilişki kurulmuştur. Bir taraftan 

epigenetik mekanizmalar miRNA’ları kontrol ederken, diğer taraftan miRNA’lar temel 

epigenetik faktörleri hedef alabilir (Chuang ve Jones, 2007; Sato ve diğ., 2011). 

Bugüne kadar yapılan çalışmalar, bu moleküllerin tanısal markır, dokuya ya da 

biyolojik aşamaya özgü tedavi hedefi olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir. 

2.3.4. Plazma veya serumda mikroRNA’ların biomarkır olarak kullanımı 

Klinikte, miRNA’lar hastalık tanısı, prognozu ve tedaviye yanıtın öngörülmesinde son 

derece yararlı olabilir. Şu anda, birkaç kanser tipinde miRNA’ların tanısal/prognostik 

bir markır olarak klinik yararlılığı, cerrahi veya biyopsiler sırasında çıkarılan tümör 
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örneklerini kullanan çok sayıda çalışmada gösterilmiştir (Garzon ve diğ., 2009). Bu 

tekniklerin invaziv ve hastalar için rahatsız edici olması nedeniyle bazı çalışmalar 

plazma/serum, idrar veya tükrük gibi insan sıvılarında markırların araştırılmasına  

odaklanmıştır. Hastaların kan örnekleri genellikle kolayca elde edilir ve dolaşımdaki 

nükleik asitler ve miRNA’lar dahil birçok biyolojik molekül kan serum/plazmasında 

bulunabilir (Wittmann ve diğ., 2010; Cortez ve Calin., 2009). Ek olarak, yüksek 

duyarlılıklı PCR belirleme yöntemleri ile, miRNA’ların işlenme sonrası 

modifikasyonlarını saptamak da mümkündür (Wittmann ve diğ., 2010). 

Bazı plazma/serum örnekleri çok az RNA içerir. Bu miktar, çok sayıda değişkene 

bağlıdır ve bireyden bireye değişir. Örneğin ribonükleazların içeriği, türü ve özgüllüğü 

farklı dokularda değişir (Taylor,1979). miRNA'ların iskemiden veya kan akımı 

yetersizliğinden kaynaklanan doku hasarının onarımında önemli oldukları ve bu 

durumlarda daha fazla bulunmalarını gösteren çalışmalar vardır (Baker, 2012). 

Ateroskleroz, hipertansiyon, koroner arter hastalığı ve anjiyoplasti ya da stent 

insersiyonu sonrası restenoz (damar darlığı) gibi vasküler hastalıkların patofizyolojik 

etkileri sonucunda şişme, proliferasyon, hücre infiltrasyonu, apoptoz ve hasara karşı 

inflamatuar yanıtlar oluşur ki, bunlar da miRNA’ların anlatım profillerini değiştirir 

(Chen ve diğ., 2012). Bazı miRNA'lar sadece kanser gibi özel durumlar ya da 

farklılaşma gibi biyolojik aşamalarla sınırlıdır (Wang ve diğ., 2008; Mitchell ve diğ., 

2008; Wang ve diğ., 2012). İnsan Sitomegalovirüs enfeksiyonu gibi hastalıklarda 

enfeksiyonun aşamasıyla ilişkili olarak hücresel miRNA türlerinin anlatımı değişir ki, 

bu da virüsün çoğalmasını etkiler (Wang ve diğ., 2008). Son zamanlarda yapılan  bazı 

çalışmalar sigara dumanına maruz kalmanın miRNA anlatımında değişikliklere yol 

açtığını göstermiştir; ancak bu değişiklikler yaş ve cins gibi faktörlere ile de ilişkilidir 

(Russ ve Slack., 2012). 

2.3.5. Sistemik Lupus Eritematozus Hastalğında mikroRNA’lar 

Otoimmünite alanındaki zorluklardan biri de tanıya, hastalık aktivitesine ve atakların 

tahmin edilmesine yönelik spesifik bir biyomarkırın bulunamayışıdır. Lupus patogenezi 

tam olarak aydınlatılamamış olmasına rağmen, B ve T lenfositlerde düzensizlik, 

bağışıklık hücrelerinin arasındaki anormal etkileşim ve anormal Toll-benzeri reseptör 

(“Toll-like Receptor”, TLR), tip 1 IFN ve hücre-dışı sinyal ayarlı kinaz (“Extracellular 
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Signal-regulated Kinase”, ERK) sinyal yolları da dahil olmak üzere, bir takım 

immünolojik anormallikler, murin lupus modellerinde ve insanlarda tanımlanmıştır 

(Pauley ve diğ., 2009; Gorelik ve Richardson, 2009). Oligonükleotid miRNA 

mikrodizilim’ler ve yoğun dizileme teknikleri veya yazılımları, bilinen tüm 

miRNAome’un analizini mümkün kılmıştır. Ek olarak, akışlı sitometri “bead-flow 

cytometry”, kantitatif gerçek zamanlı PCR (qRT-PCR) ve yüksek veri çıkılışlı, dizilim 

temelli Klenow enzimi gösterim tekniği “high-throughput array-based Klenow enzyme 

assay” gibi diğer yöntemler tümörlerde ve diğer hastalıklarda miRNA ekspresyonunu 

değerlendirmek için kullanılmaktadır. Günümüze dek, değişmiş miRNA ekspresyonu 

hemen hemen tüm kanser tiplerinde bildirilmiştir (Li ve diğ., 2009). SLE için farklı 

sentezlenen miRNA’lar ile ilgili birkaç çalışma yayınlanmıştır. Bununla birlikte, 

miRNA’ların bu hastalığın etyolojisinde yer alabileceği yönündeki kanıtlar 

miRNA’ların SLE’de potansiyel tanısal markır olabileceğini düşündürmektedir (Dai ve 

diğ., 2007; Pan ve diğ., 2010; Te ve diğ., 2010; Zhao ve diğ., 2010). Dai ve diğ. (2007) 

ilk kez SLE’de farklı düzeylerde eksprese olan 16 miRNA tanımlamışlardır. Bu yazarlar 

ayrıca ilk kez, lupus nefritli hastalarda da farklı düzeylerde eksprese olan 66 miRNA 

saptamışlardır (Dai ve diğ., 2009). Ayrıca 2010’da yapılan birkaç çalışma miRNA’lar 

ve SLE/lupus nefriti arasındaki bağlantıyı doğrulamaktadır ( Pan ve diğ., 2010; Te ve 

diğ., 2010; Zhao ve diğ., 2010). Lupuslu hastaların CD4+ T hücrelerinde iki 

miRNA’nın (miR-21 ve miR-148a) yüksek miktarlardaki sentezlendiği gösterilmiştir. 

miR-148a doğrudan (“DNA methyltransferase I”, DNMT1)  ekspresyonunu 

azaltmaktadır ve miR-21 dolaylı olarak, önemli bir otoimmün gen olan (“RAS guanyl 

nucleotide-releasing protein 1”, RASGRP1)’i hedefleyerek DNMT1 ekspresyonunu 

baskılamaktadır. DNMT1’nin baskılamasına neden olarak her iki miRNA, lupusta 

CD4+ hücrelerindeki DNA hipometilasyonuna da katkıda bulunmaktadır (Pan ve diğ., 

2010). Te ve diğ.(2010) iki ırktaki (Afrikalı Amerikan ve Avrupalı Amerikan) lupus 

nefritli hastaları inceleyip beş miRNA’nın (miR-371-5P, miR-423-5P, miR-638, miR-

1224-3P ve miR-663) farklı ırklarda değişik şekilde eksprese olduğunu göstermişlerdir 

(Te ve diğ., 2010). Son zamanlarda, Zhao ve diğ. (2010) SLE hastalarında, miR-125 

ekspresyonunun azaldığını ve onun tahmini hedefi transkripsiyon faktörü olan 

(“Kruppel-like factor 13”, KLF13) ekspresyonunun ilişkili olarak arttığını ortaya 

koymuşlardır. 
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Daha fazla sayıda örnek içeren ileriki çalışmalara gereksinim olsa da, bu çalışmalar 

miRNA’ları immün hastalıkların patogeneziyle ilişkilendirip onların potansiyel tanı 

markırı olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir. 

2.4. TAM KANDAN VERİMLİ TOTAL RNA İZOLASYONU İÇİN ÖRNEK 

TOPLAMA VE SAKLAMASI 

Kan, çevre ve organizma arasındaki etkileşimde önemli bir role sahiptir ve bu nedenle 

kandan elde edilen gen ekspresyon profilleri immün yanıt ya da stres metabolizması 

hakkında daha derin bilgiler sağlayabilir (Sapolsky, 2005; Sutherland ve diğ., 2006; 

Hodson ve diğ., 2008; Almberg ve diğ., 2009). Ayrıca, diğer dokulara kıyasla, kan 

örneğini elde etmek nispeten kolaydır ve vericiye çok az zarar vererek küçük 

hacimlerde elde edilebilir. Ancak, tam kandan verimli RNA eldesi, çeşitli faktörler 

tarafından engellenmektedir. Birinci faktör RNA’nın etkin korunmasıdır. RNA, nükleik 

asitleri örnek toplamadan hemen sonra hızlıca parçalayan nadir transkriptlerin kaybıyla 

anlatım profilini değişikliklere uğratan endojen ve eksojen RNazlara duyarlıdır (Esnault 

ve Malter, 1999; Rainen ve diğ., 2002;  Tanner ve diğ., 2002; Duvigneau ve diğ., 2003; 

Ohashi ve diğ., 2004). İkinci faktör kan hücrelerinin heterojen olmasıdır, çünkü bu 

durumda yüksek orandaki hemoglobin mRNA'ları sonraki aşamaları olumsuz 

etkileyebilir. Bu etkiyi en aza indirmek için globin mRNA’larının birincil kaynağı olan 

retikülositlerin santrifüj ile tam kandan kısmen ayrılması önerilmiştir. Şaşırtıcı bir 

şekilde, ekstraksiyon yönteminden bağımsız olarak, RNA özünün saflığını etkileyen 

ender miktarlarda bulunan DNA’yı ortadan kaldırmak amacıyla ilave bir DNaz 

uygulaması gereklidir. Olgun memeli eritrositleri nükleus ve mitokondri gibi hücre 

organellerini içermez, oysa kemik iliğinden serbest bırakılan, olgunlaşmamış 

retikülositlerde nükleus bulunmaktadır. Bu hücreler, dolaşımdaki ve insan kanının her 

µL’sinde 4,000,000 – 6,000,000 bulunan eritrositlerin toplam sayısının %1’ni 

kapsamaktadır. Bu, olgunlaşmamış kırmızı kan hücrelerinden yaklaşık 40.000 - 60.000 

nükleusun devreye girmesi anlamına gelir. Bu sayı, hücrelerin uygun bir biçimde 

uzaklaştırılmaması durumundaki pozitif PCR sonuçlarını açıklıyor (Morin ve diğ., 

2001; Schwochow ve diğ., 2012). RNA miktarı bireyden bireye önemli ölçüde 

değişebilir ve ayrıca bireyin sağlık durumuna da bağlıdır. Ayrıca vericinin bireysel 

hidrasyon durumu veya vücudun bazı bölgelerinde kan yoğunluğu farklılıkları gibi 
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birçok faktör, kan örneklerinden elde edilen RNA miktarını etkiler ve gözlenen değişimi 

açıklamaya yardımcı olabilir (Chiari ve diğ., 2011). Dehidrasyon vücutta stres yaratarak  

lökosit sayısının artışına neden olur. Dehidrasyon kanın daha fazla konsantre olmasına 

yol açıp kan testinde beyaz kan hücrelerin yükseldiği ile kendini gösterir. RNA’nın 

yeterli miktarlarda eldesi ile birlikte bütünlüğü bir başka ve hatta daha önemli faktördür, 

çünkü sonraki uygulamaları etkileyebilir. Doğru bir şekilde saklanmadığı takdirde, uzun 

olan veya düşük miktarlarda bulunan transkriptler doku spesifik RNazlar tarafından 

hızla yıkılır. Günümüzde tam kan numunelerinde RNA’nın korunması için en sık 

kullanılan çözücü, “RNAlater”dir. Bir çalışmada bu koruma yönteminin çok etkili 

olmadığı bildirilmiştir (Schwochow ve diğ., 2012). Üreticinin verdiği bilgiye göre tam 

kan örnekleri içinde proteinlerin yüksek miktarda mevcut olması RNAlater ile 

çözünmez çökelti oluşmuna yol açabilir. Bu olasılığı destekleyen bir gözlem, RNAlater 

içeren  örneklerde yüksek miktarda kanın pıhtılaşmamasıdır; halbuki diğer koruma 

tamponlarını içeren, aynı vericilerden ve aynı hacimde depolanan kan örneklerinde 

herhangi bir çökelti oluşmamaktadır. RNAlater koruma mekanizması doku hücrelerinin 

geçirgenliği üzerine dayanır, muhtemelen büyük kan çökeltileri kimyasalların  hücre 

zarından geçmesini ve  RNA ile etkileşimini engellemektedir (Schwochow ve diğ., 

2012). Bu bulgu, RNAlater’de saklanan katı doku malzemesinin büyüklüğünün RNA 

bütünlüğünü olumsuzca etkilediğini bildiren diğer çalışmaları desteklemektedir 

(Vomelova ve diğ., 2009; Gayral ve diğ., 2011). 

2.4.1. Yoğunluk gradient ayırma ile periferik mononükleer hücrelerin izolasıyonu 

Kan örnekleri ile gen transkripsiyonu analizi genellikle flebotomi (toplar damardan kan 

alınması) örneklerinden izole edilen lökositler üzerinde gerçekleştirilir (Barch ve diğ., 

2000). Tam kan, sitrat tuzları, heparin, EDTA gibi çeşitli antikoagülanlarda toplanır. Bu 

katkı maddeleri pıhtılaşmayı inhibe ederler, ayrıca in vivo gen transkript miktarlarını 

korumada veya hücrelerden izolasyon sırasında etkili olan diğer preanalitik 

değişkenlerin olumsuz etkisini kontrol etmde küçük rolleri de bulunmaktadır (Rainen ve 

diğ., 2002). Bu nedenle, tam kan in vivo flebotomiden sonra örnek toplama, taşıma, 

depolama, ya da kontrolsüz koagülasyondan dolayı değişikliklere uğrayıp gen 

anlatımında doğru analizi engelleyebilir (Johnson ve diğ., 1998). Ayrıca, istenmeyen 

gen ekspresyonu flebotomi ile, dış yüzeyler ile temas sonucunda veya hemoglobin gibi 
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parçalanmış hücre içeriğine maruz kalma ile uyarılabilir (McFaul ve diğ., 1994; Haertel 

ve diğ., 2001). 

Ficoll-Hypaque santrifüj yöntemi canlı periferik kan lenfositlerinin (PBMC) izolasyonu 

ve bu lenfositlerin daha sonra yapılacak olan araştırmalarda kullanılması için 

geliştirilmiştir. Bu yöntem, tanımlanmış hücre ayırma tekniklerinin en iyisidir ve ilk kez 

1968 yılında Böyum tarafından tek-nükleuslu hücreleri izole etmek için, düşük 

viskoziteli Ficoll ve uygun yoğunluk ile ozmotik güce sahip olan sodyum metrizoat 

kullanılarak geliştirilmiştir (Böyum, 1968). Daha sonra, sodyum diatrizoat başarılı bir 

şekilde sodyum metrizoat’ın yerini almıştır (Benke ve Dittmar, 1976). Bu prosedür 

modern moleküler teknikler ile (örneğin: genomik çalışmalarda RNA ve DNA 

izolasyonu için ve proteomik çalışmalarda protein izolasyonu için) uyumludur. Heparin 

DNA ile kompleks oluşturur, bu yüzden EDTA’lı kan DNA ve RNA izolasyonu için 

daha uydundur. Maksimum hücre verimini sağlamak için kan örnekleri iki saat içinde 

kullanılmalıdır (McCoy, 2001). 

Bu hücre ayırma yöntemi, hücrelerin santrifüj sırasında boyansi (batmazlık) 

yoğunluğuna göre farklı göç etme temeline dayanır ve farklı hücre tiplerinin ayrı 

katmanlar halinde ayrılması ile sonuçlanır. Bu santrifüjün ardından mononükleer 

lenfosit hücreleri içeren “buffy coat”, kırmızı kan hücreleri (eritrositler) ve 

granülositleri alt katmanda tutarak kolayca aspire edilebilir (German Rodrıguez-

Gonzalez ve diğ., 2013) (Şekil 2.6). Bu yöntemin hızlı ve düşük maliyetli olmasıyla 

birlikte avantajlarından biri de gözenekli bir bariyer ile eritrositlerin ayrılmasıdır ki, bu 

da nükleuslu hücrelerin ayırımına kolaylık sağlar. Bununla birlikte, ayrımsal santrifüj 

gibi, az da olsa bu hücrelerin kaybına da sebep olur. Bu çalışmada bu yöntemin 

kullanılmasının önemi eritrositlerden gelebilecek olan mRNA kontaminasyonunu 

önlemektir. 
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Şeki 2.6: Yoğunluk gradient ayırımı. Tüm kan örneğinden yoğunluk gradient ayrılmasından 

sonra elde edilen farklı hücre tabakaları. Granülositleri de içeren kırmızı hücre pelleti, Ficoll-

Hypaque aracılığıyla lenfositlerden ayrılır. Plazma ve trombositlerden oluşan üst tabakanın 

lenfosit tabakası ile karşılaştırıldığında, çok daha şeffaf olduğu görülmektedir (Fuss ve diğ., 

2009’tan alınmıştır). 

2.5. SPEKTROFOTOMETRİYE VE ELEKTROFOREZE DAYALI 

YÖNTEMLER 

2.5.1. Nanodrop ile RNA kalite kontrolü ve miktar ölçümü 

Nükleik asitlerin miktarı, geleneksel olarak, spektrofotometre aracılığıyla UV 

absorpsiyonunu ölçerek belirlenir. En basit formunda absorbans 260 ve 280 nm'de 

ölçülür. Nükleik asit konsantrasyonu, konsantrasyon ile absorbans arasında doğrusal bir 

ilişki bulunduğunu öngören Beer-Lambert değeri ile saptanabilir. 260 nm'de OD değeri 

bir solüsyon içinde bulunan RNA konsantrasyonunu belirlemek için kullanılır. A260’de 

okunan her 1.0 ünite yaklaşık 40 µg /mL RNA’ ya eşdeğerdir. 260 nm'de RNA, 

maksimum absorbansa sahiptir ve 260 ile 280 absorbans oranı izole edilmiş RNA'nın 

saflığını değerlendirmek için kullanılır. Bu değer saf RNA için 2.1 dir ve birçok 

protokolda 1.9-2.1 olarak belirlenmiştir. İdeal olarak, taramalı spektrofotometri 

“scaning spectrophotometry”, aynı zamanda olası kontaminasyonun kaynaklarını 

belirlemek açısından yararlıdır. Geleneksel spektrofotometre ile yapılan ölçümlerdeki 

sorunlardan biri, küvetlerin büyük olmasıdır ki, bu durum düşük konsantrasyonlarda 

bulunan RNA izolatlarının ölçülmesini zorlaştırır ve bazen değerli bir RNA örneğinin 

kısmen kaybına yol açar. NanoDrop spektrofotometre olağanüstü tekrarlanabilirlik ile 
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küçük örneklerin son derece doğru analizini sağlar. Örnek yükleme sistemi geleneksel 

spektrofotometrede olan küvet ihtiyacını ortadan kaldırır, bu da ölçüm için gerekli örnek 

miktarını azaltır. RNA’nın 260 nm'de absorbansı elüsyon tamponun pH’sına bağımlı 

değildir, ancak RNA çözeltisindeki bazı olası kontaminant maddelerin (proteinler gibi) 

absorbansı pH’a bağımlıdır. Bu, RNA çözeltisinin A260 değerinin farklı pH'larda aynı 

kalsa da, A280 değerinin pH’a bağımlı bir şekilde değişeceği anlamına gelir. Eğer saf su 

içinde çözünmüş RNA’nın OD A260/A280 oranı 1.8 civarında ölçülürse, RNA kaliteli ve 

saf olabilir, ama bu DNA, protein ya da başka bir şey ile kontamine olmadığı anlamına 

gelmez (Wilfinger ve diğ., 1997). RNA’nın TE (pH 8) gibi bir elüsyon tamponu içinde 

ölçmümü daha güvenilir bir OD A260/A280 oranı ile sonuçlanır. pH’nın yanı sıra, 

A260/A280 oranı spektrofotometrik çözeltisinin iyon gücüne de bağlıdır. Bu nedenle, kör 

örnek “blank” ile seyreltici olarak kullanılan tampon aynı olmalıdır. Saf suyu kör örnek 

olarak kullanmak yanlıştır. Bu durum, özellikle ticari bir RNA izolasyon kiti ile birlikte 

gelen elüsyon  tamponunun içeriği bildirilmemişse sorun yaratabilir. Genellikle 

protokollerin çoğunda sadece OD A260/A280 oranından söz edilmesine rağmen, 230 

nm’de güçlü absorbans kontaminasyonu gözlenir. Proteinler, guanidinyum 

izotiyosiyanat ve fenol gibi kaotropik tuzlar olmak üzere 220-230 nm arasında pik 

“Peak” yaratan üç kontaminasyon kaynağı vardır. Bu üç kontaminasyon kaynağı, doku 

örneklerinde ya da Chomczynski ile Sacchi’nin orijinal protokolundan türetilen doku 

lizis solüsyonlarının çoğunda  mevcuttur (Chomczynski ve Sacchi, 1987). Öte yandan 

OD A260/A230 oranının 2.0’ye çok yakın olması da önemlidir. Ancak bu değer genelde 

düşük miktarda RNA izole edildiğinde (örneği, serum ya da plazmadan miRNA 

izolasyonunda) 1.0’in altına düşer. Ayrıca serum/plazma herhangi bir hücre 

içermemelidir, dolayısıyla  bu örneklerde herhangi bir ribozomal RNA tespit edilemez. 

Bunlardan izole edilen RNA, özellikle apoptoz veya eksositoz sonucu serbest bırakılan 

RNA’lardır ki doğalarından dolayı (küçük RNA’lar) ya da yıkıldıkları için kısa parçalar 

(fragmentler) olarak bulunurlar. Bu yüzden normalde OD A260/A280 oranları düşüktür ve 

1-1.6 arasında değişir. Bu değer, mikrodizilim analizi gibi sonraki uygulamaları 

etkilemez.  

NanoDrop Spektrofotometrede çalışmak için en uygun nükleik asit konsantrasyon 

aralığı 2-3.7 ng/mL dir. Eğer bu aralıkta olmazsa, örnek uygun biçimde konsantre 

edilmeli veya seyreltilmelidir. 
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2.5.2. Biyoanalizör ile RNA kalite kontrolü ve miktar ölçümü 

Biyoanalizör RNA, DNA ve proteinlerin analizi için günümüzde kullanılan çipli 

kapiller elektroforez sistemidir. Bu cihaz yaygın olarak mikrodizilim çalışmalarından 

önce, RNA kalite kontrolu için kullanılır (Şekil 2.7). RNA kalitesini kontrol etmek için 

en yaygın teknik olan agaroz jel elektroforezi, gen ekspresyon deneylerinde kullanılacak 

RNA’nın seçimi için çok uygun değildir. Bununla birlikte jelde RNA büyüklüğünün 

dağılımını belirlemek için tasarlanmış jel analizi yazılımı ile birarada bulunan floresan 

tarayıcılar veya dijital kameralar gibi seçenekler de bulunmaktadır. Bu teknikler sadece, 

toplam örneğin konsantrasyonu hakkında bilgi verir, örnek bileşenleri, potansiyel 

kirleticiler ve degredasyon derecesi hakkında bilgi sağlamaz, ayrıca yöntemler doğru bir 

ölçüm için daha fazla miktarda örnek ve daha uzun süre çalışma gerektirirler (Vitale, 

2002).  

 

Şeki 2.7: (A) Agilent’in 6000 Nano Çipi. (Agilent RNA 6000 Nano Kit Guide’dan alınmıştır 1). 

(B) Çiplerde yerleştirilen mikrokanallar. (Lab-on-Chip.gene-quantification’den alınmıştır 2). 

Biyoanalizörde ise, mikroakışkan teknolojisinin kullanımı sayesinde, nükleik asitlerin 

eleme polimeri ve floresan boya ile dolu mikrokanallarda (Şekil 2.7 B) ayrılması için 25 

ng kadar küçük miktarda örnek kullanılır. Bir elektrik gerilimi mikroçipe 

uygulandığında, örnek çip yüzeyinde dağıtılmış bu mikrokanallar yoluyla göç eder. 

Örneğin hareketi esnasında ribozomal RNA ve diğer RNA türleri boyutlarına göre 

ayrılırlar. Eleme matrisi içindeki “intercalating” boya göç eden RNA’nın tespit 

edilmesini sağlar. Örneklerin göç zamanının normalizasyonu için her birisiyle bir iç 

markır yürütülür (Sodowich ve diğ., 2007). 

 

1 https://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G2938-90037_RNA6000Nano_QSG.pdf. 

2 http://lab-on-chip.gene-quantification.info/ 

https://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G2938-90037_RNA6000Nano_QSG.pdf
http://lab-on-chip.gene-quantification.info/
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Cihaza bağlı olan bilgisayar ayrımları kontrol eder, konsantrasyonları kaydeder ve 

manipülasyon ile gerçek zamanlı veri analizini mümkün kılar. En önemlisi, biyoanalizör 

diğer mevcut tekniklere göre daha yüksek hassasiyet ve iyi performansa sahiptir. Ayrıca 

RNA örneklerini mikro plaka okuyucular ile yapılan floresan ölçümlere benzer bir 

hassasiyetle ölçebilir. İlaveten bu cihazla örneklerin kalitesi ve bütünlüğü kolayca tespit 

edilebilir. 

Biyoanalizörün en önemli avantajı tek bir platformda RNA’nın bütünlüğü, saflığı ve 

kantitatif değerini gösterebilmesidir. Biyoanalizör DNA kontaminasyonunu RNA’dan 

ayırt edebilir. RNA’nın DNAaz I ile muamelesi DNA kontaminasyonunu ortadan 

kaldırmak için her zaman gerçekleştirilebilir ve genellikle yeterlidir. Geleneksel agaroz 

elektroforezinin Biyoanalizöre göre tek  avantajı, 3000 nt’lik veya 1000 nt aralıklarla 

büyük olan RNA transkriptlerini daha yüksek çözünürlükte gösterebilmesidir. İzolasyon 

işleminden sonra eğer %10’dan daha düşük konsantrasyonlarda protein kontaminasyonu 

varsa biyoanalizörde bu kontaminasyon gösterilemez (Sodowich ve ark., 2007).  

2.5.2.1. RNA’nın bütünlük sayısı (RIN) 

RNA'nın bütünlüğünün göstergesi olan 28S/18S oranını hesaplamak için geleneksel 

olarak, agaroz jeller üzerindeki rRNA bantlarının yoğunluğu kullanılır. Bu oran 2 

civarında olursa RNA’nın iyi kalitede olduğunu gösterir.  

Agilent’e ait algoritma yazılımı ile düşük miktarlardaki RNA yıkılmaları hesaplanarak 

RNA örneklerinin bütünlüğü tahmin edilebilmektedir (Şekil 2.8).  RNA’nın bütünlük 

sayısı (“RNA Integrity Number”, RIN) yazılım algoritması ile, 1-10 arasında bir 

numaralandırma sistemine göre, 1 değeri çok yıkılmış RNA’yı ve 10 değeri en sağlam 

RNA’yı göstererek, toplam RNA’nın sınıflandırılması yapılır. RIN sayısı 5 olan bir 

örnek, mikrodizilim deneyi için işe yaramayabilir, ama bir RT-PCR deneyi için uygun 

olabilir. Genel olarak, 7-8 veya daha yüksek RIN değerlerinde deneylerin çoğu iyi 

çalışır.  

Ancak dikkate alması gereken bir durum daha vardır. Bazen mRNA'nın önemli bir 

kısmı tamamen bozulmuş iken, daha stabil (yarı ömrü 4-5 gün) moleküler olan ve 

ağırlığı yüksek olan rRNA’ların örnekte yeterince bulunması yanlış sonuçlara neden 

olabilir. rRNA daha stabil olduğu için örnekte yeterince bulunmasına rağmen bazen 
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mRNA’nın önemli bir kısmı tamamen bozulmuş olabilir, bu da yanlış sonuçlara neden 

olabilir. 

 

Şeki 2.8: Yıkılmamış tam RNA’nın elektroferogamları. İkinci örneğin ribozomal  oranı daha 

düşük olmasına rağmen “RIN” sayısı 10 olarak ölçülmüş. Biyoanalizördeki yazılım az miktarda 

yıkılımı ölçebilmektedir (www.chem.agilent.com/RIN’den alınmıştır). 

2.6. NÜKLEİK ASİT TEMELLİ YÖNTEMLER 

2.6.1. Serumdan miRNA izolasyonu 

Biyolojik örneklerden RNA izole etmek için genellikle iki yöntemin varyasyonları 

kullanılır: kimyasal ekstraksiyon veya katı-faz ekstraksiyon olarak adlandırılan silika 

immobilizasyonu. Kimyasal ekstraksiyon yöntemlerinde genellikle, RNazları inaktive 

edip RNA’ları diğer biyomoleküllerden ayırmak amacıyla asidik fenol ya da fenol-

kloroform solüsyonları ile birlikte son derece konsantre kaotropik tuzlar kullanılır. 

Bunlar, çok saf RNA elde edilmesini sağlar, Tuzlar daha sonra uzaklaştırılmalı ve RNA 

alkol ile çöktürülerek konsantre edilmelidir. Rutin alkol çökeltme yolu kantitatif olarak 

küçük nükleik asit moleküllerini geri kazandıramaz. İkinci yöntem, katı faz 

ekstraksiyonu, ise RNA’nın suya olan afinitesini azaltıp katı tabakaya (silika) olan 

afinitesini artırmak için yüksek konsantrasyonda bir tuz ya da tuzla alkol karışımının 

kullanımına dayanır. Katı destek olarak silikanın (cam) kullanılmasının büyük RNA'lar 

için yararlı olduğu gösterilmiştir (Boom ve diğ., 1990).  
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2.6.2. Mikrodizilim 

Mikrodizilim, son on yıllık zaman zarfında, transkriptom analizi yaparak büyük ölçekli 

biyomarkır keşfi için kullanılan en yaygın ve sonuçları başarılı olan bir yöntemdir 

(DeRisi ve diğ., 1996; Duggan  ve diğ., 1999; Royce ve diğ., 2005). Genomik 

mikrodizilim, bir örnekte aynı anda birden fazla genin analizini yapabilmesi nedeniyle, 

gen ekspresyon çalışmaları için oldukça güçlü bir teknolojiyi temsil etmektedir. 

Mikrodizilim deneyleri genellikle dokulardan izole edilmiş, saptanabilir bir işaretleyici 

ile etiketlenmiş DNA, RNA veya miRNA ile gerçekleştirilir. Gen ekspresyonu düzeyini 

ölçmek amacıyla binlerce bireysel geni temsil eden gene özgü prob dizilerle hibridize 

edilir (Quackenbush, 2006). Deney başına büyük miktarda elde edilen veriler arasında 

artan veya azalan şekilde düzenlenen genlerin potansiyel biyomarkır olarak kabul 

edilebilmeleri için uygun istatistiksel analizlerin yapılması gereklidir. Hiyerarşik 

kümeleme (gruplandırma) algoritmaları kanser araştırmalarında, önceden tanımlanmış 

klinik bilgilere dayanarak tümörlerin sınıflandırılması ve daha sonra da ilgili genin 

tanımlanmasında en sık kullanılan araçlardan biridir. Bununla birlikte, son on yıl içinde, 

gen anlatımı dizi teknolojisi uygulanarak birçok hastalığın alt tiplerine göre 

sınıflandırılması, hastalıkların patogenezinin daha iyi anlaşılması ve çok sayıda tanı 

markırlarının keşfedilmesi sağlanmıştır (German Rodriguez-Gonzalez ve diğ., 2013). 

2.7. İMMÜNOLOJİK YÖNTEMLER 

2.7.1. ELISA yöntemi 

Bu yöntem Engvall ve Perlmann tarafından insan serumunda İmmünoglobulin G 

konsantrasyonunun analizi için geliştirilmiştir (Engvall ve Perlmann, 1971). Yöntem, 

antijen veya antikorun bağlandığı katı bir faz içerir (Engvall ve Perlmann, 1972). 

ELISA’yı diğer tekniklere karşılık üstün kılan faktör, bağlanan analitin okunma 

yöntemdir. ELISA’da istenen analitin konsantrasyonu, bir enzime konjuge edilmiş 

jenerik monoklonal bir antikorun eklenmesi ile ölçülür. Enzim basit bir substrat ilavesi 

ile bir renk değişimine uğrayıp bağlı analitlerin konsantrasyonunun okunmasına yol 

açar. 

ELISA standart sitokin ölçüm yöntemi olarak kabul edilmiştir ve yaygın bir biçimde 

klinik laboratuvarlar ve biyomedikal araştırmalarda kullanılmaktadır. Son zamanlarda 
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multipleks analizler küçük miktarda bir örnekte (örneğin 12.5 µL) aynı zamanda birden 

fazla sitokinin ölçülebilmesi için geleneksel ELISA yönteminden geliştirilmiştir. Ayrıca 

boncuk temelli multipleks ölçümler olarak bilinen flowsitometrik multipleks analizler 

şu anda en çok kullanılan ELISA yöntemini temsil etmektedir (Şekil 2.9). Bu sistem, 

flositometre altında ayırt edilebilir özel boncuk setlerini kullanır. Her boncuk grubu, 

belirli bir yakalama antikoru ve ona bağlı olan floresan-etiketli streptavidin veya 

saptama antikoru ile kaplanır. Farklı boncuk setleri, kromojenik veya fluorojenik 

emisyonlarına göre saptanarak birden fazla sitokinin aynı anda ölçülmesi sağlanır. 

Ticari olarak üretilen antikor konjüge edilmiş boncuklar ile bir örnekte 25’e kadar farklı 

sitokinin ölçülmesi mümkündür, hatta bu sayı özel antikor konjüge edilmiş boncuklar 

“custom conjugate antibodies” kullanıldığı takdirde büyük ölçüde genişletilebilir (Leng 

ve diğ., 2008). 

 

Şeki 2.9: Bio-Plex Sandviç ELISA. (Bio-Plex Proᵀᴹ Assays. Cytokine, Chemokine, and Growth 

Factors Instruction Manual’dan alınmıştır.) 

miRNA’ların; moleküler tıpta yeni diagnostik, prognostik ve hedefe yönelik terapötik 

biyomarkırların belirlenmesinde umut verici unsurlar olabileceği fikrinden yola çıkarak, 

bu tez kapsamında SLE de tanı için kullanılabilecek spesifik bir veya birden fazla 

biyomarkırın araştırılması, hastaların sitokin genlerinin anlatım profillerinin 

belirlenmesi, profillerin serumdaki sitokin miktarları ile karşılaştırılması ve miRNA – 

sitokin ilişkilerinin saptanması amaçlandı. 
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Bu hedef için SLE hastalarında tüm mikroRNA molekülleri ile sitokin genlerinin 

anlatım düzeyleri ve sitokin miktarları arasındaki ilişkiler araştırılarak, mikroRNA’ların 

olası hedef sitokin genleri tanımlanmaya çalışıldı. Elde edilen sonuçlar SLE’nin 

patogenezinin aydınlatılmasına yönelik önemli katkılar sağlayacaktır. Ayrıca hastalığın 

tanısı, izlenmesi ve tedavisine yönelik çalışmalara da ön bulgular olarak ışık tutacağı ön 

görülmektedir.  
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. KLİNİK ÖRNEKLERİN TOPLANMASI VE SAKLANMASI 

Çalışmanın ilk aşamasında İstanbul Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’na 

çalışma hakkında ayrıntılı bilgi verilerek 17.08.2012 tarih ve 1325 sayılı kararla etik 

kurul onayı alındı (EK.1). İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Hastanesinin 

Romatoloji Bölümüne başvuran ve çalışmaya alınan tüm vakalara çalışmayla ilgili 

ayrıntılı bilgi verildi. Çalışmaya gönüllü olarak katılmayı kabul eden hasta ve kontrol 

gruplarında yer alan bireylere aydınlatılmış hasta onam formu (EK.2) okutuldu ve 

dolduruldu. Çalışmaya alınan kişilerle yüz yüze görüşülerek bir anket formu 

dolduruldu. Bu anket formuna hastanın yaşı, cinsiyeti, sigara – alkol kullanımı, aile 

üyelerinin hastalık durumu gibi demografik bilgilerin yanı sıra, Sistemik Lupus 

Eritematozus hastalığının başladığı yıl, aldığı tedavi, kullanılan diğer ilaçlar ve dozları, 

diyet uygulama durumu, hormon replasman tedavisi alıp almadığı, ek hastalıkları gibi 

ilgili bilgiler kayıt altına alındı. Polikilinikte bulunan dosyalardan antinükleer 

antikorların (ANA) tipi ve miktarı gibi diğer yaralanılabilecek veriler de toplandı. Eksik 

kalan bilgiler için daha sonra her bir serum örneğinden analiz aşamasında 

gruplandırmayı sağlamak için biyokimyasal testler yapıldı.  

Çalışma ve kontrol grubundaki tüm bireylerin seçim kriterleri şu şekilde sıralandı: 

1. Diğer immünolojik hastalığı olanlar, çalışmaya dahil edilmedi.  

2. Ayrıca gebelik ve emzirme durumu olanlar çalışmaya dahil edilmedi.  

3. Genel durumda düşkünlüğe yol açan malignite ve kronik infeksiyonu olan 

bireyler çalışmaya alınmadı. 

Bu tez çalışmasında, 16 deney ve 8 kontrol olmak üzere toplam 24 gönüllü bireyden kan 

örnekleri alındı. Deney grubu bireylerden kan alım işlemi, İstanbul Üniversitesi, 

Cerrahpaşa Tıp Fakültesi, Romatoloji Kliniğindeki görevli sağlık personeli tarafından, 

kontrol grubundan kan alım işlemi ise İstanbul Üniversitesi, Sağlık Kültür ve Spor 
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Daire Başkanlığı, Mediko Sosyal Merkezi’nde görevli sağlık personeli tarafıdan 

gerçekleştirildi. Kan örneklerinin alınması için vakumlu, kan pıhtılaşma inhibitörü 

EDTA içeren 4.5 mL’lik tüpler (her denek için ikişer tüp) ve serum örneklerinin 

alınması için vakumlu, kan pıhtılaşma aktivatörü  Z solüsyonu içeren 8 mL’lik tüpler 

(her denek için birer tüp)  kullanıldı. Z solüsyonu içeren tüplerde tam pıhtılaşmayı 

sağlamak ve daha fazla miktarda serum elde etmek için tüpler 10 dk oda sıcaklığında 

(15-25°C) bekletildi. Ardından  1900 x g, 4ºC’de 10 dakika santrifüj edildi. Tüplerdeki 

özel jel, santrifüjden sonra üst fazında bulunan serum ile ara fazdaki beyaz kan hücreleri 

arasına yerleşir ve serumun ayırımını kolaylaştırır (Şekil 3.1). Yaklaşık 3-5 mL arasında 

elde edilen serum, dikkatli bir biçimde yeni tüplere aktarıldı ve 16000 x g, 4ºC’de 10 

dakika bir kez daha santrifüj edildi. Üst fazdaki serum 1.5 mL’lik tüplere bölüştürülerek 

gerektiği zaman kullanılmak üzere 80°C’de saklandı. Her bir bireye denek kodu verildi 

ve denek haklarının korunması için deney süresince bu kodlar kullanıldı. 

 

Şeki 3.1: Serum ayırımı için tam kan pıhtı aktivatörü içeren tüplerde tolandı. (A) Serum 

içermeyen sadece Z solüsyonu içeren tüp.(B) Serum içeren Z solüsyonlu tüp. 
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3.2. LENFOSİTLERİN (“PERİFERİK MONONÜKLEER HÜCRELERİN”) 

İZOLASYONU 

Periferik kan lenfositlerinin (PBMC) izolasyonu Ficoll-Hypaque solüsyonu kullanılarak 

yoğunluk gradient ayırımı yöntemi ile yapıldı (Böyum, 1968). Bu aşamada maksimum 

hücre verimini sağlamak için kan örneklerinin iki saat içerisinde çalışılması tavsiye 

edilmektedir (McCoy, 2001). Bu çalışmada alındıktan en geç 2 saat sonra örnekler 400 

xg’de oda sıcaklığında 40 dk santrifüj edildi ve mononükleer lenfosit hücreleri içeren 

“buffy coat” bölgesi, kırmızı kan hücreleri (eritrositler) ile granülositleri içeren alt faz ve 

plazma ile trombositlerden oluşan üst fazdan ayrıldı (German Rodrıguez-Gonzalez ve diğ., 

2013) (Şekil 3.2). 

 

Şeki 3.2: Yoğunluk gradient ayırma ile periferik mononükleer hücrelerin İzolasıyonu. (A) ve 

(B)  Kan Ficoll-Hypaque solüsyonu ile karışmayacak bir biçimde yavaşca Ficoll-Hypaque 

solüsyonu içeren falkona eklenir. (C) Granülositleri de içeren kırmızı hücre pelleti, Ficoll-

Hypaque aracılığıyla lenfositlerden ayrılır. Plazma ve trombositlerden oluşan üst tabakanın 

lenfosit tabakası ile karşılaştırıldığında, çok daha şeffaf olduğu görülmektedir. 

3.3. MOLEKÜLER ANALİZLER 

3.3.1. Nükleik Asit İzolasyonu 

Bu çalışmada mikrodizilim deneylerinde kullanılmak amacıyla önce kan ve serum 

örneklerinden total RNA ve miRNA izolasyonu gerçekleştirildi. Daha sonra elde edilen 

RNA ve miRNA örneklerinin spektrofotometrik ve elektroforetik analizleri yapıldı. 
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3.3.1.1. Total RNA İzolasyonu 

Bu çalışmada, EDTA’lı tüplerde toplanan kandan yoğunluk gradient ayırım yöntemi ile  

izole edilen ve PBS içinde süspansiyon halinde bulunan PBMC hücrelerinden, içeriği 

Tablo 3.1’de verilen ticari bir kit (“RNeasy Mini Kit”, QIAGEN) kullanılarak; 

üreticinin talimatlarına göre total RNA izole edildi (Şekil 3.3). Son aşamada filtreli 

tüplere elüsyon tamponundan 30 µL eklenerek santrifüj yapıldı ve yaklaşık 28-30 µL 

RNA solüsyonu elde edildi.  

Tablo  3.1: RNeasy Mini Kit’in içeriği (50 reaksiyonluk). 

RNeasy Mini Kit  

RNeasy ® Mini Spin Kolonlar  50 adet 

Toplama Tüpleri (1.5 mL’lik) 50 adet 

Toplama Tüpleri (2 mL’lik) 50 adet 

QIAzol ® 50 mL 

RWT Tamponu 18 mL 

RPE Tamponu 11 mL 

RNaz İçermeyen Su 10 mL 
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Şeki 3.3: RNeasy Mini Kit’in Prosedürü. 

3.3.1.2. miRNA İzolasyonu 

Bu çalışmada, deneklerden alınan ve yukarıda da bahsedildiği gibi daha önceden 1.5 

mL’lik tüplere bölünmüş serum örneklerinden, içeriği Tablo 3.2’ de verilen (“mir Vana 

PARIS” Kit, Ambion) kiti kullanılarak ve üreticinin talimatlarına göre miRNA izole 

edildi (Şekil 3.4).   



50 

 

 

 

Tablo  3.2: mir Vana PARIS Kiti’nin içeriği (50 reaksiyonluk). 

mir Vana PARIS  (40) 

Filtre Kartuşları 40 adet 

Toplama Tüpleri (2 mL) 80 adet 

Hücre Parçalama Tamponu 25 mL 

2 x Denatürasyon Solüsyonu 

Kullanmadan önce 375 µL 2-merkaptoetanol eklendi 

25 mL 

Asit-Fenol: Kloroform 2 x 25 mL 

miRNA Yıkama Solüsyonu 1 30 mL 

Yıkama Solüsyonu 2/3 50 mL 

Elüsyon Solüsyonu 5 mL 

 

 

 

Şeki 3.4: mir Vana PARIS Kiti’nin Prosedürü. 
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3.3.2. Nükleik Asit Miktarının Spektrofotometrik Analizi 

Nükleik asitlerin miktarı, geleneksel olarak, spektrofotometre aracılığıyla UV 

absorbsiyonu ölçülerek belirlenir. Geleneksel spektrofotometri yönteminin 

kullanımındaki sorunlardan biri, kullanılan küvetlerin büyük olmasıdır ki, bu durum 

düşük konsantrasyonlarda bulunan RNA molekülünün ölçülmesini zorlaştırır ve bazen 

değerli bir RNA örneğinin kısmen kaybına yol açabilir. Buna karşın, NanoDrop 

spektrofotometre tekrarlanabilme özelliği küçük örneklerin son derece doğru analizini 

sağlar. NanoDrop Spektrofotometrenin en uygun ölçüm aralığı 2-3.7 ng/mL’dir. Bazı 

plazma/serum örnekleri çok sayıda değişkene bağlı olmak üzere bireyden bireye değişir 

ve bu ölçüm aralığından çok daha az miktarda RNA içerir. Bu nedenle günümüzde 

mikroarray gibi hassas olan deneylerde, örneklerden elde edilen RNA miktarının azlığı 

ve DNA kontaminasyonu göz önüne alındığında RNA miktarının ölçümü için 

Biyoanalizör kullanımı tercih edilir. 

3.3.2.1. Nanodrop2000 ölçümü 

Elde edilen hem total RNA hem de miRNA örneklerinin absorbans değerleri, her 

örnekten 2 µL alınarak NanoDrop 2000 spektrofotometre (Thermo SCIENTIFIC)  ile 

ölçüldü. “Blank” olarak RNA izolasyonunun son aşamasında kullanılan RNaz 

içermeyen su kullanıldı. İzole edilen RNA’ların miktarları ve protein kontaminasyonu 

açısından saflık değerleri belirlendi. 

3.3.2.2. Biyoanalizör Ölçümü 

NanoDrop ile spektrofotometre ölçümlerinde sadece toplam örneğin konsantrasyonu 

ölçülebilmekte ancak örnek bileşenleri, potansiyel kirleticiler, örneklerin yıkım derecesi 

hakkında bilgiler sağlanamamaktadır. Biyoanalizör DNA kontaminasyonunu RNA’dan 

ayırt edebilme özelliğine sahiptir. Bu nedenle Biyoanalizör tek bir adımda RNA’nın 

bütünlüğü, saflığı ve kantitatif değerleri gösterilebilmektedir.  

Bu çalışmada hem total RNA hem de miRNA örnekleri  RNA 6000 Nano Kiti ve Small 

RNA Kiti kullanılarak biyoanalizörde üreticinin talimatlarına göre analiz edildi. RNA 

6000 Nano Kit’i 25-500 ng/µL  arasında değişen RNA konsantrasyonları için kullanıldı. 

Small RNA Kit’i ise 50-2000 pg/µL arasında değişen saflaştırılmış miRNA 
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konsantrasyonları için kullanıldı. RNA 6000 Nano Kit’in de bulunan “ladder”, 0.2-6 kb 

boyutları arasında değişen altı parça RNA içerir (0.2 kb, 0.5 kb, 1.0 kb, 2.0 kb, 4.0 kb 

ve 6.0 kb). Bu değerler “Small RNA Kit”i için 20-150 nt olarak değişmektedir. 

3.3.3. Nükleik Asit Saflığının Elektroforetik Analizi 

RNA'nın bütünlüğünün göstergesi olan 28S/18S oranını hesaplamak için genelde 

denatüre agaroz jeller üzerindeki rRNA bantlarının yoğunluğu kullanılır. Bu oranın 1.9-

2.1 (ideali 2) değerleri arasında olması RNA’nın iyi kalitede olduğunun bir 

göstergesidir. 28S/18S rRNA oranı RNA bütünlüğünü tahmin etmek için geçerli bir yol 

olmasına rağmen, ideal bir yol sayılmaz ve bazen bu oran RNA bozulmasının tam 

düzeyini yansıtmamaktadır. Ayrıca agaroz jel elektroforezinde analizler daha uzun 

sürmekte ve doğru ölçüm alabilmek için  fazla miktarda örnek kullanılması 

gerektirmektedir (Vitale, 2002). Bu oranın yanı sıra, “Agilent” firmasının piyasaya 

sürdüğü bir algoritma yazılımı ufak miktarlardaki yıkılmayı bile göstererek toplam 

RNA bütünlüğü hakkında bilgi edinmeyi oldukça kolaylaştırmaktadır. RNA’nın 

bütünlük sayısı (“RNA Integrity Number”, RIN) yazılım algoritması ile, 1-10 arasında 

bir numaralandırma sistemine göre, 1 değeri çok yıkılmış RNA’yı ve 10 değeri ise en 

sağlam RNA’yı temsil edecek şekilde, toplam RNA’nın sınıflandırılması sağlanır. Eğer  

bir çalışmada hasta örneği hiç bekletilmeden kullanılıyorsa RIN değeri kesinlikle 7.5-8 

veya daha yüksek olmalıdır; aksi halde uygulanan RNA izolasyon prosedüründe bir 

sorun olduğu düşünülmelidir.  

3.3.3.1. RNA’ların  Agaroz Jel Elektroforez ile Analizi 

RNA’ların elektroforetik analizi için %1.2’lik agaroz-formaldehit jel kullanıldı 

(Sambrook ve diğ., 1989). Jelin hazırlanmasında kullanılan madde miktarları Tablo 

3.3’de verilmiştir.  

Formaldehitli agaroz jel hazırlanırken öncelikle 0.45 g agaroz, 3 mL 10 x MOPS 

tamponu ve 24.6 mL ultra saf sudan oluşan karışım, mikrodalga fırında 2 dk tutularak 

çözdürüldü. Bu karışım, sıcaklığı 50-60°C’ye gelinceye kadar soğutuldu. Karışımın 

üzerine 2.4 ml formaldehit ile 2 µL (10 mg/mL) etidyum bromür eklendi. Karışım yatay 

jel elektroforez kasedine dökülerek soğumaya bırakıldı. RNA örneklerini denatüre 

etmek amacıyla 5 µL RNA çözeltisi üzerine RNA yükleme tamponundan (pH: 5) 
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(Tablo 3.4) 15 µL eklendi. Karışım 55°C’de 10 dk bekletildi. Süre sonunda hemen buza 

alınan örneklere 5 µL bromofenol mavisi eklendi ve homojen dağılım sağlandıktan 

sonra örnekler jele yüklendi. RNA örnekleri, RNA yürütme tamponunda (Tablo 3.4) 60 

V’de ve 45 mA akım altında 30 dakika yürütüldü. 

Tablo  3.3: Formaldehitli agaroz jel içeriği. 

Jel içeriği  Miktar 

Agaroz 0.45 g 

10 x MOPS tampon 

       (PH 7.0) 

Morfolinopropansülfonik asit                             400 mM 

3 mL Sodyum asetat                                                    160 mM 

EDTA                                                                   20 mM 

Ultra saf su  24.6 mL 

Formaldehit 2.4 mL 

Etidyum bromür (10 mg/mL) 2 µL 

 

Tablo  3.4: RNA’ların denatürasyonu ve formaldehitli agaroz jelde yürütülmesi için 

kullanılan tamponların içeriği. 

Tampon İçerik Miktar 

RNA yürütme tamponu 

10 x MOPS 30 mL 

Formaldehit 5.4 mL 

Ultra saf su 264.6 mL 

RNA yükleme tamponu 

Formaldehit 175 µL 

Formamid 500 µL 

10 x MOPS 100 µL 
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3.3.3.2. RNA’ların Biyoanalizör ile Elektroforetik Analizi 

Yukarıda da bahsedildiği gibi örneklerin daha dikkatli analizi amacıyla hem total RNA 

hem de miRNA örnekleri, RNA 6000 Nano Kiti ve Small RNA Kiti kullanılarak 

biyoanalizörde üreticinin talimatlarına göre analiz edildi. Çalışmaya RIN değeri 7.5-8 

veya daha yüksek olan örnekler ile devam edildi. 

3.3.4. Mikrodizilim Temelli Yöntemler 

Total RNA ve miRNA örneklerinin analizi mikrodizilim  Agilent mikrodizilim aletinde 

“Sem Laboratuar Cihazları Pazarlama San. ve Tic. A.Ş.”ine ait araştırma 

laboratuarında, tarafımdan gerçekleştirildi. 

3.3.4.1.miRNA Mikrodizilim Analizi 

Bu çalışmada miRNA’ların analizi için “Sanger miRBase”den yararlanarak üzerilerinde 

2006 insan miRNA’sını hedefleyen 60 nt’lik problar sabitlenmiş Agilent 8×60K v19 

miRNA mikrodizilim slaytları (G4872A) kullanıldı. İşaretleme ve hibridizasyon 

reaksiyonları için “microRNA Spike-In kit” (Agilent p/n 5190-1934) içerisindeki uygun 

solüsyonlar (sırasıyla İşaretleme Spike-In solüsyonu ve Hyb Spike-In solüsyonu) 

kullanıldı. Örnek işaretleme ve melezleme için, miRNA’ları da içeren 100 ng total 

RNA’da miRNA’ların 3' ucuna siyanin 3-pCp molekülü bağlanarak bu moleküllerin 

floresan ile etiketlenmesi sağlandı. 

Defosforilasyonu gerçekleştirilecek RNA örnekleri 50 ng/µL olacak şekilde 1xTE 

tamponunda (pH: 7.5) sulandırıldı ve buz üzerinde bekletildi. Dana bağırsak alkalin 

fosfataz (“Calf Intestinal Alkaline Phosphatase”, CIP) ana karışımı, üreticinin Tablo 

3.5’de verdiği talimata göre hazırlandı. Her bir örnek için bu karışımdan 2 µL alınarak 2 

µL (100 ng) RNA’ya eklenip 37°C’ye ayarlanmış ısı bloğunda 30 dk bekletildi. Daha 

sonra 2.8 μL 100% DMSO eklendi ve ısı bloğunda 100°C’de 10 dk inkübe edilerek 

denatürasyon sağlandı. Örnekler hemen buzlu su banyosuna aktarıldı. Ligasyon ana 

karışımı, Tablo 3.6'da verilen bileşenlerin yavaşça karıştırılması ile hazırlandı. Bu 

karışımdan her bir örnek tüpüne 4.5 µL eklendi ve çalkalyıcılı su banyosunda 16°C’de 2 

saat bekletildi. Örnekler, 45°C’ye ayarlı, vakumla yoğunlaştırıcıda 3 saat kurutuldu. 
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Tablo  3.5: İşaretleme “Spike-In” solüsyonu ile Dana Bağırsak Alkalin Fosfataz ana karışımı. 

Bileşenler Reaksiyon başına hacim 25 reaksiyon için hacim 

10x Dana Bağırsak Alkalin 

Fosfataz Tamponu 
0.4 µL 10.0 µL 

İşaretleme “Spike-In” Solüsyonu 1.1 µL 27.5 µL 

Dana Bağırsak Alkalin Fosfataz 0.5 µL 12.5 µL 

Toplam Hacim 2.0 µL 50.0 µL 

Tablo  3.6: T4 RNA ligaz için ligasyon ana karışımı. 

Bileşenler Reaksiyon başına hacim  25 reaksiyon için hacim  

10x T4 RNA Ligaz Tamponu 1.0 µL 25.0 µL 

Siyanin 3-pCp 3.0 µL 75.0 µL 

T4 RNA Ligaz 0.5 µL 12.5 µL 

Toplam Hacim 4.5 µL 112.5 µL 

Kurutulmuş örneklere 17 µL nükleaz içermeyen su ve 1 µL daha önceden seyrelterek 

hazırlanmış “Hyb Spike-In” hibridizasyon solüsyondan (üçüncü seyrelti) ilave edildi. 

Her bir numune tüpü için hibridizasyon reaksiyonun bileşenleri, üreticinin Tablo 3.7’de 

verdiği talimata göre eklenip 100°C’de 5 dk inkübe edildikten sonra, örnekler 5 dk 

buzlu su banyosunda bekletildi. Mikrodizilim slaytlarına örnek yüklenmesi, bölmelerin 

montajı ve bu düzeneğin kaldırılması üreticinin talimatlarına göre gerçekleştirildikten 

sonra monte edilmiş slayt bölmeleri daha önceden 50°C’ye ayarlanmış hibridizasyon 

fırınına yerleştirildi ve 20 devir/dk’da 20 saat bekletildi. Mikrodizilim slaytları 

Agilent'in miRNA mikrodizilim prosedüründe belirtildiği şekilde yıkandı. Yıkama 

işlemi için gereken koşullar Tablo 3.8’de listelenmiştir. 

Tablo  3.7: Hyb “Spike-In” solüsyonu ile miRNA mikrodizilimler için hibridizasyon karışımı. 

Bileşenler Hacim (µL) 

İşaretlenmiş miRNA Örneği 17 

Hyb Spike-In Solüsyonu 1 

10x GE Bloke Edici Solüsyonu 4.5 

2x Hi-RPM Hibridizasyon Tamponu 22.5 

Toplam Hacim 45 
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Tablo  3.8: Yıkama koşulları. 

Bileşen Kap Yıkama Tamponu Sıcaklık Zaman 

Parçaların Ayrılması 1 GE Yıkama Tamponu 1 Oda sıcaklığı Birkaç saniye 

1.Yıkama 2 GE Yıkama Tamponu 1 Oda sıcaklığı 5 dk 

2.Yıkama 3 GE Yıkama Tamponu 2 37°C 5 dk 

Melezlenmiş mikrodizilimler  “Agilent Microarray” tarayıcı (versiyon SureScan) ile 

tarandı ve veriler (“Agilent Feature Extraction”, AFE) görüntü cihazı (versiyon 10.7.3) 

kullanılarak analiz edildi. 

3.3.4.2. miRNA Mikrodizilim Veri Analizi 

Verilerin ön-işleme ve diferansiyel ekspresyon analizi “GeneSpring” yazılımı (Agilent) 

(versiyon 12.6) kullanılarak yapıldı. “Agilent Feature Extraction” görüntü analiz 

yazılımı tarafından sağlanan toplam gen sinyali verileri “quantile” yöntemi kullanılarak 

normalize edildi. Görüntü analiz yazılımı sinyallerin farklı ölçüm hatalarını tanımlayıp 

minimum kaliteye ulaşamayan her bir veriyi işaretler ve bu yüzden miRNA verilerini 

filtrelemek için kullanılabilir. Bu filtreleme toplam gen sinyallerinin normalizasyon 

işleminden sonra yapıldı. “gIsGeneDetected” filtreleme, herhangi bir deneysel durumda 

ifade edilmemiş miRNA’ları işlem dışı tutar. Böylece analiz, “Agilent Feature 

Extraction” yazılımı tarafından en az bir deneysel durumda sabitlenip 

(gIsGeneDetected=1) işaretlenen miRNA genleriyle sınırlı kalır. Diferansiyel (farklılık 

gösteren) ekspresyon analizi için, GeneSpring paketi, her bir genin ekspresyon değeri 

için doğrusal modelleme yapar ve bu şekilde, farklı deneysel koşullar arasındaki anlamlı 

ekspresyon farklılığını değerlendirir. Yanlış pozitif sonuçları kontrol etmek için 

Benjamini yöntemi kullanıldı. 

3.3.4.3. mRNA Mikrodizilim Analizi 

Bu çalışmada birçok veri tabanından yararlanılarak hazırlanmış  üzerlerinde protein 

kodlayan RNA’lar ile birlikte büyük intergenik kodlayıcı olmayan RNA’lar (“ Large 

intergenic non-coding RNA”, lincRNA) ve kodlama potansiyeli belirsiz olan 

transkriptler (“Transcripts of Uncertain Coding Potential”, TUCP) ile ilişkili toplam 

50,599 tane 60 nt’lik prob spotlanmış Agilent SurePrint G3 Human Gene Expression 

8x60K v2 mikrodizilim slaytları (G4851B) kullanıldı. 
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Başlangıç RNA miktarına bağlı olarak (200 ng),“Spike-Mix”solüsyonu tüp karıştırıcıda 

karıştırıldıktan sonra su banyosunda 37°C’de 5 dk bekletildi.  Kitte bulunan sulandırma 

tamponu kullanılarak üreticinin talimatına göre ana solüsyondan 3 dilüsyon serisi (1. 

için 1/20, 2. için 1/25, 3. için 1/10) hazırlandı. Her bir örnekte kullanılan RNA miktarı 

ve seyreltilmiş “RNA Spike-Mix” kontrolunun toplam hacminin 3.5 µL’ yi aşmaması 

için gerekli adımlarda vakumlu yoğunlaştırıcı kullanıldı. Her bir örnek için, total 

RNA’dan 200 ng (1-1.5 µL), final hacim 3 µL olacak şekilde “Spike- Mix” solüsyona 

(1.5-2 µL), eklendi. Bu karışıma 1.8 µL Tablo 3.9’da gösterildiği gibi hazırlanan T7 

promotör primer karışımından eklenip denatürasıyonu sağlamak için çalkalamalı su 

banyosunda 65°C’de 10 dk inkübasyona bırakıldı ve hemen buza tranfer edilip 5 dk 

bekletildi. Her bir tüpe Tablo 3.10’da belirtildiği gibi hazırlanan cDNA ana 

karışımından 4.7 µL eklendi. Örnekler 40°C’de 2 saat ve ardından 70°C’de 15 dk 

inkübe edilip 5 dk buzda bekletildi. Her bir tüpe Tablo 3.11’de açıklandığı gibi 

hazırlanan transkripsiyon ana karışımından 6 µL ilave edilip 40°C’de 2 saat inkübe 

edildi. Bu aşamaya kadar reaksiyonun toplam hacmi 16 µL oldu. 

Tablo  3.9: T7 Promotör primerinin karışımı. 

Bileşenler Reaksiyon başına hacim  25 reaksiyon için hacim  

T7 Promotör Primeri 0.8 µL 20.0 µL 

Nükleaz İçermeyen Su 1.0 µL 25.0 µL 

Toplam Hacim 1.8 µL 45.5 µL 

Tablo  3.10: cDNA ana karışımı. 

Bileşenler 
Reaksiyon başına hacim  25 reaksiyon için hacim  

5x İlk İplik Tampon (“First 

Strand Buffer”) 
2.0 µL 50.0 µL 

0.1 M DTT 1.0 µL 25.0 µL 

10 mM dNTP Karışımı 0.5 µL 12.5 µL 

“AffinityScript RNase Block” 

karışımı 
1.2 µL 30 µL 

Toplam Hacim 4.7 µL 117.5 µL 
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Tablo  3.11: Transkripsiyon ana karışımı. 

Bileşenler Reaksiyon başına hacim  25 reaksiyon için hacim  

Nükleaz İçermeyen Su 0.75 µL 18.75 µL 

5x Transkripsiyon Tamponu 3.2 µL 80.0 µL 

0.1M DTT 0.6 µL 15 µL 

NTP Karışımı 1.0 µL 25.0 µL 

T7 RNA Polimeraz Karışımı 0.21 µL 5.25 µL 

Siyanin 3-CTP 0.24 µL 6 µL 

Toplam Hacim 6.0 µL 150 µL 

Elde edilen cRNA örneklerinin absorbans değerleri, her örnekten 2 µL alınarak 

nanofotometrede (IMPLEN) ölçüldü. “Blank” olarak nükleaz içermeyen su kullanıldı. 

Elde edilen sonuçlardan Siyanin-3 boya konsantrasyonu (pmol/µL), RNA absorbans 

oranı (A260 /A280) ve cRNA konsantrasyonu (ng/µL) belirlenip her bir reaksiyonun özel 

aktivitesi ve miktarı (3.1) ve (3.2) formüllere göre hesaplandı.  

      

           cRNA konsantrasyonu x 30 µl (elüsyon hacmi) 

---------------------------------------------------------------------- = cRNA Miktarı (µg)    (3.1) 

                                   1000 

 

     Cy3 konsantrasyonu 

-------------------------------- X 1000 = µg cRNA başına Siyanin-3 Miktarı (pmol)     (3.2) 

    cRNA konsantrasyonu 

Sekizli çiplerde en uygun reaksiyon aktivitesini (...= 6) yakalamak için tüm 

cRNA’lardan toplam hacimde 0.825 µLolacak şekilde sulandırmalar hazırlandı. 

Tablo 3.12’de gösterildiği gibi fragmentasyon karışımı hazırlandı ve her bir 

mikrodizilim için, 1.5 mL’lik nükleaz içermeyen mikrosantifüj tüpüne 25 µL bu 

karışımdan ilave edilip yavaşca karıştırıldı. RNA fragmentasyonunu sağlamak için 60° 

C'de 30 dk inkübasyon gerçekleştirildi. Tüpler 1 dk buzda bekletildi. Fragmentasyon 

reaksiyonunu durdurmak için her bir tüpe 25 µL 2x GEx melezleme tamponu “2x GEx 

Hybridization Buffer HI-RPM” eklendi. Pipetleme yapıltıktan sonra 1 dk 

mikrosantrifüjde spinlendi. Her bir sıra için çiplere toplam 50 µL hacimdeki karışımdan 
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40’ar µL yüklendi. Slaytlara örnek yükleme ve bölmelerin monte ve demonte edilmesi 

üreticinin talimatlarına göre gerçekleştirildikten sonra montajı yapılmış slayt bölmeleri 

daha önceden 65°C’ye ayarlanmış hibridizasyon fırınına yerleştirildi ve 10 devir/dk’da 

hızını ayarlayarak 17 saat bekletildi. Mikrodizin slaytlarının yıkama yöntemi Agilent'in 

“one-color platform”una göre yapıldı. Tablo 3.13’te, yıkama işlemi için gerekli koşullar 

listelendi. Melezeme işleminden sonra mikrodizilim slaytları “Agilent mikroarray” 

tarayıcı (versiyon SureScan) ile tarandı ve veriler AFE görüntü cihazı (versiyon 10.7.3) 

kullanılarak analiz edildi. 

Tablo  3.12: Sekizlik mikrodizilim için fragmentasyon karışımı. 

Bileşenler 8’lik Mikrodizilim    (miktar veya hakim) 

Siyanin -3’ ile Etiketlenip Çoğaltılmış cRNA 600 ng 

10x Bloke Edici Madde 5 µL 

25x Fragmentasyon Tamponu 1 µL 

Nükleaz İçermeyen Su 25 µL’ye tamamlandı 

Toplam Hacim 25 µL 

Tablo  3.13: Yıkama koşulları. 

Bileşen Kap Yıkama Tamponu Sıcaklık Zaman 

Parçaların Ayrılması 1 GE Yıkama Tamponu 1 Oda sıcaklığı Birkaç saniye 

1.Yıkama 2 GE Yıkama Tamponu 1 Oda sıcaklığı 5 dk 

2.Yıkama 3 GE Yıkama Tamponu 2 37°C 5 dk 

3.3.4.4. mRNA Mikrodizilim Veri Analizi 

Bölüm 3.3.2.’de miRNA mikrodizilim analizi için yapılan işlemler benzer bir şekilde 

küçük değişimler ile bu aşamada da gerçekleştirildi. 

3.3.5. İmmünolojik Yöntemler 

3.3.5.1. Multipleks “ELISA” 

Birden fazla sitokinin eş zamanlı belirlenmesi amacıyla  multipleks ELISA yöntemi 

kullanıldı. Bu sistemde araştırılan sitokinlere özgü antikorlar kovalent bağlarla 

manyetik boncuklara bağlanmıştır. Deneye başlamadan önce floresan sinyalini 

ayarlamak için  üreticinin talimatlarına göre kalibrasyon kiti kullanılarak “Bio-Plex” 
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sistemi ve “Bio-Plex Manager” yazılımı kalibre edildi. Standartlar, kontroller, 

örneklerin ve kör örneğin plaka düzeni belirlendi. İçinde liyofilize standart madde 

bulunan kuyucuğa 500 µL standart seyreltici ekleyerek 1-3 s vorteks edilip 30 dk buzda 

inkübe edildi. Şekil 1’de de gösterildiği gibi bu ana standarttan seyreltme ile sekiz seri 

hazırlandı. Sekiz noktalık bir standart eğri (her iki nokta arasında dört kat seyreltme) 

oluşturuldu. Her bir örnek için 50 µL üzerine 150 µL örnek seyrelticisi ilave edildi ve 

bu şekilde örnekler 1:4 oranında seyreltildi. Üreticinin talimatına göre manyetik 

boncuklar orta hızda 30 s tüp karıştırıcıyla karıştırıldı ve daha sonra 1x manyetik 

boncuklar elde etmek amacıyla 5175 µL deney tamponu 15 mL’lik falkon tüpüne 

aktarıldı ve üzerine 575 µL 10x manyetik boncuk ilave edildi. Bu karışım orta hızda 30 

s karıştırıldıktan sonra plaka üzerindeki her bir kuyucuğa 50’şer µL olacak şekilde 

dağıtıldı. Kuyucuklar manyetik plaka taşıyıcı kullanılarak  her kuyucuk için 100 µL 

yıkama tamponu ile iki kere yıkandı. Seyreltilen standartlar, kontroller ve örnekler 1-3 s 

yavaşca karıştırıldı ve 50 µL’lik hacimlerde kuyucuklara dağıtıldı. Plakanın yüzeyi özel 

bantlar ve alüminyum folyo ile sarıldıktan sonra oda sıcaklığında 1100 devir/dk hızda 

30 s ve ardından 300 devir/dk hızda 30 dk çalkalandı. Bu sırada 300 µL 10x tespit edici 

antikor ile 2700 µL tespit edici antikor seyrelticisi karıştırıldı ve 1x tespit edici antikor 

elde edildi. Deneyin inkübasyon süresi tamamlandıktan sonra kuyucuklar manyetik 

plaka taşıyıcısı kullanılarak üç kere 100’er µL yıkama tamponu ile yıkandı. Tespit edici 

antikor 1-3 s yavaşca karıştırıldı ve her kuyucuğa 25’er µL dağıtıldı. Plakanın yüzeyi 

özel bantlar ve alüminyum folyo ile sarıldıktan sonra oda sıcaklığında 1100 devir/dk 

hızda 30 s ve ardından 300 devir/dk hızda 30 dk çalkalandı. Bu sırada 60 µL 100x 

Streptavidin-PE solüsyonu ile 5940 µL deney tamponu karıştırıldı ve 1x Streptavidin-

PE solüsyonu elde edildi. Deneyin inkübasyon süresi tamamlandıktan sonra kuyucuklar 

manyetik plaka taşıyıcısı kullanılarak üç kere 100’er µL yıkama tamponu ile yıkandı. 1x 

Streptavidin-PE solüsyonu 1-3 s yavaşca karıştırıldı ve her kuyucuğa 50’şer µL 

dağıtıldı. Plakanın yüzeyi özel bantlar ve alüminyum folyo ile sarıldıktan sonra oda 

sıcaklığında 1100 devir/dk hızda 10 s ve ardından 300 devir/dk hızda 30 dk çalkalandı. 

Deneyin inkübasyon süresi tamamlandıktan sonra kuyucuklar manyetik plaka taşıyıcısı 

kullanılarak üç kere 100’er µL yıkama tamponu ile yıkandı. Her kuyucuğa 125 µL 

deney tamponu eklendi ve plakanın yüzeyi özel bantla sarıldıktan sonra oda sıcaklığında 

1100 devir/dk hızda 30 s çalkalandı. Bant plakadan ayrıldıktan sonra plaka daha 

önceden kalibre edilip ayarlanmış “Bio-Plex 200” (Bio-Rad) okuyucuya yerleştirildi. 
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Bu okuyucu kırmızı lazer (635 nm) ile boncukları tanımlayıp yeşil lazer (532 nm) ile 

floresan haberci sinyalini sağlamak için fikoeritrini (“Phycoerythrine”, PE) uyarır. 

Daha sonra “Bio-Plex Manager” yazılımı kullanılarak (Bio-Rad) ortalama floresan 

yoğunluğu (“ Median Fluorescence Intensity”, MFI) ve konsantrasyon (pg/mL) verileri 

elde edildi. Standartlar ile ilişkili aykırı miktarlar, standart eğriden ve kabul edilebilir 

aralığın dışında kalan örnekler (“Out of Range”, OOR) analizden uzaklaştırıldı. 

Tüm istatistiksel analizler “Statistical Package for the Social Sciences v17.0”i (SPSS 

Inc, Chicago, IL, ABD) kullanılarak gerçekleştirildi. Anlamlılık düzeyi % 5 (p <0.05) 

olarak belirlendi.   

 

Şeki 3.5: Standart solüsyonunun dört kat seyreltme serisinin hazırlanması. 

3.3.6. İstatistiksel Yöntemler 

3.3.6.1. miRNA ile mRNA eşleşmesinin Analizi 

Mikro dizilim çiplerinde spotlanan miRNA’lara ait dizilim bilgileri ve hedef mRNA 

nükleotid dizileri NCBI veri tabanından elde edildi. miRNA moleküllerinin mRNA ile 

yüksek benzerlik gösteren eşleşmeleri Smith-Waterman algoritma skor matrisine göre 

BLAST algoritmasında hesaplandı. Elde edilen hizalamalara göre homoloji gösteren 

bölgelerin rastgeleliği istatistiksel olarak BLAST tarafından değerlendirildi. 

Nukleotidlerin görülme olasılıklarının maksimum değeri alınarak (“Gumble Extreme 
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Value Distribution”, EVD) formülüne göre benzerlik değeri (S) ile üssel ilişkili olan, 

beklenen değeri (e) hesaplandı. Küçük miRNA’ların mRNA ile eşleştiği parçalarda, 

benzerliğin kararlı olduğunu ifade eden e değerleri taranarak 0.05’ten küçük olanlar 

seçildi. Hataların en aza indirilebilmesi için S değerinin logaritmaları alınarak Bit 

değerleri belirlendi (Altschul ve diğ., 1997). E değeri için 0.05 değerinin altındaki, bit 

skoru için de 50’nin üzerindeki dizilim benzerlikleri anlamlı olarak kabul edildi 

(Pertsemlidis ve Fondon, 2001; Villareeal ve diğ., 2005).  
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4. BULGULAR 

4.1. DENEKLERİN DEMOGRAFİK VE TEMEL ÖZELLİKLERİ 

Bu çalışmaya, 8 sağlıklı kontrol, 10 böbrek tutulumu olan SLE hastası ve 6 böbrek 

tutulumu olmayan SLE hastası dahil olmak üzere, toplam 24 gönüllü denek alındı. 

Grupların yaş dağılımının benzer olmasına dikat edildi. 27-54 yaş aralığında olan 

sağlıklı grup için, yaş ortalaması 38.1 ± 10.5 yıl  21-60 yaş aralığında olan SLE 

hastalarının yaş ortalaması ise 39.5 ± 12.05 olarak belirlendi. SLE’nin kadınlarda daha 

yaygın olması nedeniyle, hastaların yaklaşık % 85, control bireylerin % 100’ü kadın 

olarak seçildi. 

Tüm SLE’li hastaların tanısı ACR (“American College of Rheumatology”) tarafından 

belirlenen kriterlere göre yapıldı. Böbrek tutulumu, proteinüride artış (> 150 mg/24 

saat), yüksek serum kreatinin düzeyi (> 1.4 mg/dL) (Böbrek Yetmezliği) veya her ikisi 

ile tanımlandı. Aktif lupus ise ANA, anti-DNA antikorlarının sürekli yüksek  olması 

ve/veya C3 ve C4 kompleman yetersizliği ile tanımlandı. Çalışmada yer alan bireylerin 

demografik ve temel özellikleri Tablo 4.1'de özetlendi.   
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Tablo 4.1: Deneklerin demografik ve temel özellikleri. 

Özellikler 
Sağlıklı kontroller  

(N=8) 

SLE hastaları  

(N= 16) 

Renal tutulumu 

olanlar 

(N=9) 

 

Renal 

tutulumu 

olmayanlar 

(N=7) 

Cinsiyet (E:K) 0:8 2:7 0:7 

Yaş aralığı  

(ortalama yıl ± SD) 
27-54 (38.1±10.5) 21-60 (39.5±12.0) 

Sigara ya da alkol 

tüketimi (N=24) 

Hiçbiri 
Sadece 

Sigara 

Sadece 

Alkol 

Her 

ikisi 
Hiçbiri 

Sadece 

Sigara 

Sadece 

Alkol 

Her 

ikisi 

1 0 3 4 13 2 1 0 

Hastalığın kaç yıl 

önce teşhis edildiği 
----- 11.0±6.7 

Serum kreatinin 

(mg/dL)
 * 

(N=16) 

----- 0.73±0.39 0.58±0.11 

C3 (g/L) ** 

(N=16) 
----- 0.79±0.25 1.2±0.56 

C4 (g/L) *** 

(N=16) 
----- 0.14±0.06 0.17±0.12 

Serum ANA**** 

(P:N)  

(N=16) 

----- 5:4 5:2 

Anti DNA ***** 

(Unit/mL) (N=16) 
----- 4:5 3:4 

*: Serumdaki kreatinin referans aralığı 0.7-1.4 mg/dL 'dir. **: Serumdaki C3 düzeyinin referans 

aralığı 0.89-1.87 g/L. ***: Serumdaki C4 düzeyinin referans aralığı 0.16-1.38 g/L. ****: 

ANA’nın (IF) < 1/180 titre değerleri negatiftir. *****: Anti DNA’nın <100 değerleri negatiftir. 

4.2. MOLEKÜLER ANALİZLER 

SLE hastalarında miRNA’lar ve sitokinlerin gen anlatımını araştırmak için mikro-

dizilim temelli yöntemler kullanıldı. 

4.2.1. Nükleik Asit İzolasyonu 

4.2.1.1. Total RNA Miktarı  ve Saflığının Belirlenmesi 

Deneklerden kan alındıktan sonra 2 saat içerisinde total RNA izolasyonu 

gerçekleştirildi. NanoDrop ölçümleri sonucunda izole edilen RNA örneklerine ait 

A260/A280 oranlarının 1.94 – 2.1 aralığında ve RNA miktarlarının 118.6 – 1414.8 ng/µL 

aralığında değiştiği belirlendi. Total RNA’lar izole edildikten sonra %1.2’lik 

formaldehitli agaroz jelde kontrol edildi. İzolasyonun başarılı bir şekilde 

gerçekleştirildiği, jelde gözlenen 28S ve 18S rRNA’lara ait keskin ve parlak bantlardan 
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anlaşıldı (Şekil 4.1). Bir sonraki aşamada DNA kontaminasyonunu ortadan kaldırmak 

için DNaz I uygulaması yapıldı. Ayrıca RNA’ların konsantrasyonu ve kalitesi özel bir 

kuruluşun “Sem Laboratuar Cihazları Pazarlama Sanayi ve Ticaret A.Ş.” 

laboratuvarında RNA 6000 Nano Kiti kullanarak “2100 Biyoanalizör” (Agilent 

Technology) cihazı ile belirlendi. Bu analizlere göre elde edilen RNA’ların bütünlük 

sayısı (RIN) 8.5-9.8 aralığında hesaplandı (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.1: Deney grubundan izole edilen RNA’ların DNaz I uygulaması  yapılmadan önce 

agaroz jel görüntüsü. M: Markır. 1-3 ila 1-9: SLE hastalarına ait RNA örneklerinin kod 

numaraları. 
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Şekil 4.2: Deney grubundan izole edilen RNA’ların “Biyoanalizör 2100” analiz sonuçları. (A) 

jel görüntüsü.1-1 ila 1-12: SLE hastalarına ait RNA örneklerinin kod numaraları. (B) 

Elektroforegram görüntüsü. 20-25 arasındaki bant markır’a, 40-45 arasındaki bant 18S 

ribosomal RNA’ya ve 45-50 arasındaki bant 28S ribosomal RNA’ya aittir. 

4.2.1.2. miRNA Miktarının Belirlenmesi 

Deneklerin kan serumlarından izole edilen miRNA’ların konsantrasyonları NanoDrop 

cihazı ile ölçüldü.  Küçük RNA’ların konsantrasyonunun 2.9-14.9 ng/µL aralığında 

değiştiği belirlendi. miRNA’ların konsantrasyonu “Small RNA Kit”i kullanılarak “2100 

Biyoanalizör” (Agilent Technology) cihazı ile de belirlenmeye çalışıldı. Ancak 

boyutlarının küçük olması nedeniyle miRNA’lar için RIN değeri ölçülemedi. 

4.2.2. miRNA Mikrodizilim Veri Analizi 

miRNA ve mRNA mikrodizilim veri analizinin kalite kontrolü ve kalite güvence analizi 

için, analiz yöntemleri 3 kere tekrarlandı. Benjamini ve Hochberg düzeltme analiz 
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yöntemi ile P değeri ve hata keşif oranı (“False Discovery Rate”, FDR) 0.05’in altına 

ayarlandı.  

Ilımlı t-testi normal t-testine göre daha düşük FDR ve daha yüksek ayırım gücüne sahip 

olduğu için, diferensiyal ekspresyon analizinde ılımlı t-testi tercih edildi. P-değeri 

0.05'ten küçük olan ve transkripsiyonu 2 kat artan/azalan miRNA ve mRNA değerleri 

anlamlı değişen (“up-regulated/down-regulated”) değerleri olarak kabul edildi. 

Bulgular çok çeşitli parametrelere göre gruplanarak analiz edildi. 

4.2.2.1. SLE’ye özgü miRNA’ların mikrodizilim analizi ile tanımlanması 

miRNA mikrodizilim analizinde SLE hasta grubu ve kontrol gurubunun karşılaştırması, 

10 farklı miRNA üzerinden gerçekleştirildi. SLE hastalarında miRNA’ların sentezinde 

anlamlı artış olduğu ve aktif dizilerin otozomlarda bulunduğu ortaya konuldu (Tablo 

4.2). Ayrıca en fazla değişimin hsa-miR-574-5p’de olduğu, 4.kromozomda bulunan bu 

miRNA’nın transkripsiyonunda kontrole göre 16 kat artış olduğu belirlendi. Sentezi 

artan 10 miRNA'nın ısı haritası Şekil 4.3’te diyagram olarak gösterildi. SLE hastalarının 

sağlıklı bireyler ile olan ilişkisi küme analizi ile ortaya konuldu. 

Tablo 4.2: SLE’de transkripsiyonu artan miRNA'lar*. KD: Kat Değişim. 

Sistematik Ad KD** P değeri ** Aktif Dizi 
Kromozom 

No 

Mirbase Ulaşım 

No 

hsa-miR-149-5p 8.62 0.0257 GGGAGTGAAGACACGGAG 2 MIMAT0000450 

hsa-miR-1825 11.17 0.0406 GGAGAGGAGGGCAC 20 MIMAT0006765 

hsa-miR-3675-3p 9.90 0.0033 TTGGGGGAGTTCCTTA 1 MIMAT0018099 

hsa-miR-4313 5.91 0.0019 GGGTTTGGGGCCA 15 MIMAT0016865 

hsa-miR-574-5p 16 0.0062 ACACACTCACACACACAC 4 MIMAT0004795 

hsa-miR-933 5.75 0.0113 GGGAGAGGTCTCCCT 2 MIMAT0004976 

hsa-miR-1304-3p 3.68 0.0472 GGGGTTCGAGGCT 11 MIMAT0022720 

hsa-miR-2116-3p 5.59 0.0376 GGGAGTTCTTGGCATG 15 MIMAT0011161 

hsa-miR-3195 6.75 0.0364 AACCCGGGCCCG 20 MIMAT0015079 

hsa-miR-365a-3p 8.75 0.021 
ATAAGGATTTTTAGGGGCA

TTA 
16 MIMAT0000710 

*: SLE hasta grubu ile sağlıkli kontrol grubuna ait mikrodizilim sonuçları karşılaştırılarak 

belirlenmiştir. **: KD >2 ve P değeri ≤ 0.05 önemli fark olduğunu gösterir. 
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Şekil 4.3: SLE hasta grubu ile sağlıklı kontrol grubunun karşılaştırılmasına göre farklı 

transkripte edilen miRNA'ların ısı haritası diyagramı. Veri, miRNA'ların isimlerine göre 

düzenlenmiştir. Renkli skala sütunu, miRNA’nın transkripsyon düzeyini belirtmektedir (mavi 

düşük, kırmızı yüksek transkripsyon). 

4.2.2.2. Renal tutulumu olan ve olmayan SLE hastalarının miRNA düzeylerinin 

karşılaştırılması 

SLE hastaları renal tutuluma göre  gruplandırıldı. Biri 22. kromozomda (hsa-miR-5571-

5p) diğeri de X kromozomunda şifrelenen iki miRNA’nın sentezi, renal tutulumu olan 

hastalarda önemli ölçüde düşüktü (p ≤ .05) (Tablo 4.3). Bu 2 miRNA'nın ısı haritası 

Şekil 4.4’de diyagram olarak gösterildi. 

Tablo  4.3: Renal tutulumu olan SLE hastalarında transkripsiyonu azalan miRNA’lar*. KD: Kat 

Değişim. 

Sistematik Ad KD** P değeri** Aktif Dizi Kromozom 

No 

Mirbase Ulaşım No 

hsa-miR-5571-5p 29.61 0.0205 GGGAGGCTCCTTTGA 22 MIMAT0022257 

hsa-miR-766-3p 20.76 0.0369 GCTGAGGCTGTGGGGCT X MIMAT0003888 

*: Renal tutulumu olan ve olmayan gruplarına ait mikrodizilim sonuçları karşılaştırılarak 

belirlenmiştir. **: KD >2 ve P değeri ≤ 0.05 önemli fark olduğunu gösterir. 
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Şekil 4.4: SLE hastaların renal tutulumu olan ve olmayanları karşılaştırıldığında, düzenlenmesi 

artan yada azalan şekilde olan miRNA’ların “heat map” diyagramı. Veri, miRNA'ların 

isimlerine göre düzenlenmiştir. Renkli lejant sütünü, miRNA’nın transkripsyon düzeyini 

belirtmektedir (mavi düşük, kırmızı yüksek transkripsyon). 

4.2.2.3. Kompleman yetersizliği ve renal tutuluma göre SLE hastalarının miRNA 

düzeylerinin karşılaştırılması 

Diferansiyel analizde renal tutulum ve kompleman (C3 ve / ya C4) eksikliklerinin 

eşzamanlılığı dikkate alınarak, veriler iki yönlü ANOVA testi ile analiz edildi. Bu 

yaklaşımla renal tutulumu olan/olmayanların, C3 ya da C4 kompleman eksikliği birlikte 

değerlendirilerek, değişen miRNA genlerinin transkripsiyonundaki farklılıklar ortaya 

konuldu. 

Analizler renal tutumlu olan ve olmayan SLE hastalarında C3 konsantrasyonun yeterli 

olup (C3
+
) olmamasına (C3

-
) göre transkripsiyonu değişen miRNA’lar için yapıldı. 

Transkripsiyonu farklı olan toplam 2 farklı miRNA belirlendi. C3 eksikliği durumlarda 

renal tutumlu olmayan SLE hastalarında hsa-miR-5571-5p’nin transkripsiyonunda 6.32 

kat düşüş (p ≤ 0.05) ve renal tutulumu olan SLE hastalarında ise, hsa-miR-766-3p’nin 
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transkripsiyonunda 2.17 kat (p ≤ 0.05) düşüş olduğu belirlendi (Tablo 4.4). Bu 2 

miRNA'nın ısı haritası Şekil 4.5’de diyagram olarak gösterildi. 

Analizler renal tutumlu olan ve olmayan SLE hastalarında C4 konsantrasyonun yeterli 

olup (C4
+
) olmamasına (C4

-
) göre  yapıldığında transkripsiyonu değişen 3 miRNA 

tespit edildi. C4 eksikliği durumlarda renal tutumlu olmayan SLE hastaları arasında, C4 

konsantrasyonun yeterli olmayanlar ile, C4 konsantrasyonun yeterli olan bireyler 

karşılaştırıldığında 2 miRNA’nın (has-miR-5571-5p ve has-miR-4731-3p) 

transkripsiyonunda düşüş gösterildi. Renal tutulumu olan hastalarda C4 eksikliğinde 

has-miR-766-3p’nin transkripsiyonunda 2.63 kat (p ≤ 0.05) düşüş olduğu belirlendi 

(Tablo 4.5). Aynı zamanda farklı transkripte edilen 3 miRNA'nın ısı haritası Şekil 

4.6’de diyagram olarak gösterildi. 

Tablo  4.4: Renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarının C3 kompleman yetersizliği varken/ 

yokken miRNA düzeylerinin karşılaştırılması. KD: Kat Değişim. 

Sistematik Ad KD*** P değeri *** Aktif Dizi Kromozom 

No 

Mirbase Ulaşım 

No 

hsa-miR-5571-5p* 6.32 0.0079 GGGAGGCTCCTTTGA 22 MIMAT0022257 

hsa-miR-766-3p** 2.17 0.0189 
GCTGAGGCTGTGGG

GCT 
X MIMAT0003888 

*: Sadece renal tutulumu olmayan ve C3 eksikliği olan hastalarda gözlendi. **: Sadece renal 

tutulumu olan ve C3 eksikliği olan hastalarda gözlendi. ***: KD >2 ve P değeri ≤ 0.05 önemli 

fark olduğunu gösterir. 

 

Şekil 4.5: Renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarının C3 kompleman yetersizliği varken/ 

yokken miRNA düzeylerinin ısı harıtası diyagramı. Veri, miRNA'ların isimlerine göre 

düzenlenmiştir. Renkli lejant sütünü, miRNA’nın transkripsyon düzeyini belirtmektedir (mavi 

düşük, kırmızı yüksek transkripsyon). 
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Tablo  4.5: Renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarının C4 kompleman yetersizliği varken/ 

yokken miRNA düzeylerinin karşılaştırılması. KD: Kat Değişim. 

Sistematik Ad KD*** P değeri *** Aktif Dizi Kromozom 

No 

Mirbase Ulaşım 

No 

hsa-miR-5571-5p* 4.56 0.0039 GGGAGGCTCCTTTGA 22 MIMAT0022257 

hsa-miR-4731-3p* 9.15 0.028 AGTGTTGGGGGCCA 17 MIMAT0019854 

hsa-miR-766-3p** 2.63 0.0125 
GCTGAGGCTGTGGG

GCT 
X MIMAT0003888 

*: Sadece renal tutulumu olmayan ve C4 eksikliği olan hastalarda gözlendi. **: Sadece renal 

tutulumu olan ve C4 eksikliği olan hastalarda gözlendi. ***: KD >2 ve P değeri ≤ 0.05 önemli 

fark olduğunu gösterir. 

 

Şekil 4.6: Renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarının C4 kompleman yetersizliği varken/ 

yokken miRNA düzeylerinin ısı harıtası diyagramı. Veri, miRNA'ların isimlerine göre 

düzenlenmiştir. Renkli lejant sütünü, miRNA ‘nın transkripsyon düzeyini belirtmektedir (mavi 

düşük, kırmızı yüksek transkripsyon). 

4.2.2.4. Anti Nükleer Antikorlar (ANA) varlığı veya yokluğuna göre miRNA 

düzeylerinin karşılaştırılması 

Diferansiyel analizde renal tutulum ve pozitif ANA olgusu eşzamanlılığı dikkate 

alınarak, veriler iki yönlü ANOVA testi ile analiz edildi. Renal tutumlu SLE 

hastalarında pozitif ANA grubu ile negatif ANA grubu karşılaştırıldığında, miRNA 

transkripsyon düzeyinde anlamlı bir farklılık saptanmadı. Renal tutumlu olmayan 

hastalarda pozitif ANA grubu ile negatif ANA grubu karşılaştırıldığında ise, 2 

miRNA’nın transkripsiyon düzeyinin azaldığı tespit edildi (Tablo 4.6). 
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Tablo  4.6: Renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarının ANA varken/ yokken miRNA 

düzeylerinin karşılaştırılması. KD: Kat Değişim. 

Sistematik Ad KD** P değeri** Aktif Dizi Kromozom 

No 

Mirbase Ulaşım 

No 

hsa-miR-5697* 32.87 0.00 
CCTTTATCATGAAACTACT

TG 
1 MIMAT0022490 

hsa-miR-621* 26.38 0.00 AGGTAAGCGCTGTTGC 13 MIMAT0003290 

*: Sadece renal tutulumu olmayan ve ANA test sonucu positif olan hastalarda gözlendi.          

**: KD >2 ve P değeri ≤ 0.05 önemli fark olduğunu gösterir. 

4.2.2.5. Anti-DNA varlığı veya yokluğuna göre miRNA düzeylerinin karşılaştırılması 

SLE hastaları, sadece anti-DNA test sonuçları veya renal tutulum faktörü ile birlikte 

irdelendiği zaman, transkripsyon düzeyi belirgin şekilde değişen miRNA varlığına 

rastlanmadı. 

4.2.3. miRNA’ların Hedef Tahmini 

Anlatım düzeyleri farklılık gösteren miRNA’ların hücrede hedefledikleri mRNA’lar 

microRNAorg, TargetScan ve PITA programları kullanılarak belirlendi. Tahmin 

yazılımlarının genellikle yüksek yanlış pozitif sonuç verdikleri göz önüne alınarak, 

sadece her üç bağımsız tahmin yazılım tarafından onaylanan hedef genler çalışma 

kapsamına alındı. 

Gerçekleştirilen doktora tez çalışmasında SLE hastalarında miRNA’ların hedef genleri 

olarak sitokinler ve ilişkili genler ile ilgili yolaklar araştırıldı. 

Ayrıca bu hastalarda steroid metabolizmasındaki değişikliklerin de hastalığın 

patojenezinde önemli olduğu bilindiği için, steroidlerin metabolizması ile ilgili yolaklar 

da incelenip hedef genler analize dahil edildi. 

4.2.3.1. SLE hastalarında sağlıklı kontrollere göre farklı düzeyde transkripsiyonu 

yapılan miRNA’ların potansiyel hedef genlerinin tahmini 

Yukarıdaki yazılımların tahminine dayanarak, tespit edilmiş 10 miRNA arasından 

sadece 2 tanesi (hsa-miR 149-5P  ve  hsa-miR-1825 ) için, sırasıyla toplam 142 ve 39 

hedef gen belirlenmekle beraber diğerleri için, hiçbir potansiyel hedef tespit edilemedi. 
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Transkripsiyonu değişen miRNA'ların sitokinlerle ilişkili yolaklarda oynayabilecekleri 

rolü araştırmak amacıyla bu miRNA'lar için belirlenen hedef genler “Wikipathway” 

yazılımı ile incelendi. Tablo 4.7, bu miRNA'ları ile hedef genlerini ve onları içeren ilgili 

yolakları göstermektedir. P değeri ≤ 0.05 olarak ayarlanmıştır. 

Tablo 4.7: Sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığında, SLE hastalarında farklı şekilde 

transkripsiyonu yapılan miRNA’lar için potansiyel hedef genler.  

Sistematik Ad 
P değeri 

Potansiyel Hedef 

Genler 
Yolak 

hsa-miR-149-5p 

0.00000004 ERbB3, AKT3, BIM ErbB Sinyalleşme Yolağı 

0.00000004 REPS2, FOXO4, SP1 EGF-EGFR Sinyalleşme Yolağı 

0.00355071 IL-13 Sitokin ve Yangıya Yanıt Yolağı 

0.00355071 SP1 JAK-STAT,  IL-17- Sinyalleşme Yolağı 

0.00355071 TAB3 
IL-1 Sinyalleşme Yolağı, TNF-alfa 

Sinyalleşme Yolağı 

0.00355071 AKT3 Toll-benzeri-Reseptör Sinyalleşme Yolağı 

0.00355071 Torc2 AMPK Sinyalleşme Yolağı 

0.00355071 NFATC3 B-Hücre- Reseptör - Sinyalleşme Yolağı 

0.00355071 BBC3 TP53-Ağı 

0.0000125 MYST2 Androjen- Reseptör - Sinyalleşme Yolağı 

0.00355071 SP1 Östrojen- Sinyalleşme Yolağı 

hsa-miR-1825 

0.0009719 MITF 
Kit- Reseptör - Sinyalleşme Yolağı, 

RANKL-RANK- Sinyalleşme Yolağı 

0.0009719 CELSR1,GPR51 
G Protein- Reseptör-aracılı Sinyalleşme 

Yolağı (GPCRs) 

P değeri ≤ .05 farkın önemli olduğunu gösterir. 

4.2.3.2. SLE hastalarında renal tutulumu, kompleman yetersizliği ve ANA durumuna 

göre farklı düzeyde transkripsiyonu yapılan miRNA’ların tahmini potansiyel hedef 

genleri 

Bu grup hastalar için çalışmamızda tespit edilen 5 miRNA’dan sadece 2’si için hedef 

genler bulundu. hsa-miR-766-3p ve hsa-miR-621 için toplamda sırasıyla 135 ve 33 
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hedef gen belirlendi. Tablo 4.8 bu miRNA'lar ile hedef genlerini ve onları içeren ilgili 

yolakları göstermektedir. P değeri ≤ 0.05 olarak ayarlanmıştır. 

Tablo 4.8: SLE hastalarında böbrek tutulumu, kompleman yetersizliği ve ANA durumuna göre 

farklı düzeyde transkripsiyonu yapılan miRNA’ların potansiyel hedef genleri.  

Sistematik Ad 
P değeri 

Potansiyel Hedef 

Genler  
Yolak 

hsa-miR-766-3p     

 

0.00001/ 0.0033 PIK3R1 

B-Hücre- Reseptör - Sinyalleşme Yolağı 1, IL-

4- Sinyalleşme Yolağı 1, İnterferon-tip-I1, IL-

11- Sinyalleşme Yolağı 2, IL-9- Sinyalleşme 

Yolağı 2, Regulation of Toll-benzeri-Reseptör- 

Sinyalleşme Yolağı, IL-3- Sinyalleşme Yolağı 

2,  IL-2- Sinyalleşme Yolağı 2, IL-7- 

Sinyalleşme Yolağı 2, TCR- Sinyalleşme 

Yolağı 2, IL-1- Sinyalleşme Yolağı 2, Kit-

Reseptör- Sinyalleşme Yolağı 2, IL-6- 

Sinyalleşme Yolağı 2, IL-5- Sinyalleşme 

Yolağı 2. 

0.00001 ETS1 B-Hücre- Reseptör - Sinyalleşme Yolağı 

0.00001/ 0.0033 IRS2 
IL-4- Sinyalleşme Yolağı 1

, İnterferon-tip-I1
, 

EPO-Reseptör- Sinyalleşme Yolağı 2, 

0.0033 TFE3 TGF-Beta- Sinyalleşme Yolağı 

0.0033 NSMAF TNF-alfa- Sinyalleşme Yolağı 

0.0033 ENDRA 
G Protein- Reseptör-aracılı Sinyalleşme 

Yolağı (GPCRs)2 

0.0033 PIK3R1 Androjen-Reseptör- Sinyalleşme Yolağı 

hsa-miR-621      

0.0008 MAF NRF2 aracılı Transkripsiyon Aktivatörü  

0.0008 CAB39 Endochondral-Kemikleşme Yolağı 

0.0008 MO25 AMPK- Sinyalleşme Yolağı 

0.0008 ETV5 Androjen-Reseptör- Sinyalleşme Yolağı 

P değeri ≤.05 farkı önemli olduğunu gösterir.1: P değeri = 0.00001. 2: P değeri = 0.0033. 

Bu bulgular tek bir miRNA’nın çok sayıda potansiyel hedef geni etkileyebileceği ve 

aynı genin birden fazla miRNA tarafından da hedef olabileceğini bir kez daha 

doğrulamaktadır. 
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4.2.4. mRNA Mikrodizilim Veri Analizi 

Çalışmanın bu bölümünde, SLE hastaları ile sağlıklı kontrollerin arasında “PBMC” 

hücrelerindeki gen ekspresyonu açısından genel bir fark olup olmadığı araştırıldı. 

4.2.4.1. SLE’ye özgü mRNA’ların gen anlatımı analizi 

mRNA’ların gen anlatım analizi için de ılımlı t-Testi kullanıldı. Zayıf noktalar (eksik 

sinyal değerleri olan spotlar) uzaklaştırıldıktan sonra hiyerarşik kümelemenin 

gerçekleştirilmesi için, değişiklik katları 2’den daha fazla ya da -2’den daha az olarak 

tespit edilmiş olanlardan, toplam 415 gen analize alındı. Bu 415 farklı gen anlatımını 

görüntülemek için iki gruptan oluşan 24 örneğin hiyerarşik kümelenmesi gerçekleştirildi 

(Şekil 4.7). Bu veriler, SLE hastalarıyla sağlıklı kontrollerin “PBMC” örneklerinde 

farklı gen anlatımı profillerinin varlığını göstermektedir. 

SLE hastalarında sağlıklı kontrollere göre 415 genden, 75’inin transkripsiyonunun 

arttığı, geri kalan 340’ının transkripsiyonunun azaldığı belirlendi. Farklı anlatım yapan 

bu mRNA’lara “wikipathway” analizi yapıldı ve sitokinler ile ilişkili genlerin yer aldığı 

yolaklar Tablo 4.9’da gösterildi (P ≤ 0.05). 
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Şekil 4.7: SLE hastalarıyla sağlıklı kontrollerin “PBMC” örneklerinde farklı anlatım yapan 

genler. Genler hastalar ve sağlıklı kontroller arasında melezleme yoğunluk oranı ile 

gösterilmiştir. Mavi renk transkripsiyonu düşen genleri, kırmızı renk transkripsiyonu artan 

genleri göstermektedir. 
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Tablo 4.9: SLE hastalarında farklı şekilde anlatım yapan sitokinlerle ilişkili mRNA’lar ve yer 

aldıkları yolaklar ("Wikipathway" analiz sonuçlarına göre). KD: Kat Değişim. 

Gen Adı KD P değeri Yolak Yolak P değeri 

INFG +2.30 0.038 

Sitokin ve Yangıa Yanıt Yolağı 1, Yangıya 

Yanıt Yolağı 2, Tip-II-İnterferon- 

Sinyalleşme Yolağı 3, TGF-Beta-

Sinyalleşme Yolağı 4 

0.0461,0.0502, 

0.0733,0.1054 

p21 +2.73 0.0000433 
AMPK- Sinyalleşme Yolağı 5, ErbB- 

Sinyalleşme Yolağı 6 0.0465, 0.1056 

CXCL11 +3.42 0.0402 Toll-benzeri-Reseptör Sinyalleşme Yolağı 0.180 

NRG4 -2.09 0.0490 ErbB Sinyalleşme Yolağı 0.2173 

SPRY2 +2.28 0.0000743 EGF-EGFR- Sinyalleşme Yolağı 0.285 

OPRM1 -3.48 0.0204 TCR- Sinyalleşme Yolağı 0.335 

TLR9 -2.05 0.0309 Toll-benzeri-Reseptör Sinyalleşme Yolağı 0.356 

CDKN1A +2.73 0.0000433 Androjen-Reseptör- Sinyalleşme Yolağı 0.165 

P değeri ≤ .05  farkın önemli olduğunu gösterir. (-) Transkripsiyonu azalmış genleri, (+) 

Transkripsiyonu artan genleri göstermektedir. 

4.2.4.2. SLE hastalarında renal tutuluma göre mRNA transkripsiyon analizi 

miRNA'lar için de belirtildiği gibi, burada yine SLE hastaları böbrek tutulumuna göre 

iki alt gruba ayrıldı. 119 mRNA’nın renal tutulumu olan hastaların “PBMC” 

hücrelerinde farklı  düzeyde sentezlendiği saptandı. Bu 119 mRNA'dan, 39’unun 

transkripsiyonu kontrole göre yüksek iken, geri kalan 80’inin transkripsiyonu düştü. 

Şekil 4.8 iki gruptan oluşan 16 örneğin hiyerarşik kümelemesini göstermektedir. 

Sitokinler ile ilişkili genlerde değişiklik olup olmadığını araştırmak amacıyla anlatımı 

farklı yapılan bu mRNA’ların her iki grubuna da ayrıca “wikipathway” analizi yapıldı. 

Anlatımı değişen mRNA'lar ile ilgili yolak analizinin sonuçları Tablo 4.10’de gösterildi. 

Bu genlerin biyolojik fonksiyonlarını belirlemek amacıyla anlatımı değişen genlere Gen 

Ontolojisi (“Gen Ontology”, GO) analizi yapıldı. Transkripsiyonu artan genlerin 

çoğunun purinerjik reseptör aktivitesine veya hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanma 

aktivitesine sahip oldukları saptandı.  

Purinerjik reseptörlerin (örneği: ADORA3) çoğalma ve sitokin salgılaması gibi çeşitli 

hücre fonksiyonlarında rolleri bilinmektedir. Arginin dekarboksilaz aktivitesi veya alfa-
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N-asetilgalaktozaminit-alfa-2,6-sialiltransferaz aktivitesi olan genlerin renal tutulumu 

olan hastalarda transkripsiyonu azalmış genler grubunda olduğu tespit edildi.  

Transkripsiyonu azalmış genler arasında timusta gelişmemiş T-hücrelerinin 

çoğalmasının negatif düzenlenmesinde rolü olan ERbB2 geninin yer aldığı belirlendi 

(Tablo 4.10). 

 

Şekil 4.8: Renal tutulumuna bağlı olarak SLE hastalarının “PBMC” örneklerinde farklı anlatım 

yapan genler. Genler iki grup arasında melezleme yoğunluk oranı ile gösterilmiştir. Mavi renk 

transkripsiyonu düşen genleri, kırmızı renk transkripsiyonu artan genleri göstermektedir. 
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Tablo 4.10: Renal tutulumu olan SLE hastalarında farklı şekilde anlatım yapan sitokinlerle 

ilişkili miRNA’lar ve yer aldıkları yolaklar ("Wikipathway" analiz sonuçlarına göre). KD: Kat 

Değişim.  

Gen Adı KD P değeri Yolak Yolak P değeri 

IRS2 +2.47 0.00836 
IL-4-Signaling-Pathway1, Interferon-type-I-

Signaling-Pathway2 0.05261, 0.05462 

ADORA3 +4.05 0.00363 GPCRs-Class-A-Rhodopsin-like 0.23 

NOG -3.85 0.0074 TGF-Beta-Signaling-Pathway 0.783 

ERBB2 -2.15 0.0083 
EGF-EGFR-Signaling-Pathway3, ErbB-

Signaling-Pathway4 0.213, 0.0784 

P değeri ≤ .05  farkın önemli olduğunu gösterir. (-) Transkripsiyonu azalmış genleri, (+) 

Transkripsiyonu artan genleri göstermektedir. 

4.2.4.3. Kompleman yetersizliği ve renal tutuluma göre SLE hastalarının mRNA 

düzeylerinin karşılaştırılması 

Bölüm 4.2.2.3’de de yapıldığı gibi, renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarında 

kompleman yetersizliğinin varlığına/yokluğuna göre sitokinler ile ilişkili genlerin 

mRNA düzeyleri incelendi ve bu yaklaşım için iki yönlü ANOVA testi uygulandı. 

Diferansiyel gen analizlerine göre renal tutulumu olmayan ancak düşük C3 

konsantrasyonu (C
-
) olan SLE hastaları, C3 konsantrasyonu normal olanlarla 

karşılaştırıldığında, PBMC'lerinde anlatımı azalan 5  mRNA saptandı. Bu 5 mRNA’nın 

tümünün önemli ölçüde down-regüle edildiği saptanmıştır. Bu 5 mRNA'nın hiyerarşik 

kümelemesi Şekil 4.9’da  gösterildi.  

Sitokinler ile ilişkili genlerde değişiklik olup olmadığını araştımak için sentezi artan bu 

mRNA’lara “wikipathway” analizi yapılıdı,  ancak bu alanda bir sonuç elde edilmedi. 

GO analizlerine göre, bu genlerin hepsinin Wnt reseptörü ve kalsiyum modülasyon 

sinyal yolaklarında rolleri oldukları bulundu. 
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Şekil 4.9: : Renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarının C3 kompleman yetersizliği varken/ 

yokken “PBMC” hücrelerinde farklı anlatım yapan genler. Genler iki grup arasında melezleme 

yoğunluk oranı ile gösterilmiştir. Mavi renk transkripsiyonu düşen genleri, kırmızı renk 

transkripsiyonu artan genleri göstermektedir. 

Renal tutulum ile C4 kompleman yetersizliği eş zamanlı olarak dikkate aldığında, renal 

tutulumu olmayan hastalarda, C4 düzeyleri normal olanlara kıyasla C4 kompleman 

yetersizliği olan olgularda 22 mRNA’nın sentezinde düşüş ve 66 mRNA’nın sentezinde 

artış olduğu bulundu (Şekil 4.10). 

 “Wikipathway” analizi sonucunda sentezi azalanlar için iki sitokin ilişkili yolak tespit 

edildi (Tablo 4.11). Aynı zamanda, GO analizler, bu genlerin protein ürünlerinin, 

alanin-okso-asit transaminaz, gliyal hücreden türevlenen nörotropik faktör reseptörü, 

transkripsiyon korepresör ve nitrik oksit sentaza bağlanma aktiviteleri olduğunu 

göstermiştir. Sentezi artanlar için sitokin ilişkili herhangi bir yolak bulunamadı. GO 

analizine göre, bu genlerin bir kısmının sialil transferaz aktivitesine sahip olduğu veya 

ARF-GTPaz’ı aktive ettiği gösterildi. 
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Şekil 4.10: Renal tutulumu olan/olmayan SLE hastalarının C4 kompleman yetersizliği varken/ 

yokken “PBMC” hücrelerinde farklı anlatım yapan genler. Genler iki grup arasında melezleme 

yoğunluk oranı ile gösterilmiştir. Mavi renk transkripsiyonu düşen genleri, kırmızı renk 

transkripsiyonu artan genleri göstermektedir. 

Tablo  4.11: Renal tutulumu olmayan SLE hastalarının C4 kompleman yetersizliği varken/ 

yokken transkripsiyonu düşen sitokinlerle ilişkili mRNA’lar ve yer aldıkları yolaklar 

("Wikipathway" analiz sonuçlarına göre). KD: Kat Değişim. 

Gen Adı KD P değeri Yolak Yolak P değeri 

IRF5 4.13 0.0086 

Apoptoz (İnterferon düzenleyici faktörler) 0.046 

Toll-benzeri-Reseptör- Sinyalleşme Yolağı 0.053 

Sadece  renal tutulumu olmayan ve C4 eksikliği olan hastalarda gözlendi. P değeri ≤ .05  farkın 

önemli olduğunu gösterir. 

Renal tutulumu olan hastalarda C4 kompleman yetersizliğinin varlığı veya yokluğuna 

göre bir karşılaştırma yapıldığında, normal C4 seviyelere sahip olanlara göre C4 
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kompleman yetersizliği olan olgularda sentezi azalmış 21 ve sentezi artmış 11 mRNA 

saptandı. “Wikipathway” analizleri bu mRNA genlerinin sitokinler ile ilgili yolaklarda 

bulunmadığını ortaya koydu. GO analizinin sonuçlarına göre sentezi azalan mRNA'ların 

kodladıkları proteinlerin çoğunun, katalitik, bağlayıcı veya enzim düzenleyici 

aktiviteleri olduğunu gösterdi. Şaşırtıcı olarak, sentezi artan  mRNA’lar için GO analizi 

yapıldığı zaman hücrenin sitokin uyarıcıya karşı verdiği yanıtta rolü olduğu düşünülen 

GFRA2 genine ait mRNA saptandı, ancak web taramasında ek bilgi elde edilemedi 

(Tablo 4.12). Sentezi artan mRNA’ların bir kısmının glial hücrelerden türevlenen 

nörotropik faktör reseptörünün aktivitesine sahip olduğu belirlendi. 

Tablo  4.12: Renal tutulumu olan SLE hastalarının C4 kompleman yetersizliği varken/ yokken 

transkripsiyonu artan sitokinlerle ilişkili mRNA’lar ve yer aldıkları yolaklar ("GO" analiz 

sonuçlarına göre). KD: Kat Değişim. 

Gen Adı KD P değeri Biyolojik Süreç 

GFRA2 2.99 0.0085 Sitokin Uyarıcıya Hücresel Yanıt ? 

Sadece  renal tutulumu olmayan ve C4 eksikliği olan hastalarda gözlendi. P değeri ≤ .05  farkın 

önemli olduğunu gösterir. 

4.2.4.4. Anti Nükleer Antikorlar (ANA) varlığı veya yokluğuna göre mRNA 

düzeylerinin karşılaştırılması 

Çalışmanın bu bölümünde SLE hastalarından renal tutulumu ve pozitif ANA sonucu 

bulunanlarda mRNA anlatımı araştırıldı. Renal tutulumu olmayan fakat ANA test 

sonucu pozitif olan hastalarda farklı anlatım yapan toplam 142 mRNA tespit edildi. 

Bunlardan, 138’inin sentezinde azalma görüldü ve sitokinler ile ilişkili olan sadece bir 

yolak tespit edildi. Geri kalan 4’ünün sentezinde artış olduğu ve sitokinler ile ilişkili 

sadece bir yolak bulunduğu tespit edildi (Tablo 4.13).  

GO analizine göre transkripsiyonu düşen genlerin çoğunun katyon taşıyıcı, ferrik demir 

taşıyıcı, arildialkilfosfat ve potasyum kanalı aktiviteleri gibi moleküler işlevlere sahip 

olduğu saptanırken, transkripsiyonu artan genlerin sadece HLA-B ile ilişkili, sınıf I 

MHC reseptör aktivitesine sahip olduğu belirlendi. 

 

 



83 

 

 

 

Table 2.13: Renal tutulumu olmayan SLE hastalarının ANA varken/ yokken transkripsiyonu 

artan veya düşen sitokinlerle ilişkili mRNA’lar ve yer aldıkları yolaklar ("Wikipathway" analiz 

sonuçlarına göre). KD: Kat Değişim. 

Gen Adı KD P değeri Yolak 

Yolak 

P 

değeri 

SOCS6 -16 0.0042 IL-3- Sinyalleşme Yolağı 0.0835 

HLA-B 11.90 0.0286 Tip-II-İnterferon- Sinyalleşme Yolağı 0.0012 

P değeri ≤ .05  farkın önemli olduğunu gösterir. (-) Transkripsiyonu azalmış genleri, (+) 

Transkripsiyonu artan genleri göstermektedir. 

4.2.4.5. Anti-DNA antikorunun varlığı veya yokluğuna göre mRNA düzeylerinin 

karşılaştırılması 

Burada yapılan karşılaştırmalarda iki grupta da önemli sonuçlar bulundu: renal tutulumu 

olmayan, ancak anti-DNA testi sonucu pozitif olan/olmayan hastalar arasında 

karşılaştırma yapıldığı zaman, transkripsiyonu değişen toplam 75 mRNA tespit edildi. 

Bunlardan anti-DNA testi sonucu pozitif olan bireylerde sentezi azalan 16 ve sentezi 

artan 59 mRNA bulundu. Renal tutulumu olan, ancak anti-DNA testi sonucu pozitif 

olan/olmayan hastalar arasında karşılaştırma yapıldığı zaman, transkripsiyonu değişen 

toplam 25 mRNA tespit edildi. Bunlardan anti-DNA testi sonucu pozitif olan bireylerde 

sentezi azalan 22 ve sentezi artan 3 mRNA belirlendi.  

Renal tutulumu olan/olmayan vakalarda (anti-DNA testi sonucu pozitif olan/olmayan 

hastalar arasında) “wikipathway” analizi yapıldığı zaman, anlatımı değişen mRNA'lar 

için sitokin ilişkili hiçbir yolak bulunamadı.  

GO analizine göre (renal tutulumu olmayan bireylerde) transkripsiyonu azalan genlerin 

çoğunlukla transkripsiyon faktörü, kanal regülatörü, bağlayıcı ve kataliz aktiviteleri gibi 

moleküler işlevlere sahip olduğu belirlendi. Transkripsiyonu artan genler için bu alanda 

bir sonuç elde edilemedi. Renal tutulumlu olgularda transkripsiyonu azalan genlerin 

dehidrogenaz ve oksidoredüktaz transhidrogenaz aktivitelere sahip oldukları görüldü. 

Ancak transkripsiyonu artan genler için böyle bir sonuç bulunamadı. 
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4.2.5. Eşzamanlı mRNA/miRNA profillemesi ile biyoinformatik tahminlerin 

doğrulanması 

Önceden yapılmış çalışmalara göre, biyoinformatik tahminlerin doğruluk oranı % 10 

gibi düşük olabilir (Huang ve diğ. 2007; Alexiou ve diğ. 2009; Huang ve diğ. 2010). 

Biyoinformatik tahminlerin doğruluğunu arttırmak için, miRNA transkript profillemesi 

ile mRNA anlatım profillemesi aynı anda yapıldı. Bu yaklaşım doğrultusunda,  

miRNA’ların hedef mRNA translasyonunu engelleyerek ya da deadenilasiyonu 

uyararak mRNA’ların yıkılmasına yol açabileceği ve böylece gen anlatımını düzenliyor 

olabileceği, biri diğerini düzenliyor ise miRNA’lar ve mRNA’ların transkripsiyon 

düzeyleri arasında ters bir ilişki olması gerektiği mantığı yürütüldü. Başka bir deyiş ile 

sentezi artan miRNA için, hedef genlerin transkripsiyonunda azalma olması gerektiği 

veya tam tersi öngörüldü. Bu nedenle mRNA profillemesinden elde edilen veriler hedef 

genler için sorgulandı. 

SLE hastalarında sentezinin arttığı gösterilen miRNA (has-miR-149-5p) için belirtilen 

hedeflerden ERbB3 geninin (% 6.6) primer transkriptine ait iki mRNA’sı olduğu, söz 

konusu miRNA’nın her iki mRNA’yı da yıkıma götürdüğü, ERbB3 gen anlatımının 

translasyonun inhibisyonu ile düzenlediği ortaya konuldu. (Tablo 4.14). 

Tablo 4.14: SLE hastaları ile sağlıklı kontroller arasında farklı transkripte edilen miRNA’lar 

için tahmin edilmiş hedeflerin doğrulaması. KD: Kat Değişimi. 

Gen 

Adı 
KD P değeri Yolak Yolak P değeri 

ERbB3 

2.05 

≤ 0.05 ErbB- Sinyalleşme Yolağı 0.00361 

2.07 

P değeri ≤ .05  farkı önemli olduğunu gösterir. 

SLE hastalarından renal tutulumu olanlarla renal tutulumu olmayanlar arasında 

transkripsiyonu azalan miRNA (has-miR-766-3p) için tahmin edilen hedeflerden de 

sadece IRS2 geninin transkripsiyonunun renal tutulumu olan bireylerde, yaklaşık 2.5 kat 

artmış olduğu bulundu. 
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4.2.6. hsa-miR-149-5p ile ERbB3 mRNA eşleşmesinin Analizi 

Biyoınformatik analizler sonucu hsa-miR-149-5p için bulunan tahmini hedef gen 

epidermal büyüme faktörü reseptörü ve tirozin kinaz ailesinin bir üyesi olan ErbB3 

bulundu. Bu genin düzenlenmesinde hsa-miR-149-5p’nin rolünü daha ileri düzeyde 

araştırmak için hsa-miR-149-5p’ye ait nukleotid dizisi NCBI veritabanında kayıtlı 

“Homo sapiens” genomundaki ERbB3 gen dizisi ile karşılaştırılarak benzerlik gösteren 

eşleşmeler tarandı. miRNA’nın hedef mRNA ile eşleştiği parçalarda, benzerliğin kararlı 

olduğunu ifade eden E değerleri taranarak 0.05’ten küçük olanlar seçildi. Bular 

arasından da bit skoru (26.3 [13]) ve “Query coverage” değeri (%72.2) en yüksek olan 

aynı zamanda E değeri de anlamlı olan (.003) seçildi. Eşleşen bölge mRNA üzerinde 

9144-9156 pozisyonundaki nukleotidleri kapsamaktadır ve intronik bölgede yer 

almaktadır (Şekil 4.11).  

 

Şekil 4.11: NCBI veritabanında kayıtlı “Homo sapiens” genomundaki ErbB3 geninin 9144 – 

9156 pozisiyon arasındaki dizi ile hsa-miR-149-5p’nin eşleşme analizi. 

Çalışmadan elde edilen bulgular hsa-miR-149-5p olarak kodlanan miRNA’nın hedef 

mRNA’yı kırpılma aşamasından önce yıkıma uğrattığını göstermesi bakımından büyük 

önem taşımaktadır. Şekil 4.12’de gösterildiği gibi hsa-miR-149-5p’ye ait olan 18 

nukleotitden16’sı hedef geninin (-) zincirindeki nukleotitler ile eşleşmektedir (%89). 

mRNA molekülünün 9157. pozisyondaki C ve 9159. pozisyondaki G nükleotidleri’nin 

“mismatch” ile miRNA ile eşleşmesinin hedef mRNA yıkımını engellemediği de 

belirlenmiştir.  
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                                     miRNA Dizisi     1                                           13                   18 

                                                               / G G G A G T G A A G A C A / C G G A G   

                                       

                                          C T G C C / T G T C T T C A C T C C C /A G A  

                                       9161             9156                                    9144 

Şekil 4.12: hsa-miR-149-5p ve ERbB3 geninin dizi eşleşmesi. hsa-miR-149-5p’ye ait olan 18 

nukleotitden 13’ü hedef geninin (-) zincirine aralıksızın %100 bağlanır.18 nukleotid çapında ise 

sadece (2 nt) 9157. ve 9159. pozisiyonundakı nukleotitler de eşleşme gerçekleşmezken 16’sında 

bağlanma olur. 

4.2.7. Immünolojik Yöntemler 

4.2.7.1. Multipleks “ELISA” 

Çalışmanın bu bölümünde, lupus nefropatisi olanlar ile renal tutulumu olmayanların ve 

lupus hastalarıyla sağlıklı gönüllülerin serum sitokin düzeyleri karşılaştırıldı. Deneyler 

16 lupus hastası ve 8 sağlıklı kontrolda yürütüldü. Tüm serum örnekleri Multipleks 

“ELISA” yöntemi ile  IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-13, 

IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-ɣ, MCP-1, MIP-1β, TNF-α olmak üzere toplam 17 

sitokin belirlendi. Bunlardan IL-1β, IL-2, IL-17’nin miktarları sadece bazı bireylerde 

ölçülebildi ve bu yüzden bu sitokinler analiz dışı bırakıldı.  

Sağlıklı bireylerde ölçülen ortalama değerler ile karşılaştırıldığında SLE hastalarında G-

CSF(50 vs 28), IL-6(42 vs 8.7), GM-CSF (30 vs 8.7), INF-γ (226 vs 115) ve IL-12 (24 

vs 19)’un serum düzeylerinin ortalama değerleri  yüksek idi (Şekil 4.13). TNF- α’nın 

serum düzeyinin ortalaması SLE hastalarında sağlıklı kontrollere göre (16.54 vs 51.75) 

düşüktü. IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, MCP-1ve MIP-1β için serum düzeyleri 

arasında ise anlamlı bir fark bulunamadı.  

 

 

 

Genomdaki ERbB3 Gen 
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Şekil 4.13: Sağlıklı bireyler ile SLE hastalarında serum sitokin düzeylerinin ortalaması. Y-

ekseninde konsantrasyon (pg/mL) olarak gösterilmiştir. 

Ayrıca renal tutulumu olan tüm SLE hastalarında G-CSF (60 vs 34), IL-6 (66 vs 5.7), 

IL7 (16 vs 10), IL-8(33 vs 25), IL-10 (10 vs 3), IL12 (33 vs 10), GM-CSF (39 vs 16), 

IL-13(15 vs 6), IFN-γ (292 vs 144), TNF-α (74 vs 20) ve MIP-1β (142 vs 98)’nin serum 

düzeylerinin ortalama değerleri  yüksek olarak belirlendi (Şekil 4.14). MCP- 1’in serum 

düzeyinin ortalaması renal tutulumu olan SLE hastalarında renal tutulumu olmayanlara 

göre (57.14 vs 70.28) düşüktü. IL-4 ve IL-5’in serum düzeylerinin arasında ise anlamlı 

fark bulunamadı.   

 

Şekil 4.14: SLE hastalarda renal tutulumu olanlarla renal tutulumu olmayanlarda serum sitokin 

düzeylerinin ortalaması. Y-ekseninde konsantrasyon (pg/mL) olarak gösterilmiştir. 
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T-istatistiklerine göre, P değerleri sınır aralığında (borderline) (0.05 < P < 0.1) olmasına 

rağmen anlamlı fark ne SLE hastaları ile sağlıklı bireyler arasında ve ne de lupus nefritli 

olan hastalar ile renal tutulumu olmayan hastalar arasında tespit edildi (Hackshaw ve 

diğ. 2011). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

MikroRNA'lar (miRNA’lar) çeşitli hücresel süreçleri düzenlerler ve bağışıklık sistemi 

hastalıkları da dahil olmak üzere birçok hastalığın fizyolojik ve patolojik süreçlerinde 

rol alırlar. 

Lupus patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber, B ve T lenfositlerindeki 

düzensizlik, bağışıklık sistemi hücreleri arasındaki anormal etkileşimler, anormal Toll-

benzeri reseptör (TLR), tip 1 interferon ve hücre-dışı sinyal ayarlı kinaz (ERK) gibi 

sinyal yollarındaki immünolojik anormallikler lupus murin modellerinde ve insanda 

gösterilmiştir (Gorelik ve Richardson, 2009; Pauley ve diğ., 2009; L, 2011). Bazı 

çalışmalar miRNA'ların, SLE patogenezi ile ilişkili sinyal yolaklarının ve otoimmün 

genlerin düzenlenmesinde rol oynayabileceğini ortaya koymuştur (Dai ve Ahmed, 

2011). 

Bu çalışmada sağlıklı kontrol bireyler ile SLE hastalarının serum miRNA profilleri 

belirlenmiştir. Ham verilerin normalleştirilmesinden sonra, sağlıklı kontrollere göre 

SLE hastalarında toplam 10 miRNA transkriptinde değişkenlik gösterdiği saptanmıştır. 

Diğer çalışmalarla karşılaştırıldığında (Dai ve diğ.,2007; Wang ve diğ., 2011; Wang ve 

diğ., 2012a) dolaşımdaki miRNA'ların çeşit sayısı önemli ölçüde azalmış olsa da, bu 

miRNA’ların sağlıklı kontrollere göre hastalarda yüksek seviyelerde olduğu tespit 

edilmiştir (Tablo 4.2). İlginç olarak bu çalışmada serumda belirlenen serbest 

miRNA'lardan ikisi (hsa-mir-1825 ve hsa-mir-574-5p), sağlıklı kontrollerle SLE’li 

hastalar ve RA’lı hastaların plazmalarındaki miRNA profillerini karşılaştıran başka bir 

çalışmanın verileri ile örtüşmüştür (Wang ve diğ., 2012a). Bu miRNA'ların SLE için 

aday biyomarkır olabileceği düşüncesinden bunların RA hastalarında da bulunması 

nedeniyle vazgeçilmiştir. Bu sonuçlar, SLE hastalığına özgü potansiyel miRNA 

biyomarkırların  araştırılmasının hala gerekli olduğunu göstermektedir. 

Bu iki miRNA’nın anlatım düzeylerinde diğer çalışma ile (Wang ve diğ., 2012a) 

karşılaştırıldığında, anlamlı bir artış saptanmıştır (hsa-mir-1825:11.17 vs 2.34, hsa-mir-

574-5p: 16 vs 3.68). Chen ve arkadaşları, normal koşullar altında, dolaşımdaki 
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miRNA’ların dolaşan kan hücrelerinden türetilmiş olabileceğini ortaya koymuştur 

(Chen ve diğ., 2008). Bu da miRNA düzeylerindeki yükselmenin, immün ve 

enflamatuar hücrelerin dolaşan kana maruz kalmasıyla ilişkili olabileceğini 

düşündürmektedir. 

2012’de Wang ve arkadaşları bir mikrodizilim çalışması sonucunda hsa-mir-574-5p 

transkripsiyonunun sepsis hastalarında arttığını ve bunun ölüm ile ilişkili olduğunu 

göstermiştir. Sepsis, çeşitli dokuları ve organları içeren kompleks bir hastalıktır. Ancak, 

bu çalışmada hsa-miR-574-5p’nin sepsis ile korelasyonu incelenmemiştir (Wang ve 

diğ., 2012 b). Buna karşın miR-574-5p’nin akciğer kanserinde bir tümör biyomarkırı 

olduğu kanıtlanmıştır (Foss ve diğ., 2011; Hennessey ve diğ., 2012). hsa-miR-574-

5p’nin transkripsiyon seviyeleri akciğer kanseri hücre kültürü örneklerinde, kemoterapi 

direnci ile ilişkilidir ve serum hsa-miR-574-5p düzeyi kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında önemli ölçüde erken evrede olan akciğer kanseri hücre örneklerinde 

artmıştır (Ranade ve diğ., 2010; Foss ve diğ., 2011). Son zamanlarda, hsa-miR-574-

5p’nin fonksiyonu ile ilgili yapılan deneyler, hsa-miR-574-5p’nin uyarıcıya ve strese 

karşı tepki olarak gelişen biyolojik süreçlerde rol oynayan mRNA’larla ilişkili olduğunu 

göstermiştir (Borgan ve diğ., 2011). 

miRNA biyogenezinde miRNA çiftlerinin her iki zinciri de, mutlaka transkripsiyon 

sonucunda eşit miktarlarda üretilmektedir, ancak bunların birikimi asimetriktir 

(Okamura ve diğ., 2008). Bu çift yapının her bir ucunun termodinamik stabilitesine 

göre, zincirlerin biri biyolojik olarak aktiftir ve lider zincir olarak adlandırılır; diğer 

etkin olmayan zincir miRNA* (yıldız miRNA) veya yolcu zincir olarak adlandırılır ve 

genelde, yıkılır (O’Toole ve diğ., 2006). Olgun miRNA ise RISC kompleksine monte 

edilir ve post-transkripsiyonel düzenleme için rehber olarak iş görür. Bunun için de  

miRNA üzerinde bulunan çekirdek bölgedeki 2 ila 8 nükleotid (“seed region”), 

(“anchor”) bölgedeki 13 ila 16 nükleotid ile birlikte, hedef mRNA’nın  3’ ucundaki 

translasyonu yapılmayan diziye (UTR) bağlanır (Grimson ve diğ., 2008). Başka bir 

deyiş ile, rehber zincirin seçim mekanizması muhtemelen çift zincirin uçlarının nispi 

serbest enerjileri ile ilişkilidir (Khvorova ve diğ., 2003; Schwarz ve diğ., 2007; 

Okamura ve diğ., 2008). Son zamanlarda, bazı miRNA*’ların yüksek miktarda 

transkripsiyonunun yapıldığı olgun fonksiyonel miRNA’lar gibi rolleri olduğu ve 
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miRNA / miRNA* oranının gelişim aşamalarına göre önemli ölçüde değişebileceği 

rapor edilmiştir (Ro ve diğ., 2007; Okamura ve diğ., 2008; Jagadeeswaran ve diğ., 

2010). Örneğin Drosophila’da miRNA'lar Ago1’i tercih ederken miRNA*’lar Ago2’ye 

bağlanırlar (Ghildiyal ve diğ., 2010). Zincir seçimi genellikle rijit bir süreç değildir, 

çünkü bazı saç toka yapıları her iki zincirden de benzer frekanslarda miRNA'lar üretirler 

(Kim ve diğ., 2009). Bu tür miRNA*’ların yüksek seviyelerde bulunuşu fizyolojik 

koşullar ve Argonaute proteinleri ile ilişkilendirilmektedir (Okamura ve diğ., 2008). 

miRNA*’lar olgun miRNA’lar ile hemen hemen mükemmel bir şekilde korunmuş 

benzer diziler içerirler. “MiRBase”
1
 veritabanına (http://www.mirbase.org) göre, 

yaklaşık 80 insan miRNA öncülü eşit seviyelerde bulunan iki çeşit olgun miRNA’ile 

sonuçlanabilir. Bu miRNA’ların çekirdek dizileri ve hedef mRNA’ları farklıdır. Halbuki 

birçok miRNA öncülünden meydana gelen olgun miRNA, miRNA*’ya göre daha 

yüksek seviyelerde bulunur (Guo ve Lu., 2010).  

Bu çalışmada sağlıklı kontrollerle SLE hastaları karşılaştırıldığında, hsa-miR-149-

5p’nin transkripsiyon düzeyinde anlamlı bir artış (8.62 kat) saptanmıştır. Bu güne kadar 

SLE ile ilgili yapılan diğer çalışmalarda böyle bir bulguya rastlanmamıştır. Ancak lupus 

nefriti ile ilgili yapılan bir çalışmada monozigotik ikizlere ait PMNC örneklerinde hsa-

miR-149* varlığı gösterilmiştir (Te ve diğ., 2010). Lin ve arkadaşları 2010’da kanser 

hücrelerinde hsa-miR-149*’in (“RAC-alpha serine/threonine-protein kinase”) (Akt1)’ı 

ve Transkripsiyon faktörü E2F1’yi inhibe ederek apoptozu indüklediğini 

göstermişlerdir. Gelişen sinir sisteminde sinir hücrelerinin hayatta kalması serin-treonin 

protein kinaz AKT1 büyüme faktörü ile düzenlenmektedir. Hayatta kalma faktörleri, 

apoptoz bileşenlerini fosforlayarak inaktive eden serin/treonin kinaz AKT1’i 

aktifleştirerek apoptozu bastırırlar. Bu da hsa-miR-149*’un pro-apoptotik fonksiyona 

sahip olduğunu göstermektedir. Bu çalışmada hsa-miR-149 için yapılan hedef 

tahminlerinin sonuçları arasında (Tablo 4.7) Akt3 geni de (p: 0.00355) bulunmaktadır. 

Apoptoz, SLE patogenezinin önemli mekanizmalarından biridir (Jin ve diğ., 2005). Bu 

hastalıkta lenfosit apoptozu artar ve apoptotik hücrelerin ortadan kaldırılması 

düzensizdir.  

 

1 miRBase blog, miRBase news and views, [Online], http://www.mirbase.org/blog/2014/03/high-confidence-micrornas/ 
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AKT3’ün aşağı-regülasyonu apoptozu kaspaz-bağımlı bir biçimde indükler. Yukarıda 

da geçtiği gibi miRNA*’lar  ve olgun miRNA’lar korunmuş benzer diziler içerirler. Bu 

da AKT1’in has-miR-149-5p için de bir hedef olabileceğini düşündürmektedir. Ancak 

bu hipotez hedef tahmini için kullanılan yazılımlarla gösterilememiştir. Bu yazılımların 

doğruluk oranı düşük olabileceği için bu hipotezin başka yöntemler ile de araştırılması 

gerekir. 

Ayrıca hsa-miR-149-5p için bulunan başka bir hedef mRNA adayı ERbB3 genine aittir. 

ERbB3, epidermal büyüme faktörü reseptörü, tirozin kinazlar (EGFR) ailesinin bir 

üyesidir. ERbB3, gerçek kinaz aktivitesine sahip olmadığından diğer aile üyelerinden 

farklıdır (Guy ve diğ.1994). Bu nedenle, ERbB3, sadece bir heterodimer kompleksi 

olarak aktiftir ve en yüksek afiniteyi ERbB2 için gösterir; ERbB2/ERbB3 heterodimeri 

alt yolaklarının (downstream pathways) aktivasyonu için en etkili komplekstir (Yarden 

ve Sliwkowski, 2001). ERbB2/ERbB3 heterodimerinin hemen ardından gelen PI3K/Akt 

yolu indüklenir ve kanser hücrelerinin proliferasyonunda, hayatta kalmasında ve 

invazyonunda önemli bir rol oynar (Arboleda ve diğ., 2003; Holbro ve diğ., 2003; 

Jackson ve diğ., 2004). ERbB2/ERbB3 heterodimerinin, PI3K ve Akt aktivasyonu 

yoluyla insan akciğer adenokarsinom hücrelerinin büyümesinde rol oynadığı 

gösterilmiştir (Sithanandam ve diğ., 2003; Sithanandam ve diğ., 2005). ERbB3 sinyali 

PI3K/AKT/FRAP1/RPS6 yolunu aktive ederek Kaspaz 3 (CASP3) aracılı apoptozu 

önler ve bu şekilde tümörün büyümesine katkıda bulunur (Lee ve diğ., 2009). Başka bir 

deyiş ile kanser hücrelerinin apoptozunu bastırarak ölümsüzleştirilmelerini sağlar. Bu 

çalışmada hsa-miR-149-5p için yapılan biyoinformatik çalışmalar sonucu elde edilen 

tahmini hedef genlerden ERbB3 mRNA’sı deneysel olarak mRNA ekspresyon analiz 

aşamasında da onaylanmıştır.  NCBI dizi eşleşme analiz sonuçlarına göre yaklaşık %90 

düzeyindeki benzerlik  hsa-miR-149’un bu gene ait primer transkripti kırpılma öncesi 

yıkıma uğratarak düzenlediğini göstermektedir.Ayrıca ERbB3 geninin  primer 

transkriptinin oluşturduğu her iki mRNA’nın (Katoh ve diğ., 1993) da hsa-miR-149-5p 

tarafından yıkılarak, traslasyon inhibisyonuyla anlatımının düzenlendiği ortaya 

konulmuştur. Bu bilgi ve bulgulardan yola çıkarak, hsa-miR-149-5p düzeyindeki artışın 

ERbB3 veya AKT3’ün translasyonunu durdurarak doğrudan veya dolaylı olarak 

apoptozu aktifleştirme fonksiyonundan kaynaklandığı öne sürülebilir.  
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Sağlıklı kontrollerle SLE’li hastalar karşılaştırıldığında, hsa-miR-933 düzeyinde de 

anlamlı bir artış (5.75 kat) saptandı. Son zamanlarda melanom ile ilgili yapılan bir 

miRNA mikrodizilim çalışmasında yüzeyel yayılan melanomada (“Superficial 

Spreading Melanoma”, SSM) hsa-miR-933 düzeyinde bir  düşüş saptanmıştır (Poliseno 

ve diğ., 2012). Genel olarak melanoma, epidermisin bazal tabakasında bulunan 

melanositlerin genetik mutasyonlar sonucunda metastatik forma dönüşmeleri olarak 

tanımlanır (Kwong ve diğ., 2007). Melanoma, genetik olarak yatkın kişilerin güneş 

ışığındaki UV ışınlarına maruz kalması ile ilişkilidir. Lupusta da koyu renkli cilt 

değişiklikleri oluşabilir. Güneşin UV-B ve UV-A ışınları  yılın 365 gününde 

fotoduyarlılık reaksiyonlarına yol açıp lupusu tetikler ve koyu lekelerin çoğalmasına yol 

açar. SLE’de kısa dalga boylu ultraviyole (UV-B) radyasyonu tarafından uyarılan 

fotoduyarlılık belgelenmiştir (Tan ve diğ., 1982). Diğer taraftan uzun dalga boyu ve 

düşük enerji spektrumuna sahip olan ultraviyole (UV-A) ışınları, in vitro’da, doğal 

öldürücü hücrelerin fonksiyonunu azaltır (Nived ve diğ., 1992). Aktif SLE’de doğal 

öldürücü hücrelerin fonksiyonundaki bu düşüşü mekanizması bilinmemektedir, ancak 

serum faktörleri, bağışıklık kompleksleri, lenfositlere karşı antikorlar ya da interlökin 2 

aracılı sinyal iletiminin azalması gibi faktörlerin rol oynadığı düşünülmektedir(Goto ve 

diğ., 1980, Sirianni ve diğ., 1990). Ayrıca melanoma için de iki yolun varlığı rapor 

edilmiştir: 1) UV-B’nin pigment-bağımsız bir biçimde doğrudan DNA hasarına 

götürdüğü yol; 2) UV-A’nın pigment-bağımlı bir biçimde melanositlerde dolaylı olarak 

oksidatif  DNA hasarına götürdüğü yol (Noonan ve diğ., 2012). UV-B radyasyonu 

sonucunda cilt hücrelerinde siklobutan pirimidin dimerleri (“Cyclobutane Pyrimidine 

Dimers”; CPDS) oluşur (Noonan ve diğ., 2012). Siklobutan pirimidin dimeri, C = C ve 

T = T gibi, pirimidinlerin çift bağlı yapılar oluşturmasından kaynaklanan dört unsurlu 

bir halka içerir. Nükleotid kesip çıkarma onarım mekanizması bu hasarın giderilmesi 

için  devreye girer. Onarılmamış pirimidin dimerleri melanomaya yol açabilir. UV-

A’nın fotooksidatif mekanizmalar yoluyla dolaylı olarak DNA hasarına neden olduğu 

bilinmektedir. UV-A radyasyonu sonucunda ciltteki melanosit hücrelerinde diğer 

hücrelere kıyasla yüksek miktarlarda 8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (“8-Oxo-

7,8-dihydro-2′-deoxyguanosine”; 8-oxodGuo) oluşur. 8-oxodGuo seviyesindeki bu artış 

melaninin varlığından dolayıdır (Noonan ve diğ., 2012). 8-oxodGuo şeklindeki oksidatif 

DNA hasarı için hem UV-A hem de melanin varlığı gereklidir. 8-OxodGuo yüksek 

derecede  mutajeniktir  ve G-C T-A transversiyon mutasyonlarına yol açarak reaktif 
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oksijen türlerinden (ROS) kaynaklanan DNA hasarına neden olabilir (Ravanat ve diğ., 

2001). Melanin mükemmel optik emici, güçlü bir anti-oksidan ve serbest radikal 

süpürücüsüdür, ancak radyasyon absorpsiyonu sonucunda güçlü oksidan olarak 

tanımlanan melanin radikallerini oluşturabilir (Maresca ve diğ., 2006; Meyskens ve 

diğ., 2007; Simon ve diğ., 2009). Melaninin, DNA onarım enzimi, 8-OxoGuanine DNA 

glikozilaz (“8-oxoguanine DNA glycosylase”; OGG1) aktivitesi üzerinde inhibe edici 

bir etkiye sahip olduğu gözlenmiştir (Sava ve diğ., 2004). Bu mekanizmanın 

aydınlatılması oksidatif stresin melanom ve lupus hiperpigmentasyonu üzerindeki 

etkilerinin anlaşılmasını sağlayacaktır.  Yukarıdaki bilgiler, melanoma ve SLE’deki 

koyu lekelerin benzer bir mekanizma ile oluştuğunu düşündürmektedir. Ancak daha 

ileri aşamalardaki bir farklılık birisinin kansere doğru ilerlemesini ve diğerinin sadece 

koyu leke halinde kalmasını sağlamaktadır.  

hsa-miR-933 anlatımının melanom ve mide kanseri gibi durumlarda azalması ve 

SLE’de anlatımının yükselmesi apoptoz ile ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. 

“miRÒ” tahmini hedef veritabanına göre (http://ferrolab.dmi.unict.it/miro...) apoptotik 

olarak CASP7 ve SEMA6A bu miRNA’nın potansiyel olası hedefleri olarak 

belirlenmiştir. SEMA6A geni melanositlerde mikrofitalmi-ilişkili transkripsyon faktörü 

(“Microphthalmia-associated Transcription Factor”; MITF) tarafından düzenlenir 

(Levy ve diğ., 2006). SEMA6A, MAPK, PI3K-AKT kinaz ve vasküler endotelyal 

büyüme faktörü reseptörü 2 (“Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2”; 

VEGFR2) sinyal yolaklarının negatif düzenlenmesini sağlar (Şekil 5.1). IL-1β, IL-6 ve 

TNF-α gibi pro-enflamatuar sitokinler ve bazı faktörler, yangı olan dokuda VEGF’nin 

salgılanmasını teşvik edebilir (Cohen  ve diğ., 1996; Jackson ve diğ., 1997; Honorati ve 

diğ., 2004). VEGF’nin endotel geçirgenliğinde artışa sebep olarak vazojenik ödeme yol 

açma gibi zararlı etkileri olabilir. 2002’de yapılan bir çalışmanın sonuçlarına göre lupus 

nefriti olan hastaların plazmasında VEGF’nin artmış olduğu gösterilmiştir (Navarro ve 

diğ., 2002). Böbrekte, glomerullerde VEGF değerlerinin yükselmesi glomerular 

hipertrofiye neden olmaktadır ki, bu da doğrudan proteinüri ile ilişkilidir (Liu ve diğ., 

2007). VEGF, reseptörlerine bağlanarak MAP ve PI3K-AKT kinaz sinyal yolaklarını 

aktive eder. Buda fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal yolağı ve ardından 

fosfoinositid bağımlı protein kinaz 1 (PDK1) ve Akt’yi aktifleştirir. TOR doğrudan 

küçük GTP bağlayıcı proteini olan, beyine özgü Ras homoloğu (“Ras homolog enriched 
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in brain”; Rheb) ile aktive olabilir. Aktifleşmiş AKT, Rheb’nin negatif bir 

düzenleyicisi olarak işlev gördüğü tahmin edilen, (“Tuberous sclerosis”; TSC) TSC1-

TSC2 kompleksini fosforile ederek etkisizleştirir. TOR doğrudan, eIF4E’nin bastırıcısı 

olan, ökaryotik translasyon başlatma faktörü 4E (eIF4E)’ye bağlanan protein 1 

(“eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E)-binding protein 1; 4E-BP1) 

fosforilleyerek inaktive eder. eIF4E’nin fosforile 4E-BP1’den serbest bırakılması, 

mRNA’ların 5´ şapka (“5´cap”) bağımlı translasyonu için gerekli olan, eIF4G’ye 

bağlanma ve  eIF4F kompleksi oluşturma sürecini işletir. Ayrıca mTOR’un aktivasyonu 

Hipoksi indüklü faktör 1 (“Hypoxia-inducible factor 1”; HIF1) gibi VEGF üretimi ve 

anjiyojenezde yer alan transkripsiyon faktörlerinin aktivasiyonunu uyarır. Bunlarla 

birlikte mTOR’un apoptoz sinyali düzenleyici kinaz 1 (“apoptosis-signal-regulating 

kinase 1”; ASK1) üzerindeki baskılıyıcı etkisi apoptozu önler (Huang ve diğ., 2004) 

(Şekil 5.1). 
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Şekil 5.1: VEGFR’ye bağımlı PI3K-AKT-mTOR sinyal yolağı ve çalışmada saptanan 

mRNA’lara bağlanarak  düzenlemede rol oynayan miRNA’ların yolakla ilgili hedef leri. VEGF: 

“Vascular endothelial growth factor”, VEGFR: “Vascular endothelial growth factor receptor”, 

PI3K: “Phosphoinositide 3-kinase”, PDK1: “Phosphoinositide-dependent kinase-1”, Akt: “v-akt 

murine thymoma viral oncogene homolog 1”, Rheb: “Ras homolog enriched in brain”, Rheb 

GEF: “Rheb- Guanine nucleotide exchange factor”, TSC1: “Tuberous sclerosis 1”, TSC2: 

“Tuberous sclerosis 2”, mTOR: “Mammalian target of rapamycin”, ASK1: “Apoptosis signal-

regulating kinase 1”, EIF4E: “Eukaryotic translation initiation factor 4E”, 4EBP1: “Eukaryotic 

translation initiation factor 4E-binding protein 1”, MITF: “Microphthalmia-associated 

transcription factor”, HIF1-α: “Hypoxia-inducible factor 1-alpha”, IR: “Insulin receptor”, IGF1: 
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“Insulin like growth factor 1”, IGF1R: “Insulin like growth factor 1 receptor”, IRS1: “Insulin 

receptor substrate 1”, IRS2: “Insulin receptor substrate 2”, IL-6: “Interleukin-6”, IL6R: 

“Interleukin-6 receptor”, TNF-α: “Tumor necrosis factor alpha”, TNF-αR: “Tumor necrosis 

factor alpha receptor”, SEMA6A: “Semaphorin-6A”. 

SEMA6A mevcut olduğu durumda, VEGF’nin kısmen bağlanmasını önleyerek, MAPK 

ve VEGFR2 sinyalini zayıflatarak mTOR’un aktivasiyonunun azalmasını sağlayarak 

hem VEGF üretim hızını azaltır, hem de ASK1 bağımlı apoptozu uyarır. Burada hsa-

miR-933 için bir savunma rolü önerilebilir. Bunun için iki hipotez söz konusu olabilir : 

1) hsa-miR-933, hedef proteinin (SEMA6A) üretimini kısıtlayarak apoptozu yavaşlatır, 

ancak bu durumda VEGF daha fazla üretilir. VEGF’nin aşırı üretimi bir taraftan mTOR 

yolağının aktif olmasını sağlar, diğer taraftan da böbreklerde  glomerular hipertrofi gibi 

olumsuz etkiler yaratır. 2) Bazı raporlar, miRNA aracılı etkilerin RNA dizisi kapsamı 

ile düzenlenlendiğini ve RNP faktörleri ve hücre koşulları ile ilişkili olabileceğini 

göstermektedir (Vasudevan, 2011). Anlatımın posttranskripsiyonel olarak artması 

doğrudan belli microRNP’lerin aracılığıla yapılabilir (aktivasyon) veya dolaylı olarak 

microRNA’ların baskılayıcı etkilerini kaldıran bir düzenleyicinin aktivasiyonu sonucu 

gerçekleşebilir (Vasudevan, 2011). miR-27’nin SEMA6A üzerine baskılıyıcı etkisi 

olduğu ve bu şekilde MAP ve PI3K-AKT kinaz sinyal yolaklarını uyradığı daha önce 

bulunmuştur (Zhou ve diğ., 2011). Bu bilgilere dayanarak bu çalışmada anlatımı 

artırılarak düzenlenen hsa-miR-933’ün, SEMA6A’ya bağlanıp miR-27’nın 

bağlanmasını önlediği veya translasyon faktörlerinin bir araya gelip SEMA6A’nın 

translasıyonunu teşvik ettiği düşünülmektedir. Bu hipotezlerin kanıtlanması için daha 

fazla araştırmaya gerek vardır. 

Yükarıda da bahsedildiği gibi, sağlıklı kontrol bireyler ile SLE’li hastalar 

karşılaştırıldığında hsa-miR-1825’de artış saptanmıştır. Tahmini hedef analizlerine göre 

bu miRNA’nin MITF genine bağlanması olasıdır ki, bu da yukarıda sunulan hipotezi 

doğrulayan kanıtlardan biri sayılabilir (Şekil 5.1). 

Ayrıca renal tutulumlu vakalarda hsa-miR-766-3p’de anlamlı düşüş tespit edilmiştir. 

hsa-miR-766-3p’nin olası hedef genleri olarak PIK3R1 ve IRS2 (p=.00001) 

belirlenmiştir. IRS proteinlerinin çeşitli dokularda, özgün sinyalleri düzenlediği yaptığı 

ileri sürülmektedir (Rui ve White, 2004). IRS2 insülin, (“Insulin like growth factor”; 

IGF), ve diğer sitokinlerin etkilerine aracılık eden bir sitoplazmik sinyal molekülüdür. 
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Insülin ve IGF1, PI3K yolağı, IRS proteinlerin tirozin fosforilasyonu ile erişilebilir (Rui 

ve White, 2004). Bu yüzden IRS2, PI3K-Akt kaskadı için önemli bir düzenleyici nokta 

sayılır ve IRS2 sinyali apoptoz bastırılması için gereklidir. Normal şartlarda insülin 

veya IL-4 uyarılmasıyla insülin reseptör tirozin kinaz tarafından fosforile edilir. PI3KR, 

fosforillenmiş IRS proteinlerine bağlanarak PI3kinazın aktivasyonuna aracılık eder. 

TNF-α ve IL-6 gibi stres kaynaklı sitokinler IRS1/IRS2 proteinlerindeki serin 

bakiyelerinin fosforilasyonu teşvik etmeleriyle inaktif duruma geçer ve bu proteinlerin 

ilgili oldukları yolaklar da dolaylı olarak inaktif etmiş olurlar (Tanti ve Jager, 2009) 

(Şekil 5.1). Bu sitokinler IRS aracılı kinaz aktivasyonunun inhibisyonunu arttırarak 

insülin bağımlı glukoz alımınında düzensizliğe yol açıp insülin direncine neden 

olabilirler (del Aquila ve diğ., 1999; Park ve diğ., 2013).  2013’ de yapılan bir 

çalışmada IRS2’nin böbrek epitelinde anlatım yaptığı ve diyabetik nefropati’li 

hastalarda arttığı gösterilmiştir (Hookham ve diğ., 2013). İnsülin direnci ve onun yol 

açtığı tip 2 diyabet ve ardından oluşan diyabetik nefropati SLE’li hastalarda da rapor 

edilmiştir (Bao ve diğ., 2007; Sato ve diğ., 2010). Bu çalışmadan elde edilen verilerle 

yukarıdaki literatür bulguları  birlikte değerlendirildiğinde şu hipotezi ileri sürebiliriz: 

Böbrek tutumlu olan hastalarda yüksek miktarlarda bulunan TNF-α ve IL-6, IRS2’yi 

inhibe eder ve bu şekilde bir taraftan dolaylı olarak Akt’nin inaktivasyonuna yol açarak 

apoptozu uyarırlar ve diğer taraftan insülin direncine yol açarak, insülin bağımlı glukoz 

alımında da sorun yaratırlar. Ancak vücut bu etkileri giderebilmek için hsa-miR-766-

3p’nin anlatımını düşürür ve bu yolla IRS2’nin üzerindeki baskı ortadan kalkacağından 

anlatımı yükselir ve Akt yolağının aktifleşmesiyle hem VEGF üretilir, hem de apoptoz 

durdurulur. Ayrıca aynı zamanda miktarı yükselen IL-4 de IRS2’yi uyarır ve daha fazla 

anlatım yapmasını sağlar. İlaç tedavisinden dolayı çok anlamlı olmasa da bu çalışmada 

renal tutulumu olan hastalarda IL-4, IL-6 ve TNF-α diğerlerine göre daha yüsek 

ölçülmüştür. Bu bulgu da yukarıda ileri sürülen hipotezin doğru olabileceği yönünde bir 

kanıt olarak sayılabilir. Ancak bu hipotez başka deneylerle onaylanmalıdır. Bazı 

çalışmalara göre SLE’de oluşan insülin direnci hastalık tedavisinde kullanılan 

“cyclophosphamide” ve “mycophenolate mofetil” gibi ilaçlarla da ilgili olabilmektedir 

(Gehi ve diğ., 2003). Bu yüzden belki ilerideki çalışmalarda hiçbir tedavi 

uygulanmamış hastalarda miRNA’ların profillendirilmesi ve sitokinlerin ölçümü daha 

doğru bir açıklama yapılmasına yardımcı olabilir. Bu çalışmada mRNA 

profillendirmesinden elde edilen verilere göre gerçekten de, IRS2 hedef geninin böbrek 
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tutulumu olan hastalarda böbrek tutulumu olmayanlara göre yaklaşık 2.47 kat arttığı 

görülmektedir. Bu veri de IRS2 geninin hsa-miR766-3p tarafından düzenlendiği 

hipotezini güçlendirmektedir (Şekil 5.1). 

Antimalaryal ajanlar, klorokin ve hidroksiklorokin, romatoid artrit ve sistemik lupus 

eritematozus tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu ilaçların makrofaj ve diğer 

antijen sunan hücrelerin antijen işlenme mekanizması ile negatif yönde  etkileri  olduğu 

bildirilmektedir (Fox, 1993). 

Diğer taraftan bazı çalışmalarda bu ilaçların melanine bağlanarak hastalarda 

hiperpigmentasyona yol açabildiği öne sürülmüştür (Puri ve diğ., 2008; Jallouli ve diğ., 

2013). Bu ilacın otofajiyi önleyip apoptozu uyarması, hsa-miR-933’deki artışın bir 

nedeni olabilir. 

Literatür  bilgilerine göre hsa-miR-3675-3p, hsa-miR-4313, has-miR-933, has-miR-

1304-3p, hsa-miR-2116-3p, hsa-miR-3195 ve hsa-miR-365a-3p’nin SLE’li hastalarda 

etkili oldukları ilk kez bu çalışmada rapor edilmiştir. 

SLE hastalarının PBMC hücrelerinde 9 miRNA'nın anlatımının yükseldiğini 

gösterilmiş, ancak bu miRNA’ların sadece ikisinin plazma örneklerinde saptandığı 

belirlenmiştir (Dai ve diğ., 2007; Wang ve diğ., 2012). Bu çalışmada da serumda 

saptanan 10 miRNA’dan sadece 2’sinin  (hsa-mir-1825, hsa-mir-574-5p) diğer benzer 

çalışmalarla ortak olduğu belirlenmiştir. Bu sonuçlar SLE hastalarında miRNA'ların 

PBMC' lerden seçici olarak serbest bırakıldığını veya salgılandığını ve miRNA’ların 

seçici salgılanmasıyla ilgili bir mekanizmanın varolabileceğini düşündürmektedir. Bu 

yüzden hastalığa özgü dolaşımdaki biyomarkır miRNA'ların tanımlanması için böyle bir 

mekanizmanın olup olmadığı araştırılmalıdır. 

Şaşırtıcı bir şekilde, SLE hastalarının serumunda SLE biomarkırı olarak öne sürülen  

hsa-miR-155 ve hsa-miR-146a’nın düzeylerinde anlamlı bir değişiklik bulunmamıştır. 

2010’da Wang ve arkadaşları, SLE hasta serumlarında hsa-miR-155 ve hsa-miR-146a 

düzeylerinin anlamlı miktarda azaldığını göstermelerine rağmen (Wang ve diğ., 2010) 

plazma örneklerinde bir fark bulamamışlardır (Wang ve diğ., 2012). Ancak bu grup, 

çalışmanın devamında QRT-PCR kullanarak aday miRNA'ların dolaşımdaki düzeylerini 

araştırdıklarında SLE ile ilişkili hsa-miR-155 ve hsa-miR-146a’nın anlatım 
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düzeylerinde anlamlı düşüş saptamıştır. miRNA düzeylerine ilişkin bu değişik sonuçlar, 

ancak çeşitli teknolojilerde sağlanan farklı usul ve özgüllük ayarlarıyla açıklanabilir. Bu 

durumda elde edilen verilerin mutlak surette q-PCR veya mRNA profillendirilmesiyle 

onaylanması gerekliliği ortaya çıkmaktadır. 

SLE hastalarında böbrek tutulumu olan ve olmayanlar arasında bireylerin dolaşımdaki 

miRNA düzeylerinin profili karşılaştırıldığında hsa-miR-5571-5p (22. kromozomda 

şifrelenen) ve hsa-miR-766-3p’nin (X kromozomda şifrelenen) anlatım düzeyinde 

anlamlı düşüşler (29.61 va 20.76 kat) saptanmıştır. 

Genetik özellikler, hormonal farklılıklar, bağışıklık sisteminin işliyişi ve erkek/dişi 

cinsiyet farkı, biyolojik davranış şekilleri, kadınlarda hastalığın gelişiminde önemli bir 

rol oynayabilir. Kadınlarda 2 X kromozomu olması da onlarda otoimmün hastalıkların 

oluşumu için zemin hazırlayabilir. Kadınlarda X-kromozom inaktivasyonuna rağmen, 

X'e bağlı genlerin yaklaşık %15’i bu işlemden kaçarlar (Berletch ve diğ., 2011). Önceki 

çalışmalar, X kromozomu üzerinde kodlanan bazı bağışıklık sistemi genlerinin, DNA 

demetilasyonundan dolayı X kromozomunun inaktivasyon işleminden kaçabildiğini 

göstermiştir. Bu tür genlerin aşırı sentezlenmesi T hücrelerinde otoreaktiviteyi neden 

olabilir ki, bu da lupus hastalığında görülmüştür (Lu ve diğ., 2007). Ayrıca X 

kromozomu, 1. kromozom hariç (134 miRNA), otozomal kromozomlarla 

karşılaştırıldığında en fazla miRNA genini (113) kodlarken Y kromozomu sadece 2 

miRNA genini kodlar. Kadınlarda erkeklere kıyasla bazı X'e bağlı miRNA'ların aşırı 

transkripsiyonu, X kromozomunun inaktivasyon işleminden (XCI) kaçması 

olasılığınının sonucu miRNA’larda transkripsiyonun indüklenmesi ve her iki X 

allelinden transkripsiyon olması nedeniyle olabilir. miRNA genlerinin transkripsiyon 

düzeyinde düzenlenmesinde östrojen aracılı nükleusa ait reseptörlere bağlanma bir rol 

oynayabilir. Bütün bu nedenlerle X'e bağlı miRNA'lar hastalık patogenezinde etkili 

olabilir. 

Tablo 4.8 'de, X-ilişkili miRNA (hsa-miR-766-3p) için, sitokin ilişkili değişik 

yolaklarda temel rolleri olan hedef genlerin tahminleri gösterilmektedir. Ancak bu 

miRNA: hedef mRNA çiftlerinin çoğu deneysel olarak doğrulanmalıdır. Hewagama ve 

arkadaşları (2013) tarafından yapılan bir çalışmada aktif lupusu olan kadın hastaların 

CD4
+
 T hücrelerinde hsa-mir-766-3p’nin aşırı sentezlendiği gösterilmiştir. Aynı 
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çalışmada TargetScan, “DAVID” ve “ConceptGen” programları kullanarak 

(“Suppressor of Cytokine Signaling1”; SOCS1) ve (“c-Cbl, Cbl proto-oncogene”; 

CBL), potansiyel hedef genler olarak tahmin edilmiştir (Hewagama ve diğ., 2013). 

Araştırmacılar başka bir çalışmada elde edilen miRNA sonuçlarını sadece TargetScan 

programını kullanarak değerlendirmiştir. TargetScan tahmin programına göre bu 

miRNA’nın potansiyel olarak SOCS1, (“Suppressor of Cytokine Signaling 3”; SOCS3) 

ve (“Programmed Cell Death 1”; PDCD1) gibi, bağışıklık sisteminin negatif 

düzenleyici proteinlerinin anlatımını düzenlediği belirtilmektedir (Hewagama, 2013). 

Bu çalışmada ise 4.2.2.2’de belirtildiği gibi hedef tahminlerin yanlış pozitif sonuçlarını 

mümkün olduğunca azaltmak için 3 bağımsız programdan (microRNAorg, TargetScan 

ve PITA) yararlanılmıştır. Her üç yazılım tarafından onaylanan hedef genler çalışma 

kapsamına alınmıştır. Sonuçlar arasında elde edilen (“Phosphatidylinositol 3-kinase 

regulatory subunit alpha”; PIK3R1) ve IRS2 (P=0.00001) proteinlerinin PI3K-AKT-

mTOR yolağında rolleri oldukları bilinmektedir. Bu çalışmadan ve diğer çalışmalardan 

elde edilen farklı sonuçlar biyoinformatik programların hiçbirisinin, diğerlerine göre 

doğruluk açısından daha üstün olmadığını göstermektedir.  

Yapılan literatür taramasına göre 22. kromozomda şifrelenen hsa-miR-5571-5p, SLE 

veya böbrek tutulumu ile ilgili yapılan çalışmalarda daha önce bulunmamıştır. 2012’de 

Sjögren sendromu patogenezinde rol oynayabilen yeni miRNA dizilerini tanımlamak 

için yeni nesil dizileme, (“Next Generation Sequencing”; NGS) yöntemini kullanan 

araştırmacılar bu  miRNA’yı bulmuşlar, ancak Taqman PCR deneylerinde bu veriyi 

doğrulayamamışlardır (Tandon ve diğ., 2012). Sjögren sendromu da otoimün bir 

hastalık olmasından dolayı bu miRNA’nın otoimmünite ile ilişkili olabileceği ve 

gelecekte otoimmün özgüllüğü olan potansiyel prognostik aday markır olarak kabul 

edilebileceği ileri sürülebilir. 

SLE hastalarda böbrek tutulum ve kompleman (C3 ve/ya C4) eksikliklerinin 

eşzamanlılığı dikkate alındığında, hsa-miR-5571-5p ve hsa-miR-766-3p’nin anlatım 

düzeyinde anlamlı düşüşler saptanmıştır. Ancak bu düşüşlerin daha ılımlı olduğu 

gözlenmiştir (örneğin: C3 eksikliği durumlarda renal tutumlu olmayan SLE hastalarında 

hsa-miR-5571-5p, 6.32 kat düşüş göstermiştir). Bu değişikliğin nedeni olarak 

miRNA’ların %CG değerlerinin yüksek olmasından dolayı kompleman yolağı ile ilişkili 
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hedef mRNA’lara da bağlanabilecekleri söylenebilir. Ancak tez kapsamında hedef 

öngörüleri sadece sitokinler ile ilişkili genler için yapılmıştır. 

Renal tutulumlu olan SLE hastaları arasında, C4 konsantrasyonu yeterli olmayanlar ile 

C4 konsantrasyonu yeterli olanlar karşılaştırıldığında, hsa-miR-4731-3p’nin 9.15 kat 

daha az sentezlendiği belirlenmiştir (p = 0.028). Web taramalarında bu miRNA ile ilgili 

hiçbir bilgi elde edilememiştir. 

Renal tutumlu olmayan SLE hastaları arasında, pozitif ANA test sonucu olanlar ile 

negatif ANA test sonucu olanlar karşılaştırıldığında, hsa-miR-5697’nin 32.87 kat ve 

hsa-miR-621’in 26.38 kat daha az sentezlendiği belirlenmiştir. Bu değişimler oldukça 

anlamlı ve yüksek olmalarına rağmen hsa-miR-5697 sadece 2009’da yapılan bir 

çalışmada metastatik olmayan prostat kanserinde biomarkır olarak rapor edilmiştir 

(Makarov ve diğ., 2009). 

TargetScan ve PicTar tahmin programları kullanıldığında,  bir serin-proteaz enzimi 

olan, kallikrein ile ilişkili peptidaz 9 (“Kallikrein-related peptidase 9”; KLK9) hsa-miR-

621’in potansiyel hedef geni olarak bulunmuştur (Yousef ve White, 2012). 

Hipertansiyon, SLE ve Lupus nefropatinin en önemli semptomlarından biridir. KLK9'un 

idrarla atılımı hipertansiyon varlığında artar. Hipertansiyon varlığında KLK9 'un üriner 

atılımının nedeni tübüler emilimi (“tubular reabsorption”) azalması olarak görülür. 

KLK9, hipertansif nefropatinin başlamasından önce, lupus gibi durumlarda, 

hipertansiyon varlığında  idrarda görünür (Blázquez-Medela ve diğ., 2012). Pozitif 

ANA test sonucu aktif SLE’nin bir göstergesidir ve bu çalışmada dahil olan hastaların 

bir kısmı (16 hastadan 7’si) aynı zamanda hipertansiyon hastasıdır. KLK9 'un hsa-miR-

621’in potansiyel hedef geni olduğu kabul edilirse, hsa-miR-621’in daha az sentez 

edilmesi, bu proteazın vücutta gerekli olmasından dolayı KLK9 üzerindeki baskılıyıcı 

etkiyi ortadan kaldırabilir. Bu hipotezin başka çalışmalarla doğrulanması gerekir. Eğer 

böbrek tutulumu olmayan ancak hipertansiyonu olan SLE hastalarının idrarlarında 

yüksek miktarda KLK9 ölçülürse ve aynı zamanda hsa-miR-621’nin düşüşü 

kanıtlanırsa, bu miRNA ilerideki böbrek tutulumunu için prognostik bir markır olarak 

düşünülebilir. 
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Bu çalışmada biyoinformatik tahminlerin doğruluğunun kanıtlanması için ayrıca tüm 

gruplarda mRNA anlatım profillendirmesi de yapılmış ve mRNA profillendirmesinden 

elde edilen veriler hedef genler için sorgulanmıştır. mRNA profillendirmesinde de 

sadece sitokin ilişkili genler ve ilgili yolaklar dikkate alınmıştır. Bunlar ile ilgili çok gen 

bulunmasına rağmen ERbB3 ve IRS2 hariç, diğerleri tahmini hedef sonuçları ile 

örtüşmemiştir. Bu da söz konusu genlerin miRNA’lar ile değil, başka faktörler aracılığı 

ile düzenlenmiş olabileceğini göstermektedir. 

Çalışma sırasında elde edilen verilerden çıkan önemli sonuçlardan biri, ERbB3 geninin 

mRNA’sının has-miR-149-5p tarafından translasyon düzeyinde inhibisyona 

uğratılmasıdır. Ancak, SLE hastalarında saptanan diğer miRNA’larla ilgili öngörülen 

hedef genlerin anlatımı için benzer mekanizma doğrulanamamıştır. Bu sonuç gen 

anlatımının sadece post-transkripsiyonel aşamada hedef genin mRNA’sını yıkarak 

değil, aynı zamanda translasyon baskılanmasıyla da düzenleyebileceğini 

düşündürmektedir. Bu yüzden anlatımı değişen miRNA’ları doğrulamak ve onlarla SLE 

arasındaki ilişkiyi kurmak için deneysel olarak  fonksiyon çalışmaları yapılmalıdır. 

Çalışmada sitokin genlerinin mRNA profilinin yapılması için periferal kan mononükleer 

hücreleri (PBMC) kullanıldı. Olgun memeli eritrositleri nükleus ve mitokondri içermez, 

oysa kemik iliğinden serbest bırakılan, olgunlaşmamış retikülositlerde nükleus 

bulunmaktadır. Bu hücreler, dolaşımdaki insan kanının her mikrolitresinde 4,000,000 – 

6,000,000 kadar bulunan eritrositlerin toplam sayısının %1’ni kapsamaktadır. Bu, 

olgunlaşmamış kırmızı kan hücrelerinden yaklaşık 40.000 - 60.000 nükleusun  dolaşıma 

girmesi anlamına gelmaktedir (Morin ve diğ., 2001; Schwochow ve diğ., 2012). Eğer bu 

hücreler uygun bir biçimde uzaklaştırılmazsa hemoglobin gibi eritrositlere özgü 

mRNA’lar da deneye dahil olarak  mikrodizilim sonuçlarını olumsuz etkileyecektir. Bu 

olumsuz etkiyi önlemek amacıyla, periferik kan lenfositleri (PBMC) Ficoll-Hypaque 

solüsyonu kullanılarak yoğunluk gradient ayırma temelli yöntem ile izole edilmiştir. 

Çalışmamızda her bir örnek (sağlıklı kontrol ve SLE hasta grubu) havuz oluşturmadan 

ayrı ayrı incelendiği için, örneklerdeki diğer fizyolojik koşullar altında (farklı hastalıklar 

gibi) sentezlenmiş olan mRNA ve miRNA’ların havuz oluşturarak karışması sorunu 

ortadan kaldırılmıştır.  
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SLE hastalarının tedavi altında olmaları nedeniyle kullandıkları ilaçlar “Toll like 

receptor” aktivasyonunu inhibe edecektir (Willis ve diğ., 2012). Bu da proinflamatuar 

sitokin sentezini ve antijen sunumunu baskılayacağı için kararlı bir sitokin ölçümü 

yapılamamıştır.   

Çalışmada sitokin düzeyleri bakımından ne SLE hastaları ile sağlıklı bireyler arasında 

ve ne de lupus nefritli olan hastalar ile renal tutulumu olmayan hastalar arasında anlamlı 

bir fark tespit edilmemiştir.  

Sonuç olarak:  

(1) sağlıklı kontrollere göre SLE hastalarında anlatımı farklı olan toplam 10 

miRNA’dan hsa-mir-1825, hsa-mir-933 ve hsa-mir-149-5p;   

(2) renal tutulumlu vakalar renal tutulumu olmayanlar ile karşılaştırıldığında belirlenen 

miRNA’lardan hsa-mir-766-3p;  

(3) renal tutumlu olmayıp ANA test sonucu pozitif olan hastalarla diğer gruplar 

karşılaştırıldığında belirlenen hsa-miR-621’in PI3K-AKT-mTOR yolağında rolleri 

olabileceği gösterilmiştir.  

Ayrıca IL-4, IL-6 ve TNF-α gibi kanda bulunan pro-enflamatuar sitokinlerin miktarı, 

hastalığın evresi ve şiddetine göre saptanan miRNA’ların sentezi üzerine etki ederek 

ciltteki koyu lekeler, nefropati, hipertansiyon ve insülin direncinin oluşumunda rol 

oynayabileceği yönünde veriler elde edilmiştir. 
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