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1. GİRİŞ 

Bütün canlılar hücrelerden oluĢmuĢ ve en temel hayat formu olan tek 

hücrenin ikiye bölünmesi ile çoğalan hücre veya hücre topluluklarıdır. Ġnsan gibi 

kompleks organizmalar hücrelerin oluĢturduğu doku ve organlardan meydana gelir 

ve hücreler birbirlerine belli bir program çerçevesinde birbirleri ile bilgi ağları 

vasıtasıyla bağlıdırlar. Normal olarak hücre bölünmesine eĢlik eden büyüme ve 

geliĢme belirli bir program ve denetim içerisinde gerçekleĢir. Embriyonik evreden 

itibaren organizmaların yaĢamlarında doku ve organların geliĢmesi, hücre bölünmesi 

ve farklılaĢması söz konusudur.  YaĢam boyu bu süreç aynı döngüyle devam eder. 

Hayatın farklı dönemlerinde organizmada tek bir hücrede de olsa bu döngüde 

aksamalar ortaya çıkabilmektedir. Ortaya çıkan bu değiĢiklik canlıda farklı 

fenotiplerin ortaya çıkmasına neden olur.   

1.1. Kanser 

Normal vücut hücreleri belirli bir program çerçevesinde büyür, geliĢir, 

bölünür ve ölür. Ġnsan hayatının ilk dönemlerinde vücuttaki hücrelerin büyük 

çoğunluğu, birey yetiĢkin oluncaya kadar oldukça büyük bir hızla bölünürken daha 

sonraki dönemlerde ise ölen hücrelerin yerini doldurmak veya sınırlı da olsa 

yenileme amacıyla bölünür. Kanserli hücreler ise herhangi bir ihtiyaç olmaksızın 

vücudun herhangi bir bölgesinde kontrolsüz olarak çoğalan hücrelerdir. Birçok 

kanser türü olmasına rağmen bütün kanser çeĢitleri temel olarak program dıĢı ve 

kontrolsüz hücre bölünme esasına dayalıdır. 

Yapılan araĢtırmalar ıĢığında kanserin genetik temelli bir hastalık olduğu 

tartıĢmasız kabul edilmektedir. Kanser; proto-onkogenlerin, tümör baskılayıcı 

genlerin, DNA tamir mekanizması genlerinin ve hücre döngüsünü kontrol eden 

genlerin mutasyona uğramasıyla ortaya çıkan bir süreçtir. Deoksiribonükleik asit 

(DNA)’te mutasyonların oluĢmasından sonra: tümör baĢlangıcı, tümör geliĢimi, 

malignansi dönemi ve tümörün yayılması olmak üzere belli baĢlı 4 farklı süreç ortaya 
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çıkar (Hahn ve Weinberg 2002). Fiziksel veya kimyasal faktörler ile DNA arasındaki 

etkileĢimden kaynaklanan DNA’daki genetik değiĢim tümör baĢlangıcı olarak tarif 

edilir. Bu değiĢim geri dönüĢümsüz olup bu değiĢikliğe sahip hücrelerin malin olma 

olasılığı normal hücrelerden çok daha fazladır. Bölünme döngüsü devam ederken 

mutasyon taĢıyan bu hücrelerde; onkogenlerin aktifleĢtirebilecek, tümör baskılayıcı 

genleri veya DNA tamir mekanizmasında rol oynayan proteinleri kodlayan genleri de 

inaktif hale dönüĢtürecek yeni mutasyonların oluĢma ihtimali oldukça yüksektir. 

OluĢan bu mutasyonlar, genomik stabilitenin bozulmasına ve sonuç olarak kanser 

oluĢumuna neden olabilmektedirler (Hanahan ve Weinberg 2000). 

Kanserli olgular çok eski zamanlardan beri bilinmesine rağmen etkin bir 

tedavisinin bulunamamıĢ olması, günümüzde binlerce insanın ölümüne neden 

olmaktadır. Her geçen yıl kanser vakalarında da artıĢ kaydedilmektedir. 2006 yılında 

Amerika BirleĢik Devletleri’nde yapılmıĢ bir araĢtırmada kalp rahatsızlıklarına bağlı 

ölümlerden sonra dünyada en fazla ölüme neden olan hastalığın kanser olduğu 

belirlenmiĢtir  (Heron MP 2009).  

1.1.1. Kanserin Tarihçesi 

Kanser kelimesinin kökeni yunanca olup  “yengeç” kelimesinden 

türetilmiĢtir. Ġlk olarak Hipokrat ortaya atmıĢtır. Kansinos ve karsinom kelimelerini 

tümörlerin ülseratif olup olmamasına bağlı olarak kullanmıĢtır. Ġnsanoğlunun 

kanserle bilimsel olarak tanıĢması 17. yüzyılı bulmuĢtur ve bu yüzyıl insanoğlunun 

kanserle alakalı bilgiler edinme sürecine hız katmıĢtır. Giovanni Morgagni yaptığı 

otopsilerde ölüme neden olan patolojik değiĢiklikleri keĢfederek onkoloji 

çalıĢmalarının temelini atmıĢtır (Hunt 2000). Ünlü Ġskoç bilim adamı John Hunter 

bazı kanserlerin cerrahi müdahale ile düzeltilebileceğini ortaya koymuĢtur (Nutton 

1988). Cerrahi müdahalelerin keĢfinden bir yüzyıl sonra anestezideki geliĢmeler 

cerrahi müdahalelerde de ilerlemeler kaydedilmesine yol açtı ve mastektomi 

geliĢtirildi (Mansi ve ark 1989).  
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19. yüzyılda mikroskop teknolojisindeki geliĢmelere bağlı olarak onkoloji 

bilimi doğdu. Hücresel patolojinin kurucularından sayılan Rudolf Virchow modern 

patolojiyle onkolojiyi birleĢtirdi. Bu sayede, sadece kanser patolojisinin tespitinde 

değil, aynı zamanda kanser cerrahisinde de yeni bir çığır açtı. Ameliyatla çıkarılan 

vücut dokularından hastalığın kesin tanısı konulmaya baĢlandı (RATHER 1957). 

Bununla birlikte, 18. yüzyıl boyunca üç önemli gözlem kanser 

epidemiyolojisinde öne çıktı. Ġtalyan Doktor Bernardino Ramazzini 1713 yılında 

rahibelerdeki serviks kanseri oranı ve göğüs kanseri oranını kıyasladığında hayat 

stilinin de kansere etkisi olduğunu ortaya koydu. Bu bulgu hamilelik ya da 

enfeksiyon gibi hormonal faktörlerin kanser oluĢumu üzerine etkilerinin 

anlaĢılmasında kilometre taĢı olmuĢtur (Felton 1997). Bu dönemlerdeki 

araĢtırmacılar tümörlü dokunun alınmaması durumunda hastalığın çok fazla 

ilerleyeceğini görmüĢler ve tümör kitlesinin alınmasına yönelik bir takım yöntemler 

ve cerrahi müdahaleler denemiĢlerdir. Anestezi ve kan naklinin keĢfinden önce 

birçok cerrahi operasyon yapılmıĢ, anestezinin de keĢfiyle bu yüzyıl ameliyat yüzyılı 

olarak tarihe kaydedilmiĢtir (Felton 1997).  

1.1.2. Kanserin Moleküler Biyolojisi ve Mekanizmaları 

Ġlk olarak 1914 yılında Boveri genomik yapıdaki anomalilerin kanser 

oluĢumunda etkili olabileceğini söylemiĢ ve yıllar sonra yapılan araĢtırmalarda bu 

hipotezi haklı çıkarmıĢtır (Descamps ve Prigent 2002, Sathananthan ve ark 2006). 

Teknolojinin ilerlemesi ve yeni buluĢlarla beraber kanserin moleküler 

mekanizmasının aydınlatılmasında çok önemli geliĢmeler yaĢanmıĢtır. Mutasyonlar 

kanser hücrelerine; apoptoz sinyallerine duyarsızlık ve kendi kendine büyüme 

faktörü üretebilme gibi normal hücrelerde mevcut olmayan özellikler kazandırır ve 

bu özellikleri kazanan kanser hücreleri kontrolsüz olarak çoğalır. Tabi ki hücrelerde 

oluĢan her türlü mutasyon kansere sebebiyet vermez, fakat bir takım genler vardır ki 

bu genler üzerindeki mutasyonlar kanser ile sonuçlanır. Bu gen grupları; proto-

onkogenler, tümör baskılayıcı ve DNA tamir mekanizması genlerdir. Proto-
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onkogenler hücre bölünmesinde, büyümesinde ve farklılaĢmasında önemli roller 

üstlenen proteinlerin sentezinden sorumlu genlerdir. Proto-onkogenler üzerinde 

meydana gelen mutasyonlar genellikle bu genlerin fonksiyonun artmasıyla 

sonuçlanır. Tümör baskılayıcı genler ise hücre bölünmesini ve farklılaĢmayı 

baskılayan proteinlerin sentezinden sorumlu genlerdir. Tümör baskılayıcı genler 

üzerinde meydana gelen mutasyonlar ise genellikle bu genlerin inaktivasyonuna yol 

açarlar. Bu mutasyonlar baskın veya çekinik özellik gösterebilirler. Bu genlerdeki 

mutasyonların haricinde genomik dengesizlik oluĢturabilecek mutasyonlar da 

kansere sebebiyet vermektedir. Yine çok önemli bir grup gen vardır ki bu genler 

üzerindeki mutasyonlarda kanser oluĢumunda rol oynar. Bu genler DNA tamir 

mekanizmalarında görev alan proteinlerin kodlanmasından sorumlu genlerdir. 

Kanserin oluĢumu kadar ilerlemeside genetik açıdan oldukça önemlidir. Bu yüzden 

hücrelerdeki mutasyonların birikmesi kanser oluĢumunu ve geliĢimini 

desteklemektedir. Son yıllarda yapılan çalıĢmalar kanserin oluĢumunda epigenetik 

faktörlerin önemli rol oynadığını göstermiĢtir. DNA’nın belirli bölgelerinin 

metillenmesi veya metillenmemesi de kanser oluĢumunda oldukça önemli sonuçlar 

doğurur (Zhu ve Yao 2007).  

Yapılan çalıĢmalarda kanserin kalıtıldığı gösteren kanıtlar olduğu gibi çoğu 

kanserin sporadik mutasyonlar sonucu ortaya çıktığı da bilinmektedir. 

AraĢtırmalar sonucu kanser hücrelerinin belirli özellikleri paylaĢtığı 

görülmüĢtür; 

 Kanser hücreleri, dıĢarıdan bir uyarıya gerek duymaksızın sürekli 

olarak bölünüp çoğalırlar. 

 Kanser hücreleri, büyüme baskılayıcı sinyallere karĢı duyarsızlık 

kazanmıĢlardır. 



 

 

5 

 

 Kanser hücreleri sınırsız bölünme kapasitesine sahip olduğu için 

ölümsüz olarak kabul edilmektedirler. 

 Tümör oluĢumu içerisinde yeni damar yapılanması yeteneğine 

sahiptirler (angiogenez). 

 Diğer dokulara nüfuz edebilme yetenekleri mevcuttur. 

Hücre döngüsü ve kanser 

Mitotik hücre döngüsü, birbirinin aynı olan iki oğul hücre oluĢumu için 

gereklidir. Normal hücre döngüsü düĢünüldüğünde son derece korunaklı olarak 

yürütülen bu iĢlem kanser hücreleri için aynı hassaslıkta ilerlemez. 

Temel hücre döngü mekanizması G1, S, G2 ve M (mitoz) olarak 4 ana baĢlıkta 

incelenir. Bu aĢamalarda sırasıyla hücre büyüme ve bölünme için gerekli proteinleri 

üretir, DNA replikasyonu gerçekleĢir, mitoz için hazırlık yapılır ve mitotik proteinler 

üretilir ve son olarak hücrede mitoz bölünme gerçekleĢir. Bu aĢamaların haricinde 

hücrenin bölünme döngüsüne girmeden durağan olarak kalabildiği G0 denilen bir 

dönem de mevcuttur. 

Kanser hücresi mutasyonlar sonucu kontrolsüz olarak bölünür. Hücre 

döngüsünde gerek tümör baskılayıcı proteinler ve gerekse proto-onkogenler çeĢitli 

fonksiyonlar üstlenirler. Bu durumda hücre; bölünme veya durağan olarak kalma 

veya apoptoza gitme gibi kararları alırken gerek hücre içi gerek hücre dıĢı 

sinyallerden faydalanır. Kanser hücrelerinde sinyalizasyondan sorumlu olan genler 

üzerinde mutasyonlar oluĢtuğu için hücre bölünme programına sağlıklı olarak karar 

veremez. Hücre kontrolsüz olarak bölünme kararı aldığında ise hücre döngüsündeki 

proteinler devreye girer. Kanser olgusunda hücre döngüsünde rol oynayan siklin 

bağımlı kinazlar (CDK-cyclin dependent kinase), CDK genlerini aktif veya inaktif 

(CKI-Cyclin kinase inhibitor) eden enzimleri sentezleyen genler üzerinde de 
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mutasyon oluĢumu söz konusudur. Hücre döngüsünün her bir basamağı bu genlerle 

sıkı sıkıya kontrol edilmekte iken kanserli hücre, bu kontrollerden yoksun olarak 

hücre döngüsünü gerçekleĢtirmektedir.  

G1 fazında hücre, büyüme sinyallerini alarak bölünme hazırlıklarına baĢlar. 

Fakat normal hücrelerde G1 fazından S fazına geçerken gerçekleĢen kontrol, kanser 

hücrelerinde genellikle bozulmuĢtur. G1/S fazı arasında kontrolde en önemli 

noktalardan birisi olan retinoblastoma (RB) genin fosforlanması, E2F transkripsiyon 

faktörünün serbest kalması ve bunun sonucu olarak DNA replikasyonun baĢlamasıdır 

(Umemura ve ark 2009). CDK’lar üzerinde oluĢacak mutasyonlar tümör baskılayıcı 

genlerin aktive edilmesini engelleyebilir. CDK4 ve CDK6 üzerinde oluĢan bazı 

mutasyonların bu proteinleri CKI’lere karĢı duyarsız hale getirdiği bazı melanom, 

sarkom ve gliomalarda görülmüĢtür (Della Torre ve ark 2001, Flores ve ark 1997, 

Kanoe ve ark 1998, Tsao ve ark 1998). Ayrıca bazı kolon kanserlerinde hücre 

döngüsünde önemli rolleri olan CDK1 ve CDK2’nın çok fazla sentezlendiği 

gösterilmiĢtir (Salh ve ark 1999a, Seabra ve Warenius 2007, Walker ve Hayward 

2001). G1/S fazı arası geçiĢ için önemli olan CDC25 (cell division cycle 25 -hücre 

bölünme döngüsü-25)’in de kanserlerde rol oynadığı gösterilmiĢtir (Boldrini ve ark 

2007, Fraczek ve ark 2007, Guo ve ark 2004, Laezza ve ark 2006, Molinari 2000). 

Buna göre CDC25 proteinindeki mutasyonlar sonucu CDK’lar yeteri miktarda aktive 

olamaz ve hücre döngüsünde bozulmalara yol açar (Molinari 2000, Tang ve ark 

1999). 

Birçok kanser türünde yüksek miktarda sentezlendiği gösterilen Siklin D1 

proteini CDK4 ve CDK2’yi G1 erken dönemimde bağlayarak hücre bölünmesini 

indükler (Abboudi ve ark 2009, Burnworth ve ark 2006, Eshkoor ve ark 2009, 

Georgieva ve ark 2001, Vesely ve ark 2009, Yu ve ark 2008). t(11;14) 

translokasyonu görülen B hücre lenfomalarında da siklin D1’in yüksek miktarda 

sentezlendiği gösterilmiĢtir (Gumina ve ark 2010, Gupta ve ark 2009). 
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Yapılan çalıĢmalarda, gerek proto-onkogenler ve gerekse tümör baskılayıcı 

proteinlerle birlikte hareket eden CDK proteinlerindeki mutasyonların genellikle 

hücre döngüsünü bozduğu ve bu sebeple tümör oluĢumunda rol oynadığı 

gösterilmiĢtir (Bartkova ve ark 1996, Bishop ve Bishop 2005, Gao ve ark 1997). 

Büyüme faktörleri ve kanser 

Genellikle pro-onkogenler sınıfında yer almayan büyüme faktörlerinin kanser 

geliĢiminde önemli rolleri vardır. Epidermal büyüme faktörü (EGF), insülin benzeri 

büyüme faktörü (IGF-Insulin like growth factor), fibroblast büyüme faktörü (FGF), 

vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF), platelet büyüme faktörü (PDGF), ve 

dönüĢtürücü büyüme faktörü (TGF-α) gibi büyüme faktörlerinin, çeĢitli kanser 

türlerinde etkili oldukları gösterilmiĢtir (Mundhenke ve ark 2002, Schimanski ve ark 

2010, Tovar ve ark 2010, Youngren ve ark 2005, Zhang ve ark 2007).  

Tirozin kinazlar 

Ġnsan genom projesinin tamamlanmasının ardından bine yakın tirozin kinaz 

proteinin varlığı gösterilmiĢtir. Tirozin kinazlar hücre yüzey reseptörlerini 

fosforilleyerek bu reseptörlere bağlı biyokimyasal yolakları aktif hale getirirler. 

Tirozin kinazlar ve reseptörlerindeki mutasyonların birçok kanserde önemli rolleri 

olduğu gösterilmiĢtir (Andrechek ve Muller 2000, Castellone ve ark 2008, Frattini ve 

ark 2004, Janes ve ark 1994, Meshinchi ve ark 2003, Ocal ve ark 2001, Salh ve ark 

1999b, Yu ve ark 2010). Tirozin kinazların; reseptör tirozin kinazlar (RTK) ve 

reseptör olmayan tirozin kinazlar olmak üzere iki ana grubu vardır. RTK’lar, 

membrana bağlı olan ve hücre dıĢı ligand bağlayıcı domain, transmembran domain 

ve oldukça iyi korunmuĢ hücre içi domain kısımlarından oluĢan reseptöre bağlı 

kinazlardır. Bunlar, ligand bağlanması, hücreler arası adezyon molekülleri ya da G-

protein bağlı reseptörlerin uyarılması ile aktive olurlar. Bu reseptörlerin fosforile 

olmuĢ özgün domainleri, SH2 içeren sitoplazmik adaptör ve efektör proteinler için 

yüksek afiniteye sahiptir. RTK’lar baĢlıca 4 ana gruba ayrılabilir. Sınıf I, epidermal 



 

 

8 

 

büyüme faktör reseptörlerini, Sınıf II, insülin benzeri büyüme faktör reseptörünü, 

sınıf III ise, PDGFR, makrofaj koloni uyarıcı faktör (FMS-R ya da CSF-1R), kök 

hücre faktör reseptörü (KIT) ve FLT3R, Sınıf IV ise FGFR reseptörlerini 

içermektedir. RTK’lar tüm bu sinyal yolakları ile iliĢkili olarak kanser oluĢumunda 

görev alırlar (Zwick ve ark 2002).  

v-erbB ve HER-2 gibi genler bazı RTK’larla birlikte onkogen olarak da görev 

yapmaktadırlar (Buhring ve ark 1995, Janes ve ark 1994, Mellinghoff ve ark 2002, 

Waterhouse ve ark 2003, Xie ve ark 1999). EGFR üzerinde oluĢan bir mutasyona 

bağlı olarak ligandlardan bağımsız olarak tirozin kinazların bu yolağı aktif hale 

getirildiği bildirilmiĢtir (Jones ve ark 2001, Turbov ve ark 2002). Benzer Ģekildeki 

aktivasyonlar MET, RET, c-KIT yolakları içinde gösterilmiĢtir (Grabellus ve ark 

2010, Naka ve ark 2008a).  

Yapılan kanser araĢtırmalarında tirozin kinazlar hedeflenerek kanser 

hücrelerine ilaçlar geliĢtirilmiĢtir (Brunelleschi ve ark 2002, Carlomagno ve Santoro 

2005, Melillo ve Santoro 2005, Zwick ve ark 2002). 

Kanser, hücre iletim mekanizmalarındaki bozukluklar sonucunda da ortaya 

çıkmaktadır. Bunlardan, RAS–RAF–MAPK, fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K), 

mTOR (mammalian target of rapamycin), JAK/STAT, Wnt–β-katenin, NOTCH gibi 

sinyal iletim yolaklarının birçok kanser türünde etkin olduğu gösterilmiĢtir (Boulikas 

1995, Cho ve ark 2008a, Feng ve ark 2008, Hui ve ark 2009, Maelandsmo ve ark 

1996, Matsuda ve ark 2009, Nefedova ve ark 2004, Nemoto ve ark 2004, Park ve ark 

2009, Shalaby ve ark 2009). 

Onkogenler 

Somatik hücreler bölünme döngüsüne girmek için mitojenik sinyallere ve 

büyüme faktörlerine ihtiyaç duyarlar. Büyüme faktörleri ise hücredeki çeĢitli 

reseptörlere bağlanarak hücre döngüsünü baĢlatabilir ve hücrenin G1/S arası geçiĢi 
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sağlarlar (Boulikas 1995, Polsky ve Cordon-Cardo 2003, Schafer 1998). Bu karmaĢık 

yapı sağlıklı hücrelerde son derece korunaklı olmakla beraber kanser hücrelerinde 

meydana gelen mutasyonlar sonucu hücre plansız bir Ģekilde hücre döngüsüne 

sürekli olarak girer ve bölünme kesintisiz bir Ģekilde gerçekleĢir (Couzin 2005, 

Croce 2008, Sekido ve ark 2003). Birçok kontrol noktasının ve hücre bölünmesinde 

rol oynayan binlerce genin olduğu düĢünüldüğünde kanserlerde karĢılaĢılan farklı 

mutasyonların aynı sonucu, yani kontrolsüz bölünme ile sonuçlanan akıĢı daha iyi 

anlaĢılmaktadır. 

Onkogenler proto-onkogenlerin aktif hallerine denir ve genellikle hücrenin 

bölünme ve büyüme hızını artırırlar. Onkogenler hücre bölünmesini düzenleyen 

proteinlerin sentezinden sorumlu genlerdir. Onkogenlerin büyük çoğunluğu; 

transkripsiyon faktörleri, büyüme faktörleri ve reseptörleri ve sinyal dönüĢtürücüler 

olarak dört büyük grupta incelenir. Bu özelliklerinin yanı sıra onkogenler, hücresel 

farklılaĢmayı baskılar, hücre hareketliliğinde rol oynar, hücreyi apoptoza karĢı 

duyarsızlaĢtırırlar (Colombo ve ark 2004, Gruber ve ark 2008, Janes ve ark 1994, 

Krivtsov ve ark 2009, Mackinnon ve ark 2009, Malumbres ve Barbacid 2009, 

Sanchez-Beato ve ark 2003, Watanabe ve ark 2009). Onkogenlerin listesi çizelge 

1.1’de verilmiĢtir. 
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Çizelge 1.1. Önemli onkogenler bulundukları kromozomal bölgeler, kanserdeki 

etkileri ve bağlı bulundukları protein aileleri (Vogelstein ve Kinzler 1998). 
Onkogen Bulunduğu 

bölge 

Etki Mekanizması Protein ailesi 

HST 11q13.3 Yapısal sentez  FGF y 

INT2 11q13 Yapısal Aktivasyon FGF 

KS3 11q13.3 Yapısal Aktivasyon FGF 

v-sis 22q12.3-13.1 Yapısal Aktivasyon PDGF 

HER1/EGFR 7p1.1-1.3 Gen amplifikasyonu EGF reseptör 

HER2/NEU 17q11.2-12 Gen amplifikasyonu EGFR 

FMS 5q33-34 Yapısal Aktivasyon CSF1 reseptör 

KIT 4q11-21 Yapısal Aktivasyon Scf reseptörü 

MET 7p31 DNA düzenlenmesi/ füzyon proteini de 

oluĢturur 

HGF/SF reseptörü 

 

RET 10q11.2 DNA düzenlenmesi GDNF reseptör 

TRK 1q32-41 DNA düzenlenmesi/ füzyon proteini de 

oluĢturur 

NGF reseptör 

MAS 6q24-27 5’-UTR bölgesinin düzenlenmesi Anjiotensin 

reseptörü 

 

ABL 9q34.1 DNA düzenlenmesi/ füzyon proteini de 

oluĢturur 

Tirozin kinaz 

FGR 1p36.1 -36.2 Yapısal aktivasyon Tirozin kinaz 

FES 15q25-26 Yapısal aktivasyon Tirozin kinaz 

SRC 20p12-13 Yapısal aktivasyon Tirozin kinaz 

YES 18q21-3 Yapısal aktivasyon Tirozin kinaz 

H-RAS 11p15.5 Nokta mutasyonu GTPaz 

RAS 12p11.1- 

12.1 

Nokta mutasyonu GTPaz 

N-RAS 1p11-13 Nokta mutasyonu GTPaz 

DBL Xq27 DNA düzenlenmesi cdc42 

VAV 19p13.2 DNA düzenlenmesi RAS 

RAF 3p25 Yapısal aktivasyon Protein kinaz 

(Ser/Thr) 

PIM-1 6p21 Yapısal aktivasyon Protein kinaz 

(Ser/Thr) 

ETS-2 21q24.3 BozulmuĢ aktivite Transkripsiyon 

faktörü 

ERBA1 17p11-21 BozulmuĢ aktivite T3 Transkripsiyon 

faktörü 

FOS 14q21-22 BozulmuĢ aktivite Transkripsiyon 

faktörü 

JUN p31-32 BozulmuĢ aktivite Transkripsiyon 

faktörü 

c-MYC 8q24.1 Amplifikasyon/Translokasyon Transkripsiyon 

faktörü 

MYB 6q22-24 BozulmuĢ aktivite Transkripsiyon 

faktörü 

BCL2 18q21.3 Yapısal aktivite Anti-apoptotik 

protein 
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Tümör baskılayıcı genler 

Tümör baskılayıcı gen ürünleri (proteinler) DNA hasarına karĢı hücrenin 

koruyucu güçleridir. Yapılan araĢtırmalarda tümör baskılayıcı genlerin tüm genlerle 

kıyaslandığında sadece % 0,001 (30) civarında olduğu tespit edilmiĢtir. Tümör 

baskılayıcı gen ürünleri DNA’daki hasarı tespit ederek hücrenin kontrolsüz ve 

programsız bir Ģekilde çoğalmasını önlemek için bölünmenin baĢlangıcında hücrenin 

bölünmesini durdurup mutasyonun tamir edilmesine veya mümkün değil ise 

mutasyona uğramıĢ bu hücreyi apoptoza gitmesi için uyarır (Auer ve ark 2007, Evan 

ve di Fagagna 2009, Georges ve ark 2009, Hwang-Verslues ve ark 2008, Mannefeld 

ve ark 2009, Pietenpol ve Stewart 2002, Schafer 1998, Wick ve ark 1995). Tümör 

baskılayıcı proteinler; mitotik döngü, DNA tamiri, transkripsiyon, apoptoz ve 

farklılaĢma gibi önemli aĢamaları kontrol ederler. Bazı tümör baskılayıcı proteinler 

ise hücre sinyalizasyonunu aktif hale getirecek düĢük miktardaki uyarıcıların 

etkilerini baskılayabilirler (Fegers ve ark 2007, Lee ve ark 2010, Qian ve Chen 2010, 

Sangodkar ve ark 2009, Serrano 1997, Shamma ve ark 2009, Zabarovsky ve ark 

2002, Zuckerman ve ark 2009). Kanser oluĢumunda tümör baskılayıcı genlerin 

fonksiyonel olarak baskılanması sonucu hücre programlanmasında dengesizlikler 

meydana gelir. Bazı ailesel kanserlerde bireyler tümör baskılayıcı genlerden yoksun 

veya defektli olarak hayata gelirler (Greene 1999, Negrini ve ark 2010).  

Bütün memeli hücreleri en azından birkaç tümör baskılayıcı proteini 

sentezleyerek kanser oluĢumunu bir miktar önlemektedir. Kanser çalıĢmalarında 

tümör baskılayıcı genlerin kalıtım modelinin ortaya çıkmasına ıĢık tutan 

hipotezlerden bir tanesi çift vuruĢ (two hit) hipotezidir. Bu hipotezi ortaya atan 

Knudson retinoblastomalardan (RB) yola çıkarak kanser oluĢumu için en az iki 

mutasyonun gerçekleĢmesini ön görmektedir. Buna göre ender olarak karĢılaĢılan ve 

çocuklukta ortaya çıkan ailesel retinoblastomalarda çocuklar mutasyon taĢıyıcısı 

olarak doğarlar ve ardından yaĢamsal süreç içinde ikinci mutasyona maruz kalmaları 

sonucu olarak retinoblastoma ortaya çıkar (Knudson 1996). Burada dikkat edilmesi 

gereken önemli noktalardan biri ise tümör baskılayıcı genlerde fonksiyon kaybı 
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olması için onkogenlerin aksine tümör baskılayıcı genlerde her iki allelde defektler 

(homozigot mutasyon) görülmesinin gerekliliğidir.  

Ġlk keĢfedilen tümör baskılayıcı gen RB genidir. RB geni DNA’sı hasar 

görmüĢ hücrede E2F adı verilen transkripsiyon faktörünü bağlayarak hücrenin S 

fazına geçmesini engeller ve hücre E2F inaktif olduğu süre içinde G1 fazında bekler 

(Halaban 1999, Sylvestre ve ark 2007). Bunun haricinde oluĢan Rb-E2F kompleksi 

histondeasetilaz etkisini de artırarak DNA replikasyonunu engeller (Witt ve ark 

2009). 

Daha sonraki yıllarda birçok tümör baskılayıcı gen keĢfedilmiĢtir. Bunlar 

arasında en öne çıkanı bir transkripsiyon faktörü olan p53 genidir. Ġlk yapılan 

çalıĢmalarda yabanıl tip p53 genin hücre bölünmesini engellediği gösterilmiĢtir 

(Lane 1992). Bunun yanı sıra homozigot mutant p53 geninin etkisi birçok kanser 

türünde gösterilmiĢtir (Arola ve ark 2000, Barnabas ve ark 1995, Hollstein ve ark 

1991, Ishii ve de Tribolet 1998, Manhani ve ark 1997, Mayerhofer ve ark 1999, 

Spandidos ve ark 1994, Tachibana ve ark 2000). Tümör süpresör genlerin listesi 

çizelge 1.2’de verilmiĢtir. 
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Çizelge 1.2. Tümör baskılayıcı genler, bulundukları kromozomal bölgeler ve 

fonksiyonları (Rami 2007).  
Tümör Baskılayıcı Gen Bulunduğu Kromozomal Bölge Fonksiyonu 

RB 13q14.1-q14.2 Hücre döngü düzenleyicisi  

P53/TP53 17p13.1 Apoptoz Düzenleyici 

CDKN2A/INK4A 9p21 Hücre döngü düzenleyicisi 

CDKN2A/ARF 9p21 Hücre döngü düzenleyicisi 

APC 5q21-q22 Sinyalizasyon 

BRCA1 17q21 DNA tamiri 

BRCA2 13q12.3 DNA tamiri 

CDKN2C/INK4C 1p21 Hücre döngü düzenleyicisi 

CDKN1B/KIP1 17p Hücre döngü düzenleyicisi 

MSH2 2p22-p21 DNA tamiri 

MLH1 3p21.3 DNA tamiri 

VHL 3p26-p25 
Transkripsiyon uzamasından 

sorumlu 

PTCH 9 
GeliĢme ve farklılaĢma 

düzenleyicisi 

PTEN 10q23.3 Sinyalizasyon 

WT1 11p13 Transkripsiyon düzenleyicisi 

NF1 17q11.2 Ras inaktivasyonundan sorumlu 

NF2 22q12.2 Hücre iskeletinden sorumlu 

TSC1 9q34  

DPC4 18q21.1 TGF-β/BMP 

ATM 11q23.1 Hücre döngü düzenleyicisi 

DMP1 7q21 Arf ekspresyonundan sorumlu 
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1.1.3. Tarihsel Gelişim Sürecinde Kanser Tedavi Yöntemleri  

Hormon tedavisi 

19. yüzyılda göğüs kanserin tedavisinde ve önlenmesinde yeni bir keĢif 

yapıldı.  1896 yılında Thomas Beatson overler ile göğüste süt üretimi arasında bir 

bağ olduğunu düĢünmüĢ ve bunu ortaya koymak için yapmıĢ olduğu çalıĢmalarda 

tavĢanların ovaryumlarını çıkardığında süt üretiminin kesildiğini keĢfetmiĢtir. 

Böylece bir organın kendinden ayrı olan bir baĢka organ üzerinde etkili olabileceğini 

göstermiĢtir. Bundan sonra, Beatson göğüs kanserli hastalarda ovaryum dokusunu 

almaya (ooforektomi) baĢladı ve ooforektominin ardından hastalarda belirli bir 

iyileĢmenin olduğunu gözlemledi. Ayrıca ovaryumun göğüsteki karsinomdan da 

sorumlu olduğunu ve östrojen hormonunun göğüs kanseri üzerine olan etkisini 

keĢfetti. Bu keĢiflerden sonra da tamoksifen gibi hormon düzenleyici ilaçların göğüs 

kanserinin tedavisinde ve önlenmesinde kullanılmasına öncülük etti (Beatson 1983). 

Beatson'un keĢfinden yarım asır sonra Chicago üniversitesinden Charles 

Huggins metastatik prostat kanserinin testislerin alınmasından sonra gerilediğini 

göstermiĢtir. Daha sonraları erkeklik hormonunun prostat kanserinin tedavisinde 

etkin olduğu bulundu (Huggins ve Hodges 2002). Bundan sonra erkeklik hormonu 

salınımını baskılayan ve prostat kanserinin geliĢimini durduran ilaçlar geliĢtirildi.  

Radyasyon tedavisi 

19. yüzyılın sonlarına gelinirken 1896'da alman fizik profesörü Wilhelm 

Conrad Roentgen X-ray'i tanıttı. Bu tanıtım bütün dünyada heyecanla karĢılandı. 

Hemen bir kaç ay sonra X-ray kanserin tanısı için kullanılmaya sonra da kanserin 

tedavisi için kullanılmaya baĢlandı. 20. yüzyılın baĢından hemen sonra radyasyonun 

kanseri tedavi ettiği kadar kansere neden olduğu da keĢfedildi.  

Ġlerleyen teknoloji sayesinde radyasyonun sadece tümör üzerine odaklanması 

böylelikle sağlıklı olan hücreler üzerine olan zararlı etkisinin azaltılması baĢarıldı. 
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Bu metoda konformal radyasyon terapisi denildi. Günümüzde halen daha iyi 

odaklanma ve radyasyonun yan etkilerinin azaltılması yönünde birçok çalıĢma 

sürdürülmektedir. Konformal proton tanecik radyasyon tedavisi kanser üzerine en iyi 

odaklanma sağlayan terapi yöntemlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Bu 

teknikte X-ray ıĢını kullanmak yerine proton tanecikleri kullanılmaktadır (Rossi 

1999). 

Sterotaktik operasyon ve sterotaktik radyasyon tedavisi küçük tümörler için 

kullanılan ve bir kaç tekniği içinde barındıran genel itibarı ile yüksek radyasyon 

miktarının çok hassas olarak odaklanması ile tanımlanan bir tedavi yöntemidir. Bu 

teknik yaygın olarak beyin tümörlerinde kullanılır (Bova ve ark 1991, Henderson ve 

ark 2009, Lax ve ark 1994, Levine ve ark 2009). 

Kemoterapi 

II. Dünya savaĢı sırasında hardal gazına maruz kalan deniz piyadelerinde 

kemik iliğinin baskılandığı bulundu (Green ve ark 1985, Vistica ve ark 1981). Aynı 

zamanlarda ABD ordusundaki bilim adamları hardal gazının etkisinin artırılması ve 

hardal gazından korunma gibi konular üzerinde araĢtırma yapıyorlardı. Bu 

çalıĢmaların kollarından bir tanesi ise nitrojen hardal (nitrojen mustard) gazı 

bileĢimiydi. Bu bileĢik hızla çoğalan kanser hücrelerinin DNA'sına zarar vererek 

kanser hücrelerinin ölümüne neden olduğu gözlemlendi. Bu bileĢik daha sonra 

DNA’yı alkilleyici ajan olarak literatürde yerini aldı (Andersson ve ark 1994, Ozturk 

ve ark 2002, Poszepczynska ve ark 2001, Smith ve Wilson 2008). 

Nitrojen hardal gazının keĢfinden hemen sonra folik asit ile alakalı olan 

aminopterin denen bileĢiğin akut lösemiyi hafiflettiği gösterildi (Fraser ve ark 1950, 

Hart 1949, Pierce ve Alt 1948, Seaman ve ark 1950, Stickney ve ark 1948). Yapılan 

araĢtırmalar ilerledikçe aminopterin’in DNA replikasyonu için gerekli olan kimyasal 

yolaklardan birkaçını durdurduğu bulundu (Grignani ve ark 1974, Sirotnak ve 

Donsback 1975, Vesely ve ark 1961). Bu ilaç bugün sıklılıkla kullanılan metotreksat 
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ilacının ilk versiyonudur (Fischer 1962). Bundan sonra araĢtırmacılar hücre 

büyümesini ve bölünmesini durduran çeĢitli ilaçlar üzerinde çalıĢmaya baĢladılar. 

Böylelikle kemoterapi kanser tedavisine dahil oldu.  

Lipozomal terapi kemoterapötik ilaçların lipozomların (sentetik yağ 

kürecikleri) içine konarak kullanılmasına dair geliĢtirilen yeni bir tekniktir. Lipozom 

sayesinde kemoterapötik ajanlar hücrelerin içine rahatlıkla nüfuz ederek ilacın 

etkisini artırmıĢlardır. Doksorubisin ve metotreksat’ın lipozomlarla kapsüllendikten 

sonra kullanılması lipozomal terapinin öncü çalıĢmaları olmuĢtur (Forssen ve Tokes 

1983, Gabizon ve ark 1982, Todd ve ark 1980, Woo ve ark 1983).  

Cerrahi müdahalenin ardından kalan az sayıdaki kanser türlerinin kemoterapi 

uygulanarak öldürülmesi yardımcı tedavi olarak nitelendirilir. Yardımcı tedavi ilk 

olarak göğüs kanserinde denendi ve etkili olduğu gözlemlendi ardından kolon, testis 

ve diğer kanser türlerinde de baĢarılı sonuçlar elde edilmiĢtir. 

Biyolojik tedavi 

20. yy. sonları ve 21. yy baĢlarında artan kanser araĢtırmaları kanserin 

oluĢumunda önemli rol alan biyokimyasal yolakları çözülmesi ile kanserin 

tedavisinde; hücrelerin büyüme, bölünme ve apoptozu uyaran biyolojik ajanları taklit 

eden sentetik ajanların kullanılmasına yol açmıĢtır. Bu sentetik ajanlarla yapılan 

tedaviye biyolojik yanıt değiĢtirici tedavi (BRM-biological response modifier) denir. 

Yapılan klinik denemeler bu tedavi Ģeklinin oldukça faydalı olduğunu ortaya 

çıkarmıĢtır (Chauhan ve ark 2009a, Chauhan ve ark 2009b, Deodhar ve ark 1982). 

Vücutta doğal olarak oluĢan interferonlar, interlökinler, sitokininler gibi 

moleküllerin yanı sıra 2000’li yıllardan itibaren miRNA’larında keĢfiyle kanserle 

mücadelede bu biyolojik ajanlar kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Bu ajanlar kanser 

hücrelerini bertaraf etmenin yanı sıra sağlıklı hücrelerin korunmasını sağlamak 

amacıyla yönlenilen alternatif tedaviler için kullanılması hedeflenmiĢtir.  



 

 

17 

 

Monoklonal antikorlar laboratuarlarda üretildikten sonra kemoterapötik 

ajanlara kılavuzluk yapmak için kullanılmıĢtır. Monoklonal antikorlar kanser 

hücresinde bulunan yüzey proteinlerine özgü üretilerek kemoterapötik ajanlara 

bağlanarak ilaç hedefleme sistemi amacıyla kullanılmıĢtır (ElBayoumi ve Torchilin 

2008, Pan ve ark 2008, Sawant ve ark 2008). 

1.1.4. Kanserin Sınıflandırılması ve Kordoma 

Klinik olarak doğru kanser sınıflandırılması tümörün tanımlanması, geliĢim 

basamaklarının anlaĢılması ve sonrasında uygulanacak tedavi yönteminin 

belirlenmesinde çok önemlidir.  

Tümör türleri 

Tümörler iyi ve kötü huylu olmak üzere iki sınıfa ayrılır. Bunlardan iyi huylu 

(Benin)tümör, baĢladığı dokuda kalıp olduğu bölgede büyümeye devam eder. Çok 

büyük hacimlere ulaĢabilir. Genellikle hayati tehlike arz etmez. Cerrahi müdahale ile 

bazen de radyasyon terapisi ile tedavi edilebilir. Kötü huylu (malin) tümör, ise iyi 

huylu tümöre nazaran çok daha tehlikeli ve öldürücüdür. GeliĢtiği dokunun haricinde 

diğer dokulara yayılabilir. Buradan geliĢen kanser hücreleri kan ve lenf dolaĢımına 

geçebilirler. Gittikleri bölgede yeni malin tümörler oluĢturabilirler. 

Amerikan kanser komitesi TNM sınıflandırma sistemini esas kabul 

etmektedir ve bu sınıflama yaygın olarak kullanılmaktadır. Buna göre T tedaviye 

baĢlanmadan önceki tümör büyüklüğünü, N tümörün lenf nodlarına nüfuz edip 

etmediğini ve son olarak M ise tümörün metastaz yapma durumunu izah etmek için 

kullanılmaktadır. 

Bu bilgiler ıĢında yapılan değerlendirmelerde 2002 yılı sonrasında kordoma 

kemik tümörleri içerisine dahil edilmiĢ IA T1 N0 M0 G1,2 düĢük dereceli fakat 

malin tümör olarak belirlenmiĢtir. 



 

 

18 

 

1.1.5. Gen Ekspresyon Analizine Bağlı Tümör Profillemesi 

 Klasik olarak kanser sınıflandırılmasında ve derecelendirilmesinde tümörün 

köken aldığı doku, tümörün morfolojisi ve metastaz durumuna dikkat edilirken 

günümüzde geliĢen teknolojiyle birlikte yeni yöntemler kanser sınıflandırılması için 

kullanılabilir hale gelmiĢtir. Bazen benzer morfolojik verilere sahip tümörlerin klinik 

verileri ve tedaviye karĢı verdiği yanıtlarlar oldukça farklı olabilmektedir. Mikroçip 

ile yapılan protein ekspresyon analizi ve mutasyon analizlerine bağlı olarak yapılan 

kanser sınıflandırılması tedaviye yönelik yeni bir bakıĢ açısı kazandırmıĢtır.  

Belirli kanser fenotiplerinin tanımlanması; kontrol edilemeyen bölünme, 

apoptoza karĢı direnç ve total gen ekspresyonu etkileyen değiĢimlerin 

tanımlanmasında gen ekspresyon analizi kullanılmaktadır. 

Gen ekspresyon profiline bağlı olarak patolojik alt grupları belirlemek için 

yapılan ilk çalıĢmalar lösemi ve lenfomada gerçekleĢtirilmiĢtir (Golub ve ark 1999). 

Golub ve arkadaĢları (1999) akut miyeloid lösemi (AML) ve akut lenfoblastik lösemi 

(ALL) hastalıklarında mikroçip ile gen ekspresyon analizi yaptılar. Bu analize bağlı 

olarak AML ve akut lenfoblastik lösemi (ALL) sınıflarının bilinmesine bağlı olarak 

iki farklı gruba ayırdılar. Ġlaveten AML’leri ALL’lerden ayırt eden 50 tane gen tespit 

edildi. Bu çalıĢma gen ekspresyon analizinin ilk olarak kanser sınıflandırılmasında 

kullanılabileceğini gösterdi. 

Kanserlerin gen ekspresyonuna bağlı sınıflandırılması 2000’li yıllarda 

oldukça popüler hale gelmiĢ bununla alakalı birçok çalıĢma yapılmıĢtır (Alizadeh ve 

ark 1999, Alizadeh ve ark 2001). Bu yıllarda yapılan bir baĢka çalıĢmada ise 

hastaların klinik verilerinin ve tedaviye karĢı verdikleri yanıtların çok farklı olduğu 

bilinen diffüz büyük B hücre lenfoması (DLBCL) hasta grupları üzerinde yapılmıĢ ve 

gen ekspresyon profiline bağlı olarak iki farklı grup bulunmuĢtur (Alizadeh ve ark 

2000). Daha sonraki çalıĢmalar ile gen ekspresyon analizine bağlı sınıflandırma 

lösemi ve lenfomalarla sınırlı kalmamıĢ meme kanserli hasta gruplarında da yapılmıĢ 
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ve ekspresyon analizine bağlı olarak farklı gruplar ortaya çıktığı gösterilmiĢtir  

(Hedenfalk 2002, Hedenfalk ve ark 2002).  

Bu yöntemin keĢfedilmesiyle birlikte birçok araĢtırma grubu yönlerini çeĢitli 

kanser türlerinin gen ekspresyon analizi ile profillenmesine çevirmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalar kanserin moleküler mekanizmasının da daha iyi anlaĢılması sağlanmıĢtır. 

Ayrıca kanserde rol oynayan genlerin aydınlatılması ve genler arasındaki 

biyokimyasal yolakların ortaya konması konusunda da çalıĢmalar devam etmektedir. 

Gen ekspresyon analizine bağlı olarak yapılan profillemede klinik verilerle 

uyumlu çok baĢarılı sonuçlar elde edilmesine rağmen mikroçip yönteminde çeĢitli 

kısıtlamalar ile karĢı karĢıya kalınmıĢtır. Örneğin heterozigotluğun kaybı (LOH-lost 

of heterozygosity) durumu kanserde önemli bir veridir ve verinin mikroçip 

teknolojisiyle belirlenmesi Ģimdilik mümkün olmamaktadır. Diğer taraftan, gen 

ekspresyon analizine bağlı sınıflandırma çok hassas olmasına rağmen DNA’sı izole 

edilen dokunun da heterojenliği bu yöntemin çıkmazlarından biridir. Bu tür 

problemleri aĢmak içinse DNA’sı izole edilen dokunun siber bıçak teknolojisi 

kullanılarak alınması öngörülmüĢtür (Maitra ve ark 2001).  

1.2. Kordoma 

Kordoma ilk olarak 1856 yılında Virchow tarafından tanımlanmıĢ olup 

klivus’da görülen bir tümör olarak nitelendirilmiĢtir. Daha sonra 1857 yılında bu 

tümörün kıkırdaktan köken aldığını düĢünerek Virchow bu lezyonları ecchondrosis 

physaliphora spheno-occipitalis olarak isimlendirilmiĢtir. Ġlk mikroskobik bulgularda 

bu tümör hücrelerinin vakuoller içerdiğini gözlemlemiĢtir. Ardından Müller 1858 

yılında bu tümörün embriyonik korda dorsalis’den köken aldığını göstermiĢtir. 1894 

yılında ise Müllerin teorisini deneysel olarak gösteren Ribbert tarafından kordoma 

olarak isimlendirilmiĢtir (Casali ve ark 2007).  
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SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results) tarafından açıklanan 

bilgilere göre yıllık kordoma görülme olasılığı 100.000’de 0,08 olarak açıklanmıĢtır. 

Ayrıca yine aynı verilerden yola çıkılarak kordomanın erkeklerde görülme sıklığının 

kadınlara nazaran yaklaĢık olarak 2 kat daha fazla olduğu gösterilmiĢtir (McMaster 

ve ark 2001). Kordomalar ender karĢılaĢılan aksiyel iskelet üzerinde oluĢan bir çeĢit 

kemik tümörüdür. Kordoma aksiyel iskelet üzerinde %32 kranial %32,8 spinal ve % 

29,2 oranında sakrumda oluĢtuğu bildirilmiĢtir (Papagelopoulos ve ark 2004).  

Kordomaların biyolojik özellikleri değiĢiklik göstermesine rağmen genellikle 

genç yaĢlarda görülenlerin daha hızlı büyüme seyri izledikleri bildirilmiĢtir 

(Mendenhall ve ark 2005). Çoğunlukla kordomalar musin salgılayan lobüle, gri ve 

saydam solid kitlelerdir. Bu özellikleriyle kıkırdak tümörlerine benzerlik gösterirler. 

Kordoma yapısal özellikleri itibariyle kemikleĢmiĢ veya kalsifiye olmuĢ olabilir. Bu 

açıdan tümör kitlesi miksoid, yumuĢak olabildiği gibi sert yapılı kitleler de 

görülmektedir. Bu tümörler yumuĢak doku içinde oluĢturulan yalancı kapsül içinde 

olduklarından dolayı toplu olarak görülürken kemik içerisinde multifokal bir yapı 

izlenir. Mikroskobik olarak fizaliferöz (sitoplazmik vakuollere sahip) hücrelerden 

oluĢan kordoma iğsi hücre morfolojisine sahip hücreler de barındırırlar (Resim 1.1) 

(Sundaresan ve ark 2009).  
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Resim 1.1. Primer kordoma kültürlerine ait fizaliferöz hücre yapısı (100X büyütme). 
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Ayrıca yaĢlıların omurgalarında oluĢan bu tümörün MIB-1 indeksinin düĢük 

olduğu ve bu tümörlerde apoptoz indeksinin daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir 

(Kilgore ve Prayson 2001, Naka ve ark 2003). Bununla birlikte tekrarlayan 

tümörlerde ise MIB-1 indeksinin yüksek apoptoz indeksinin de yüksek olduğu 

gösterilmiĢtir (Kilgore ve Prayson 2001, Naka ve ark 2003). Kordomaların oldukça 

yavaĢ büyüyen ve lokal invazyon gösteren bir yapısı vardır (Ahlhelm ve ark 2005).  

Notokord mezodermden köken alan ve bütün omurgalı canlıların embriyonal 

aĢamasında mevcut olan fakat insan gibi yüksek organizasyonlu canlılarda yaĢamsal 

süreç içerisinde yerini vertebralara bırakan bir yapıdır (Casali ve ark 2007). Normal 

olarak omurların Nükleus pulposus,  Annulus fibrosus ve intervertebral disk olmak 

üzere 3 bileĢeni vardır (Humzah ve Soames 1988).  Notokordun nükleus pulposus 

hücrelerinden oluĢtuğu hipotezi 1950’li yıllara kadar gitmektedir (Rufai ve ark 

1995).  Fareler üzerinde 2008 yılında yapılan bir çalıĢmada nükleus pulposus 

hücrelerinin embriyonal notokord’dan köken aldığı gösterilmiĢtir. Bu yapılan 

çalıĢmada kordomanın da nükleus pulposus hücrelerinden köken aldığını gösteren 

kanıtlar ortaya konmuĢtur (Choi ve ark 2008).  

Kordomalar kemoterapiye ve radyoterapiye karĢı oldukça dirençlidir 

(Carrabba ve ark 2008, Dehdashti ve ark 2008, Foweraker ve ark 2007, Hasegawa ve 

ark 2007b, Igaki ve ark 2004, Karger ve ark 2006, Rhomberg ve ark 2006). Bu 

yüzden kordomaların tedavisinde radikal cerrahi yöntemlerinin çok daha etkili ve 

tedavi edici olduğu düĢünülmektedir (Bailey ve ark 2006, Cho ve ark 2008b, Fatemi 

ve ark 2008, Hasegawa ve ark 2007a, Hasegawa ve ark 2007b, Henderson ve ark 

2009, Jiang ve ark 2009, Krishnan ve ark 2005, Liu ve ark 2008, Noel ve ark 2004). 

Yapılan araĢtırmalarda kordoma hastalarının yaĢam süreleri ortalama 6 yıl olarak 

belirlenmiĢ olmakla beraber ilk beĢ yılda yaĢama oranı %70 iken onuncu yılının 

ardında bu oranın %40’lara kadar indiği bildirilmiĢtir (Casali ve ark 2007).   

Yapılan çalıĢmalar kordomanın moleküler biyolojisini tam olarak ortaya 

koymaya yetmemiĢtir. In-vitro olarak kültüre edilebilen hücre hatlarının sayısının 
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çok az olması kordomayı günümüzde dahi anlaĢılmasını güçleĢtirmektedir. Kordoma 

hücre hatlarının üretilmesi ve karakterize edilmesi kordomanın moleküler alt 

yapısının aydınlatılmasında oldukça önemli adımlar olacaktır. Kordomalar genel 

itibarıyla düĢük dereceli tümörler olmasına rağmen bazı hastalarda agresif 

olabildikleri gibi metastaz yapabilmektedirler. Literatürde akciğere, kemiğe ve 

karaciğere metastaz yaptıkları gösterilmiĢtir (Auger ve ark 1994, Guedes ve ark 

2009, McPherson ve ark 2006, Perasole ve ark 1991).   

Kordomaların çoğu genellikle sporadik olmasına rağmen literatürde ailesel 

geçiĢ olduğu gösterilen vakalar da mevcuttur (Almefty ve ark 2009, Bayrakli ve ark 

2007, Bhadra ve Casey 2006, Stepanek ve ark 1998, Yang ve ark 2001, Yang ve ark 

2009).   

1.2.1. Kordomaların Patolojisi 

Kordoma ender karĢılaĢılan ve tüm kemik tümörleri arasında görülme oranı 

%2–4 arasında olan birincil kemik tümörüdür. Bütün intrakranial tümörler arasında 

ise görülme oranı % 0,1–0,2 arasında değiĢmektedir. Kordoma, 2002 yılındaki dünya 

sağlık organizasyonunun yapmıĢ olduğu patolojik sınıflandırmada düĢük-orta 

dereceli malign tümör olarak tanımlanmıĢtır (Mirra JM 2002). Kordoma aksiyel 

iskelette ve çoğunlukla sakral omurlarda görülür. Makroskopik olarak çok lobüllü 

mavi-gri renkte ve jelatin yapılıdır. Mikroskobik olarak muko-miksoid yapıda 

lobüllerden oluĢtuğu gözlemlenmiĢtir (Romeo ve Hogendoorn 2006). 

Aksiyel iskelet kemik, kıkırdak, fibrokıkırdak, notokord, merkezi sinir sistemi 

yağ dokusu ve düz kas gibi birçok dokudan oluĢmuĢtur. Aksiyel iskelet üzerinde 

oluĢan herhangi bir tümör bu dokuların herhangi birinden kaynaklanabilir. (Chugh ve 

ark 2007) Kafa ve omurlarda en sık görülen benin kemik tümörü hemanjiomadır. 

Bununla birlikte en sık görülen malin kemik tümörü ise kordomalardır. Kordoma 

genellikle tüm yaĢ gruplarında görülmesine rağmen 50-60’lı yaĢlarda daha sık 

görülmektedir (McMaster ve ark 2001).  
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Kordoma patolojik olarak klasik, kondroid ve dediferensiye olarak 3 alt gruba 

ayrılır.  

Klasik kordoma lobüler bir yapı gösterir ve etrafındaki yumuĢak dokudan 

belirgin bir Ģekilde ayrılır. Tümörün büyüklüğü oldukça değiĢken olmakla birlikte en 

büyük tümörlere sakrumda rastlanılmıĢtır (Jeanrot ve ark 2000, Osaka ve ark 2006, 

Sung ve ark 2005). Klasik kordomalarda hücre tipi sitoplazmik vakuol içeren 

hücrelerle kendini belli eder fakat bu hücre morfolojisinin yanı sıra iğsi yapıda 

hücrelere rastlamakta mümkündür (Oconnell ve ark 1994). Mitoz oranı düĢük 

olmakla birlikte nekroz odakları da görülebilir. Ġmmunohistokimyasal olarak klasik 

kordoma keratin ve bazı epiteliyal belirteçleri eksprese eder. Özellikle kalsiyum 

bağlama proteini olan S-100 ile boyanır (Barnes 1991, Oconnell ve ark 1994). 

Kondroid kordoma, klasik kordoma gibi benzer özellikler göstermesine 

rağmen bazı bölgelerde düĢük dereceli kondrosarkom özelliklerini de taĢır. Bu açıdan 

klasik kordomaya nazaran daha ılımlı prognozu gösterir. Kondroid kordoma daha sık 

olarak kafa tabanında görülür (Wenig ve ark 1985, Wojno ve ark 1992).  

Dediferensiye kordoma en az görülen kordoma türüdür. Klasik kordoma ve 

yüksek dereceli iğsi hücre sarkom bölgeleri içerir. Çoğunlukla sakrokoksiyal bölgede 

görülür. Rekürens oranı daha yüksektir (Bisceglia ve ark 2007, Ridenour ve ark 

2010).  

1.2.2. Kordomaların Tanısı  

Kordomalar sitokeratin 8, 18 ve 19, ayrıca epiteliyal membran antijeni ve S-

100 proteinlerini üretirler (Hayashi ve ark 1991, Johnson ve Nagle 1984, Nakamura 

ve ark 1983, Walker ve ark 1991). Bununla birlikte bu veriler kordomaların 

kondrosarkomlardan ayrılması için yeterli olmamıĢtır. Mezenkimal tümörlerin gen 

ekspresyonu analizi için yapılan bir çalıĢmada araĢtırmacılar kordomaların 

diğerlerinden farklı olarak notokordda sentezlendiği bilinen bir proteinin 
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kordomalarda da sentezlendiğini gösterdiler (Henderson ve ark 2005). YapmıĢ 

oldukları bu çalıĢmanın ardından 2006 yılında Brachyury geninin kordomalarda 

oldukça fazla miktarda sentezlendiğini gerek mikroçip ve gerekse 

immunohistokimyasal olarak gösterdiler. Elde edilen bu bulgular sayesinde kıkırdak 

tümörleri ile kordomalar net bir Ģekilde ayrıldığı gibi kordomaların notokordal 

kökenli olduğu ispat edilmiĢtir (Romeo ve Hogendoorn 2006, Vujovic ve ark 2006). 

Brachyury Yunancadan köken alır ve kısa kuyruk anlamına gelir (Kavka ve Green 

1997). Brachyury T-kutusu transkripsiyon ailesinin bir üyesi olup embriyonal 

devrede mezoderm geliĢimde önemli roller üstlenir (Beddington ve ark 1992, Fehling 

ve ark 2003). Ġlk olarak 1991 yılında klonlanmıĢtır (Herrmann, 1991). Brachyury’nin 

farelerde kuyruk oluĢumunda önemli roller üstelendiğini gösteren çalıĢmalar 

yapılmıĢtır (Beddington ve ark 1992, Herrmann 1991, Stott ve ark 1993). Son 

yıllarda, Brachyury’nin embriyonik kök hücrelerde varlığı üzerinde durulmuĢ ve kök 

hücreler üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır (Christoforou ve ark 2008, Paige ve ark 

2010, Schubert ve ark 1995). Tüm bunların haricinde diğer bazı teratomlarda da 

Brachyury ekspresyonuna rastlanmıĢtır (Park ve ark 2008, Sangoi ve ark 2009, Takei 

ve Powell 2010).   

Kordomalar ve nükleus pulposus hücreleri üzerinde yapılan bir baĢka 

çalıĢmada ise CD24 antijenin yüksek miktarda üretildiği gösterilmiĢtir (Fujita ve ark 

2005). Bu çalıĢma ile kordomanın köken aldığı hücrelerin nükleus pulposus hücreleri 

olduğu hipotezi biraz daha güç kazanmıĢtır. Tüm bu bulguların ardından daha öncede 

bahsedildiği üzere 2008 yılında yayımlanan çalıĢma kordomanın köken aldığı 

hücreler hakkında kuĢku götürmeyecek bilgiler ortaya koymuĢtur (Choi ve ark 2008).  

Yapılan tüm bu çalıĢmalar sayesinde kordomanın moleküler tanısı için yeni 

belirleyici proteinler ortaya konulmuĢ ve bu sayede literatürde kondrosarkomlar gibi 

kordomaların sıklıkla karıĢtırıldığı vakalar azalmıĢtır. Kordomaların tanısı için 

kullanılan belirteçlerin listesi çizelge 1.3’te verilmiĢtir. 
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Çizelge 1.3. Kordomalarda yüksek ekspresyon gösteren genler, bulunduğu 

kromozomal bölgeler ve bu genlerin kordomalardaki varlığını gösteren kaynaklar.  

Gen Ġsmi 

mRNA 

kodu 

mRNA nükleotit 

kodu 

Kromozomal 

Bölge 
Literatür 

EMA NM_002456 
1q21 

 

(Walker ve ark 

1991) 

Galektin-3 NM_002306 
14q22.3 

 
(Gotz ve ark 1997) 

E-kaderin NM_004360 
16q22.1 

 
(Naka ve ark 2001) 

Vimentin NM_003380.2 
10p13 

 
(Niwa ve ark 1994) 

CD24 

 
NM_013230 

6q21 

 
(Oakley ve ark 2008) 

CD44 NM_000610.3 
11p13 

 

(Saad ve Collins 

2005) 

Sitokeratin-

19 
NM_002276 

17q21.2 

 

(Walker ve ark 

1991) 

c-met NM_001127500 
7q31 

 
(Naka ve ark 1997) 

Brachyury 
NM_003181 

 

6q27 

 

(Romeo ve 

Hogendoorn 2006) 

 

 

 



 

 

27 

 

1.2.3. Kordoma Sitogenetigi 

Kordomalar sitogenetik açıdan incelenmiĢ ve klasik G bantlama yöntemi, 

genomik kıyaslama (CGH) ve floresan in-situ hibridizasyon teknikleri de 

kullanılarak kromozomal seviyedeki anomaliler ortaya konmuĢtur (Bayrakli ve ark 

2007, Hallor ve ark 2008, Kuzniacka ve ark 2004, Scheil ve ark 2001). Yapılan bu 

çalıĢmalarda yaklaĢık 100 kadar vaka kullanılmıĢtır. Literatürde kordomalardaki 

sitogenetik anomali ilk olarak Persons tarafından gösterilmiĢtir (Persons ve ark 

1991). Bu çalıĢma için sadece iki vaka kullanılmıĢ olup her ikisinde de çeĢitli 

kromozomal anomaliler gösterilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda kromozomlarda birçok 

anomali gösterilmesine karĢın kordomalar için belirleyici bir anomali 

saptanamamıĢtır. En tutarlı sonuçlar olarak 2001 yılı içerisinde yapılan CGH 

çalıĢması ile gösterilmiĢtir (Scheil ve ark 2001). Bu çalıĢmada CGH yöntemi ile 

karyogramı yapılmıĢ 16 vakanın bulgularına göre kordomaya spesifik bir bölge tespit 

edilememiĢtir (Scheil ve ark 2001). Diğer taraftan, 2000 yılı içerisinde yapılan 5 

sporadik ve 4 ailesel geçiĢ izleyen vaka üzerinde yapılan çalıĢmada 1p36 bölgesinde 

dublikasyonların olduğu gösterilmiĢtir (Miozzo ve ark 2000).  2005 yılında 6 

kordoma vakası üzerinde yapılan diğer bir çalıĢmada ise CGH ve interfaz FISH 

yöntemi kullanılarak elde edilen sonuçta 3 tümörde 1q23~q24, 7p21~p22, 7q ve 

19p13 bölgelerinde duplikasyonlar gözlemlenmiĢtir. Bunlardan sadece 7. 

Kromozomlar üzerindeki anomaliler interfaz FISH yöntemi kullanılarak 

doğrulanmıĢtır (Brandal ve ark 2005). 

1.2.4. Kordomanın Ailesel Geçişi 

Literatürde kordomanın ailesel geçiĢ izleyebildiği yönünde yapılan çok az 

sayıda çalıĢma mevcuttur. Bu konuda ilk bulgular, 1998 yılında rapor edilmiĢ 

Ġskoçyalı bir ailenin iki kuĢağında rastlanan 4 vaka (Stepanek ve ark 1998) ve 1999 

yılında ailesel kordoma olduğu söylenen 2 vaka üzerinde yapılan sitogenetik 

araĢtırmalardır (Dalpra ve ark 1999, Stepanek ve ark 1998). Bu çalıĢmaların ardından 

2001 yılında linkage analizi kullanılarak yapılan bir çalıĢmada kordomalardaki 
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ailesel geçiĢ için 7p33 bölgesinin önemli olabileceğini belirten bir çalıĢma 

yayınlanmıĢtır (Kelley ve ark 2001, Yang ve ark 2001). Buna ilave olarak ailesel 

geçiĢ izleyen kordomalar için 7p33 ve 1p36 bölgeleri üzerinde çalıĢmalar 

yoğunlaĢmıĢtır (Kelley ve ark 2001, Yang ve ark 2001). Mevcut bulgular ıĢığında 

kordoma ile iliĢkilendirilmiĢ spesifik bir kromozomal bölge tanımlanmamıĢtır. 

1.2.5. Kordomaların Tedavisi 

Kordomalar kemoterapilere karĢı oldukça dirençlidirler. Literatürde agresif 

kordomalara karĢı kullanılan bazı kemoterapötik ajanların küçük çaplı etkileri 

gösterilmesine karĢın yapılan çalıĢmalarda incelenen vaka sayısı oldukça azdır. Bu 

nedenle elde edilen bu bulguya Ģüphe ile bakılmaktadır (Fleming ve ark 1993). 

Yapılan çalıĢmalarda bu tümörden alınan dokularda yüksek miktarda platelet 

büyüme faktörü reseptörünün (PDGFR) ve onun aktif formu olan fosforlanmıĢ 

Ģeklinin olduğunu gösterilmiĢtir (Tamborini ve ark 2006). Bu sonuçlardan yola 

çıkılarak halen daha faz çalıĢmaları devam eden tirozin kinaz inhibitörü olan imatinib 

kordomanın tedavisi için kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Casali ve ark 2004, Orzan ve 

ark 2007). Yapılan bu çalıĢmalarda, imatinibin kordomaların en azından metastaz 

yapma oranını düĢürdüğünü ve prognozu daha iyi hale getirdiğini göstermiĢlerdir 

(Casali ve ark 2005). Bunun haricinde kordomalarda setuksimab, gefitinib ve 

talidomid kullanılmıĢ fakat hasta sayısı az olduğu için güvenilir sonuçlar elde 

edilememiĢtir (Hof ve ark 2006, Schonegger ve ark 2005).  2009 yılında kordomanın 

moleküler temellerinin aydınlatılması için yapılan diğer bir çalıĢmada ise 

kordomalarda mTOR (mamalian target of rapamycin) yolağının aktive edildiği 

bunun sonucu olarak da rapamisin veya analoglarının kordomanın tedavisinde rol 

oynayabileceği savunulmuĢtur (Presneau ve ark 2009). Fakat bu fikri destekleyen 

çalıĢmalar literatürde bulunmamaktadır. 

Kordomalar üzerinde sadece kemoterapötik ajanlar değil aynı zamanda çok 

çeĢitli radyoterapiler de uygulanmıĢtır. Literatüre bakıldığında sakral ve kafa 

tabanında oluĢan kordomalar için karbon iyon radyoterapi uygulamaları mevcuttur 
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(Brackmann ve Teufert 2006, Combs ve ark 2009, Schulz-Ertner ve ark 2007).  

Sonuç olarak bu çalıĢmalarda varılan nokta tümörün büyümesi durdurulsa bile yok 

edilmesinin mümkün olmadığıdır (Mizoe ve ark 2009). Karbon iyon radyoterapinin 

haricinde proton tedavi ve varyasyonları da hastalar üzerinde uygulanmıĢtır (Cho ve 

ark 2008b, Foweraker ve ark 2007, Jereczek-Fossa ve ark 2006, Noel ve ark 2005, 

Weber ve ark 2007). Bu alanda odaklanmıĢ siber bıçak (cyber knife), gamma bıçak 

(gamma knife) (Hasegawa ve ark 2007b, Henderson ve ark 2009, Hug ve ark 2002, 

Liu ve ark 2008, Marucci ve ark 2004) radyoterapi uygulamaları da kordomalar 

üzerinde denenmiĢ ve umut vadeden sonuçlar elde edilmiĢtir. Yapılan tüm bu 

çalıĢmalarda varılan ortak sonuç kordomalar üzerinde yüksek dozlarda uygulanan 

radyoterapilerin etkinliği söz konusu olmakla birlikte fayda-zarar denge verileri 

ıĢığında vakaya yönelik uygulamaların daha doğru olacağı yönündedir.  

Tüm bu geliĢmeler çerçevesinde kordomanın en etkin tedavisinin cerrahi 

yöntemlerle (en bloc) tümörün alınması olduğu düĢünülmektedir.  

1.2.6. Kordomanın Moleküler Biyolojisi 

Kordoma çok eskiden beri bilinmesi karĢın diğer kanser türlerinin aksine 

üzerinde yapılan moleküler biyoloji temelli çalıĢmalar oldukça azdır. Günümüze 

kadar yapılan araĢtırmalardan yola çıkılarak kordomaların oluĢumundaki temel 

yapılar ortaya net olarak ortaya konmamıĢtır. 

Kordomalar üzerinde yapılan ilk moleküler temelli çalıĢma 1997 yılında 

yapılmıĢ olup 7 vakadan elde edilen dokulardan DNA izolasyonu yapılarak tümör 

baskılayıcı bir gen olan RB genindeki mutasyonlar araĢtırılmıĢ ve sonuç olarak iki 

vakada RB genin 17. Ġntron bölgesinde heterozigotluğun kaybı (LOH-Loss of 

Heterozygosity) belirlenmiĢtir (Eisenberg ve ark 1997). Yine aynı yıl yapılan, fakat 

bu defa bir onkogen olan c-Met (karaciğer büyüme faktörü) üzerinde yapılan 

çalıĢmada kordomalarda c-Met genin fazla eksprese olduğu gösterilmiĢtir (Naka ve 

ark 1997). 2001 yılında yapılan bir çalıĢmada, yüzey tutunma proteinleri (CAM-cell 
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adhesion molecule) olan E-kaderin, alpha-katenin, beta-katenin, gamma-katenin ve 

nöral hücre tutunma molekülü olan NCAM’in kordomalarda büyük ölçüde eksprese 

edildiği gösterilmiĢtir (Naka ve ark 2001). Bu aĢamadan sonra kordomalarda malign 

tümör oluĢumunda önemli bir etken olarak görülen galektin-3 proteinin varlığı da 

baĢka bir çalıĢmada ortaya konmuĢtur (Juliao ve ark 2002).  

Kordomalarda görülen lokal invazyonu açıklayan bir çalıĢma yapılmıĢ ve bu 

çalıĢmalarda kordoma dokularında yüksek miktarda MMP-1(matriks metallo 

proteinaz), MMP-2, TIMP-1 ve katepsin-B’nin varlığına rastlanmıĢtır. Bu 

bulgulardan yola çıkılarak kordomanın bulunduğu bölgede hücre dıĢı ortamı yıkarak 

hücrelerin hareketliliğini sağladığı gösterilmiĢtir (Naka ve ark 2008b).  

Kordoma üzerine yapılan çalıĢmalar arttıkça hücre döngüsü üzerinde etkili 

olan proteinlerin ekspresyonu araĢtırılmaya baĢlamıĢ, ilk olarak da hücre döngüsü 

üzerindeki etkisi daha önce bahsedilen siklin D1 proteinin yüksek miktarda olduğu 

gösterilmiĢtir (Kilgore ve Prayson 2001). Tümör baskılayıcı genlerin kordomalardaki 

durumlarının araĢtırıldığı bir çalıĢmada ise TSC1 (tuberosklerosis kompleks) ve 

TSC2 genlerinin kordomalarda inaktif olduğu gösterilmiĢtir (Lee-Jones ve ark 2004).  

Birçok kanserde varlığı gösterilen c-Met, ve epidermal büyüme faktör 

reseptörünün (EGFR) kordomalarda yüksek miktarda sentezlendiği c-Erb-b2 

(HER2/neu)’nin ise farklı seviyelerde sentezlendiği gösterilmiĢtir (Weinberger ve ark 

2005). Bu çalıĢmadan yola çıkılarak kordomanın tedavisinde erlotinib (tarceva) 

kullanılmıĢtır (Loehn ve ark 2009, Singhal ve ark 2009).  

Tirozin kinazlar anlatılırken bahsedilen platelet büyüme faktör reseptörünün  

(PDGFR) kordomalarda yüksek miktarda hem de fosforile edilmiĢ (aktif) olarak 

bulunduğunun tespiti kordomaların tedavisi için yeni kemoterapötik ajanların 

kullanılmasına yol açmıĢtır (Casali ve ark 2004, Lagonigro ve ark 2006, Negri ve ark 

2007, Tamborini ve ark 2006).  
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Daha önce de bahsi geçtiği üzere epidermal büyüme faktörü ve reseptörü 

oldukça fazla miktarda kordomalarda sentezlendiği gösterilmiĢti. AraĢtırmacılar bu 

sonuçlardan yola çıkarak EGFR’ın uyardığı yolağının kordomalardaki durumuna 

bakmıĢlar ve sonuç olarak Akt-mTOR-S6K/4E-BP1 biyokimyasal yolağın 

kordomalarda oldukça aktif olduğunu göstermiĢlerdir (Dobashi ve ark 2009, Schwab 

ve ark 2009). 

Son on yılda kordomanın moleküler mekanizmasının aydınlatılması üzerine 

yapılan çalıĢmalarda önemli yol kat edilmesine rağmen günümüzde halen net olarak 

bu mekanizma çözülmemiĢtir.  

1.3.  MikroRNA 

Gen ekspresyonunun translasyon sonrası düzenlenmesinde küçük RNA 

parçaları tarafından müdahale edilerek genlerin baskılanmasının tanımlanması hücre 

biyolojisi tarihinin en önemli keĢiflerinden biridir. Ġlk olarak bu küçük RNA 

parçalarının bir genin baskılamasının gösterilmesi petunya bitkilerinde olmuĢtur. Bu 

çalıĢmada petunya hücrelerine, dıĢarıdan verilen nükleik asit dizilerinin aktarımı 

(transfeksiyon) sonucunda, aktarılan bu nükleik asit dizisinin benzeri dizilimi içeren 

genin baskılandığı gösterilmiĢtir (Napoli ve ark 1990). Andrew Fire ve Rob Mello, 

Ceanorhadbitis elegans üzerinde yaptıkları çalıĢmada translasyon sonrası meydana 

gelen gen ekspresyon düzenlenmesinin mekanizmasını buldular. Bu sonuçlara göre 

gen ekspresyonunun düzenlenmesinde RNA interferansı (RNAi) adını verdikleri 

küçük RNA parçalarının sorumlu olduğunu gösterdiler (Fire ve ark 1998). RNAi’nın 

mekanizmasının açıklandığı bu ilk çalıĢmada, çift zincirli RNA taĢıyan virüslere 

karĢı bir hücresel immün tepki olduğu öngörülüyordu. Buna göre, hücreye dıĢarıdan 

gelen bu çift sarmal RNA yabancı olarak görülüyor; iĢlenerek kısa parçalara ayrılıyor 

ve RNAi’lere (siRNA) dönüĢtürülüyordu. RNAi’ler daha sonra kendi dizilimine 

benzer dizilime sahip mRNA’lara bağlanarak onların parçalanmasını sağlıyorlardı. 

Bu mekanizma sayesinde virüs replikasyonunun gerçekleĢmesi için gerekli 

proteinlerin sentezlenmesi önleniyordu.  
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mikroRNA’lar, 20-25 nükleotid uzunluğunda, iç kaynaklı küçük RNA 

moleküllerinin geniĢ bir sınıfını oluĢtururlar (Ambros 2001, Bartel 2007, Carrington 

ve Ambros 2003). Tüm öncül miRNA’lar yüksek minimal katlanma serbest 

enerjisiyle (MFEI) (Zhang ve ark 2006e), ikincil saç tokası yapısında bulunur 

(Ambros 2001, Bartel 2007, Carrington ve Ambros 2003). Hayvanların (Pasquinelli 

ve ark 2000) ve bitkilerin (Floyd ve Bowman 2004, Zhang ve ark 2006c) bazı türleri 

arasında miRNA’lar oldukça korunmuĢtur.  

Yapılan araĢtırmalarda kodlanmayan küçük RNA parçalarının bazı genler 

üzerinde baskılayıcı etkileri gösterilmiĢtir. Lee ve arkadaĢları 1993 yılında tarafından 

keĢfedilen küçük bir RNA parçasının, lineage-deficient-4 (lin-4), gen sekansına 

neredeyse mükemmel bir benzerlik gösterdiğini buldular. C. elegans üzerinde 

yapılan bu çalıĢmada iç kaynaklı (endojenik) küçük bir RNA parçasının (lin-4); post-

embriyonik geliĢme için gerekli bir proteini kodlayan lin-14’ genin translasyonunu 

genin 3´ bölgesinde bulunan ve translasyona uğramayan bölgesiyle (3´-UTR) RNA-

RNA etkileĢimi sayesinde translasyonu düzenlediği gösterilmiĢtir (Lee ve ark 1993). 

O zamanlarda bu çalıĢma bilim adamların fazla ilgisini çekmemiĢ, çoğu araĢtırmacı 

bu bulguların solucan genetiğindeki bir gariplik olarak değerlendirmiĢtir. Daha sonra 

bu çalıĢmayı destekler nitelikte olan ve yine C. elegans üzerinde yapılan bir baĢka 

çalıĢmada ise let–7 genini baskılayan küçük kodlanmayan RNA parçalarının varlığı 

gösterilmiĢtir (Reinhart ve ark 2000). Endojen küçük RNA’ların, haberci RNA’ların 

(mRNA) translasyonunu baskıladığı hipotezi yapılan araĢtırmalarla desteklenmiĢ ve 

“mikroRNA” terimi Science dergisinde yayınlanan bir dizi makalede önerilmiĢ ve 

kabul görmüĢtür (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 

2001).  

miRNA’lar, genomdan kodlanan ve ürün olarak bir polipeptidi Ģifrelemeyen, 

yeni küçük RNA ailesinin bir üyesidir. Kodlanmayan RNA’lar ailesinin Piwi-

interacting RNA (Aravin ve ark 2007) ve endojen siRNA (Lee ve ark 2006) gibi 

transpozonları mutasyonu önlemek amacıyla susturan yeni üyeleri de keĢfedilmiĢtir. 
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Hızla geliĢen miRNA araĢtırmalarının bir göstergesi miRBase isimli miRNA 

giriĢlerinin ve bilgilerinin tutulduğu dizi veritabanıdır (Griffiths-Jones ve ark 2008).  

miRNA'lar gen ekspresyonunu hedef mRNA’lara direk bağlanarak ya da 

hedeflenmiĢ mRNA’ların hayvanlardaki 3’-UTR bölgelerinde mükemmel ya da 

mükemmele yakın eĢlenmesi sayesinde translasyonunu inhibe ederek düzenler (de 

Moor ve ark 2005, Lai 2002, Robins ve Press 2005, Stark ve ark 2005, Sun ve ark 

2005). 

miRNA’ların hedef genlerinin; hayvanlarda geliĢimsel zamanlama, kök hücre 

bölünmesi, apoptoz, çeĢitli hastalıklar ve kanserde dahil olmak üzere birçok biyolojik 

iĢlemleri kontrol eden genler olduğu gösterilmiĢtir (Abelson ve ark 2005, Alvarez-

Garcia ve Miska 2005, Cheng ve ark 2005a, Cheng ve ark 2005b, Cimmino ve ark 

2005, Hatfield ve ark 2005, Houbaviy ve ark 2003, Lee ve ark 1993, Meltzer 2005, 

Miska ve ark 2004, Reinhart ve ark 2000, Suh ve ark 2004, Tanno ve ark 2005, 

Volinia ve ark 2006, Zhang ve ark 2006b). Günümüzde tanımlanmıĢ binlerce 

miRNA; deneysel metotlar, biyoinformatik yaklaĢımlar, yazılmıĢ dizi etiketleri 

(EST-expressed sequence taq) ve genomik keĢif dizisi (GSS-genetic survey 

sequence) analizleri kullanılarak tespit edilmiĢtir (Brown ve Sanseau 2005, Lee ve 

ark 1993, Zhang ve ark 2006a, Zhang ve ark 2006d, Zhang ve ark 2005). Ancak, 

deneysel metotların haricinde bulunan miRNA’ların yalnızca bir kısmının varlıkları 

laboratuar ortamında ispatlanmıĢtır (Griffiths-Jones ve ark 2006). Biyoinformatik 

yazılım ve teknikler kullanılarak belirlenen miRNA’ların yine yazılımlar kullanılarak 

mevcut mRNA’ların ancak %30 civarındakileri hedefleyebildiği gösterilmiĢtir 

(Berezikov ve ark 2005, Lai ve ark 2003, Lewis ve ark 2005, Lim ve ark 2003a, Lim 

ve ark 2003b).    

1.3.1. miRNA Sentezi  

Literatürde miRNA’ların sentezi ile ilgili yoğun çalıĢmalar bulunmaktadır 

(Bartel 2007, Chen 2005, Kim 2005, Tomari ve Zamore 2005). Mevcut çalıĢmalara 
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göre; miRNA’ların genlerden kodlandığı, iç kaynaklı siRNA’ların çift yönlü 

transpozon transkripsiyonundan oluĢtuğu ve dıĢ kaynaklı siRNA’ların ise çift sarmal 

RNA virüslerinden (dsRNA) ya da deneysel müdahalelerden kaynaklanan RNA’lar 

olduğu gösterilmiĢtir (Chua ve ark 2009, Davis ve Hata 2009, Winter ve ark 2009).  

miRNA sentezi miRNA genlerinden RNA polimeraz II (RNA pol II) enzimi 

ile üretilen öncü miRNA (pri-miRNA) sentezlenmesiyle baĢlar. Bu öncü miRNA 

RNA pol II’nin imzası olan 5’-metil guanozin Ģapkası ve 3’ poli A kuyruğu taĢır ve 

yüz ile binlerce sayıda nükleotid içeren bir polinükleotitdir (Ambros 2004, Cai ve ark 

2004, Lee ve ark 2002b, Lee ve ark 2004, Zeng ve ark 2005). Öncü miRNA’lar (pri-

miRNA) saç tokası Ģekilli ilmek ve/veya sap yapılardan oluĢmuĢtur. Öncü miRNA 

sentezinin ardından nükleusta bulunan DroĢa (bir RNaz III endonükleazı) ve 

DGCR8/PaĢa’dan (iki protein içeren çift zincirli RNA bağlama noktası 500-600kDa) 

oluĢan ve mikroiĢlemci kompleksi de denilen yapıya bağlanır ve 60-70 nükleotidli 5’ 

ucunda fosfat ve 3’ ucunda 2 nükleotidlik çıkıntı olacak Ģekilde 60 ila 70 nükleotidlik 

parçalar haline getirilerek pre-miRNA haline dönüĢtürülür. pre-miRNA sitoplazmaya 

eksportin 5 (bir gen taĢıma reseptörü ailesi) tarafından taĢınır (Bartel 2007, Bohnsack 

ve ark 2004, Lund ve ark 2004, Yi ve ark 2003). Sitoplazmaya geçen pri-miRNA 

yine RNA-pol III’ün bir türü olan dicer tarafından kesilerek 20 ila 25 nükleotidlik bir 

dubleks yapıda olan olgun miRNA ve onun bütünler miRNA* çift sarmal halini alır 

(Grishok ve ark 2001, Hutvagner ve ark 2001, Ketting ve ark 2001). En sonunda 

miRNA:miRNA* ikilisi helikaz tarafından çözülerek olgun bir miRNA ve 

miRNA*ya dönüĢür (Olgun miRNA’nın tamamlayıcı dizisi olan küçük RNA parçası 

miRNA* olarak gösterilir). Genellikle dubleksin bir iplikçiği yıkıma uğrar; bazı 

durumlarda ise iki iplikçikten de olgun miRNA’lar üretilebilir (Gregory ve ark 2007, 

Lin ve ark 2005). Dicer’e bağlanan olgun miRNA daha sonra argonat (Ago) 

proteinlerine bağlanır ve RNA-indüklenmiĢ susturma kompleksini (RISC) oluĢturur  

(Morris 2008, Tang 2005, van den Berg ve ark 2008).  Ġç kaynaklı ve dıĢ kaynaklı 

siRNA’lar da paralel yolaklarla üretilir, fakat ayrı Dicer ve Ago protein izoformları 

mRNA yıkımında kullanılır(Morris 2008, Tang 2005, van den Berg ve ark 2008).   
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Şekil 1.1. miRNA, iç kaynaklı siRNA, ve dıĢ kaynaklı siRNA’ların iĢlenme 

aĢamaları (Saugstad 2010 değiĢtirilerek alınmıĢtır). 

 



 

 

36 

 

1.3.2. mRNA Hedeflerinin mikro RNA’lar Tarafından Düzenlenmesi  

RNA ile uyarılmıĢ susturma kompleksi (RNA Induced Silencing Complex-

RISC) içindeki miRNA’lar hedef mRNA’ları 3'  UTR bölgelerindeki baz eĢleĢmesine 

göre belirlerler (Bartel 2007, Pillai 2005). Hedef seçiminde bağlanmayı sağlayan 

kısım ise “çekirdek-seed” adı verilen sınırlı bir bölgedir (Ghildiyal ve Zamore 2009). 

Bunun yanı sıra, miRNA ya da mRNA’lara bağlanan proteinler de hedef seçimini 

etkiler (Forman ve Coller 2010). miRNA’lar genel olarak posttranskripsiyonel 

düzenlenmeyi; translasyonu baskılayarak veya mRNA hedeflerinin yıkımını 

sağlayarak yapar (Gebauer ve Hentze 2004, Meister 2007).  

Olgun mRNA’larda translasyonun baĢlatılmasında eIF4E (ökaryotik baĢlatım 

faktörü 4E) ile 7-metilguanozin dizilimi arasında doğrudan bir etkileĢim gereklidir 

(Gebauer ve Hentze 2004, Merrick 2004, Richter ve Sonenberg 2005). miRNA’lar 

mRNA’nın 3'-UTR bölgesine bağlandığında, RISC’teki Ago proteinleri mRNA’nın 

7-metilguanozin bölgesiyle etkileĢime girerek eIF4E’nin mRNA’ya bağlanmasını 

bloke eder ve böylece translasyonun baĢlamasını engeller (Kiriakidou ve ark 2007). 

Ġlgili miRNA’nın bağlanmasını takiben mRNA yıkımı gerçekleĢtirilerek mRNA yok 

olmasıyla ile sonuçlanır (Mathonnet ve ark 2007). miR-124’ün mRNA hedefleri 

üzerine yapılan araĢtırmalar; miRNA’ların hedefi olan mRNA’ların hem 

translasyonunu hem de varlığını azalttığını, translasyonun baĢlangıç aĢamasında 

sonlandırıldığını veya translasyonun olduğu bölgede ribozom sayısının azaltıldığını 

göstermiĢtir (Hendrickson ve ark 2009). Bu yüzden hedef mRNA’ların çoğu aynı 

anda hem translasyonel baskılandırma hem de yıkıma maruz kalırlar. 

miRNA iĢlevi mRNA’nın tek bir belirli bölgesine bağlanmaya endeksli 

değildir. ÇalıĢmalarda miRNA-ribonükleoprotein birleĢmesinin hedef mRNA’nın 

herhangi bir bölgesine bağlanarak baĢlamıĢ olan translasyonu mekanik olarak 

engelleyebildiği gösterilmiĢtir (Lytle ve ark 2007). Yapılan araĢtırmalarda 

miRNA’nın reseptör etkileĢimli protein 140’ın 5’-UTR bölgesine bağlanmasıyla ve 

3'-UTR bölgelerinde gösterdiği etkinliğiyle kıyaslandığında daha az etkin olsa da 
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miRNA’ların mRNA’da kodlanan bölgeleri de hedefleyebildiğini ortaya koyan 

sonuçlar alınmıĢtır (Forman ve Coller 2010, Tsai ve ark 2009). 

miRNA’lar ve ilgili RISC bir mRNA hedefine bağlandığında, RISC 

kompleksinde bulunan ve mitojen aktive edici bir kinaz olan P38 ile fosforile olan 

argonat proteini-2 (Ago2)’nin hedef mRNA’yı iĢlevsel parçalara ayırdığını gösteren 

çalıĢmalar yapılmıĢtır (Pillai ve ark 2005, Sheth ve Parker 2003, Zeng ve ark 2008). 

Bazı mRNA’ların yıkım sonrası RISC oluĢumundan ayrıldıktan sonra ribozomlara 

bağlanıp translasyona uğradığı da gösterilmiĢtir (Bhattacharyya ve ark 2006).  

1.3.3. miRNA Hedef Öngörüsü 

miRNA hedef öngörüsünde ilk açık-kaynaklı yazılım olan miRanda 2005’in 

yardımıyla yüksek ihtimalli olarak öngörülen miRNA hedef gruplarının, 

transkripsiyon faktörler, miRNA mekanizması ve translasyonel düzenlenmesinde rol 

oynayan proteinlerle ilgili mRNA’ları içerdiği gösterilmiĢtir (John ve ark 2004). 

Buna karĢın, temel hücre süreçlerinde rol oynayan proteinlerin genlerinin büyük bir 

kısmı çok kısa 3’-UTR’lere sahiptir ve spesifik olarak miRNA bağlanma bölgeleri 

yoktur (Stark ve ark 2005). Omurgalılarda miRNA’ların her biri yaklaĢık 200 

transkript hedefler (Krek ve ark 2005), ancak miRNA baĢına öngörülen tahmini 

hedef sayısı birkaç taneden, 800’e kadar çıkabilir. Birkaç miRNA’nın aynı mRNA’yı 

hedef olarak tanıması mümkün olmaktadır bu durumda hedef belirlenmesi için 

kullanılan yazılımlar MiRanda 2005 ve 2008 (Betel ve ark 2008, John ve ark 2004) 

ve PicTar (Krek ve ark 2005) ortak hedefler için birleĢimsel miRNA çözümlemeleri 

sunmaktadır. Çünkü çoklu miRNA’lar tarafından hedeflenen mRNA’larda 

güçlendirilmiĢ bir translasyonel baskılandırma gözlenmektedir (Doench ve Sharp 

2004).  

miRNA’ların hedeflerinin belirlenmesinde ilk yaklaĢım, hedefteki mRNA ile 

miRNA’lardaki çekirdek bölge arasındaki dizilim benzeĢmesini incelemektir. 

Bununla birlikte, miRNA’ların bağlanmasındaki afinite nedenlerinin artması için 



 

 

38 

 

mRNA üzerindeki bağlanma bölgelerindeki yapısal özellikler ve bağlanma bölgesi 

de büyük önem arz eder (Alexiou ve ark 2009). Konu ile ilgili en yaygın kullanılan 

veri tabanları Tarbase (Sethupathy ve ark 2006), Ago (Shahi ve ark 2006), ve 

miRNAMAP’dir (Hsu ve ark 2006, Hsu ve ark 2008) . 

miRNA’lar ve kanser 

Kanser geliĢiminde çevresel faktörlerin yanı sıra çok sayıda genetik faktörler 

de rol oynamaktadır. Bu genetik faktörlerin bazıları tümör geliĢimini baskılamakta 

bazıları ise kanser geliĢimi uyarmaktadır. Bunlardan onkogen ve tümör baskılayıcı 

(tumor suppressor) genler dahil olmak üzere insan veya diğer model hayvan 

genomlarında çeĢitli genler tespit edilmiĢtir. Yakın bir tarihte keĢfedilen miRNA, 

kanser araĢtırmalarına yeni bir bakıĢ açısı getirmiĢtir. 2004’te yapılan bir çalıĢmada 

miRNA’yı kodlayan genlerin %50’sinden fazlasının kanserle iliĢkilendirilmiĢ 

genomik alanlar ya da frajil bölgelerde yer aldığını gösterilmiĢtir (Calin ve ark 

2004b). Bu bulgu miRNA’ların kanserin patojenezinde çok önemli olduğunu ortaya 

koymuĢtur (Calin ve ark 2004b). 

Günümüzde miRNA’larla ilgili çalıĢmaların neredeyse tümü kanser 

hücreleriyle normal hücreler arasındaki ekspresyon profili farkına dayanmaktadır 

(Ozen ve ark 2008, Ozen ve Pathak 2000, Zhou ve ark 2010). Bununla birlikte 

mRNA ekspresyon profilini belirlemede kullanılan yöntemler aynı zamanda 

miRNA'ların kanserdeki potansiyel rolünü/rollerini tespit etmek için yapılan 

çalıĢmalarda da kullanılmaktadır. 
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Onkogen ve tümör baskılayıcı olarak miRNA’lar  

Bir hücre anormal büyüme gösterdiğinde ve apoptoz yeteneğini yitirdiğinde 

genellikle kanser oluĢumuna neden olur. Yapılan birçok çalıĢmada miRNA’ların 

hücre büyümesi ve apoptoz mekanizmasının düzenlenmesinde rol aldıkları 

gösterilmiĢtir (Cheng ve ark 2005a, Tanno ve ark 2005). Örneğin, miR-15 ve miR-

16, lösemi, lenfoma ve epitelyum hücre kanseri dahil olmak üzere çoğu insan 

kanserinde anahtar rol görevi gören anti-apoptotik gen B hücresi Lenfoma 2 (BCL2) 

mRNA’sını hedefleyerek apoptozu indüklemektedir (Cheng ve ark 2005a, Sanchez-

Beato ve ark 2003, Tanno ve ark 2005).  

Diğer bir çalıĢmada ise miR-278 geninin yanlıĢ eksprese edilmesinin gözleri 

geliĢmekte olan Drosophila’larda devasa büyümelere sebep olduğu gösterilmiĢtir 

(Nairz ve ark 2006). Bu bulgular, miRNA’ların bazı kanserlerin oluĢumunda, hücre 

büyümesi ve apoptoz mekanizması yoluyla patogenezde yer aldığını akla 

getirmektedir.  

miRNA’ların kanserlerdeki varlığına dair ilk kanıt en çok karĢılaĢılan yetiĢkin 

lösemi tipi olan insan kronik lenfositik lösemide (KLL) karakterize edilen 13q14 

delesyonuyla ilgili bir çalıĢmaya dayanmaktadır (Calin ve ark 2002, Dohner ve ark 

2000). B-hücresi kronik lenfositik lösemi (B-KLL) vakalarının yarısından fazlasında 

delesyona uğramıĢ bir bölge olan, kromozom 13q14’te bulunan bu bölgede miR-15a 

ve miR-16a isimli iki miRNA’nın sentezlendiği genleri içerdiği gösterilmiĢtir. 

Detaylı delesyon analizleri bu iki miRNA’nın KLL hastalarında kayıp ya da çok az 

sentezlendiğini göstermiĢtir (Calin ve ark 2002). 

Tümör dokuları ve normal dokularda farklı seviyelerde ifade edilen 

miRNA’ların tanınması, bu miRNA’ların insan kanserlerindeki görevlerin 

belirlenmesi miRNA’ların kanserlerdeki zaten aĢikar olan patojenik rolünün daha 

fazla aydınlatılabilmesi için yararlı olabilir (Iorio ve ark 2005). Bir araĢtırmada 245 

insan ve fare miRNA geniyle ilgili 368 probu içeren bir mikro dizi çalıĢmasıyla insan 
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B hücresi KLL’lerindeki miRNA’ların genom genelindeki ekspresyon profilleri 

belirlenmiĢtir (Calin ve ark 2004a). Mikro RNA mikro dizi analizleri aynı zamanda 

miRNA ekspresyon modelinin KLL’nin biyolojik ve klinik davranıĢlarıyla da iliĢkili 

olduğunu ortaya konmuĢtur (Calin ve ark 2004a). Bununla birlikte diğer çalıĢmada 

BCL’nin miR-15a ve miR-16-1’in hedeflerinden biri olduğunu ortaya konmuĢtur 

(Cimmino ve ark 2005). Burada KLL’de miR-15a ve miR-16-1’in ekspresyonunun 

BCL2’nin ekspresyonuyla ters orantılı olduğunu; iki miRNA’nın da post-

transkripsiyon sırasında BCL2’yi negatif yönde düzenlediğini göstermiĢtir (Cimmino 

ve ark 2005). Bu durum, bir lösemi hücre hattı modelinde de doğrulanmıĢtır. Bu 

bulgular ile miR-15a ve mir-16-1’in fazla eksprese olan BLC2 tümörlerinin 

tedavisinde kullanılabileceği ileri sürülmüĢtür (Cimmino ve ark 2005).  

let-7 mikroRNA ailesi insanlarda bulunan ilk miRNA’lardır ve 12 farklı türü 

mevcuttur. Çoğu let–7 geninin birçok kanser türünde delesyona uğradığı veya daha 

az sentezlendiği gösterilmiĢtir elde edilen bu bulgular bu aileye mensup genlerin 

tumor baskılayıcı genlerden olduğu düĢüncesini akla getirmektedir (Calin ve ark 

2004b).  

Akciğer kanseri, yetiĢkinler arasında en sık rastlanan kanser tiplerinden 

biridir. Takamizawa ve arkadaĢları (2004) in vivo ve in vitro akciğer kanseri 

çalıĢmalarında let-7’nin ekspresyon seviyesinin ani bir düĢüĢ gösterdiğini tespit 

etmiĢlerdir.  AzalmıĢ let-7 ekspresyonunun, hastalığın evresinden bağımsız olarak, 

cerrahi operasyon sonrası hayatta kalma süresinin kısalmasıyla belirgin bir Ģekilde 

iliĢkili olduğu rapor edilmiĢtir (Takamizawa ve ark 2004).  Aynı zamanda A927 

(akciğer adenokarsinomu) hücre hattındaki miRNA let-7’nin aĢırı eksprese 

edilmesinin kanserli hücrelerin büyümesini engellendiği belirlenmiĢtir (Takamizawa 

ve ark 2004). RAS ve MYC ekspresyonunu, translasyonu baskılamak için, onların 

mRNA’larını hedef alarak negatif Ģekilde düzenlemektedirler (Johnson ve ark 2005).  

RAS ve MYC’nin, p53 ile birlikte,   akciğer kanserinde anahtar onkogen olduğu 

vurgulanmaktadır. 3’-UTR'lerinde çok sayıda let-7’yi tamamlayan bölge bulunduğu 

bildirilmektedir (Johnson ve ark 2005).  
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Johnson ve arkadaĢları (2005) akciğer tümörü dokusunun, normal akciğer 

dokusuna kıyasla, let-7 seviyesinde belirgin miktarda azalma ve RAS proteini 

miktarında dikkat çekici bir artıĢ sergilediğini göstermiĢlerdir. Burada RAS’ın let-7 

ile düzenlenmesinin akciğer onkogenezindeki bir mekanizma olduğunu ileri 

sürmüĢlerdir.  

Akciğer kanserinin haricinde let-7’nin meme kanserinde de etkili olduğu 

gösterilmiĢtir ve artan let-7 miktarının memede kanserli hücrelerin artıĢını 

yavaĢlattığını ortaya koymuĢtur (Yu ve ark 2007).  

Omurgalılarda miR-34’ün üç farklı formu vardır. Bunlar miR-34a, miR-34b 

ve miR-34c’dir. miR-34’ün nöroblastomlarla ilgili olduğu miR-34 transfeksiyonu 

sonucu nöroblastom hücrelerindeki kaspaz yolağını aktif ederek hücre canlılığını 

düĢürdüğü gösterilmiĢtir (Welch ve ark 2007). Daha sonra ise miR-34’ün P53 

yolağında etkili olduğu gösterilmiĢtir (Bailey ve ark 2010, Boominathan 2010, 

Ichimura ve ark 2010, Vilborg ve ark 2010). Biyoinformatik analizlerden ve yapılan 

çalıĢmalardan yola çıkarak miR-34’ün hücre döngüsünde ve apoptozda rol oynadığı 

bilinen E2F3, CDK4, CDK6, CCNE2, BIR3, DCR3 ve BCL2 gibi genler üzerinde de 

etkili olduğu gösterilmiĢtir (Bommer ve ark 2007, Tazawa ve ark 2007).  

miR-17-92 ekspresyonu, let-7’nin tersine, akciğer kanserlerinde, özellikle en 

agresif Ģekli olan küçük hücreli akciğer kanserleri formunda, kayda değer bir artıĢ 

göstermektedir (Hayashita ve ark 2005). miR-17-92 aynı zamanda akciğer kanseri 

hücrelerinin geliĢimini de arttırır (Hayashita ve ark 2005).  

miR-17-92 kümesinin tahmin edilen hedefleri arasında PTEN ve RB2 adlı iki 

tümör baskılayıcı genin de yer almasına rağmen hiçbir zaman kanıtlanmamıĢtır 

(Lewis ve ark 2003). Yapılan araĢtırmalar miR-17-92 kümesiyle küçük hücreli 

akciğer kanserlerinde aĢırı miktarda sentezlendiği bilinen c-myc onkogeni arasında 

bir bağıntı olduğunu göstermiĢtir (O'Donnell ve ark 2005).  
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Onkogen olarak miRNA’lar 

ÇeĢitli deneyler ve klinik analizler miRNA’ların yeni bir onkogen sınıfı ya da 

tümör baskılayıcı gen sınıfı olarak nitelendirilebileceğini ileri sürmektedirler (Xiang 

ve Wu 2010, Zhang ve ark 2010b). 

  Tümörlerde miktarı artan miRNA’lar onkogen olarak düĢünülebilir. Bu 

onkogen miRNA’lara “onkomir” adı verilmektedir. Genellikle tümör geliĢimini; 

apoptozu ve tümör baskılayıcı genler üzerinde negatif etki yaparak patogenezde rol 

alırlar.  

miR-17-92 onkogen miRNA için iyi bir örnektir. 13q31 bölgesine yerleĢmiĢ 

olan polisistron bir miRNA olan miR-17-92 kümesi, lenfoma'nın birkaç tipi ve diffüz 

büyük hücreli B lenfomayı kapsayan akciğer kanserleri tiplerinde miktarlarının 

arttığı gösterilmiĢtir (Hayashita ve ark 2005, He ve ark 2005b). Normal dokularla 

karĢılaĢtırıldığında akciğer kanseri ve lenfomalarda, özellikle bunların agresif 

formları olan Küçük hücreli akciğer kanseri ve B hücreli lenfoma gibi birkaç kanser 

tipinde miR-17-92 ekspresyonu önemli ölçüde artıĢ göstermektedir (Hayashita ve ark 

2005, He ve ark 2005b). miR-17-92’nin aĢırı eksprese edilmesinin transgenik 

farelerde (hematopoetik kök hücreler) lenfomoid maligniteleri belirgin olarak 

hızlandırdığı belirlenmiĢtir (He ve ark 2005b).  

c-Myc en iyi tanımlanmıĢ onkogenlerden biridir. Bu genin ya fazla eksprese 

edilmesi ya da fonksiyon kaybı insanlarda kansere sebep olur (Cole ve McMahon 

1999). Heliks-loop-heliks- lösin fermuar formunda bir transkripsiyon faktörü olan bu 

gen, insan ve hayvan genlerin % 10-15’ini hedefleyerek hücre bölünmesi, büyümesi 

ve apoptoz’a bağlı hücre ölümlerini yönetir (Fernandez ve ark 2003, Levens 2002, Li 

ve ark 2003, Orian ve ark 2003). c-Myc ekspresyonunun miR-17-92 ekspresyonuyla 

iliĢkili olduğu ortaya konmuĢtur (O'Donnell ve ark 2005). c-Myc üzerinde yapılan bu 

çalıĢmada; c-Myc’in, E2F1 ve miR-17-92’nin transkripsiyonunu eĢ zamanlı aktive 

ettiği belirlenmiĢtir. Ayrıca, miR-17-92 kümesine dahil iki miRNA olan miR-17-5p 
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ve miR-20a, E2F1 translasyonunu baskıladığıda gösterilmiĢtir (O'Donnell ve ark 

2005). Yapılan bu araĢtırma c-Myc tarafından düzenlenen miR-17-92’nin E2F1 

ekspresyonunu düzenlediğini ileri sürmektedir (O'Donnell ve ark 2005). 

Onkogenik miRNA’lara (germ hücreli testis tümörü onkogenlerine) ilaveten 

verilebilecek iki örnek de miR-372 ve miR-373’dür (Voorhoeve ve ark 2006). Bu iki 

miRNA hücre proliferasyonunu ve tümör geliĢimini ve p53 aracılı CDK inhibisyonu 

ve muhtemelen tümör baskılayıcı LATS2 geninin ekspresyonunu direkt olarak 

baskılama yoluyla arttırır (Voorhoeve ve ark 2006). 

Kanserdeki miRNA fonksiyonuyla ilgili araĢtırmalar mikroçip analizlere 

dayanmaktadır. Bu teknoloji ile bir örnek üzerinde yüzlerce miRNA’nın ekspresyon 

miktarı tayin edilebilmektedir. Ġnsan genomunda bu güne kadar 1048 miRNA 

tanımlanabilmiĢtir. (Griffiths-Jones 2004, Griffiths-Jones ve ark 2006). Tanımlanan 

bu miRNA’ların büyük çoğunluğunun henüz tam olarak fonksiyonları ve hangi 

genler üzerinde etkili olduğu konusunda net veriler yoktur. 

1.3.4. miRNA çalışmalarında kullanılan temel yöntemler  

miRNA çalıĢmalarında, temel moleküler biyolojik teknikler kullanılmaktadır 

(Lee ve ark 1993, Schmittgen ve ark 2004). Bununla birlikte, miRNA ekspresyon 

profili, miRNA’ların kanser patogenezindeki fonksiyonunu araĢtırmak için iyi bir 

baĢlangıç noktasıdır. Belirli bir miRNA’nın kanserli hücredeki yokluğu ya da fazla 

sentezlenmesi miRNA’nın kanser baĢlangıcı ve geliĢimindeki özel rolünü çalıĢmaya 

imkân vermektedir.  

miRNA araĢtırmalarında kullanılan birçok metot bulunmaktadır. Bu 

yöntemler; tamamlayıcı (antisense) inhibitörler, transgenik canlı ve hücre 

oluĢturulması, özel dizayn edilen promotor bölgeler ve nokta mutasyonları 

oluĢturarak miRNA ekspresyon seviyesinde farklılık oluĢturacak deney 

düzenekleridir. HedeflenmiĢ miRNA’nın iĢlevini bloke etmek için antisens inhibitör 
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kullanmak iyi bir örnek sayılabilir. Bu yöntemde yapay antisens RNA hücresel 

mRNA’larla miRNA’ya bağlanabilmek için rekabete girer. Antisens RNA, 

miRNA’larla bir araya gelir ve miRNA’nın fonksiyonunu inhibe ederler. Bu durum 

iki bağımsız araĢtırma grubu tarafından dizi spesifik baskılama ve siRNA ile 

indüklenmiĢ RNA susturulması (silencing) olarak baĢarıyla kullanılmıĢtır (Hutvagner 

ve ark 2004, Meister ve ark 2004). Bu çalıĢmaların ardından bu yöntem 

araĢtırmalarda sıkça kullanılabilir hale gelmiĢtir.  

miRNA’lardaki ya da hedeflerindeki nokta mutasyonları aynı zamanda 

miRNA’ların kanserdeki fonksiyonunu belirlemede kullanılmaktadır. Nokta 

mutasyonlarındaki bir bariz avantaj da miRNA’ların ve hedef genlerin direkt 

etkileĢimlerinin bu yöntemle belirlenebiliyor oluĢudur. Yapılan çalıĢmalarda  

“çekirdek dizisi” miRNA’ların hedeflerini tanımalarında önemli bir faktör ve 

çekirdek dizilerindeki hatalı eĢleme oranının artması miRNA’ların gen 

düzenlenmesindeki iĢlevini de dikkat çekici bir biçimde düĢürür (Lewis ve ark 2005). 

Bu teknik miRNA’lar ve hedeflerinde nokta mutasyonları tasarlamakta 

kullanılmaktadır. Bölgeye has bir miRNA adayı için “çekirdek bölge”deki bir ya da 

iki nükleotidlik değiĢimler miRNA’nın hedefine bağlanması olasılığını önemli 

ölçüde azaltacak, bu miRNA’ların hedef bölgelerinde (overexpression) çoğalmasıyla 

sonuçlanacaktır. Eğer bu miRNA’lar ya da hedefleri kanser oluĢumunda yer 

alıyorlarsa, bu nokta mutasyonlar kanser oluĢumunu etkileyecektir. 

1.4. Mikroçip  

Mikroçip (microarray) yöntemi, aynı anda binlerce nükleik asit diziliminin 

tamamlayıcı dizileri ile olan etkileĢimini analiz etme esasına dayanmaktadır. Bugüne 

kadar ticari olarak farklı yöntemler kullanılarak çeĢitli mikroçipler üretilmiĢtir. 

Yapılan çalıĢmalarda mikroçip yöntemi kullanılarak doku oluĢumu, geliĢimi ve 

kanserin de dahil olduğu birçok durumun ve gen ekspresyon profilinin 

belirlenmesine yönelik çalıĢmalar yapılmıĢtır (Bignell ve ark 2004). Mikroçip’lerden 
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elde edilen yüksek miktardaki bilgilerin analizi için yeni yazılımlar ve bu tarz 

bilgilerin analiz edilmesi için biyoinformatik denilen bilim dalı ortaya çıkmıĢtır. 

Gen ekspresyonu için kullanılan mikroçip’te haberci RNA’lar tarafından 

hazırlanan floresanslı problar, üzerinde belli genlere özgü binlerce DNA dizisinin 

bulunduğu yüksek yoğunluklu matrikse hibridize edilir. Bir RNA örneğindeki 

transkripte olmuĢ genler arasındaki ifade seviyeleri ise hibridizasyon yoğunluğuna 

göre sayısal olarak kıyaslanır.   

Tamamlayıcı DNA mikroçipleri; DNA’nın tamamlayıcı zincirleri arasındaki 

karĢılıklı afinite esasına dayanan bir mikroçip yöntemidir. Çipin büyüklüğü 500 gen 

ile 30000 gen arasında değiĢebilmektedir. Arzu edilen genler seçildiğinde her bir gen 

için bir klon seçilir ve bu klonları tanıyacak evrensel primerler elde edilir. Bun genler 

polimeraz zincir reaksiyonu sayesinde çoğaltılarak agaroz jel elektoforezinde 

görüntülenir ve bir sonraki adım olan saflaĢtırma iĢlemine hazır hale getirilirler. 

SaflaĢtırılmıĢ örnekler hazırlandıktan sonra çiftler halinde önceden belirlenmiĢ cam 

lamlar üzerine konumlandırılır (Liu ve ark 2010). Basılı lamın üzerinde her bir gene 

tekabül edecek iki nokta bulunmaktadır. Baskı üç yoldan biriyle yapılabilir: 

fotolitografi, mekanik, ya da mürekkep jeti’dir.(Lee ve ark 2002a). Fotolitografi 

yöntemi DNA’yı kovalent olarak lama bağlamak için ultraviyole ıĢık kullanır, 

mekanik noktalama DNA taĢınması için kılcal eylem ve iğneler kullanmaktadır ve 

mürekkep jeti uygun miktarda DNA’yı dağıtmak için elektrik akımını kullanır. 

Lamlara konumlandırma yapıldıktan sonra ultraviyole çapraz bağlama DNA’yı 

denatüre eder ve sonra DNA’nın bu cam yüzey üzerinde sabit kalmasını 

sağlar.(Arslan ve Laurenzi 2009) 

Mikroçipler, gen ekspresyon farklılıkları için kullanılır. Bu farklılıkları 

vurgulamak amacıyla, uygun kontrollerin kullanılması hayati önem taĢımaktadır. 

mRNA’lar kontrolün yanı sıra deney örneklerinden elde edilmeli ve dizi deney 

kullanım için saflaĢtırılmalıdır. Bu RNA, birçok kaynaktan elde edilebilir; örneğin 

hayvan modellerinden, klinik hastalarından ve histoloji olarak arĢivlenmiĢ doku 
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örneklerinden hazırlanabilmektedir mRNA’nın çıkarılmasının ardından, ters 

transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon yöntemiyle mRNA’ya uygun tamamlayıcı 

DNA’lar sentezlenir (Foglieni ve ark 2010). Aktif olarak transkripte edilecek 

genlerin kopyalarının olması gerekir ve daha sonrasında bu mRNA’ların tamamlayıcı 

DNA’lara (cDNA) çevrilmesi gerekmektedir.  Kontrol ve deney mRNA için ters 

transkripsiyon olayı birebir aynı olup tek fark kontrol ve örnek RNA farklı floresans 

boya ile iĢaretlenmesidir. YeĢil floresan veren boya olan Cy3 ile etiketlenmiĢ 

nükleotidler kontrol tamamlayıcı DNA’ya yapıĢtırılırken,  kırmızı floresan veren 

boya olan Cy5 ile etiketlenmiĢ nükleotidler deneysel DNA’ya yapıĢtırılmıĢtır 

(Borden ve ark 2005).  Bundan sonra her iki prob karıĢtırılır ve cam lama melezleme 

(hibridizasyon) yöntemiyle bağlanır. Hibridizasyon tamponuyla iyice yıkanan lamlar 

bir gece boyunca inkübasyona bırakılır ve tarama için hazır hale getirilir. 

Lam üzerinde tek zincirli tamamlayıcı DNA probları eĢlenik tek zincirli 

tamamlayıcı DNA’larına denk gelirse iki prob arasında bir bağ oluĢmaktadır. Lazer 

tarama, yapıĢtırılmıĢ olan floresan boyaları etkinleĢtirir ve melezleĢmiĢ problu 

lamların üzerindeki alanlar, kırmızı veya yeĢil lekeler olarak taranarak görüntülenir. 

ProblanmamıĢ gen noktaları karanlık olarak görünmektedir. Kırmızı noktalar Cy5 ile 

iĢaretlenmiĢ deneysel örnekte ifade edilen gene karĢılık gelirken,  yeĢil noktalar Cy3 

ile iĢaretlenmiĢ kontrol örnekte ifade edilen gene karĢılık gelirler. Eğer bir gen iki 

koĢul altında da ifade ediliyorsa, her iki prob da melez olarak bağlanır ve o nokta sarı 

olarak görünür. GeliĢmiĢ lazer tarama donanımları ıĢık yoğunluğu temeline göre 

sayılabilen verileri bilgisayara almak için kullanılır. Oranları karĢılaĢtırarak Cy5 ve 

Cy3 Ģiddetleri, kantitatif gen ekspresyonu değerlendirmek için kullanılabilir. Farklı 

koĢullar altında, bireysel genler yukarı veya aĢağı düzenlenmiĢ olarak düzenlenebilir 

ve bu değiĢiklikleri belirteçlerin floresan sinyalleri yansıtır. Örneğin Cy5’in Cy3’ e 

oranı bir ise bu bir değiĢiklik olmadığını, birden az bir değerse azalan (kontrol olan 

Cy3’de daha büyük bir yoğunluk olduğunu gösteren) ve bu değer birden daha fazla 

ise bir artan (deneysel olan Cy5’de daha fazla yoğunluk gösteren) miktarlarda 

olduğunu göstermektedir.  
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Bir mikroçip deneyinin en karmaĢık kısmı verilerin değerlendirilmesidir. Çip 

formatı genom etkileĢimlerini incelemek için uygun formatta dizayn edilmiĢtir. Fakat 

bu durum karmaĢıklığı basitleĢtirememektedir. Örneğin 10.000-gen dizisi için 

10.000’den fazla veri noktası mevcuttur ve sonuçların geçerliliği replikasyon yoluyla 

mümkün kılınmıĢtır. Tipik bir mikroçip deneyi, on, yirmi hatta otuz tane lamın 

kullanılmasıyla ortaya çok büyük miktarlarda veri üretilmesini ve analizi sayesinde 

bir sistemi en geniĢ haliyle resmedilmesini sağlamaktadır.  Veriler çeĢitli Ģekillerde 

analiz edilebilmektedir. Analizin ilk aĢaması olan normalizasyon hayati öneme 

sahiptir. Normalizasyon sayesinde mikroçip’teki ıĢımalar daha anlamlı hale getirilir.  

Biyoteknoloji endüstrisi, deneyleri karĢılaĢtırmak ve istatistikî değerlendirmeye 

dayalı küme diyagramları oluĢturmak için yazılım paketler geliĢtirmiĢtir 

(Cunningham 2000). Bu geliĢimler genel kalıpları tespit etmede yararlı olup baĢka 

deneyleri yönlendirmek adına kullanılabilir.  

Ham sayısal verilerin analizi ifade düzeylerinde anlamlı değiĢim gösteren 

belirli genleri tanımlamak için yararlıdır. Anlamlılık sınırları çeĢitli matematiksel 

testler tarafından belirlenir. Faydalı veri analizi deney odağının doğru anlaĢılması 

üzerine bağlıdır. Bir mikroçipten geliĢtirilen muazzam hacmi baĢarıyla kullanmak 

için, deneyin özgün amaçlarını belirlemek önemlidir. 

Mikroçip tekniği kapsamında çok çeĢitli deneysel durumlar uygulanabilir hale 

getirilmiĢtir. Temel olarak bilinir ki gen ifadesindeki değiĢiklikler neticesinde 

geliĢim ve hastalıklar meydana gelir. Mikroçip sayesinde normal ve anormal doku 

arasındaki ifade farklılıkları karĢılaĢtırılmaktadır ve birinin neden gerçekten normal 

diğerinin ise anormal olduğu belirlenebilir.  

1.5. Mikroçip, miRNA ve Kordoma 

Mikroçip teknolojisi geliĢtikçe kanser çalıĢmaları için kullanım potansiyeli de 

artmıĢtır. Kanserli ve normal hücrelerdeki bilinen tüm mRNA ve miRNA’ların 

ekspresyon modellerinin karĢılaĢtırılabilmesi önemlidir. Bu sebeple ekspresyon 
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profilini tek bir zamanda tespit edecek bir metot olarak mikroçip teknolojisi 

kullanılır. Ġki renkli floresana dayalı mikroçip teknolojisi (DNA mikroçip) anlık gen 

ekspresyonunu saptamasında yaygın olarak kullanılmaktadır. Birkaç laboratuar DNA 

mikroçip teknolojisini kullanarak miRNA mikroçip teknolojisini oluĢturmuĢtur 

(Babak ve ark 2004, Barad ve ark 2004, Liang ve ark 2005, Liu ve ark 2004, Nelson 

ve ark 2004a, Nelson ve ark 2004b, Thomson ve ark 2004). Thomson ve arkadaĢları 

(2004), ısmarlanabilir iki kanallı bir miRNA mikroçip platformu geliĢtirmiĢ ve 124 

memeli miRNA’sının ekspresyon seviyelerini görüntüleyebilmek için kullanmıĢtır 

(Thomson ve ark 2004).   

miRNA mikro dizi analizleri kanser dokuları ve normal dokular arasındaki 

iliĢkinin daha iyi anlaĢılmasında kapsamlı bir teknoloji haline gelmiĢtir (Liang ve ark 

2005, Liu ve ark 2004). Buna ek olarak, birkaç miRNA onkogen ve ya tümör 

baskılayıcı genin belirlenmesiyle miRNA’ların kanserlerdeki rolünü araĢtırmada, 

sıklıkla miRNA mikroçip kullanılmıĢtır (Calin ve ark 2005, Iorio ve ark 2005, Lu ve 

ark 2005). 

Mikroçip teknolojisi kordomalarda ilk olarak 2005 yılında kullanılmıĢtır. Bu 

çalıĢmada klasik mikroçipler yerine doku çipleri kullanılmıĢtır (Oakley ve ark 2008). 

Ġlerleyen dönemlerde klasik mikroçip yöntemi kullanılarak karĢılaĢtırmalı genomik 

hibridizasyon çipleri kullanılarak kordomalarda moleküler karyotipleme yapılmıĢtır 

(Brandal ve ark 2005, Hallor ve ark 2008, Yang ve ark 2009). 2006 yılına 

gelindiğinde ise Londra’da bir ekip ilk defa kordomalarda mikroçip teknolojisini 

kullanılarak mRNA ekspresyon analizini yapmıĢtır (Vujovic ve ark 2006). Son 

olarak bu tez çalıĢmasının yapıldığı esnada 2009 yılında 2 doku üzerinde yapılan 

miRNA ekspresyon profil çalıĢması yayınlanmıĢtır (Duan ve ark 2010). 

Bu tez çalıĢmasında insan kordomalarındaki miRNA profili nükleus pulposus 

dokusuyla kıyaslanarak belirleneceği için kordomanın moleküler patogenezinin 

belirlenmesinde önemli bir katkı yapacağını ayrıca kordomanın moleküler tabanlı 
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tedavisinde potansiyel ajanların belirlenmesinde etkin bir çalıĢma olacağını 

düĢünülmüĢtür. 

 



 

 

50 

 

2.  GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalıĢma Selçuk Üniversitesi Selçuklu Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik 

Anabilim Dalı ve Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik ve Beyin 

Cerrahisi Anabilim Dallarında gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmanın etik kurul onamı 

Yeditepe Üniversitesi Kurulundan alınmıĢtır (Bkz. EK-A). ÇalıĢma kapsamında 

kullanılacak doku örneklerinin alındığı gönüllülerden bilgilendirilmiĢ (Bkz. EK-B) 

ve aydınlatılmıĢ (Bkz. EK-C) onamları alınmıĢtır. 

ÇalıĢma kapsamına iki gönüllü grup alınmıĢtır. Birinci grup Beyin Cerrahisi 

Anabilim dalında ameliyat edilen kordoma tanısı konmuĢ 12 hasta ve ikinci grup 

olarak disk hernisi tanısı konmuĢ 12 hastadan oluĢmaktadır. Kordoma hastalarından 

ameliyatla alınan tümör dokusu ve disk hernisi hastalarından ise alınan nükleus 

pulposus dokusu kullanılmıĢtır  

ÇalıĢmada kordoma hücre hattı olarak UCH-I hücre hattı kullanılmıĢtır ve bu 

hücre kültürü Amerikan Kordoma Derneği tarafından hediye edilmiĢtir (Scheil ve ark 

2001).  

2.1. Dokudan RNA İzolasyonu  

Kordoma ve nükleus pulposus dokularındaki miRNA ekspresyon profili için 

bu dokulardan trizol yöntemi kullanılarak RNA izolasyonu yapıldı.  

Ameliyat sonrası temin edilen kordoma dokuları yeterli miktarda olanlar 

steril ortamda bistüri ile kesilerek 4 parçaya ayrıldı. Birinci parça hücre kültüründe 

kullanıldı. Ġkinci parçadan RNA izolasyonu gerçekleĢtirildi (bkz. Protokol 1). Diğer 

iki parça ise -80ºC’de uzun süreli muhafaza edilmek üzere saklandı.  

 Disk hernisi hastalarından alınan nükleus pulposus dokularından primerler 

hücre kültürleri hazırlandı (Bkz. Protokol 2). Hazırlanan hücre kültürlerinden her biri 
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için 3 adet kriyo tüp donduruldu ve ayrıca bu hücrelerin primer kültürlerinden trizol 

metodu kullanılarak RNA izolasyonu yapıldı.  

Protokol 1. Trizol yöntemi kullanılarak doku ve hücre kültürlerinden RNA 

izolasyonu 

 50-100 mg ağırlığındaki doku örnekleri steril bisturi kullanılarak laminar flov 

içerisinde küçük parçalara ayrılır.  

 Nükleus pulposus hücreleri için; T25 hücre flaskı (nunc kat no: 136196) %80-90 

yoğunluğa geldiğinde (yaklaĢık olarak 1x10
6
 hücre) tripsin-EDTA (Gibco kat 

no:25200-056) ile muamele edilerek hücreler kaldırılır. Kaldırılan hücreler 15 

ml’lik falkon tüplere (BD kat no:352097) aktarılarak 2000 RPM’de 5 dk 

santrifüj edildi. Santrifüjün ardından üst faz atılarak hücre pelleti üzeri 3 ml PBS 

(fosfat tampon solüsyonu- Gibco kat no:10010-015) solüsyonu eklenerek 

hücreler yıkandı. Tekrar 2000 RPM’de 5 dk santrifüj edildi. Bu aĢamadan sonra 

üst faz atılarak dokularla birlikte aynı protokol uygulandı. 

 Trizol uygulaması için hazırlanan ve 1,5 ml’lik tüplere (Axygen kat no: MCT-

150) konan örnekler üzerine 1 ml trizol solüsyonu (Invitrogen kat no: 15596-

026) eklendi. 30-45 sn Ģiddetli ve darbeli vorteks yapıldıktan sonra örnekler 5 dk 

oda sıcaklığında bekletildi. 

 Beklemenin ardından her bir örneğe 0,2 ml kloroform (sigma kat no:25690) 

eklenir ve yine 30-45 sn vorteks veya pipetaj yapıldı.  

 Bu aĢamanın ardında hücreler 5 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra daha 

önceden +4° C’ye kadar soğutulmuĢ 12.000 g’de 20 dk santrifüj edildi. 
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 Santrifüjün ardından üst faz çok dikkatli bir Ģekilde alınarak bir baĢka 1,5 ml’lik 

tüpe aktarıldı ve her bir örnek için 0,5 ml izopropil (sigma kat no: I9516) alkol 

eklendi.  

 Bu aĢamadan sonra örnekler 20 dk oda sıcaklığında bekletildikten (problem 

olduğunda ise bütün bir gece -20 ° C’de bekletilebilir) sonra yine soğultulmuĢ 

santrifüjde 12.000 g’de 15 dk santrifüj edildi ve üst faz dikkatli bir Ģekilde atıldı. 

 Pellet % 75’lik etanol (Sigma kat no: 51976) ile yıkandı ve tekrar soğutulmuĢ 

santrifüj’de 5 dk santrifüj edildi. 

 Üst faz dikkatli bir Ģekilde atıldıktan sonra pellet kurumaya bırakıldı. 

 Pellet kuruduktan sonra distile suyla pelletin büyüklüğüne bağlı olarak distile 

suyla sulandırıldı 

RNA izolasyonundan sonra her bir örnek için UV. Spektrofotometre (Implen 

NanoPhotometer™ UV/Vis spectrophotometer) ile RNA miktarı ve ürün saflığı 

ölçüldü. Miktar tayini yapılan RNA’lar MOPS solüsyonu kullanılarak agaroz jelde 

yürütüldü (Bkz. Protokol 3). 

Protokol 3. MOPS Tamponu Agaroz Gel Hazırlanması 

 %1’lik agaroz jel için 100 ml 1X MOPS (sigma kat no: M5755) tamponunun 

içine 1 gr agaroz (sigma kat no: A4718) kondu. 

 Agaroz tamamen çözülünceye kadar mikrodalga’da kaynatıldı 

 Kaynatıldıktan sonra içine 4µl Etidyum bromid (sigma kat no:E1510) eklendi 

 Jel tablasına döküldükten sonra uygun taraklar takılarak soğumaya bırakıldı. 
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 Jel polimerizasyonu gerçekleĢtikten sonra 1X MOPS tampon solüsyonu ile dolu 

olan jel tankına kondu. 

 Jelin her bir kuyucuğuna 300-500 ng RNA yüklenerek 80 V 45 dk yürütüldü 

 Yürütmeden sonra jel U.V. transliminatör’de görüntülendi. 

2.2. Primer ve UCH-I Hücrelerinin Kültürü 

ÇalıĢma kapsamında kordoma ve nükleus pulposus dokusundan direkt olarak 

RNA izolasyonu yapılmaya çalıĢıldı. Kordoma dokularından sağlıklı RNA izole 

edilmesine rağmen nükleus pulposus dokularından yeteri miktarda ve sağlık RNA 

izolasyonu yapılamadı. Yapılan literatür araĢtırmalarında nükleus pulposus 

dokularındaki hücre dıĢı matriksin çok ve yoğun olmasından dolayı dokulardaki 

birim hacim baĢına düĢen hücre sayısının çok az olduğu bildirilmektedir (Ahn ve ark 

2002, Miyamoto ve ark 2002, Oguz ve ark 2007, Seguin ve ark 2006). Bu aĢamadan 

sonra, nükleus pulposus dokularından sağlıklı RNA izolasyonu için elde edilen 

dokunun enzimatik parçalanmaya maruz bırakıldıktan sonra hücre kültürünün 

yapılmasının gerekliliğine karar verildi (Bkz. Protokol 2). 

Protokol 2. Dokulardan primer hücre kültürü hazırlanması 

 Hastalardan ameliyat esnasında alınan doku örnekleri daha önceden içine 5 ml; 

%89 DMEM (Gibco kat no:31966-021), %10 FBS (Fetal Bovine Serum-Gibco 

kat no: 10500-064) ve %1 penisilin streptomisin solüsyonu (Gibco kat 

no:15070-063) içeren büyüme besiyeri konulmuĢ 15 ml’lik tüpler içine 

konularak en geç 1 saat içerisinde laboratuara ulaĢtırıldı. 

 Laboratuvara gelen doku örneği PBS solüsyonu ile yıkandıktan sonra daha 

önceden kollojenaz enzimlerinin olduğu solüsyona konularak çalkalayıcılı 

etüv’de 37°C’de inkübe edilir. Ġnkübasyon süresi en az 4 saat olmak üzere doku 

büyüklüğüne ve türüne göre bütün bir geceye kadar uzatılabildi 
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Kollojenaz Solüsyonun Hazırlanışı: 200ml DMEM/F12 (Gibco kat no: 31331-

028) besiyeri içine 0,05’er gr kollojenaz tip I, tip II, tip IV ve tip V kondu. 

Kollojenazlar besiyerinde çözüldükten sonra 0.22 µm’lik enjektör filtrelerinden 

(millipore millex Gp kat no:SLGP033RS) geçirildikten sonra belirli hacimlere 

bölünerek -20°C’de saklandı. 

 Ġnkübasyonun ardından tüpler 2000 RPM’de 5 dk santrifüj edildi. Üst faz 

atıldıktan sonra çoğaltma besi yeri eklendi. Hücre kültür flaskına aktarıldı ve %5 

CO2 hücre kültürü için uygun etüve kültüre bırakıldı. 

 Ġlk besi yeri hücrelerin flask yüzeyine tutunmasına bağlı olarak 3-7 gün sonra 

değiĢtirildi. 

 Hücre kültürleri elde edildikten sonra daha sonra kullanılmak üzere sıvı azota 

konuldu (Bkz. Protokol 4). 

Protokol 4. Hücre Dondurulması 

 Kültüre edilen hücreler hücre flask yoğunluğu %80-90’a ulaĢtığında tripsin 

EDTA ile kaldırılarak 15 ml’lik tüplere kondu. 

 2000 RPM’de 5 dk santrifüj edildikten sonra üst faz atıldı. 

 Kalan hücre pelleti üzerine 1 ml hücre dondurma besiyeri (Gibco kat no: 12648-

010) eklenir ve 500 µl’lik hacimlerde kriyo tüplere (Corning kat no:430499) 

aktarıldı. 

 Kriyo tüpler mr frosty (nalgene kat no:5100-0001) konularak -80°C’ye kaldırıldı 

 -80°C’ye konulduktan 48 saat sonra sıvı azota aktarıldı. 
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Protokol 5. UCH-I Hücre Hattının Kültüre Edilmesi 

UCH-I hücre hattı için yüzeyi % 0.1 jelatinle (Sigma kat no:G1393) 

kaplanmıĢ T75 hücre flaskı kullanılmıĢtır. 

 %2’lik jelatin solüsyonu oda sıcaklığına varıncaya kadar ısıtıldı.  

 Her bir T75 hücre flaskı için PBS ile seyreltilmiĢ 3ml %0.1’lik jelatin solüsyonu 

hazırlandı ve T75 hücre flaskının iç yüzeyini tamamen kaplayacak Ģekilde 

kondu. Bu Ģekilde T75 hücre flaskı 30 dk oda sıcaklığında bekletildi. 

 Ġnkübasyonun ardından %0.1’lik jelatin solüsyonu çekilerek T75 hücre flaskı iki 

defa PBS ile yıkandıktan sonra yine oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 

 Hazırlanan bu T75 hücre flasklarına 4x10
5
 kordoma hücresi 12ml’lik besiyeri 

içerisinde eklenerek %5 CO2’li etüvde inkübasyona bırakıldı. 

 Hücre yoğunluğu T75 flaskın %80’ni kaplayacak duruma gelene kadar her 3 

günde 1 besiyeri değiĢimi yapıldı. 

 UCH-I hücre besiyeri: %70 IMDM (Gibco kat no:31980-022), %19 RPMI 

(Gibco kat no:11875-093), %10 FBS ve %1 PSA solüsyonları karıĢtırılarak 

hazırlandı. 

 UCH-I hücreleri %0,05’lik tripsin-EDTA solüsyonu(Gibco kat no:25200-056) 

kullanılarak pasajlandı.  
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2.3. Klasik PCR Çalışması 

Sağlıklı RNA’sı elde edilen her bir kordoma ve nükleus pulposus örneği için 

klinik bilgilerin haricinde literatür taramalarında kordoma ve nükleus pulposus 

dokularının doğrulanması için belirlenen bu genlerin klasik PCR (Polymerase Chain 

Reaction) ile ekspresyonuna kalitatif olarak bakıldı (Bkz. Protokol 6). PCR’da 

kullanılan gen ve primer bilgileri çizelge 2.1’de verilmiĢtir. 

Protokol 6. cDNA sentezi (Qiagen kat no: 205311) ve Klasik PCR protokolü 

cDNA sentezi: 

 Her bir örnek için, aĢağıdaki verildiği gibi karıĢım-A hazırlandı. 

Miks A 

Solüsyon Miktar (µl) 

gDNA uzaklaĢtırıcı tampon 2 

RNA (500ng- 50ng/µl) 10 

dH2O 2 

Toplam hacim  14.0 

 

 Bu 14 µl karıĢım hazırlandıktan sonra örnekler ısı bloğunda 42°C’de 2 dk 

bekletildi. 

 Isı bloğundan alınan örnekler bir an önce buz içerisine konularak burada da 2 dk 

bekletildi.  

Miks B 

Solüsyon Miktar (µl) 

Quantiscript reverse transcriptase 1 

Quantiscript RT Buffer 5X  4 

RT Primer Miks 1 

Toplam hacim  6.0 
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 KarıĢım A ve B birleĢtirilerek 42°C’de 30 dk bekletildi 

 En son olarak enzim inaktivasyonu için 95°C’de 3 dk tutuldu. 

Klasik PCR Karışımı hazırlanması:  Her bir örnek için son hacim 20 µl 

Miks  

Solüsyon Miktar (µl) 

2X PCR solüsyonu (fermentas kat no: K1071) 10 

Örnek cDNA’sı (1/30 sulandırılmıĢ cDNA’dan) 4 

Primer F/R (10µM) 0.3 

dH2O 5.7 

Toplam 20 

KarıĢımlar hazırlandıktan sonra örnekler PCR cihazına yerleĢtirilerek PCR 

programı uygulandı.  Kullanılan gen ve primer listesi çizelge 2.1’de verilmiĢtir. 

 PCR Programı 

95°C         5dk         1 döngü 

95°C          45 sn  

68°C-1       30 sn    15 döngü 

95°C          30 sn 

95°C         45 sn      

52°C         30 sn    30 döngü 

72°C         30 sn 

72°C        5 dk          1 döngü 

Kullanılan PCR cihazı Bio-Rad MyCycler 
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Çizelge 2.1. Kordoma ve Nükleus pulposus dokularının doğrulanması için kullanılan 

genlere özel primer dizilimleri. (Kısaltmalar CH: Kordoma dokusu, NP: Nükleus 

pulposus dokusu) 
Gen Ġsmi 

mRNA kodu 
Primer Dizilimi 

Ürün 

Büyüklüğü 

Primer 

Tasarımı 

Doku 

EMA  
F 5' CTCAGACGTCAGCGTGAGTG 3' 

277bç 
Tez 

sahibi 

CH/NP 

R 5' GGGGCTACGATCGGTACTGC 3' 

Galektin-3  

F 5' TCTTCTGGACAGCCAAGTGC 3' 

204bç 
Tez 

sahibi 

CH 

R 5' GTGGAAGGCAACATCATTCC 3' 

E-kaderin  

F 5'  GTCACGCTGAATACAGTGGG 3 

' 
251bç 

Tez 

sahibi 

CH 

R 5'  GCTCCTTGGCCAGTGATGCT 3' 

Vimentin  

F 5' CTCTACGAGGAGGAGATGCG 3' 

220bç 
Tez 

Sahibi 

CH/NP 

R 5' GTTCAAGGTCAAGACGTGCC 3' 

CD24  

 

F 5’ GCCAGTCTCTTCGTGGTCTC 3’ 
142bç 

Tez 

Sahibi 

CH/NP 

R  5’ CCTGTTTTTCCTTGCCACAT 3’ 

CD44  
F 5’ ACTGCAGCCAACTTCCGAGG 3’ 

260 
Tez 

Sahibi 

CH 

R 5’GGAATACACCTGCAAAGCGG 

Sitokeratin-19  
F 5'  CTGGTACCAGAAGCAGGGGC 3' 

190bç 
Tez 

Sahibi 

CH/NP 

R 5’ CATGCGCAGAGCCTGTTCCG 3’ 

c-met  

F 5'  GGCTGGTGCCACGACAAATG 3' 

276bç 
Tez 

Sahibi 

CH 

R 5'  CATGGCAGGACCAACTGTGC 3' 

Brachyury 

F 5' TGCTTCCCTGAGACCCAGTT 3' 

121bç 
Tez 

Sahibi 

CH 

R 5' 

GATCACTTCTTTCCTTTGCATCAA 3' 

GAPD 

F 5' CCATCTTCCAGGAGCGAGATC 3 

227bç 
Tez 

Sahibi 

CH/NP 

R 5' GGCATTGCTGATGATCTTGAGG 

3' 
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2.4. Mikroçip Çalışması 

Kordoma ve nükleus pulposus dokularındaki miRNA ekspresyon profilinin 

belirlenmesi için agilent marka mikroçipler (Agilent Human miRNA Microarray Kit 

Ver. 3.0, 8x15K, 3 slides/kit kat no: AGT-G4470C) kullanıldı. Mikroçiplere 

örneklerin hibridizasyonları için yine üretici firmanın sarf malzemeleri (Agilent 

miRNA Complete Labeling Reagent and Hybridization kat no:AGT-5190-0456) 

kullanıldı (Bkz. Protokol 7).  

ÇalıĢma kapsamında Agilent firması tarafından oldukça hassas bir teknoloji 

kullanılarak hazırlanan mikroçipler kullanılmıĢ olup bu mikroçipler 962 insan ve 69 

insan viral miRNA’larını içermektedir. Bu mikroçiplerde 40-60 mer oligonükleotit 

problar SurePrint teknolojisi ile özel olarak kodlanmıĢ cam lamlar üzerine hassas bir 

Ģekilde basılmıĢtır. Ayrıca probların 5’ ucuna G ve hibridizasyon sırasının 3’ ucuna 

da C residüsü iĢaretleme sırasında ilave edilerek doğru miRNA ya bağlanma özelliği 

artırılmıĢtır. Bu durum 1 nükleotidden fazla değiĢiklik gösteren miRNA’larda yanlıĢ 

pozitif bağlanma ihtimalini anlamlı olarak azaltmıĢtır (<1%). Üstelik her probdan 

birden fazla basılı olması ve kontrol problarının varlığı tek nükleotid değiĢiklik 

gösteren miRNA'ların bile ayrımını analiz sırasında yapabilme yeteneği vermiĢtir. 

Kontrol probları sayesinde veri normalizasyonu ve deneyler arasındaki sonuçları 

karĢılaĢtırmada kolaylık sağlanmıĢtır. Çift kanallı Axon lazer tarayıcı ile iĢaretlenen 

ve hibridize olan mikroçipler tarandıktan sonra her noktadaki sinyal yoğunluğu 

GenePix (Axon GenePix 2010) yazılımı kullanılarak hesaplanmıĢtır. 

Veri analizi: Veriler elde edildikten sonra, mikroçipler normalize edilmiĢtir. 

Bu sayede örnekler arasında kantitatif bir karĢılaĢtırma olanağı olmuĢtur. Veri analizi 

için mikroçipler üzerindeki kontrol noktalarından alınan veriler normalize edilmiĢtir. 

Mikro için verileri için arka plan sinyal yoğunluk ortalamaları LOWESS 

normalizasyon metodu ile GeneSpring yazılım programı (Agilent technologies, CA) 

kullanılarak analiz edilmiĢtir (Agilent GeneSpringGX10 2010). 
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Protokol 7. Mikroçip hazırlanması ve okutulması 

 2 µl örnek RNA’sı (50 ng/µl) 1.5 ml’lik tüplere konuldu. 

 Miks A her bir örnek için hazırlandı ve 1.5 ml’lik örnek RNA’ların olduğu tüpe 

eklendi. 

KarıĢım A 

Solüsyon Miktar (µl) 

10X Calf Intestinal Fosfataz Buffer 0.4 

Labeling Spike In  1.1 

10X Calf Intestinal Fosfataz 0.5 

Toplam hacim  2.0 

 KarıĢım narin bir Ģekilde pipetlendi ve 37°C’de30 dk ısı bloğunda bekletildi. 

 Ġnkübasyonun ardından örnek üzerine 2.8 µl %100 DMSO eklendi ve 100°C’de 

7 dk bekletildi. 

 Bu Ġnkübasyonun ardından örnekler hemen buz içerisine alındı ve 4.5 µl Miks B 

eklendi. 

KarıĢım B 

Solüsyon Miktar (µl) 

10X T4 RNA Ligaz Tampon 1 

Cy3  3 

T4 RNA ligaz 0.5 

Toplam hacim  4.5 

 Toplam 11.3 µl olan bu karıĢım narin bir Ģekilde pipetlenerek 16°C’de 2 saat 

inkübe edildi. 

 Ġnkübasyonun ardından örnekler vakum kurutma cihazında (eppendorf vakum 

konsantratör) 55°C’de 3-6 saat kurumaya bırakıldı.  
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 Örnekler tamamen kuruduktan sonra 18 µl dH2O ile sulandırıldı. 

 Sulandırılan örnekler üzerine 4.5 µl 10X GE Bloklama Solüsyonu ve 22.5 µl 2X 

Hi-RPM hibridizasyon tamponu eklendi. KarĢım dikkatli bir Ģekilde pipetlendi. 

 45 µl’lik bu karıĢım 100°C’de 5 dk inkübe edildi ve süre sonunda örnekler 

hemen buz üzerine alındı. Hızlı bir Ģekilde santrifüj edilerek buharlaĢarak 

kapakta kalan solüsyonun indirilmesi sağlandı. 

 Buz içinde bekletilen örnekler chamber slide (Agilent Microarray Hybridization 

Chamber kat no: G2534A) içine yerleĢtirilmiĢ gasket lam (Agilent Pack of 5 

Backings, 8 arrays/slide kat no: AGTG2534-60014) üzerine dikkatli bir Ģeklide 

pipetlendikten sonra yine çok dikkatli bir Ģekilde mikroçipler üzerine kapatıldı 

ve chamber slide kilitlendi. 

 Chamber Slide hibridizasyon için Hibridizasyon fırınına (Agilent Hybridization 

Owen) konarak 55°C’de 20 saat inkübasyona bırakıldı. 

 Hibridizasyon süresinin sonunda chamber slide açıldı. 

 Gasket slide ve mikroçip yıkama solüsyonu I (Agilent Gene Expression Wash 

Pack kat no: AGT-5188-5327) içinde dikkatli bir Ģekilde ayrıldı. 

 Mikroçip baĢka bir yıkama solüsyonu I içinde 5 dk bekletildi. 

 Yıkama solüsyonu I’den çıkarılan mikroçip öncede 37°C’de ısıtılmıĢ yıkama 

solüsyonu II içine konularak 5 dk 37°C’de düĢük hızda çalkalanarak inkübe . 

 Ġkinci yıkamanın ardından mikroçip çok yavaĢ bir Ģekilde yıkama solüsyonu II 

içinden penset yardımıyla çıkarıldı. Bu Ģekilde mikroçip, mikroçip okuyucu 

cihazda taranmaya hazırdı. 
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2.5. Real time PCR çalışması 

Mikroçipten elde edilen verilerin analizinden sonra bu verilerin doğruluğunu 

belirlemek için analiz sonrası kordoma dokuları ile nükleus pulposus dokuları 

arasında ekspresyon farkı olduğu bulunan 4 adet miRNA’nın ekspresyon seviyesine 

bağıl kantitasyon ve Sybr yeĢili yöntemi kullanılarak incelendi (Bkz. Protokol 8). 

 

Protokol 8. Real-time PCR 

A) cDNA Eldesi 

CDNA eldesi için ticari kit (Exiqon kat no: 203300)  kullanıldı. Bunun için;  

 KarıĢım-A solüsyonu hazırlandı. 

Karışım A 

Solüsyon Hacim (µl) Son Konsantrasyon 

5X Reaksiyon Tamponu 4 1X 

Enzim Miksi 2 1X 

RNA 14 25 ng- 1786 ng/ µl 

Toplam 20  

 

 Isı bloğunda 42°C’de 60 dk inkübasyon edildi. 

 Ġnkübasyonun ardından karıĢım ısı bloğunda 95°C’de enzim inaktivasyonu 

için bekletildi. 

 



 

 

63 

 

Real-Time PCR Protokolü 

KarıĢım-B solüsyonu hazırlandı. 

KarıĢım-A 

Solüsyon Hacim (µl) Son Konsantrasyon 

2X Sybr YeĢili Reaksiyon Tamponu 10 1X 

Primer Miksi 2 1X 

cDNA (1/200 sulandırılmıĢ) 8  

Toplam 20  

 Hazırlanan bu karıĢım narin bir Ģekilde pipetlenerek 96 kuyucuklu PCR 

pleytine (Roche kat no: 04729692001) yerleĢtirilerek PCR programı  (Roche 

480)  baĢlatıldı. 

Real-Time PCR Programı 

95°C         10dk         1 döngü 

95°C          45 sn  

60°C          60 sn    45 döngü (her döngüde optikal okuma) 

 

60°C’den 95°C’ye 1 döngü (erime ısısı döngüsü her 0.5 derecede optikal okuma)    

 

Real-time PCR için kullanılan primer bilgileri 

 Kat no: 203300 Universal cDNA Synthesis Kit, 16-32 rxns (miRCURY 

LNA™ Universal RT microRNA PCR, Polyadenylation and cDNA synthesis 

kit) 

 Kat no: 203450 SYBR® Green master mix (Universal RT, 2.5ml miRCURY 

LNA™ Universal RT microRNA PCR, SYBR® Green master mix, 250 rxns) 



 

 

64 

 

 Kat no: 204551 hsa-miR-222, LNA PCR primer set, (UniRT miRCURY 

LNA Universal RT microRNA PCR, microRNA primer set, 100 rxns) 

 Kat no: 204304 hsa-miR-140-3p, LNA PCR primer set, (UniRT miRCURY 

LNA Universal RT microRNA PCR, microRNA primer set, 100 rxns) 

 Kat no: 204121 hsa-miR-148a, LNA PCR primer set, (UniRT miRCURY 

LNA Universal RT microRNA PCR, microRNA primer set, 100 rxns) 

 Kat  no:  203906 5S rRNA (hsa) PCR primer set,  

Elde edilen veriler 2
-ΔΔCt

 metodu kullanılarak analiz edildi. Real-time PCR 

iĢlemi sırasında PCR iĢleminin verimliliğinin test edilmesi için spike kontrolü ve 

primeri kullanılmıĢtır. Normalizasyon içinse hsa-miR-5S kontrol olarak eklenmiĢtir. 

2.6. İstatistiksel Değerlendirme 

Yapılan mikroçip ve real-time PCR analizleri sonrası elde edilen veriler t-test 

parametrelerine göre değerlendirilmiĢtir ve bu değerlendirmelerde GeneSpring 

yazılım programından faydalanılmıĢtır (Agilent GeneSpringGX10 2010) . 
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3. BULGULAR 

3.1. RNA izolasyon Bulguları 

Doku ve hücre kültürlerinden trizol yöntemi kullanılarak izole edilen 

RNA’ların UV. Spektrofotometre (Implen NanoPhotometer™ UV/Vis 

spectrophotometer) kullanılarak RNA miktarı ve RNA  saflığı ölçülmüĢtür. Miktar 

tayini yapılan RNA’lar MOPS solüsyonu kullanılarak agaroz jelde yürütülmüĢtür. 

Yapılan bu deney sonuçları Çizelge 3.1 ve Resim 3.1 ve Resim 3.2’de sunulmuĢtur. 

Deney sonuçlarına göre; RNA saflığı, protein kontaminasyon oranı ve jelde 

miRNA’nın sağlıklı olarak görüntülenmesi gibi parametreler göz önüne alınarak 8 

kordoma dokusu ve 8 nükleus pulposus örneği ve UCH-I hücre hattına ait RNA bir 

sonraki deney olan mikroçip deneyi için kullanılmasına karar verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.1. Tez kapsamında kullanılan dokular ve RNA’larına ait bilgiler. 
Doku ÇeĢidi Ġsim  Cinsiyet  YaĢ Doku MenĢei Primer/ 

Rekürens 

RNA miktarı 

ng/µl 

A260/A280 

oranı 

A260/A230 

oranı 

Kordoma CH2 Erkek 27 Klivus Primer 132 1,9 1,9 

Kordoma CH5 Kadın 28 Klivus Primer 157 1,9 1,7 

Kordoma CH6 Kadın 63 C2 Primer 175 1,8 1,8 

Kordoma CH7 Kadın 15 Klivus Primer 169 1,9 1,9 

Kordoma  CH8 Kadın 50 C1 Primer 167 1,7 1,6 

Kordoma CH9 Kadın 21 Klivus Primer 321 1,8 1,9 

Kordoma CH10 Kadın 28 C3 Primer 463 1,7 1,7 

Kordoma CH12 Erkek 32 C2 Primer 160 1,9 1,8 

Kordoma 

hücre hattı 

UCH-I     193 1,9 1,9 

Nükleus 

Pulposus 

NP1 Kadın 67 L1  146 1,7 1,9 

Nükleus 

Pulposus 

NP4 Kadın 46 L4  52 1,7 1,9 

Nükleus 

Pulposus 

NP5 Erkek 56 L2  56 1,9 1,8 

Nükleus 

Pulposus 

NP6 Erkek 30 L4  246 1,7 1,7 

Nükleus 

Pulposus 

NP7 Erkek 42 L2  379 1,9 1,8 

Nükleus 

Pulposus 

NP9 Kadın 82 L2  147 1,8 1,8 

Nükleus 

Pulposus 

NP10 Erkek 28 L4  60 1,9 1,7 

Nükleus 

Pulposus 

NP14 Erkek 69 L1  53 1,9 1,7 
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 Resim 3.1. MOPS tampon ile agaroz jelde yürütülmüĢ nükleus pulposus RNA 

örnekleri. 

 

 
Resim 3.2. MOPS tampon ile agaroz jelde yürütülmüĢ kordoma RNA örnekleri. 
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3.2. Hücre Kültür Bulguları 

Yapılan hücre izolasyonu yönetimi ardından hücre kültür flasklarında 

büyütülen kordoma hücreleri primer kültür olarak baĢarılı bir Ģekilde çoğaltılmıĢtır. 

Primer kültürlerdeki fizaliferöz hücre yapısı mikroskopla gözlenmiĢtir (Resim 3.3-

Resim 3.4). Primer hücre kültürüne devam edilmesinin ardından mikroskobik olarak 

fizaliferöz hücre yapısı 4. pasajla birlikte ortadan kalktığı gözlemlenmiĢtir ve devam 

ettirilememiĢtir (Resim 3.5). Primer kültür izolasyonlarında kordoma hücrelerinin 

yanı sıra tümör dokusundaki fibroblast hücrelerininde dokudan izole edilmesi 

nedeniyle in-vitro ortamda fibroblast hücrelerin baskın hale gelmesiyle kordoma 

hücre hattı oluĢturulamamıĢtır. 

Nükleus pulposus dokularından izole edilen uygulamıĢ olduğumuz primer 

kültürlerde oldukça baĢarılı sonuçlar alınmıĢtır. Bu kültürlerden ilk pasajın ardından 

hücrelerden RNA izolasyonu yapılmıĢ ve baĢarılı bir Ģekilde RNA’lar izole edilmiĢtir 

(Resim 3.6). 
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Resim 3.3. Primer kordoma hücrelerine ait hücre kültürünün 20X objektif 

kullanılarak çekilmiĢ fotoğrafı (200X büyütme). 
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Resim 3.4. Primer kordoma hücrelerine ait hücre kültürünün mikroskobun faz-

kontrast filtresiyle 20X objektif kullanılarak çekilmiĢ fotoğrafı (200X büyütme).  
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Resim 3.5. Kordoma hücrelerine ait 4. pasaj (20X objektif kullanılarak 200X 

büyütme yapılmıĢtır.). 
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Resim 3.6. Primer nükleus pulposus hücre fotoğrafı (10X objektif kullanılarak 100X 

büyütme yapılmıĢtır.). 
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3.3. Klasik PCR Bulguları 

Klasik PCR yöntemi ile yapılan kalitatif gen ekspresyon analizi bulguları 

Çizelge 3.2.’de verilmiĢtir. Yapılan PCR iĢleminde kontrol gen olarak GAPDH 

(Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz) geni kullanılmıĢtır. PCR sonuçlarına göre 

literatürde kordomalarda yüksek miktarda ekspresyonu gösterilen bütün genler ilk 

defa bu çalıĢma kapsamında aynı anda gösterilmiĢtir. Klasik PCR ile yapılan 

çalıĢmada kontrol olarak kullanılan GAPDH geni ekspresyonu bütün dokularda 

gösterilmiĢtir (Resim 3.7).  

Literatür çalıĢması sonucu belirlenen genlerin kalitatif analizi bütün kordoma 

ve nükleus pulposus dokuları için aynı gen ekspresyon profilini vermiĢtir.   
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Resim 3.7. Kalitatif gen ekspresyonu için kullanılan cDNA’lar (GAPDH primerleri 

ile PCR’da çoğaltıldıktan sonra %2 agaroz jelde yüklenmiĢ 100V 45 dk yürüterek 

U.V. translüminatör’de görüntülenmiĢtir). 
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Çizelge 3.2. Klasik PCR tabanlı yapılan çalıĢmalarda gen ekspresyonları kalitatif olarak analiz sonuçları (Ç.Y. çalıĢma yapılmadı). 

Ġsim EMA Galektin-3 E-kaderin Vimentin CD24 CD44 
Sitokeratin

-19 
c-met Brachyury 

CH2 + + + + + + + + + 

CH5 + + + + + + + + + 

CH6 + + + + + + + + + 

CH7 + + + + + + + + + 

CH8 + + + + + + + + + 

CH9 + + + + + + + + + 

CH10 + + + + + + + + + 

CH12 + + + + + + + + + 

UCH-I + + + + + + + + + 

NP1 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 

NP4 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 

NP5 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 

NP6 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 

NP7 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 

NP9 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 

NP10 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 

NP14 + + Ç.Y. + + Ç.Y. Ç.Y. Ç.Y. - 
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3.4. Mikroçip Deney Bulguları 

Cy3 floresans boyası ile iĢaretlenip hibridize edilen mikroçipler çift 

LASER’li  mikroçip okuyucu (axon 4100FA) cihazda taranmıĢtır. ĠĢaretli prob 

uçlarındaki Cy3 boya yoğunluğuna bağlı olarak elde edilen TIFF görüntüsü mikroçip 

okuyucu cihazın yazılımı kullanılarak analiz edilmiĢtir. Bu analiz esnasında arka plan 

sinyal yoğunluğu baz alınarak sinyal normalizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Her bir 

noktaya ait sinyal haritası Agilent firması tarafından sağlanan veri vasıtasıyla 

GenePix yazılımına yüklenerek sinyal anlamlandırmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Yapılan bu analiz ardından sinyal temizlenmesi yapılmıĢ ve anlamsız sinyaller daha 

sonra analiz edilmemek üzere çıkarılmıĢtır. Bu iĢlemler sonrası GPS formatında elde 

edilen veri yine GenePix yazılımı kullanılarak analiz edilmiĢ ve bu analiz sonucu 

olarak her bir nokta için Cy3 floresans boyasına bağlı olarak anlamlandırılmıĢ 

noktalardaki sinyal yoğunlukları belirlenerek GPR dosyaları elde edilmiĢtir. Bu GPR 

dosyaları biyoinformatik yazılım olan ve mikroçip verilerinin analizi için kullanılan 

agilent firması tarafından geliĢtirilen GeneSpringGX programı kullanılmıĢ ve belirli 

istatistik değerler kullanılarak analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yazılım için öncelikle 

GPR dataları yazılıma tanıtıldı. Yazılımın GPR dosyalarını tanıması için mikroçipin 

hangi noktasında hangi proba ait sinyal bilgisinin olduğunu gösteren ve yine Agilent 

firması tarafından sağlanan gal formatlı dosya yazılama yüklendi. Tüm bu iĢlemler 

ardından her bir örneğe ait GPR formatında olan dosyalar nükleus pulposus (kontrol 

dokusu-np) ve kordoma dokusu (karĢılaĢtıracak doku-ch) olarak gruplandırıldı. 

Yapılan gruplandırmalar ardından her bir GPR verisinde bulunan kontrol 

noktalarındaki Cy3 floresans sinyal yoğunluğu kullanılarak örnekler arası 

normalizasyonlar LOWESS yöntemi kullanılarak yapıldı. Bu sayede her bir örnek 

diğer örneklerle göreceli olarak kıyaslanabilme imkânı sağlanmıĢtır.  

GeneSpring analiz yazılımı; veri analizi için kullanılırken örnek 

gruplandırmasının ardından yüzdelik örtüĢme özelliği ve örnek sinyal noktası 

(treshold) en az bir seçilerek yapıldı. Örnek analizleri gerçekleĢtirilirken mikroçip 

üzerine yazılmıĢ problardaki tekrar noktaları göz önüne alınarak her prob için 

ortalama değer analiz için kullanıldı. Yapılan bu analizlerde kontrol dokularındaki 
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bütün değerlerin ortalaması alınarak kordoma dokularındaki ortalama değerlerden 

çıkarılarak sonuçlar elde edildi. Elde edilen bu sonuçlar kordoma dokularının bir 

grup olarak nükleus pulposus doku grubuna karĢı ekspresyon analizi yapılmıĢtır. 

Yapılan bu analizde dokular arasında ki ekspresyon kat farkı olarak 2 belirlenmiĢtir. 

Bu Ģekilde yapılan analizde kordoma ve nükleus pulposus dokuları arasında 2 kat 

üzerinde ekspresyon seviyesi farklılığı gösteren 91 adet miRNA tespit edildi (Çizelge 

3.3) (ġekil 3.1, ġekil 3.2, ġekil 3.3).  

GeneSpring veri analiz programından elde edilen sonuçlar, Baylor 

Üniversitesi öğretim görevlisi biyoistatistikçi Yrd. Doç. Dr. Chad Creighton 

tarafından yapılan analizlerde doğrulanmıĢtır. 
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Çizelge 3.3. GeneSpring yazılımında kat farkı 2 seçildiğinde belirlenen 91 adet 

miRNA’ya ait kat farkını gösteren sonuçlar. 

miRNA Ġsmi 

Kat DeğiĢim 

değeri([ch]/[np]) 

Kordomalardaki 

Miktarı 

hsa-miR-222 -46 düĢük 

hsa-miR-31* -38 düĢük 

hsa-miR-376a -35 düĢük 

hsa-miR-127-3p -32 düĢük 

hsa-miR-136 -29 düĢük 

hsa-miR-381 -29 düĢük 

hsa-miR-196a -28 düĢük 

hsa-miR-377 -26 düĢük 

hur_1 -26 düĢük 

hsa-miR-654-3p -25 düĢük 

hsa-miR-720 -25 düĢük 

hsa-miR-409-3p -23 düĢük 

hsa-miR-100 -23 düĢük 

hsa-miR-1274b -22 düĢük 

hsa-miR-1274a -22 düĢük 

hsa-miR-1260 -22 düĢük 

hsa-miR-379 -21 düĢük 

hsa-miR-513c -20 düĢük 

hsa-miR-31 -11 düĢük 

hsa-miR-221 -5 düĢük 

hsa-miR-138 -5 düĢük 

hsa-miR-376c -4 düĢük 

hsa-miR-431* -2 düĢük 

hsa-miR-21* -2 düĢük 

hsa-miR-196b -2 düĢük 

hsa-miR-25 238 Yüksek 

hsa-miR-424 74 Yüksek 

hsa-miR-126 53 Yüksek 

hsa-miR-1207-5p 50 Yüksek 

hsa-miR-148a 45 Yüksek 

hsa-miR-16 42 Yüksek 

hsa-miR-630 41 Yüksek 

hsa-miR-142-3p 40 Yüksek 

hsa-miR-365 39 Yüksek 

hsa-miR-26b 38 Yüksek 

hsa-miR-150 37 Yüksek 

hsa-miR-30b 37 Yüksek 
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Çizelge 3.3 (devam). GeneSpring yazılımında kat farkı 2 seçildiğinde belirlenen 91 

adet miRNA’ya ait kat farkını gösteren sonuçlar verilmiĢtir. 

miRNA Ġsmi 

Kat DeğiĢim 

değeri([ch]/[np]) 

Kordomalardaki 

Miktarı 

hsa-miR-483-5p 33 Yüksek 

hsa-miR-1225-5p 32 Yüksek 

hsa-miR-107 32 Yüksek 

hsa-let-7d 31 Yüksek 

hsa-miR-1202 31 Yüksek 

hsa-miR-320c 31 Yüksek 

hsa-let-7i 30 Yüksek 

hsa-miR-1268 30 Yüksek 

hsa-miR-134 29 Yüksek 

hsa-miR-210 29 Yüksek 

hsa-let-7f 29 Yüksek 

hsa-miR-1246 28 Yüksek 

hsa-miR-638 26 Yüksek 

hsa-miR-26a 24 Yüksek 

hsa-miR-148b 24 Yüksek 

hsa-miR-181b 24 Yüksek 

kshv-miR-K12-3 23 Yüksek 

hsa-miR-342-3p 23 Yüksek 

hsa-miR-34a 23 Yüksek 

hsa-miR-363 23 Yüksek 

hsa-miR-516a-5p 22 Yüksek 

hsa-miR-1224-5p 22 Yüksek 

hsa-miR-96 22 Yüksek 

hsa-miR-142-5p 22 Yüksek 

hsa-miR-204 22 Yüksek 

hsa-miR-151-5p 21 Yüksek 

hsa-miR-887 21 Yüksek 

hsa-miR-765 21 Yüksek 

hsa-miR-193b 20 Yüksek 

hsa-miR-103 20 Yüksek 

hsa-miR-1915 20 Yüksek 

hsa-miR-140-3p 15 Yüksek 

hsa-miR-140-5p 9 Yüksek 

hsa-miR-451 8 Yüksek 

hsa-miR-144 6 Yüksek 

hsa-miR-181a 6 Yüksek 

hsa-miR-195 4 Yüksek 
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Çizelge 3.3 (Devam). GeneSpring yazılımında kat farkı 2 seçildiğinde belirlenen 91 

adet miRNA’ya ait kat farkını gösteren sonuçlar verilmiĢtir. 

miRNA Ġsmi 

Kat DeğiĢim 

değeri([ch]/[np]) 

Kordomalardaki 

Miktarı 

hsa-miR-486-5p 4 Yüksek 

hsa-miR-99a 4 Yüksek 

hsa-miR-497 3 Yüksek 

hsa-miR-223 3 Yüksek 

hcmv-miR-UL70-

3p 3 Yüksek 

hsa-miR-30c 3 Yüksek 

hsa-let-7g 3 Yüksek 

hsa-miR-15b 3 Yüksek 

hsa-miR-671-5p 3 Yüksek 

hsa-miR-340 3 Yüksek 

hsa-let-7a 2 Yüksek 

hsa-miR-331-3p 2 Yüksek 

hsa-miR-320d 2 Yüksek 

hsa-miR-29c 2 Yüksek 

hsa-miR-374b 2 Yüksek 
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Şekil 3.1. GeneSpring yazılımından 2 kat değiĢimine göre analiz edildikten sonra 

ortaya çıkan 91 adet miRNA’nın çizgisel doğrular halinde düzenlenmiĢ olarak 

gösterilen Ģekil (Renk skalası kordomalardaki ekspresyon miktarını göstermektedir- 

ch: kordoma, np: nükleus pulposus). 
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Şekil 3.2. GeneSpring yazılımından 2 kat değiĢimine göre analiz edildikten sonra 

ortaya çıkan 91 adet miRNA’nın verilerin noktalar halinde gösterimi (Renk skalası 

kordomalardaki ekspresyon miktarını göstermektedir- ch: kordoma, np: nükleus 

pulposus). 
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GeneSpring veri analiz yazılımı ile gerçekleĢtirilen verilerin istatistiksel 

anlamlılığın ortaya konması amacıyla elde edilen 2 kat üstü değerlerleri T Test 

yöntemi ile tekrar analizi yapıldı. Yapılan bu analizde veriler P 0.05 değerine göre 

sınıflandırılmıĢ bu sınıflandırma ardından 8 miRNA belirlendi (ġekil 3.3).  

 ġekil 3.3’te gösterilen veriler P>0.05 aralığından P>0,001 aralığına kadar 

verilmiĢ olup bu sonuçlar elde edilen verilen güvenilirlik aralığının oldukça yüksek 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca Ģekil 3.3’te sol üst köĢede verilen çizelgede kat 

değerleri 1.1’de baĢlayıp 3’e kadar devam etmektedir. Burada dikkat edilecek nokta 

mikroçip üstüne yazılan 962 miRNA verisi kordomalar ve nükleus pulposus dokuları 

arasındaki miRNA ekspresyon katları belirlendikçe düĢmüĢtür.  

Yapılan analizlerin sadeleĢtirmesi ve mikroçip verilerinin doğrulanması 

amacıyla yapılacak olan real-time PCR için miRNA’ların belirlenmesi için 

GeneSpring’le yapılan analizlerde kordoma dokuları ile nükleus pulposus dokuları 

arasındaki miRNA ekspresyon kat farkı 4 olarak kullanılmıĢtır. Buna göre elde 

edilen veriler çizelge 3.4 ve Ģekil 3.4’te verilmiĢtir. 
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Şekil 3.3. Ekspresyon farklılığı istatistiksel analiz raporu (T test analizine bağlı olarak yapılan analizde Ģekil içinde FC olarak gösterilen 

değerler kat değiĢimini [fold change] göstermektedir. Kırmızı ile belirtilen noktalarda belirlenen 8 miRNA’yı göstermektedir.).
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Çizelge 3.4. Mikroçip verisi (GeneSpring GX yazılımında ve miRNA ekspresyonun da kordomalar ile nükleus pulposus dokuları arasında 4 kat 

ve üzerinde ekspresyon farkı nükleus pulposus dokuları ortalamalarına göre değerlendirildikten sonra her bir doku için belirlenen verilere yer 

verilmiĢtir. Tabloda gösterilen çift kalın çizginin üzerindeki veriler kordomalarda yüksek miktarda sentezlenen miRNA’lar çift çizginin altında 

ise düĢük miktarda sentezlenen miRNA’lar verilmiĢtir.). 

Ġsim NP1 NP4 NP5 NP6 NP7 NP9 NP10 NP14 U-CHI CH2 CH5 CH6 CH7 CH8 CH9 CH10 CH12 

hsa-miR-140-5p 0.0 -46,05 -0,24 -0,66 -28,91 -22,97 -0,23 -0,46 0,26 -31,84 32,23 37,22 28,71 20,21 3,21 18,84 16,02 

hsa-miR-424 0,00 -4,39 -12,42 0,01 -27,28 -22,13 -30,23 -15,79 0,36 -1,77 32,22 15,50 18,98 17,85 18,65 222,37 -21,44 

hsa-miR-126 0,31 0,04 -0,90 -0,65 -19,34 -0,87 -0,42 -0,49 0,00 -0,35 29,29 29,64 48,65 34,87 11,78 10,55 -0,02 

hsa-miR-142-3p 1,43 -0,72 -0,10 -10,35 0,22 -0,10 -18,24 -0,86 0,00 -20,29 48,17 32,22 38,46 19,06 169,38 14,52 -0,19 

hsa-miR-148a 0,28 -22,51 -0,25 -0,57 -2,58 -2,13 -0,83 0,00 0,71 -29,43 25,44 20,48 2,15 25,36 19,53 -0,07 11,84 

hsa-miR-1207-5p -10,23 12,99 -17,19 -1,30 -13,92 -19,28 27,18 -21,51 -11,90 35,02 18,43 0,67 41,74 0,00 -0,63 20,04 42,35 

hsa-miR-140-3p -0,27 -35,87 -0,47 -16,76 -25,97 -27,13 0,61 -0,93 0,00 -0,07 3,02 37,65 24,47 4,10 35,11 28,49 270,61 

hsa-miR-630 -20,98 19,83 -25,18 -22,06 -2,80 -24,46 16,10 -27,95 -12,11 3,08 0,13 0,65 16,17 0,11 -0,10 14,48 0,00 

hsa-miR-451 29,09 -33,73 -19,92 -2,43 -49,71 -25,96 -3,53 -27,50 -3,04 0,00 63,96 679,07 7,54 70,83 611,37 38,55 16,93 

hsa-miR-144 13,02 -0,52 0,00 -0,96 -0,66 -15,85 -13,32 -0,13 0,01 -0,94 44,93 41,04 56,14 29,82 30,88 11,46 -0,90 

hsa-miR-181a -0,83 -1,00 -15,87 -1,12 -19,42 -14,12 -0,44 -1,07 0,00 0,05 16,46 22,65 1,99 22,73 26,16 0,09 0,82 

hsa-miR-16 0,56 -45,68 0,56 -0,11 -365,82 -13,70 -14,65 0,14 -13,56 -27,81 2,01 297,44 29,51 27,48 17,29 0.0 -0,91 

hsa-miR-195 0,45 -14,41 -0,22 0,24 -20,87 -14,21 -0,19 0.0 -0,10 -29,42 34,07 2,43 37,64 2,78 3,37 10,42 -0,78 

hsa-miR-138 16,57 0,06 16,79 13,46 19,34 0,98 0,75 18,40 -0,48 -0,73 -0,98 -12,45 0,00 -0,89 -0,43 -22,56 -10,10 

hsa-miR-221 20,57 -17,83 20,89 14,59 11,55 0,81 0,28 19,02 -0,88 -3,18 -11,67 -18,74 -10,23 -13,81 0,00 0,10 -2,37 

hsa-miR-31 30,78 0,00 30,27 2,94 25,35 19,97 20,52 3,61 -1,00 -21,76 13,87 -0,47 -21,74 -0,56 -0,30 -18,65 -2,22 

hsa-miR-222 0,46 0,00 0,59 15,16 16,02 0,96 11,54 11,24 -13,24 -25,50 -0,82 -13,89 -15,68 -0,67 0,36 -0,16 -32,95 
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.  

Şekil 3.4. ġekilde kordoma(ch) ve nükleus pulposus dokuları (np) sınıflandırılarak ve GeneSpring veri analiz yazılımında miRNA ekspresyon 

miktarı 4 kat ve üzeri olan miRNA’ların renk skalasında verilen değerlere bağlı olarak düzenlenmiĢ  Ģekili (Renk skalası miRNA ekspresyon 

seviyesinin kat değiĢimini göstermektedir.). 
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3.5. Real-Time PCR bulguları 

Mikroçip verilerinin doğrulanması için mikroçiplerden elde edilen verilerin 

kordoma dokuları ile nükleus pulposus dokuları arasındaki ekspresyon seviyesi 4 katı 

ve üzerinde olan miRNA’lar arasından seçildi. Örnek dokulardaki miRNA 

ekspresyon seviyesi doku gruplarındaki örneklerde homojen olduğu belirlenen 

miRNA’lar kullanıldı. Buna göre kordoma dokularında ekspresyon seviyesi yükselen 

hsa-miR-140-3p ve hsa-miR-148a, ayrıca kordoma dokularında ekspresyonu düĢen 

hsa-miR-31 ve hsa-miR-222 toplam dört miRNA mikroçip verilerinin real-time PCR 

ile doğrulanması için belirlendi. Yapılan real-time PCR iĢlemi sonucunda ekspresyon 

seviyesi sybr-yeĢili yöntemi kullanılarak yapılan erime sıcaklığı analizine bağlı 

olarak her bir miRNA için spesifik ürün elde edildiği gösterilmiĢtir (ġekil 3.5, ġekil 

3.6, ġekil 3.7). 
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Şekil 3.5. Spike kontrol ait real-time PCR’dan elde edilen tm grafiği. 
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Şekil 3.6. hsa-miR-31 ve hsa-miR-5S ait real-time PCR’dan elde edilen  tm grafiği. 
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Şekil 3.7. hsa-miR-31 ve hsa-miR-5S ait real-time PCR’dan elde edilen 

amplifikasyon eğrisi. 
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Real-time PCR sonrası yapılan analizlerde ekspresyon miktarları 

belirlenirken bağıl kantitasyon yöntemi (relative expression) kullanıldığından 

sonuçlar mikroçip verilerinde olduğu gibi kat farkı olarak verilmiĢtir. Real-time PCR 

iĢleminin normalizasyonu için öncelikle cDNA’lar içine eklenen spike kontrol 

kalıplarının kendi primerleriyle verdiği sonuçlar değerlendirildi (Çizelge 3.5). 

Burada elde edilen CP değerinin tüm dokular için ortalaması alınarak standart 

sapması hesaplandı.  Hesaplanan bu standart sapma değeri daha sonra elde edilen 

bütün miRNA değerlerinden çıkarılarak PCR verimliğini normalizasyon değerlerine 

ulaĢıldı. Bu aĢamadan sonra konulan cDNA miktarlarının normalizasyonuna geçildi. 

Bu normalizasyon için 5S miRNA miktarları kullanılarak diğer miRNA oranları 

belirlendi.  
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Çizelge 3.5. Yapılan real-time PCR deneyinde PCR verimliğini normalize etmek 

amacıyla kullanılan spike kontrol cp değerleri. 

  

Spike 

Kontrol 

Doku 

Ortalama 

Cp 

CH1 23,71 

CH5  23,9 

CH6  24 

CH7  23,61 

CH8  23,64 

CH9  23,56 

CH10  23,94 

CH12  23,83 

U-CHI  23,53 

NP1  23,67 

NP4  23,71 

NP5  23,62 

NP6  23,88 

NP7  23,59 

NP9  24,22 

NP10  23,5 

NP14  23,39 
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Belirlenen miRNA’ların ekspresyon miktarlarının bulunması için 2
-ΔΔCt

 

metodu kullanıldı. Sonuçların istatistiki anlamlılıklarını değerlendirmek için P<0,05 

değer aralığı alınmıĢtır. Dokular gruplandırıldıktan sonra elde edilen veriler mikroçip 

verilerine yakın sonuçlar vermiĢtir (Çizelge 3.6).  

Real-time PCR sonucu elde edilen kordoma dokuları ile nükleus pulposus 

dokularına dair her birinin ekspresyon miktarlarındaki kat farkı da ayrıca 

hesaplanarak değerler elde edildi (Çizelge 3.7, ġekil 3.8, ġekil 3.9, ġekil 3.10, ġekil 

3.11) 
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Çizelge 3.6. Real-time PCR sonuçlarının 2
-ΔΔCt

 metodu ile analiz edildikten sonra 

P<0,05 güvenlik aralığında değerleri. Sonuçlar kordomalardaki miRNA 

ekspresyonlarının nükleus pulposus’a göre kat farkını ifade etmektedir. 

  

hsa-miR-140-

3p 

hsa-miR-

148a 

hsa-miR-

31 hsa-miR-222 

Kordoma dokuları 48,18 5,01 0,07 0,40 

 

 

 

 

Çizelge 3.7. 2
-ΔΔCt

 metodu kullanılarak elde edilen sonuçların P<0,05 güvenilirlik 

değerine göre dokulardaki miRNA ekspresyon kat değerleri. 

  

hsa-

miRNA 

5S 

hsa-miRNA-

140-3p 

miRNA-

148a 

hsa-

miRNA-31 

hsa-

miRNA-

222 

Doku 

Ortalama 

Cp 

Kat 

değiĢimi(ch/np) 

Kat 

değiĢimi 

Kat 

değiĢimi 

Kat 

değiĢimi 

CH1 14,73 9,71 4,51 0 0,03 

CH5  15,91 60,9 1,83 0,02 0,94 

CH6  17,65 469,92 33,3 0,31 7,67 

CH7  15,96 161,74 10,5 0,14 0,58 

CH8  16,63 47,67 10,59 0,06 0,59 

CH9  15,53 75,83 4,45 0,05 0,24 

CH10  15,55 73,34 15,64 0,79 0,56 

CH12  16,03 8,71 0,12 0 0,07 

U-CHI  16,37 13,48 7,8 0,05 0,46 

NP1  16,41 14,6 8,01 0,04 0,49 

NP4  17,13 2,33 1,26 4,44 1,76 

NP5  16,62 0,93 1,03 2,66 1,7 

NP6  17 1,86 1,63 2,49 3,29 

NP7  16,49 1,09 1,59 2,27 1,8 

NP9  15,54 0,08 0,1 0,23 0,27 

NP10  15,22 0,3 0,42 0,8 0,48 

NP14  16,15 0,61 0,91 1,99 0,89 
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Şekil 3.8. Kordoma ve nükleus pulposus dokularındaki miRNA-148a ekspresyon 

miktarları. X ekseni ekspresyon kat miktarını belirtmektedir. 

 

Şekil 3.9. Kordoma ve nükleus pulposus dokularındaki miRNA-140-3p ekspresyon 

miktarları. X ekseni ekspresyon kat miktarını belirtmektedir. 
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Şekil 3.10. Kordoma ve nükleus pulposus dokularındaki miRNA-31 ekspresyon 

miktarları. X ekseni ekspresyon kat miktarını belirtmektedir. 

 

 

Şekil 3.11. Kordoma ve nükleus pulposus dokularındaki miRNA-222 ekspresyon 

miktarları. X ekseni ekspresyon kat miktarını belirtmektedir. 
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4. TARTIŞMA 

Kordomalar oldukça ender karĢılaĢılan aksiyel iskelet üzerinde oluĢan düĢük-

orta dereceli malin kemik tümörüdür. Kordoma’ların %32’si kranial %32,8’i spinal 

ve % 29,2’si oranında sakrumda oluĢtuğu bildirilmiĢtir (Papagelopoulos et al., 2004). 

Bütün intrakranial tümörler arasında görülme oranı % 0,1–0,2 arasında 

değiĢmektedir (Mirra JM, 2002). Mikroskobik olarak fizaliferöz (sitoplazmik 

vakuollere sahip) hücre yapısına sahip olmasının yanı sıra makroskobik olarak çok 

lobüllü mavi-gri renkte ve jelatin yapılıdır (Romeo and Hogendoorn, 2006). 

Kordomalar kemoterapiye ve radyoterapiye karĢı oldukça dirençlidir 

(Carrabba et al., 2008; Dehdashti et al., 2008; Foweraker et al., 2007; Hasegawa et 

al., 2007b; Igaki et al., 2004; Karger et al., 2006; Rhomberg et al., 2006). Bu yüzden 

kordomaların tedavisinde radikal cerrahi yöntemlerinin çok daha etkili ve tedavi 

edici olduğu düĢünülmektedir (Bailey ve ark 2006, Cho ve ark 2008b, Fatemi ve ark 

2008, Hasegawa ve ark 2007a, Hasegawa ve ark 2007b, Henderson ve ark 2009, 

Jiang ve ark 2009; Krishnan ve ark 2005, Liu ve ark 2008, Noel ve ark 2004)  

Kordomanın moleküler biyolojisini açıklamak için yapılan çalıĢmaların 

varlığına rağmen kordomanın altında yatan moleküler mekanizma henüz net olarak 

ortaya konmamıĢtır. In-vitro olarak kültüre edilebilen hücre hatlarının sayısının çok 

az olması kordoma üzerinde yapılan araĢtırmaları önemli ölçüde sınırlandırmaktadır. 

Kordoma hücre hatlarının üretilmesi ve karakterize edilmesi kordomanın moleküler 

alt yapısının aydınlatılmasında oldukça önemli sonuçlar doğuracaktır. Bu çalıĢmada 

kordomaların in-vitro olarak incelenmesi amacıyla mevcut UCH-I hücre hattının yanı 

sıra yeni bir hücre hattı üretilmesine yönelik çalıĢmalar yapılmıĢtır. Primer hücre 

kültürleri yapılan tüm kordoma dokuları için primer hücre kültürleri baĢarılı bir 

Ģekilde yapılmıĢtır. Buna karĢın bu hücrelerin pasajlanması sonucu kordoma 

hücrelerine özgü fizaliferöz hücre yapılarının 4. pasajdan sonra kaybolduğu 

gözlemlenmiĢtir. Literatürde kanser hücre hatları için yapılan çalıĢmalarda da 

bildirildiği üzere kanser dokuları heterojen dağılım göstermekte ve tümör dokuları 
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içerisinde fibroblast hücreleri de yoğun bir Ģekilde yer almaktadır (Tsunenari ve ark 

2000, Welch ve ark 1995). Kordoma hücreleri sitoplazmalarında barındırdıkları 

vakuoller sayesinde ıĢığı yansıtırken fibroblastik hücreler ıĢığı yansıtmadığı yapılan 

faz kontras mikroskop taramalarında gösterilmiĢtir. Kordoma hücrelerinin bölüme 

döngüsünün yavaĢ olduğu ve fibroblastların bölünmesinin in-vitro Ģartlarda daha 

hızlı olduğu göz önüne alındığında ilerleyen pasajlarda fibroblast hücrelerinin kültür 

ortamında daha baskın bir hale geldiği görülmüĢtür (Rajarajan ve ark 2008, Scheil ve 

ark 2001). Benzer Ģekilde çalıĢmamızda da fibroblast hücreleri kültür ortamını 

primer olarak kapladığı ve kordoma hücrelerinin ise çok az sayıda oldukları 

gözlenmiĢtir. Brachyury geni ekspresyonu kordomalardaki en önemli belirteç olarak 

görülmektedir (Oakley ve ark 2008, Romeo ve Hogendoorn 2006, Tirabosco ve ark 

2008, Vujovic ve ark 2006).  

Kordomalar genel itibarıyla düĢük dereceli tümörler olmasına rağmen bazı 

hastalarda agresif olabildikleri gibi düĢük oranda metastaz yapabilmektedirler. 

Literatürde akciğere, kemiğe ve karaciğere metastaz yaptıklarını gösteren çalıĢmalar 

bildirilmiĢtir (Guedes ve ark 2009, Auger ve ark 1994, McPherson ve ark 2006, 

Perasole ve ark 1991). 

Genel olarak kordomaların patolojik tayinlerinde; vimentin, sitokeratin-19 ve 

s-100 gibi antikorlarla pozitif, GFAP antikoruyla ise negatif boyanma özellikleri ve 

morfolojik özellikleri mikroskobik olarak değerlendirilir. Literatürde kordomalarda 

spesifik ekspresyonu gösterilen  EMA, galektin-3, vimentin, brachyury, CD24, 

CD44, sitokeratin-19, c-met ve e-kaderin genleri bildirilmiĢtir. (Walker ve ark 1991, 

Gotz ve ark 1997, Naka ve ark 2001, Niwa ve ark 1994, Oakley ve ark 2008, Saad ve 

Collins 2005, Walker ve ark 1991, Naka ve ark 1997, Romeo ve Hogendoorn 2006). 

Bu çalıĢmada ise bahsi geçen genlerin ekspresyonuna ilk defa bir arada bakıldı ve bu 

genler kordomanın tanı değerlendirilmesinde kullanıldı. Bu amaçla, çalıĢma 

kapsamında toplanan dokuların kordoma tanısının net olarak konulması için 

belirlenen bu 9 genin ekspresyonu açısından pozitif oldukları gösterildi.   
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Kordoma oluĢumunda önemli roller üstlenen genlerin düzenlenmesinde rol 

alan miRNA ekspresyon profilinin belirlenmesi kordomanın moleküler 

mekanizmalarının aydınlatılmasında temel çalıĢma niteliğinde olacaktır. Bu amaçla 

yapılan kordoma dokularında miRNA ekspresyon profilinin belirlenmesi ve bu 

ekspresyon profilinin nükleus pulposus dokularıyla kıyaslanarak ekspresyon farkı 4 

katın üzerinde olan 17, 2 katın üzerinde olan 91 miRNA tespit edilmiĢtir. Belirlenen 

bu miRNA’lar arasında ekspresyonları doku gruplarına göre homojen dağılım 

gösteren hsa-miR-140-3p, hsa-miR-148a, miR-31 ve hsa-miR-222 miRNA’ların 

ekspresyon seviyesi real-time PCR ile doğrulanmıĢtır. Real-time PCR sonrası elde 

edilen bulgulara göre hsa-miR-140-3p, hsa-miR-148a’in kordoma dokularında 

ekspresyonunun arttığı, miR-31 ve hsa-miR-222 miRNA’ların ekspresyonların 

azaldığı gösterilmiĢtir. Bu bulgu, bu miRNA’ların kordomalar için spesifik olduğu 

göstermektedir. Bu miRNA’ların daha fazla kordoma dokusunda bakılarak istatistiki 

öneminin ortaya konması gerekmektedir. Yapılan çalıĢmalarda UCH-I hücre hattına 

ait miRNA ekspresyon sonuçları da kordoma dokularına paralellik göstermektedir. 

 Kordomalar üzerinde bugüne kadar yapılan sadece bir adet miRNA çalıĢması 

mevcuttur. Bu çalıĢmada 2 kordoma dokusu ve UCH-I hücre hattı kullanılmıĢtır. 

Kontrol doku olarak ise iskelet kas hücreleri kullanılmıĢtır (Duan ve ark 2010). Bu 

çalıĢmada; miR-1’in kas hücrelerine kıyasla kordoma dokularında daha çok eksprese 

edildiği sonucuna varılmıĢtır. Fakat yapılan bu çalıĢmada göz ardı edilen nokta 

kordoma dokularının sağlıklı dokusu olarak kabul edilen nükleus pulposus yerine kas 

hücrelerinin kullanılmasıdır. Mevcut çalıĢmamızda ise sekiz kordoma dokusu ve 8 

nükleus pulposus dokusu kullanılmıĢtır. Elde ettiğimiz sonuçlar kıyaslanınca miR-

1’in kordoma dokularında nükleus pulposusa oranla daha farklı bir miktarda eksprese 

edilmediği görülmüĢtür. 

Bu araĢtırmada ayrıca kordoma dokusunda rol aldığı ortaya konan hsa-miR-

222 ve miR- 31 prostat karsinomlarında incelenmiĢtir. Elde edilen bulgulara göre 

hsa-miR-222 ve miR-31’in normal prostat dokularına nazaran daha düĢük miktarda 

eksprese edildiği bildirilmiĢtir. Diğer taraftan papiller tiroit kanserlerinde ise bu 
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miRNA’ların çok düĢük oranda sentezlendiği gösterilmiĢtir (Schaefer ve ark 2010, 

Tetzlaff ve ark 2007).  Lenfomalar üzerine yapılan bir çalıĢmada ise hsa-miR-31’in 

bulunduğu kromozomal bölgenin bazı hastalarda delesyona uğradığı ve hsa-miR-31 

ekspresyonunun düĢtüğü gösterilmiĢtir (Schwaenen ve ark 2009). Diğer taraftan lenf 

düğümlerinde metastaz yapan meme kanserleri üzerinde yapılan miRNA ekspresyon 

profili çalıĢmasında hsa-mir-31 düĢük miktarda eksprese edildiği gösterilmiĢtir 

(Schmittgen 2010). Ayrıca VSMC (vasküler düz kas hücreleri)’nde ise hsa-miR-

31’ni yüksek miktarda sentezlendiği de gösterilmiĢtir (Suarez ve ark 2007, Suarez ve 

Sessa 2009). hsa-mir-31’in sağlıklı börek dokularında polikistik böbrek dokuları ile 

kıyaslandığında daha yüksek miktarda olduğunu gösterilmiĢtir (Pandey ve ark 2008). 

Kolon kanseri hücre hatları ve kolon kanseri dokuları kullanılarak yapılan diğer bir 

çalıĢmada ise hsa-miR-31 miktarının sağlıklı doku ve hücre hatlarına nazaran çok 

düĢük miktarda olduğu gösterilmiĢtir (Bandres ve ark 2006).. Gliomalar üzerinde 

yapılan araĢtırmada ise astrositlerle kıyaslandığında hsa-miR-31’in gliomalarda çok 

düĢük miktarda olduğu gösterilmiĢtir (Wu ve ark 2009). 

hsa-miR-31 çeĢitli hücre hatlarına transfekte edilerek hücreler üzerindeki 

etkileri araĢtırılmıĢ ve elde edilen sonuçlara göre hsa-miR-31 p53 biyokimyasal 

yolağı bozulmuĢ olan OVCAR8, OVCA433, SKOV39 (ovaryum kanseri hücre 

hatları) ve PC3 (prostat kanseri hücre hattı) hücrelerinde proliferasyonu azalttığı 

gösterilmiĢtir (Creighton ve ark 2010). Malin mezenteliyoma’larda yapılan 

çalıĢmalarda hsa-miR-31 ekspresyonunun çok düĢük olduğu ve bu kansere ait hücre 

hatlarına hsa-miR-31 transfeksiyonu yapıldığında hücre proliferasyonun azatlığı 

gösterilmiĢtir (Ivanov ve ark 2010). hsa-miR-31 ekspresyonu fludarabin'e dirençli ve 

tekrarlayan kronik miyeloid lösemilerde (KML) fludarabin’e hassas olan KLM’lere 

nazaran daha düĢük olduğu bunu sonucu olarak fludarabin direncinde bir belirleyici 

olabileceği öne sürülmüĢtür (Ferracin ve ark 2010). Diğer taraftan akut miyeloid 

lösemilerde de hsa-miR-31’in ekspresyonunun düĢtüğü gösterilmiĢtir (Cammarata ve 

ark 2010). Literatürdeki bu bulgular ve mevcut bulgularımız ıĢığında hsa-miR-31 

kordomalarda da ekspresyon miktarının düĢük olması, hsa-miR-31’in fonksiyonel 

olarak bir çeĢit tümör baskılayıcı miRNA olma ihtimalini artırmaktadır. 
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hsa-miR-222’nin ise KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral 

oncogene homolog) ekspresyonunu hedefleyerek engellendiği ve böylelikle 

eritrolösemik hücrelerin geliĢiminin durduğu gösterilmiĢtir (Felicetti ve ark 2008, 

Felli ve ark 2005). hsa-miR-222’nin PC3 (prostat kanseri hücre hattı)’na 

transfeksiyonu sonucunda bu hücrelerdeki P27 yolağını bozarak hücre 

proliferasyonunu artırdığı gösterilmiĢtir. Literatürde hsa-miR-222 ve hsa-miR-221 

birlikte birçok kanserde yüksek miktarda sentezlendiğine dair birçok çalıĢma 

mevcuttur. Yapılan bu araĢtırmalarda; bir tümör baskılayıcı gen olan P27 

mRNA’sının 3’-UTR bölgesinde bağlanma bölgesinde hsa-miR-222 ve hsa-miR-221 

miRNA’larının bağlanma bölgesi içerdiği ve bu miRNA’ların P27 yolağını 

baskılayarak hücre proliferasyonunu artırdığı gösterilmiĢtir (Galardi ve ark 2007, 

Medina ve ark 2008, Mercatelli ve ark 2008, Miller ve ark 2008, Sun ve ark 2009, 

Veerla ve ark 2009, Visone ve ark 2007, Zhang ve ark 2010a). Bu çalıĢmada ise hsa-

miR-222 ve hsa-miR-221’in her ikisininde kordomalardaki miktarının nükleus 

pulposus dokularına kıyasla daha düĢük oranda ifade edildiği gösterilmiĢtir. Diğer 

taraftan real time PCR ile hsa-miR-222’nin belirlenen ve doğrulanmıĢ sonuçlara göre 

KIT yolağını hedef alarak baskılaması ve buna bağlı olarak hücre proliferasinonu 

azaltmasında rol olduğu düĢünülmektedir (He ve ark 2005a). ÇalıĢma sonucu elde 

edilen miR-222 verilerinin literatürdeki verilerle çeliĢmesi bu konuda yapılacak 

araĢtırmaların artmasıyla aydınlatılacaktır. 

Kordomalarda belirlenen miRNA ekspresyon profillerine bağlı olarak hsa-

miR-31’in düĢük miktarda sentezlenmesinin kordomalardaki E2F biyokimyasal 

yolağın daha aktif olmasını ve bu sayede kordoma hücrelerinin apoptozdan kaçma ve 

sürekli olarak S fazına girme döngüsünü kolaylaĢtırdığı düĢünülebilir. Hsa-miR-31 

haricinde hsa-miR-222’de düĢük miktarda sentezlenmesi hedeflediği bir onkogen 

olan c-KIT ve kanserlerde miktarının oldukça arttığı gösterilen ARF4 geninin yüksek 

miktarda üretilmesine sebep olacağı için kordomaların patogenezinde oldukça 

önemli olduğu düĢünülebilir (Creighton ve ark 2010).  
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Kanser hücrelerine çeĢitli kemoterapötik ajanlar verilerek telomer 

bölgelerinin kısalması sağlanmaktadır. Uziel ve ark. (2010) yaptığı bir çalıĢmada 

kemoterapötiklerin verilmediği grupla verilen grup arasında miRNA ekspresyon 

farkları belirlemiĢ ve sonuçlara göre telomer bölgesinde kısalma olan hücrelerde hsa-

miR-148a’nın yüksek miktarda eksprese olduğu gösterilmiĢtir (Uziel ve ark 2010). 

Diğer taraftan, kolon kanseri hücre hatları ve kolon kanseri dokuları kullanılarak 

yapılan bir çalıĢmada hsa-miR-148a miktarının sağlıklı doku ve hücre hatlarına 

nazaran çok yüksek miktarda olduğu gösterilmiĢtir (Bandres ve ark 2006).  AML 

hastaları üzerinde yapılan bir çalıĢmada normal karyotipe sahip AML hastalarında 

hsa-miR-148a’nın yüksek miktar sentezlendiği gösterilmiĢtir (Cammarata ve ark 

2010). Diğer taraftan hepatoselüler karsinomlarda yapılan bir araĢtırmada metastatik 

karsinomlarla olmayanlar arasındaki miRNA ekspresyon seviyesinin kıyaslanması 

sonucu hsa-miR-148a’nin metastatik olmayan karsinomlardaki ekspresyon seviyesi 

yüksek çıkmıĢtır. Mevcut çalıĢmamızda ise  hsa-miR-148a’nın ekspresyon seviyesi 

yüksek bulunmuĢtur. Bu bulgu, kordomalarda metastaz oranın düĢük olduğu 

düĢünüldüğünde literatürdeki verilerle uyumludur.   

ÇalıĢmamızda kordoma dokusunda rol aldığı ortaya konan hsa-miR-181a’nın 

prostat kanseri miRNA ekspresyon profil çalıĢmasında normal dokularla 

kıyaslandığında daha yüksek miktarda eksprese edildiği gösterilmiĢtir. Ayrıca hsa-

miR-181a’nın multipl miyelomlarda, pankreas kanserinde, lösemilerde, 

retinoblastomlarda ve B hücreli kronik lenfositik lösemilerde yüksek miktarda 

sentezlendiği bildirilmiĢtir (Lee ve ark 2007, Pichiorri ve ark 2008, Wang ve ark 

2008a, Yu ve ark 2006, Zhao ve ark 2009).  

miR-140-5p’nin damak oluĢumunda görev aldığı ortaya konmuĢtur (Eberhart 

ve ark 2008). Bu çalıĢmanın ardından sendromik olmayan yarık damak hasta 

gruplarında yapılan bir araĢtırmada mir-140-5p’de bulunan bir polimorfizmin 

hastalığın ortaya çıkmasında etken olduğu gösterilmiĢtir (Li ve ark 2010). 2010 

yılında yayınlanan bir çalıĢmada ise hipofarinks skuamöz hücre karsinomunda mir-

140-5p’nin sağlıklı dokularla kıyaslandığında daha düĢük miktarda sentezlendiği 



 

 

103 

 

gösterilmiĢtir (Kikkawa ve ark 2010). miRNA’ların ekspresyon profili yapılan diğer 

bir çalıĢmada ise endometriyal karsinomlarda miR-140-5p’nin miktarının normal 

dokulara kıyasla daha az olduğu bildirilmiĢtir(Hiroki ve ark 2010). Bulgularımıza 

göre kordomalarda miR-140-5p miktarının nükleus pulposuslarla kıyaslandığında 

yüksek miktarda sentezlendiği gösterilmiĢtir. Fakat literatürde bu bulgumuzu 

destekleyecek miR-140-5p’nin kordomada ve diğer kanserlerde farklı miktarlarda 

sentezlendiğini gösteren bir çalıĢma bulunmamaktadır. Bu bulgu bizim çalıĢmamız 

ile literatürde ilk bulgudur. 

Literatüre bakıldığında, miR-16 ve kanserlerdeki ekspresyon profiline dair 

yapılan çalıĢmalar, miR-16’nın kanserlerde ekspresyon seviyesinin düĢük olduğunu 

göstermiĢtir (Calin ve ark 2002, Iorio ve ark 2005). miR-16’nın belirlenen hedefleri 

arasında BCL2’yi olması ve bu yönde yapılan çalıĢmalarda miR-16’nın apoptozu 

uyardığını gösterilmiĢtir (Cimmino ve ark 2005). Literatürde yapılan çalıĢmalardan 

elde edilen veriler çoğunlukla kanserlerde miR-16’nın daha düĢük miktarda 

sentezlendiği gösterilmiĢ, fakat mevcut çalıĢmamızda ise artığı gözlenmiĢtir. Benzer 

Ģekilde literatürde bazı tümörlerde miR-16’nın miktarının artığını gösteren çalıĢmalar 

mevcuttur (Wang ve ark 2008c). Bu çeliĢkili sonuçlara, miRNA’ların keĢfinin yeni 

olması, deney sistemlerinin belli standartta optimize edilmemiĢ olması ve henüz bu 

miRNA’ların etkilediği yolakların net olarak bilinmemesi yol açmaktadır. Mevcut 

çalıĢmada da olduğu gibi elde edilen verilerin hepsi beraber değerlendirildiğinde 

mevcut veriler üzerinden yapılacak sonraki çalıĢmalar ilerleyen zamanlarda bu 

alandaki soru iĢaretlerinin azalmasına ve mekanizmaların aydınlatılmasına neden 

olacaktır. 

Literatürde miR-126 ile mikroçip çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bunlardan göğüs 

kanserinde miR-126’nın göğüs kanser hücrelerinin proliferasyonunu azatlığı 

gösterilmiĢtir (Tavazoie ve ark 2008). Akciğer ve prostat kanserleri üzerinde yapılan 

diğer bir çalıĢmada ise tümör dokularında normal dokulara nazaran daha düĢük 

miktarda miR-126’nın sentezlendiği gösterilmiĢtir (Ambs ve ark 2008, Yanaihara ve 

ark 2006).  Ayrıca miR-126’nın vasküler geliĢim üzerinde olumlu etkiler yaptığını 
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gösteren çalıĢmalar da mevcuttur (Fish ve ark 2008, Wang ve ark 2008b). Buna ilave 

olarak son zamanlarda yapılan baĢka bir çalıĢmada ise miR-126’nın mesane tümör 

dokularında normallerine kıyasla yüksek miktarda sentezlendiği gösterilmiĢtir (Baffa 

ve ark 2009). Kolorektal kanserde ise miR-126 ile birlikte miR-451’in yüksek 

miktarda sentezlendiği grubun survisinin daha uzun olduğu gösterilmiĢtir (Valeri ve 

ark 2009). Mevcut çalıĢmamızda hastaların survisi ile miRNA arasındaki iliĢki 

çalıĢılmamıĢtır.  Bununla birlikte, kordoma vakalarının diğer kanserli vakalar ile 

kıyas edildiğinde survisinin daha uzun olduğu bilinmektedir. Diğer taraftan, miR-126 

ve miR-16’nın kordomalarda yüksek miktarda sentezlenmesinin kordomaların 

oldukça yavaĢ büyüyen tümörler olmasındaki kordoma hücre hattı olan UCH-I’nin 

hücre sayısının ikiye katlanma süresinin 14 gün olması beraber değerlendirildiğinde 

bu miRNA’ların kordomanın düĢük dereceli bir tümör olmasında etkilerinin 

olabileceğini düĢündürmektedir.   

miR-424’ün pankreas kanserlerinde, AML’lerde, metastatik olmayan 

karaciğer ve özefagus skuamöz hücre karsinomlarında yüksek miktarda sentezlendiği 

gösterilmiĢtir (Guo ve ark 2008, Langer ve ark 2009, Lee ve ark 2007, Li ve ark 

2008). Ayrıca prostat kanseri hücre hatları üzerinde yapılan bir çalıĢmada miR-424 

hormona bağımlı olmayan prostat kanseri hücrelerinde androjen bağımlı hücrelere 

nazaran daha fazla sentezlendiği gösterilmiĢtir (Lin ve ark 2008). Ovaryum ve göğüs 

kanserlerinde de düĢük miktarda sentezlendiği gösterilmiĢtir (Camps ve ark 2008, 

Yang ve ark 2008). Bu sonuçlar; diğer kanserlerde olduğu kordomalarda da artan 

miR-424 miktarını anlamlı kılmakla beraber hormon bağımlı olan kanserler için 

ortak bir yol göstermektedir. Bu verilerden yola çıkılarak kordomalarda mir-424’ün 

yüksek miktarda sentezlenmesi kordomaların hormon bağımlı olmadığını gösteren 

bir veri olarak da düĢünülebilir.  

miR-142-3p’nin KLL’lerde, kolorektal ve skuamöz hücre karsinomlarında 

yüksek miktarda sentezlendiği gösterilmiĢtir (Chang ve ark 2008, Chen ve ark 2009, 

Fulci ve ark 2007, Mascaux ve ark 2009, Zanette ve ark 2007). Bununla birlikte, 

miR-142-3p’nin T lenfositlerinde de yüksek miktarda sentezlendiği gösterilmiĢtir 
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(Merkerova ve ark 2008). Mevcut çalıĢmamızda ise kordomalarda nükleus pulposus 

dokusuna nazaran miR–142-3p’nin daha yüksek miktarda eksprese edildiği 

gösterilmiĢtir. Bu bulgu literatürde diğer kanser dokularından elde edilen veriler ile 

uyumluluk göstermektedir. 

miR-195 kardiyak hipertrofilerinde yüksek miktarda sentezlendiğinin 

gösterilmiĢtir (van ve ark 2006). Bununla birlikte KLL’lerde yüksek miktarda 

sentezlendiğinin gösterilmesine karĢın hepatoselüler karsinomlarda, gastrik ve 

mesane kanserlerinde düĢük miktarda sentezlendiği gösterilmiĢtir (Guo ve ark 2009, 

Ichimi ve ark 2009, Murakami ve ark 2006, Zanette ve ark 2007). Mevcut 

çalıĢmamızda, kordomalarda ise miR-195 nükleus pulposus dokusundan daha yüksek 

sentezlendiği gösterilmiĢtir. Elde ettiğimiz bulgu literatürdeki diğer kanserlerde 

gözlenen düĢük miktarda sentezi uyumlu olmakla beraber literatürle çeliĢen 

sonuçlarda görülmektedir buradaki farklılık çeĢitli kanserlerde farklı sinyal 

yolaklarının aktive olmasıyla ilgili olabilir. 

miR-138’in tiroid kanserlerinde düĢük miktarda sentezlendiği ve bunun 

sonucu olarak telomeraz enziminin miktarının artığı gösterilmiĢtir (Mitomo ve ark 

2008). miR-138’in akciğer ve kolon kanserleri gibi daha birçok kanserde düĢük 

miktarda sentezlendiğini gösteren çalıĢmalar yapılmıĢtır (Baffa ve ark 2009, Liu ve 

ark 2009, Lu ve ark 2005). ÇalıĢmamızdan elde edilen sonuçlar literatürle uyumluluk 

göstermektedir.  

miR-140-3p, miR-1207-5p, miR-630 ve miR-144 ile alakalı literatür bilgileri 

oldukça kısıtlı olmakla beraber herhangi bir kanserde farklı miktarlarda ekspresyona 

uğradığını gösteren net veriler Ģu ana kadar gösterilmemiĢtir. ÇalıĢmamızda elde 

edilen sonuçlarda ise miR-140-3p, miR-1207-5p, miR-630 ve miR-144 miktarlarının 

kordomalarda nükleus pulposus dokusuyla kıyaslandığında daha yüksek miktarda 

olduğunu gösterilmiĢtir. 
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Kordoma dokularında belirlenen miRNA ekspresyon profili nükleus pulposus 

dokularıyla kıyaslandığında kordomalarda belirlenen bazı miRNA’ların düĢük 

bazılarının ise yüksek miktarda sentezlenmesi literatürdeki diğer kanserlerde de 

benzer sonuçların görülmesi kordomaların oluĢumundaki biyokimyasal yolaklara ait 

miRNA ekspresyon profillerine benzemektedir.  

Yapılan deneyler sonucunda ortaya çıkan miRNA ekspresyon profili 

arasındaki farkların kordomaların patogenezinde önemli olduğu düĢünülmektedir.  

miRNA ekspresyon profilleri genel olarak epitelyum kaynaklı tümörler ve 

onların sağlıklı dokularının kıyaslanması ile oluĢan veriler olması ve nükleus 

pulposus dokusuna dair daha önce hiç miRNA ekspresyon verisinin olmaması 

çalıĢmamızda elde edilen verilerin sağlıklı bir Ģekilde literatür verileri ile 

kıyaslanmasını zorlaĢtırmaktadır. Kordomaların patolojik olarak kemik tümörleri 

olduğu ve kemik tümörlerine dair miRNA ekspresyon profilerininde kısıtlı olması bir 

baĢka dezavantaj olarak karĢımıza çıkmaktadır. Ayrıca kordoma vakalarının nadir 

karĢılaĢılan vakalar olması çalıĢılan vakaların az olması nedeni ile kordomalar 

üzerinde yapılan çalıĢmaların istatistiksel anlamlılığını düĢürmektedir.  

Mevcut çalıĢma ile belirlenen miRNA’lar, kordoma patogenezindeki rollerini 

fonksiyonel olarak araĢtıracak daha kapsamlı çalıĢmalara öncülük edecektir. Daha 

ileri çalıĢmalar ile ilgili miRNA’ların kordomanın tanı ve tedavisindeki rollerinin 

belirlenmesi ve sonraki yapılacak çalıĢmalara yön verecektir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Nükleus pulposus dokularından sağlıklı hücre izolasyonu baĢarılmıĢ ve 

yapılan primer hücre kültürleri daha sonra RNA izolasyonları için kullanılmıĢtır. 

Buradan hareketle nükleus pulposus dokularından direkt olarak RNA izolasyonun 

çok sağlıklı olmadığı bu dokulardan RNA izolasyonu için bu dokulardan izole edilen 

hücre kültürlerinden RNA izolasyonunun daha sağlıklı olduğu görülmüĢtür. 

 Kordoma’nın patogenezinde rol oynayan miRNA’ların belirlenmesi için 

mevcut çalıĢma yapılmıĢtır. Mikroçip kullanılarak elde edilen verilerden 4 kat ve 

üzerinde ekspresyon kat farkı olan 17 miRNA tespit edilmiĢtir. Bunlardan 13 

miRNA kordomalarda arttığı belirlenmiĢtir. Bu miRNA’lar; hsa-miR-140-5p, hsa-

miR-424, hsa-miR-126, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-148a, hsa-miR-1207-5p, hsa-

miR-140-3p, hsa-miR-630, hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-181a, hsa-miR-16, 

hsa-mir-195’dir. Ayrıca kordomalarda ekspresyonu azaldığı gösterilen 4 miRNA 

tespit edilmiĢtir. Ekspresyonu azalan bu miRNA’lar; hsa-miR-138, hsa-miR-221, 

hsa-miR-31, hsa-miR-222’dir. Elde edilen bu primer bulguların istatistiki 

anlamlılığını güçlendirmek için daha geniĢ hasta ve kontrol serilerine ihtiyaç vardır. 

 Mikroçip ile elde edilen bulguların real-time PCR ile doğrulanması yapılan 

ve kordomalarda düĢük miktarda bulunan hsa-miR-31 ile hsa-miR-222 kordoma 

hücrelerine transfekte edilerek bu miRNA’ların yokluğu ile regülasyonu bozulan 

biyokimyasal yolaklar aktif hale getirilerek kordoma hücrelerinin proliferasyonun 

azaltılması söz konusu olabilir. Diğer taraftan, kordomalarda hsa-miR-140-3p ve hsa-

miR-148a gibi yüksek miktarda sentezlendiği tespit edilen miRNA’ların anti-

miRNA’ları kordoma hücrelerine transfekte edilerek kordomalarda bu yüksek 

miktardaki miRNA’ların fonksiyonlarını kaybetmeleri sağlanabilir. Bu sayede 

miRNA’ların degradasyonunda rol oynadığı genler aktif hale getirilerek kordoma 

hücrelerinde bozuk olan apoptoz yolaklarını tekrar fonksiyonel hale getirilebilir. 

Yapılan bu çalıĢma sayesinde kordomalarda bozuk olan biyokimyasal yolakların 
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belirlenmesi farklı miktarlarda sentezlenen miRNA’ların hedef genlerinin 

belirlenmesiyle de mümkün olabilir.   
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6. ÖZET 

T.C. 

SELÇUK ÜNĠVERSĠTESĠ 

SAĞLIK BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

İnsan Kordomalarında Ekspresyon Farklılıkları olan mikroRNA’ların ve İlgili 

Transkriptlerin incelenmesi ve Bunların Kordomaların Patogenezindeki 

Öneminin Belirlenmesi 

Ömer Faruk Bayrak 

TIBBİ GENETİK ANABİLİM DALI 

 

DOKTORA TEZİ / KONYA-2010 

Kanserin ortaya çıkmasında rol oynayan proteinlerin ve onların görev aldığı biyokimyasal 

yolakların nasıl ve hangi Ģekilde değiĢtiğini göstermek kanser moleküler biyolojisinin anlaĢılmasında 

oldukça önemlidir. Hücre ve dokulardaki biyokimyasal yolakların değiĢimini gözlemlemek için gen 

ekspresyonun belirlenmesi son derece önemli olmakla beraber gen ekspresyonunu düzenlediği son 

yıllarda gösterilen ve gen düzenleyici olarak önemli rolü olduğu bildirilen mikroRNA’ların kanserli 

hücrelerdeki seviyelerinin normal hücrelerle kıyaslanarak araĢtırılması kanserin tanı, takip ve 

tedavisinde son derece önemlidir. MikroRNA’lar tümör baskılayıcı genleri yıkımına sebep 

olabilecekleri gibi onkogenlerin de yıkımından sorumlu olabilirler. 

 

Kordomalar embriyonal notokord kalıntılarından kaynaklanan, genellikle düĢük dereceli, 

nadiren karĢılaĢılan ve kalsifiye olmuĢ ve lobüllerden meydana gelmiĢ bir kemik tümör türüdür. 

Bölünme hızları düĢük olmakla birlikte metastaz yapabildikleri ve bölgesel yıkım gücünün oldukça 

yüksek olduğu gösterilmiĢtir. Kemoterapi ve radyoterapiye karĢı oldukça dirençli olmalarının yanı sıra 

tümörün tekrarlanma oranının da çok yüksek olması kordomayı ölümcül kılmaktadır. 

 

Bu çalıĢmada kordomalardaki miRNA ekspresyon profili mikroçip kullanılarak 

belirlendikten sonra sağlıklı kontrol olarak kullanılan nükleus pulposus dokusundaki miRNA 

ekspresyon profili ile kıyaslandı. miRNA ekspresyon analizi için kullanılan dokularda toplam 962 

miRNA’nın ekspresyonlarına bakıldı. Mikroçip kullanılarak elde edilen verilerden 4 kat ve üzerinde 

ekspresyon kat farkı olan  ve kordomalarda arttığı belirlenen 13 miRNA (hsa-miR-140-5p, hsa-miR-

424, hsa-miR-126, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-148a, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-630, 

hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-181a, hsa-miR-16, hsa-miR-195) ayrıca kordomalarda azaldığı 

gösterilen 4 miRNA (hsa-miR-138, hsa-miR-221, hsa-miR-31, hsa-miR-222) tespit edildi. Elde edilen 

mikroçip verilerinin doğrulanması için kordomalarda ekspresyonu artan hsa-miR-140-3p ve hsa-miR-

148a ayrıca kordomalarda ekspresyonu düĢen hsa-miR-31 ve hsa-miR-222’nin ekspresyonları real-

time PCR ile konfirme edildi. Sonuç olarak tespit edilen bu miRNA’ların kordomanın patogenezinde 

önemli biyokimyasal yolaklarda rol oynadıkları düĢünülmektedir.  

Anahtar Sözcükler: miRNA; kordoma; mikroçip. 
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7. SUMMARY 

 

Evaluation of Differentially Expressed miRNAs, and Their Related Transcripts 

in Human Chordomas and Detection of the Role of miRNAs in Chordoma 

Pathogenesis 

Showing the way where the proteins play a role in cancer occurrence and the biochemical 

pathways they take part in, is very important in understanding the molecular biology of cancer. In 

order to determine gene expression levels, monitoring the changes in biochemical pathways in cells 

and tissues is equally important by comparing the level of microRNAs, which have been recently 

shown to be gene expression regulators, in tumor and in normal cells, in order to diagnose, monitor 

and cure cancer. MicroRNAs can down-regulate tumor suppressor genes as well as oncogenes. 

Chordomas are a rare type of bone tumor originating from remnants of embryonic notochord; 

they are generally low degree tumors, which are, rare, calcified and made up of lobules. Their 

proliferation rate is low, but has proven to be metastatic and highly destructive locally. Their high 

resistance to chemotherapy and radiotherapy, in addition to as well as, their high recurrence rate 

makes these chordomas lethal.  

In this study, the miRNA expression profile of chordomas has been compared to that of the 

healthy control cells (nucleus pulposus cells) by using microarray technique. In the tissues used for 

this expression analysis, a total of 962 miRNAs have been analyzed for their expression levels. In the 

data obtained by using microarray, 13 miRNAs that have been to have a four fold or above up-

regulated in chordomas (hsa-miR-140-5p, hsa-miR-424, hsa-miR-126, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-

148a, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-630, hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-181a, 

hsa-miR-16, hsa-miR-195) and 4 miRNAs that showed down-regulated in chordomas (hsa-miR-138, 

hsa-miR-221, hsa-miR-31, hsa-miR-222) were detected. To validate the data obtained from the 

microarray experiment, the expression levels of the over-expressed hsa-miR-140-3p and hsa-miR-

148a and the down-regulated  hsa-miR-31 and hsa-miR-222 miRNAs were confirmed by real-time 

PCR assay. As a result, the detected miRNAs are thought to be playing important roles in the 

biochemical pathways of chordoma pathogenesis. 

Key Words: miRNA; chordoma; microarray. 
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EKLER 

7.1. EK-A Etik Kurul Onay Belgesi 
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7.2. EK-B Bilgilendirilmiş Gönüllü Onay Formu 

 
BİLGİLENDİRİLMİŞ 
GÖNÜLLÜ OLUR 

FORMU 
 

 Ad  Soyadı   : 

 Protokol No  : 

 Tedavi No     : 

 Yatış Tarihi   : 

 Cinsiyeti       : 

 Doktor Adı   : 

 Doğum Tarihi : 

 Servis/oda No : 

  

 
 

Sayın Prof. Dr. Hasan Acar, Prof Dr. Uğur Türe, Doç. Dr. Mustafa Ozen, Doç Dr. Başar Atalay ve Arş. Gör. Ömer Faruk Bayrak 
tarafından Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Nöroşirürji ve Tıbbi Genetik  Anabilim dalarında ve Selçuk  Üniversitesi Selçuklu Tıp 
Fakültesi Tıbbi Genetik A.B.D’da “İnsan Kordomalarında Ekspresyon Farklılıkları olan mikroRNAların ve İlgili Transkriptlerin 
incelenmesi ve Bunların Kordomaların Patogenezindeki Öneminin Belirlenmesi” başlıklı tıbbi bir araştırma yapılacağı belirtilerek 

bu araştırma ile ilgili bilgiler bana aktarıldı. Bu araştırma kapsamında beyin tümörlerinden ameliyat sonrası elde edilecek tümör 
materyalinden gerekli tıbbi testler (patoloji, biyokimya vs) için alınan miktardan geriye kalan kısım ileride genetik ve etiyolojik 
araştırmalarda kullanılmak ve DNA, RNA, miRNA yada protein vb. eldesi için uygun koşullarda saklanacak, gerekli görüldüğü taktirde 
bu dokulardan hücre kültürü yapılacak ve izole edilen DNA ve RNA mutasyon ve gen ekspresyon analizi için kullanılacaktır. Bu 
bilgilerden sonra böyle bir araştırmaya “katılımcı” olarak davet edildim. 

 
Eğer bu araştırmaya katılırsam hekim ile aramda kalması gereken bana ait bilgilerin gizliliğine bu araştırma sırasında da büyük 

özen ve saygı ile yaklaşılacağına inanıyorum. Araştırma sonuçlarının eğitim ve bilimsel amaçlarla kullanımı sırasında kişisel 
bilgilerimin ihtimamla korunacağı konusunda bana yeterli güven verildi.  

 
Projenin yürütülmesi sırasında herhangi bir sebep göstermeden araştırmadan çekilebilirim. (Ancak araştırmacıları zor durumda 

bırakmamak için araştırmadan çekileceğimi önceden bildirmemim uygun olacağının bilincindeyim) Ayrıca tıbbi durumuma herhangi bir 
zarar verilmemesi koşuluyla araştırmacı tarafından araştırma dışı da tutulabilirim.  

 
Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altına girmiyorum. Bana da bir ödeme 

yapılmayacaktır.  
İster doğrudan, ister dolaylı olsun araştırma uygulamasından kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir sağlık 

sorunumun ortaya çıkması halinde, her türlü tıbbi müdahalenin sağlanacağı konusunda gerekli güvence verildi. (Bu tıbbi 
müdahalelerle ilgili olarak da parasal bir yük altına girmeyeceğim). 

 
Araştırma sırasında bir sağlık sorunu ile karşılaştığımda; herhangi bir saatte, Prof Dr Uğur Türe; Yeditepe Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Beyin Cerrahisi Ana bilim dalı devlet yolu Ankara cad. no:102 Kozyatağı-İstanbul (0216) 578 40 00 – 4838’ten veya 0 532 
313 6625 arayabileceğimi biliyorum.  

Bu araştırmaya katılmak zorunda değilim ve katılmayabilirim. Araştırmaya katılmam konusunda zorlayıcı bir davranışla 
karşılaşmış değilim. Eğer katılmayı reddedersem, bu durumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan ilişkime herhangi bir zarar 
getirmeyeceğini de biliyorum.  

Bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamış bulunmaktayım. Kendi başıma belli bir düşünme süresi sonunda adı geçen 
bu araştırma projesinde “katılımcı” (denek) olarak yer alma kararını aldım. Bu konuda yapılan daveti büyük bir memnuniyet ve 
gönüllülük içerisinde kabul ediyorum. Ameliyatım sonunda elde edilen her türlü materyalin yukarıda izah edilği ve tarafıma detayları ile 
açıklndığı şekilde kullanılmasını onaylıyorum.  

 
İmzalı bu form kağıdının bir kopyası bana verilecektir. 

 
GÖNÜLLÜNÜN 
Adı, soyadı: Tarih 
Adres: 
Tel.  İmza     
  
 
 
VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR İÇİN VELİ VEYA VASİNİN 

Adı, soyadı:                                                                                                            Tarih 
Adres: 
Tel.  İmza                                
  
 
 
AÇIKLAMAYI YAPAN ARAŞTIRMACININ 
Adı, soyadı: Tarih 
Adres: 
Tel.  İmza 
 
 
RIZA ALMA İŞLEMİNDE BAŞTAN SONA TANIKLIK EDEN KURULUŞ GÖREVLİSİNİN 
Adı, soyadı: Tarih  
Adres: 
Tel.  İmza  
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7.3. EK-C Aydınlatılmış Gönüllü Onay Formu 

 

AYDINLATILMIŞ 
ONAM FORMU 

 

 Ad  Soyadı   : 

 Protokol No  : 

 Tedavi No     : 

 Yatış Tarihi   : 

 Cinsiyeti       : 

 Doktor Adı   : 

 Doğum Tarihi : 

 Servis/oda No : 

  

  
Kordomaların oluĢumunda rol oynadığı düĢünülen mRNA ve microRNA’ların ekpresyon profillerinin ortaya 

konmasını ve bu moleküllerin potansiyel terapötik etkilerinin araĢtırılmasını öngören bir çalıĢma planlamaktayız. 

AraĢtırmanın ismi “İnsan Kordomalarında Ekspresyon Farklılıkları olan mikroRNAların ve İlgili Transkriptlerin 

incelenmesi ve Bunların Kordomaların Patogenezindeki Öneminin Belirlenmesi” dır. 

 

 Sizin de bu araĢtırmaya katılmanızı öneriyoruz. Ancak hemen söyleyelim ki bu araĢtırmaya katılıp katılmamakta 

serbestsiniz. ÇalıĢmaya katılım gönüllülük esasına dayalıdır. Kararınızdan önce araĢtırma hakkında sizi bilgilendirmek 

istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladıktan sonra araĢtırmaya katılmak isterseniz formu imzalayınız. 

 

 AraĢtırmaya davet edilmenizin nedeni sizin/çocuğunuzun/yakınınızın kordoma tümörü veya Disk hernisi 

Ģikayetinin bulunmasıdır. Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi NöroĢirurji ve Tıbbı Genetik A.B.D ve Selçuk 

Üniversitesi Selçuk Üniversitesi Selçuklu Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalının ortak katılımı ile kordomanın 

nedenlerini ortaya çıkaracak bir araĢtırma gerçekleĢtirilecektir.  

 

 Eğer araĢtırmaya katılmayı kabul ederseniz Prof Dr. Uğur Türe, veya Doç Dr. BaĢar Atalay veya onların 

görevlendireceği bir hekim tarafından ameliyat esnasında alınan dokunun bir kısmı araĢtırma laboratuarımızda sıvı azot 

içerinde saklanacak. Bu araĢtırma kapsamında ameliyat sonrası elde edilecek materyalden gerekli tıbbi testler (patoloji, 

biyokimya vs) için alınan miktardan geriye kalan kısım ileride genetik ve etiyolojik araĢtırmalarda kullanılmak ve DNA, 

RNA, miRNA yada protein vb. eldesi için uygun koĢullarda saklanacak, gerekli görüldüğü taktirde bu dokulardan hücre 

kültürü yapılacak ve izole edilen DNA ve RNA mutasyon ve gen ekspresyon analizi için kullanılacaktır. Bu araĢtırma 

kapsamında elde edilen bilgiler kimliğiniz belirtilmeden bilimsel nitelikte yayınlarda kullanılabilir. Bu amaçların dıĢında 

bu kayıtlar kullanılmayacak ve baĢkalarına verilmeyecektir. 

 

 Bu çalıĢmayı yapabilmek için ameliyat esnasında alınan tümör dokusunun bir kısmını daha önce belirtilen 

nedenlerden ötürü saklayacağız.  

 Bu çalıĢmaya katılmanız için sizden herhangi bir ücret istenmeyecektir. ÇalıĢmaya katıldığınız için size ek bir 

ödeme de yapılmayacaktır. 

 

Yapılacak genetik testin getirebileceği olası riskler:  Genetik bilginin kullanılmasına bağlı olarak sosyal, ekonomik ve 

psikolojik sorunlar ortaya çıkabilir. Size ait genetik bilginin gizli kalacağına dair elimizden geleni yapacağız. Ancak 

hemen belirtmemiz gerekir ki; yaptığımız testler sizin veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik 

hastalıktan etkilenebileceğini ortaya çıkarabilir. Bu bilginin kötü yönde kullanılması sizi ekonomik ve sosyal yönden 

etkileyebileceği gibi, böyle bir hastalığa sahip olduğunuzu öğrenmeniz sizi psikolojik yönden de etkileyebilir. Sizin 

anormal bir gen taĢıdığınızı saptadığımızda bulgularımızı herhangi bir ücret talep etmeden size bildireceğiz. Ancak 

böylesi bir bilgiyi öğrenmeyi reddetmek her zaman hakkınızdır. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin dıĢınızda 

birisi ile paylaĢmamız sadece sizin izninizle olacaktır. Genetik testlerin önemli bir riski de bu testler sonucunda anne ya 

da babanın biyolojik kimliğinin de saptanmasıdır. Bu durumlarda gizlilik ilkesine bağlı kalınacaktır.  

 

Yukarıda sayılanlar böylesi bir analizde yaĢanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak bunlardan en az oranda zarar 

görmenizi sağlamak için elimizden geleni yapacağız. ÇalıĢmanın devamı sırasında ortaya çıkabilecek sorun ve riskler 

katılımcının/hastanın kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir. 

 

Yapılacak genetik testin getireceği olası yararlar:  Böyle bir analiz ilgili genetik hastalığın nedeninin 

öğrenilmesinde yararlı olacaktır. ġu anda bu çalıĢmanın hemen size veya çocuğunuza bir fayda olarak dönüp 

dönmeyeceğini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastalığın temelinde yatan nedenlerin öğrenilmesi ileride ilgili hastalıktan 

etkilenmiĢ bireylere fayda sağlayacaktır. 

 

Bu çalıĢmaya katılmayı reddedebilirsiniz. Bu araĢtırmaya katılmak tamamen isteğe bağlıdır ve reddettiğiniz takdirde size 

uygulanan tedavide herhangi bir değiĢiklik olmayacaktır. Yine çalıĢmanın herhangi bir aĢamasında onayınızı çekmek 

hakkına da sahipsiniz.  
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7.4. EK-D miRNA Hedef bilgileri 
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