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ÖZET 

Tümerdem, B. Ş., Kolşisin Direnci Olan Ailevi Akdeniz Ateşi Hastalarında 

İfadesi Değişen miRNA’ların İnflamasyon ve İlaç Direnci ile İlişkisinin 

Belirlenmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Biyoloji 

Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Ailevi Akdeniz ateşi klinik heterojenitenin 

görüldüğü monogenik bir sistemik otoinflamatuvar hastalıktır. Ailevi Akdeniz 

ateşinde en yaygın tedavi yöntemi günlük kolşisin kullanımıdır. Fakat hastaların %2-

5’lik kısmında kolşisin direnci görülmektedir. İlaç direncinin gelişiminde epigenetik 

mekanizmaların özellikle kodlamayan RNA’lardan mikroRNA’ların rol oynadığına 

dair çalışmalar mevcuttur. Bu sebeple kolşisin dirençli hastalarda ifadesi değişen 

mikroRNA’ların ilaç direnci ve inflamasyon ile muhtemel ilişkisinin değerlendirilmesi 

gerektiği düşünülmüştür. Grubumuz tarafından daha önce gerçekleştirilen miRNA 4.0 

array ile mikroRNA ifade analizi yeniden değerlendirilmiş; kolşisin dirençli ve duyarlı 

hasta grupları arasında ifadesi en az 2 kat değişen 25 mikroRNA bulunmuştur. Bu 

mikroRNA’lardan ilaç direnci ile yüksek oranda ilişkili bulunanlar hasta grubunda 

kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile valide edilmiş, miR-183-5p 

ve miR-15b-5p’nin ifadesinin kolşisin dirençli hastalarda anlamlı şekilde azaldığı, 

miR-125a-5p’nin ifadesinin anlamlı olmayan bir azalış gösterdiği bulunmuştur. 

Biyoinformatik araçlar kullanılarak hem inflamasyon hem de ilaç direnci ile ilişkili 

genlerin listesi oluşturmuş, kolşisin dirençli hastalarda anlamlı azalış gösteren 

mikroRNA’ların ilaç direnci ve inflamasyonla ilişkili olası hedef genleri 

belirlenmiştir. Genlerin ifade analizi için yapılan kantitatif gerçek zamanlı polimeraz 

zincir reaksiyonu deneylerinde, kolşisin dirençli hastalarda azaldığı görülen 

mikroRNA’ların olası hedef genleri olarak seçilen NR3C1 ve NFKB1’in ifadesinin, 

aynı hasta grubunda arttığı gösterilmiştir. Grubumuzun önceki projeleri sırasında 

oluşturulmuş kolşisin dirençli hücre hattında da aynı mikroRNA’ların ve hedef 

genlerinin hasta grubuyla benzer değişim gösterdiği saptanmıştır. Bu çalışma 

sonucunda belirlenen ifadesi değişen mikroRNA’ların, ileride kolşisin direncinin 

erken tanısı için biyobelirteç olma potansiyeli taşıdığı düşünülmektedir. 

 

Anahtar kelimeler: AAA, kolşisin direnci, mikroRNA 
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ABSTRACT 

Tümerdem, B. Ş., Investigation of the Differentially Expressed miRNA’s in terms 

of Their Role in Inflammation and Drug Resistance in Colchicine Resistant 

Familial Mediterranean Fever Patients, Hacettepe University Graduate School of 

Health Sciences Medical Biology Programme Master of Science Thesis, Ankara, 

2022. Familial Mediterranean fever (FMF) is a monogenic systemic autoinflammatory 

disease that clinical heterogeneity observed. The most common treatment method for 

familial Mediterranean fever is daily colchicine usage. However, in 2-5% of patients, 

colchicine resistance is observed. It is thought that epigenetic factors may play a role 

in the development of it. There are studies showing that epigenetic mechanisms, 

especially microRNAs from non-coding RNAs, play a role in the development of drug 

resistance. For this reason, it was thought that the possible relationship of microRNAs 

whose expression is changed in colchicine resistant patients with drug resistance and 

inflammation should be evaluated. The miRNA 4.0 array and miRNA expression 

analysis previously performed by our group was reevaluated within the scope of the 

thesis; 25 miRNAs with at least 2-fold expression change were found between the 

colchicine resistant patient group and the colchicine sensitive patient group. From 

these miRNA’s the ones that are highly associated with drug resistance were validated 

by qRT-PCR in the patient group, miR-15b-5p and miR-183-5p found significantly 

decreased in colchicine resistant patients while the expression of miR-125a-5p was 

found to decrease insignificantly. Using bioinformatics tools, a list of genes associated 

with both inflammation and drug resistance was created, and possible target genes of 

microRNAs associated with drug resistance and inflammation were determined. It was 

shown that the expression of selected possible target genes NR3C1 and NFKB1 was 

increased in the same patient group in correlation with miRNAs. In the colchicine 

resistant cell line created during previous projects of our group, it was shown that 

expression of selected miRNAs and target genes showed a similar change with the 

patient group. The miRNAs whose expression is changed in colchicine resistant 

patients determined by this study have the potential to be a biomarker for the early 

diagnosis of colchicine resistance in the future. 

 

Keywords: FMF, drug resistance, colchicine, microRNA  
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1. GİRİŞ 

Ailevi Akdeniz ateşi (AAA) ülkemizde taşıyıcılık oranı yüksek olan nadir bir 

sistemik otoinflamatuvar hastalıktır. AAA, 16. Kromozomun kısa kolunda bulunan 

MEFV genindeki mutasyonlar sebebiyle ortaya çıkan otozomal resesif kalıtımlı bir tek 

gen hastalığıdır (1). AAA monogenik bir hastalık olmasına rağmen hastalar arasında 

tam bir genotip-fenotip ilişkisi kurulamamakta ve klinik heterojenite 

gözlemlenmektedir. AAA’da en yaygın tedavi yöntemi günlük kolşisin kullanımıdır. 

Fakat hastaların %5’e kadar varabilen bir kısmında kolşisin direnci gözlenmektedir. 

Kolşisin direnci tolere edilebilir en yüksek doz kolşisin kullanılmasına rağmen altı 

aydan daha uzun bir süre ayda bir ya da daha fazla atak görülmesi ve remisyon 

dönemlerindeki C-reaktif protein (CRP) ve serum amiloid A (SAA) seviyelerinin 

artışıyla tanımlanabilir (2). Kolşisin dirençli hastalarda etkin tedavi alamadıkları için 

büyüme geriliği, amiloidozis, anemi, kısırlık gibi sorunlar görülebilir. Bu nedenle 

kolşisin dirençli hastaların erken aşamada tespiti oldukça önemlidir.  

MEFV geninde sık görülen mutasyonlardan M694V için homozigot olan 

hastalarda kolşisin direncine daha sık rastlanmasına ve bazı tek nükleotid 

polimorfizmleri’nin (Single-nucleotide polymorphism-SNP) direnç üzerinde etkileri 

olabileceği düşünülmesine rağmen bugüne kadar kolşisin direnci genetik faktörlerle 

doğrudan ilişkilendirilememiştir. Bu durum epigenetik faktörlerin direnç üzerindeki 

muhtemel etkisini düşündürmüştür. miRNA’ların ilaç direnci gelişimindeki rolünü 

gösteren birçok çalışma mevcuttur. miRNA’lar ilaç direnci gelişimini ilaçların emilim, 

dağılım, metabolizma ve atılım süreçlerinde rol alan genlerin (absorption, distribution, 

metabolism, and excretion – ADME) ya da bu genlerin ifadesini düzenleyen 

transkripsiyon faktörlerinin ifadesini değiştirerek etkileyebilmektedir. miRNA’ların 

AAA patogenezindeki rolü ile ilgili grubumuz tarafından gerçekleştirilmiş çalışmalar 

mevcuttur. Bu çalışmaların çıktılarından biri olarak daha önce gerçekleştirilen miRNA 

4.0 array sonuçları, kolşisin dirençli hasta grubu ve kolşisin duyarlı hasta grubu 

açısından yeniden değerlendirilmiş, değişken ifadeye sahip 25 miRNA bulunmuştur. 

Grubumuzun gerçekleştirdiği “Ailevi Akdeniz Ateşi (AAA) Hastalarında Saptanan 

miRNA’ların İlaç Direnci Üzerindeki Etkilerinin Araştırılması” isimli Tübitak 1001 

projesinde, kolşisin direnci olan hasta grubunda ifadesi değişen miRNA’lardan, ilaç 

direnci açısından en iyi bilinen genler olan, ABCB1 ve CYP3A4’ü hedeflediği 
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biyoinformatik olarak gösterilen miRNA’lar çalışmaya dahil edilmiştir. Bu kapsamda 

biyoinformatik olarak CYP3A4’ü hedeflediği tahmin edilen ve değişken ifadesi 

kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative real time-

polymerase chain reaction- qRT-PCR) ile doğrulanmış miR-505-5p’nin CYP3A4’ü 

hedeflediği deneysel olarak gösterilmiştir. Ancak, ilaç direnci olan AAA 

hastalarımızda değişken ifadesi gösterilen miR-505-5p dışındaki diğer miRNA’ların 

ilaç direnciyle ve inflamasyonla ilişkili diğer mekanizmalar üzerinden direnç 

gelişimine katkı sağlıyor olabileceği düşünülmektedir.  

Bu bilgiler ışığında tez çalışmasının hipotezi; kolşisin direnci görülen AAA 

hastalarında anlamlı değişimi saptanan, inflamasyon ve ilaç direnciyle ilişkili olduğu 

gösterilmiş miRNA’ların ilgili yolaklardaki ortak hedef genlerinin ifadesini 

düzenleyerek kolşisin direncine sebep olduğudur. Tez çalışmasında, hastalarda 

değişimi gösterilmiş miRNA’ların öncelikli olarak biyoinformatik araçlarla hedef 

genlerini tanımlamak, bu miRNA’lardan inflamasyonla ve ilaç direnciyle ilişkili 

olabilecek potansiyel hedef genler içerenleri belirlemek, sonrasında elde edilen aday 

miRNA’lar ve hedef genlerinin hastalarımızda analiz edilmesi amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Ailevi Akdeniz Ateşi  

Ailevi Akdeniz ateşi (AAA) pyrin proteinini kodlayan MEFV genindeki 

mutasyonlar sebebiyle ortaya çıkan tekrarlayan ateşlerle karakterize resesif kalıtımlı 

sistemik otoinflamatuvar bir hastalıktır (1).  AAA, esas olarak resesif kalıtım modeline 

sahip bir hastalık olmakla birlikte, dominant kalıtımın görüldüğü vakalara da 

rastlanmaktadır (3). 

AAA hastalarında 12-72 saat süren, sıklıkla peritonit, plörezi, artrit ile birlikte 

kendini gösteren ve kendiliğinden meydana gelen tekrarlayan ateş atakları 

görülmektedir. Bu inflamatuvar reaksiyon sırasında etkilenen dokulara yoğun bir 

polimorfonükleer lökosit akışı söz konusudur (1). Hastalığın en önemli 

komplikasyonu tedavi edilmemiş hastalarda görülen ve erken ölümlere sebep olabilen 

böbrek amiloidozudur (3). 

MEFV geni tarafından kodlanan pyrin, 782 amino asitten oluşmakta, 

proinflamatuvar bir sitokin olan IL-1β’nın üretimini NF-kB ve kaspaz-1 aracılığı ile 

düzenlemekte görev almakta ve özellikle nötrofil ve makrofajlarda ifade olmaktadır 

(1). 

MEFV genini tanımlamak için bir pozisyonel klonlama yaklaşımı 

uygulanmıştır. 16. Kromozomun kısa kolunda (16p13.3) bulunan MEFV, 3.5 kb 

uzunluğunda bir transkripte sahiptir (4). MEFV geni 10 ekzondan oluşmaktadır ve 

otoinflamatuvar hastalıkların mutasyonları için oluşturulmuş bir veritabanı olan 

Infevers’da bugüne kadar çoğunluğu tek nükleotid değişikliği olmak üzere 389 sekans 

varyantı rapor edilmiştir; bunlardan 28 tanesi patojenik ya da muhtemel patojeniteye 

sahip varyantlardır (5). En sık rastlanan beş mutasyon 10. Ekzonda bulunan V726A, 

M694V, M694I, M680I ve 2. Ekzonda bulunan E148Q’dur (6). 

AAA genellikle Seferad Yahudilerinde, Ermeni, Arap ve Türk kökenli 

bireylerde görülür. (4). AAA’nın Türkiye’deki tahmin edilen prevelansı 1/1070’tir 

(10). Sağlıklı Türk popülasyonunda en yaygın 5 mutasyonun frekans oranına bakılarak 

yapılan çalışmaya göre taşıyıcılık oranı 1:5’tir (7). 

Pyrin proteini dört bölgeden oluşmaktadır. İlk bölge, birinci ekzon tarafından 

kodlanan pyrin bölgesidir, bu bölge amino ucunda bulunmaktadır. Bunun yanısıra 
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ikinci ekzon tarafından kodlanan bZIP transkripsiyon faktör basic bölgesi ve üçüncü 

ekzon tarafından kodlanan ‘B-box zinc finger’ bölgesi bulunmaktadır. Proteinin 

karboksi ucunda ise B30.2/SRPY/rfp olarak isimlendirilen bölge bulunmaktadır (8). 

İnsanlarda AAA ile ilişkili olan yanlış anlamlı mutasyonların çoğunluğu bu B30.2 

bölgesinde bulunmaktadır, bu bölge primat ve insan pyrininde görülürken sıçan pyrini 

bu bölgeden yoksundur (9).  Patojenik MEFV mutasyonlarının büyük bir kısmının C-

terminal bölgesinde yoğunlaşmış olması bu bölgenin fonksiyonel önemini 

göstermektedir (10).  

Pyrin, ASC (Apoptosis-associated speck-like protein) ve kaspaz-1 ile bir araya 

gelerek kaspaz-1’in kesimini aktive edebilir. Pyrin aynı zamanda inflamazom 

yapısının oluşmasının negatif düzenleyicisi olarak da bilinmektedir, B30.2 bölgesinde 

görülen mutasyonlar ise kaspaz-1 ile etkileşimleri düşürmekte ve kaspaz-1 

aktivasyonuna sebep olmaktadır (9). Pyrinin bilinen en önemli görevleri inflamazom 

yapısına katılmasıyla; hücre içi tehlike sinyallerini algılaması, inflamasyon aracılarını 

aktive etmesi olarak sıralanabilir. AAA mutasyonlarının görüldüğü durumda ise pyrin 

hücre içi tehlike sinyallerine daha hassas ve doğal bağışıklık sistemi cevaplarının 

ortadan kaldırılması konusunda daha yavaştır (11) . 

Bakterilerin GTPaz RhoA üzerindeki aktiviteleri pyrinin inflamazom yapısını 

oluşturmasına sebep olmaktadır. Normal koşullarda RhoA pyrine bağlayarak pyrini 

fosforlayan serin kinazlar PKN1 ve PKN2’nin aktive olmasını sağlar, fosforlanan 

pyrin ise inflamazom yapısının oluşumunu engelleyen 14-3-3 proteinlerine bağlanır. 

Pyrinin mutant olduğu durumda ise 14-3-3 proteinlerinin ve PKN’lerin pyrine 

bağlanması zayıflamaktadır (12). Pyrinin patojen modifikasyonlarını ve Rho 

GTPazların inaktivasyonlarını algılayan bir sensör işlevi görmekte olduğu 

tanımlanmıştır (13). 

AAA bir tek gen hastalığı olmasına rağmen klinik heterojenitenin 

gözlemlendiği bir hastalıktır. AAA hastalığı MEFV genindeki farklı mutasyonlar 

sonucunda oluşabilmektedir yani bir genetik heterojenite söz konusudur. AAA’da 

gözlemlenen klinik heterojenitenin kısmen de olsa genetik heterojenite ile 

açıklanabileceği düşünülmektedir.  (3). 

Fenotip-genotip korelasyonu ile ilişkili en önemli bulgular M694V mutasyonu 

ile ilişkilidir. AAA hastalarında görülen en yaygın dört genotip için genotip-fenotip 
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karşılaştırması yapıldığında M694V mutasyonunun daha ciddi hastalık seyri ile ilişkili 

olduğu görülmüştür (14).   

Modifiye edici genlerin de hastalık ciddiyeti üzerinde etkisi olduğu 

düşünülmektedir. M694V homozigot hastalar aynı zamanda MICA A9 genotipine 

sahiplerse hastalığın daha erken başladığı MICA A4 genotipinin ise daha hafif hastalık 

durumlarında gözlemlendiği görülmüştür (15). 

Ayrıca, tek alelinde mutasyon olan fakat klinik olarak AAA bulguları gösteren 

hastalar mevcuttur. 2009 yılında Booty ve ark. tarafından 46 heterozigot hastada 

yapılan çalışmada tüm MEFV gen bölgesi tekrar sekanslanmış ve pyrin ifadesine 

bakılmıştır. Bu çalışmanın sonucunda heterozigot hastalarda ikinci bir MEFV 

mutasyonuna rastlanmamış ve tek allelinde mutasyon taşıyan hastalarla iki allelinde 

mutasyon taşıyan hastalar arasında pyrin ifadesi açısından bir farklılık 

gözlemlenmemiştir (16). 

2.2. Epigenetik ve Ailevi Akdeniz Ateşi 

Epigenetik, DNA dizisi üzerinde bir değişikliğe sahip olmamasına rağmen gen 

ifadesini etkileyen mitotik ve (bazı durumlarda mayozla da aktarılabilen) kalıtsal 

değişiklikler olarak tanımlanabilir. Epigenetik faktörlerin, sinyal yolakları ve 

transkripsiyon faktörleri ile çevresel faktörler ile genom arasında aracılık ettiği 

gözlemlenmektedir. Temel epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonları, kodlamayan RNA’lar olarak üç ana başlığa ayrılabilir. DNA 

metilasyonu, epigenetik olarak transkripsiyonun susturulmasında önemli bir role 

sahiptir. Metilasyon sitozinlerin 5’ ucuna bir metil grubunun eklenmesi ile 

gerçekleşmektedir.  DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafından katalize 

edilmektedir (17, 19). Histon modifikasyonları, histon proteinlerinde translasyon 

sonrası gerçekleşen kovalent modifikasyonlardır. Metilasyon, asetilasyon, 

fosforilasyon, ubikitinasyon, sumolasyon bu modifikasyonlardan bazılarıdır. En sık 

görülen modifikasyonlar ise metilasyon ve asetilasyondur. Histon asetilasyonu histon 

proteinlerinin lizince zengin bölgelerine histon asetiltransferazlar aracılığı ile histon 

kuyruklarına asetil grubu eklenmesi ile gerçekleşir. Asetilasyon genellikle gen 

aktivasyonu ile bağdaştırılan bir modifikasyondur. Histon metilasyonu ise histon 

metiltransferazlar tarafından katalizlenen bir reaksiyondur. Metilasyon hangi 
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kalıntıların (residue) metillendiğine bağlı olarak aktif ya da baskılanmış kromatine 

sebep olabilmektedir. Kodlamayan RNA’lar ise DNA’dan kopyalanan ancak 

proteinlere dönüştürülmeyen fonksiyonel RNA molekülleri grubudur. Kodlamayan 

RNA’lar iki ana başlık altında incelenebilmektedir. 200 nükleotidden daha küçük 

kodlamayan RNA’lar küçük kodlamayan RNA’lar olarak gruplandırılırken; 200 

nükleoidden daha uzun kodlamayan RNA’lar uzun kodlamayan RNA’lar olarak 

sınıflandırılmaktadır. En çok çalışılan küçük kodlamayan RNA’lar arasında piRNA 

(Piwi etkileşimli RNA)’ler, miRNA (MikroRNA) ve siRNA (küçük interferans yapan 

RNA)’ler bulunmaktadır (18). Son yıllarda epigenetik değişikliklerin, otoimmün ve 

otoinflamatuvar hastalıklar dahil olmak üzere pek çok hastalığın patogenezine etkisi 

olabileceği gösterilmiştir (19). 

Çevresel faktörlerin AAA hastalık gidişatına etkisini gösteren çalışmalar 

mevcuttur. 2008 yılında Özen ve ark.’ları tarafından Türkiye ve Almanya’da yaşayan 

Türk çocuklarında AAA hastalık ciddiyeti açısından bir fark bulunup bulunmadığını 

araştırmak için yapılan çalışmada Türkiye’de yaşayan çocuklarda hastalık seyrinin 

daha ciddi olduğu gözlemlenmiştir.  Çalışmaya hepsi 18 yaşının altında olan 

Türkiye’de doğmuş ve büyümüş 55 Türkiye kökenli çocuk ile Almanya’da doğmuş ve 

büyümüş 45 Türkiye kökenli çocuk dahil edilmiştir (20). Bu çalışmadan sonra 2012 

yılında Özen ve ark.’ları tarafından yapılan bir diğer çalışmada etnik farklılıkların, 

çevresel ve genetik faktörlerin AAA hastalık seyrine etkisini gözlemlemek için 

oluşturulmuş Eurofever kayıtlarından elde edilen verilere göre 346 AAA hastası 

hastalık ciddiyet skorlarına, etnik kökenlerine ve çevresel etkiyi incelemek için nerede 

yaşadıklarına göre sınıflandırılmışlardır.  Bu hastalardan 215 birey doğu Akdeniz 

kökenli (Türkiye, İsrail, Ermenistan, Fas, Azerbaycan ve Mısır) ve Doğu Akdeniz 

bölgesinde yaşamakta, 71 birey Doğu Akdeniz kökenli olup Avrupa’da yaşamaktadır. 

Geri kalan 60 hasta ise Avrupa kökenli bireylerden oluşmaktadır. Bu çalışmanın 

sonucunda Doğu Akdeniz kökenli olup Avrupa’da ikamet etmekte olan hastaların 

Doğu Akdeniz bölgesinde yaşayan hastalara göre hastalık ciddiyetinin daha hafif 

olduğu gözlemlenmiştir. Bu sonuçlar monogenik bir hastalık olan AAA’da hastalık 

ciddiyetinin çevresel etmenlerden etkilenebileceği konusunda önemli bir sonuç 

olmuştur (21). 2021 yılında Ozen ve ark. tarafından bağırsak mikrobiyotasının AAA 

hastalık ciddiyetine etkisini araştırmak için yapılan çalışmada Türkiye ve Amerika 
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Birleşik Devletlerindeki AAA hastaları ve sağlıklı kontrollerin bağırsak bakteri 

çeşitliliği karşılaştırılmıştır. Bu çalışma sonucunda bağırsak mikrobiyotasının hastalık 

şiddeti üzerinde anlamlı bir etkisi bulunamamıştır (22). 

AAA fenotipinde, MEFV mutasyonlarının, modifiye edici genlerin ve çevresel 

faktörlerin etkisini incelemek amacıyla 10 tek yumurta ikizi ve 7 çift yumurta ikizinde 

ikizler arasındaki klinik farklılıklar incelenmiştir. Tek yumurta ikizleri arasındaki 

farklılıkların çevresel faktörleri, çift yumurta ikizleri arasındaki farklılıkların modifiye 

edici genleri yansıttığı düşünülerek yapılan çalışmada çevresel faktörlerin AAA 

üzerindeki tahmin edilen etkisinin %11,9 ± %6,6 ve modifiye edici genlerin etkisinin 

%17,4 ± %15,5 olduğu hesaplanmıştır (23). 

2011 yılında Kirectepe ve ark. tarafından MEFV geninin metilasyonunu analiz 

etmek için yapılan çalışmada, 51 AAA hastası ve 21 sağlıklı kontrolde metilasyon 

seviyeleri ve MEFV ifade seviyeleri karşılaştırılmıştır. Çalışmanın sonuçlarına göre; 

AAA hastalarında MEFV geni ifade seviyesinin anlamlı bir şekilde düştüğü ve bununla 

uyumlu bir şekilde ekzon 2’deki metilasyon seviyesinin anlamlı bir şekilde arttığı 

saptanmıştır (24). 

2.3. miRNA’lar  

MikroRNA’lar birer polimeraz-III tip protein olan Drosha ve Dicer tarafından 

üretilen olgun hali yaklaşık 22 nükleotid uzunluğunda küçük kodlanmayan 

RNA’lardır. (25) miRNA’lar ilk kez 1993 yılında Lee ve ark. tarafından C. Elagans’ta 

gösterilmiştir (26). Birçok miRNA geninin transkripsiyonu RNA polimeraz II 

tarafından gerçekleştirilmektedir. miRNA’lar hedef mRNA’larına çoğunlukla 3’ UTR  

bölgesinden bağlanarak post-transkripsiyonel düzenlemeye aracılık ederler. Bu 

bağlanma genel olarak hedef genin translasyonel baskılanmasına ve ekzonükleolitik 

mRNA yıkımına sebebiyet vermektedir. Bunun yanı sıra miRNA’lar aracılığıyla 

translasyonel aktivasyon ve heterokromatin oluşumuna sebep olan düzenlemeler de 

görülebilmektedir (25). Bir miRNA hedef geni olarak birçok geni düzenleyebilmekte 

ve bir gen birçok miRNA tarafından hedeflenebilmektedir (26). miRNA ile hedef 

geninin ilişkisi dinamik ve birçok faktöre bağımlı olarak gerçekleşen bir süreçtir. 

miRNA’nın hücre içerisindeki konumlanması, hedef mRNA’nın ve miRNA’nın 

miktarı,  miRNA-mRNA etkileşiminin ne kadar güçlü olduğu gibi faktörler miRNA-
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hedef gen ilişkisini etkileyen dinamikler olarak gösterilebilir. miRNA’lar ekzozomlar 

aracılığı veya başka proteinlere bağlanarak taşınabilir ve ifade oldukları dokudan farklı 

bir bölgede etkinlik gösterebilirler.  

Çalışmaların çoğunluğu miRNA’ların genlerin 3’ UTR bölgesine bağlandığını 

gösterse de mRNA’ların farklı bölgelerinde de miRNA bağlantı bölgeleri tespit 

edilmiştir. Bunlar arasında promoter bölgeleri ve 5’UTR da bulunmaktadır. (28). 

miRNA’ların hedef tanıması oldukça komplekstir.  miRNA- hedef gen arasındaki baz 

eşleşmesinin mükemmel olması gerekmediği için miRNA’nın hedef genine sadece 

kısmen tamamlayıcı olması yeterlidir (29). Olgun miRNA’ların ismi miRNA 

zincirinin yönü ile belirlenir pre-miRNA saç tokasının 5’ ucundan oluşmuş olgun 

miRNA’lar 5p olarak adlandırılırken 3’ ucundan oluşmuş olgun miRNA’lar 3p olarak 

adlandırılır (28). 

Çoğu memeli miRNA ailesi muhtemelen gen duplikasyonundan kaynaklı 

olarak çok sayıda izoforma sahiptir. Bu izoformlarda genellikle miRNA’ların  5’ 

ucundan 2-7 pozisyonunda bulunan nükleotidler aynıdır.  miRNA-hedef gen 

etkileşiminde tohum(seed) adı verilen  6 nükleotidlik bir bölge önemli bir yer 

tutmaktadır. Bu bölgedeki eşleşmeden dolayı izoformların birbirleri ile benzer 

görevler alabileceği düşünülmektedir. Fakat 3’ ucunun da aynı şekilde hedef bölgeye 

bağlanmada katkı sunması ve bu kardeş miRNA’ların ifade paternlerinin sıklıkla 

birbirinden farklı olması sebebi ile aynı tohum ailesinden miRNA’lar oldukça farklı 

görevlere sahip olabilirler.   

Transkripsiyonel seviyede çeşitli polimeraz II ilişkili transkripsiyon faktörleri 

miRNA gen transkripsyonunu kontrol etmektedir. Post-transkripsiyonel seviyede ise, 

miRNA’ların  Drosha ve Dicer enzimlerinin ifadesindeki değişimlerden dolayı ifadesi 

azalabilir. Bunlara ek olarak endojen kimyasal yapılar ya da ksenobiyotik de 

miRNA’ların ifadesinde değişikliğe sebep olabilmektedir.  Bu yollarla miRNA’ların 

ifadesi belirli durumlarda ve farklı hücre türlerinde düzenlenmektedir.  (25) 

Polimeraz II tarafından sentezlenen birincil transkriptler (pri-miRNA) genelde 

birkaç kilobaz uzunluğundadır. Nükleusta Drosha tarafından pri-miRNA’lardaki bu 

saç tokası yapısının kökünün kesilmesiyle pre-miRNA’lar oluşur.  Drosha kofaktörü 

olan DiGeorge kritik sendrom bölgesi 8 (DGCR8) proteiniyle bir kompleks oluşturur. 

Ardından pre-miRNA’lar Exportin 5 tarafından sitoplazmaya taşınır. Nükleustan 
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sitoplazmaya olan taşınmanın ardından pre-miRNA’lar Dicer enzimi yardımıyla 

kesilir ve bu aşamanın sonucunda yaklaşık 22 nükleotid uzunluğunda çift zincirli 

miRNA’lar oluşur. Ardından çift zincirli RNA yapısı Argonat (AGO) proteinine 

yüklenir ve efektör kompleks olan RISC (RNA kaynaklı susturma kompleksi) yapısı 

oluşur. Bu aşamada çift zincirli RNA’nın bir zinciri olgun miRNA olarak AGO 

proteinin üstünde kalırken diğer zincir yıkıma uğrar.   

miRNA’lar birçok hastalığın teşhisi, ilerlemesi ve tedavisi konusunda 

potansiyel hedef  ve önemli biyobelirteç adayları olarak görülmektedir (29, 30).  

2.3.1 Ailevi Akdeniz Ateşi ve miRNA’lar 

Epigenetik faktörler içerisinde sınıflandırılan miRNA’lar, ailevi Akdeniz 

ateşinde görülen fenotipik heterojeniteyi açıklamaya yardımcı faktörlerden biri 

olabilir. miRNA’ların değişen ifadesi bir çok otoimmün ve otoinflamatuvar hastalıkta 

gösterilmiştir. miRNA’ların hastalık patogenezindeki rolünün anlaşılması, tanıda 

yardımcı biyobelirteç olarak kullanılmasının da önünü açabilir. Aynı genotipe sahip 

AAA hastaları farklı fenotipler gösterebilmektedir. Bu farklılıklar modifiye edici 

genlerle, epigenetik faktörlerle ya da çevresel etmenlerle açıklanabilir (31). 

2016 yılında Wada ve ark. tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada 24 AAA 

hastasının ve hastalık kontrolü olarak 8 PFAPA (Periyodik Ateş, Aftöz Stomatit, 

Farenjit ve Adenit) hastasının RNA’larından miRNA’ları profillemek amacı ile 

mikrodizin çalışmaları yapılmıştır. 24 AAA hastası üç alt gruba ayrılmıştır; A grubu 

ekzon 10 mutasyonuna sahip 8 AAA hastasından, B grubu ekzon 3 mutasyonuna sahip 

8 AAA hastasından, C grubu ise bu ekzonlar dışında mutasyonlara sahip AAA 

hastasından oluşmaktadır. Araştırmacılar çalışmalarında birden fazla miRNA’nın 

ifade motiflerinin alt grupları sınıflandırmada kullanılabileceğini öne sürmüşlerdir. 26 

miRNA’nın ifade motiflerini kullanarak AAA hastaları ve PFAPA hastalarını %78,1 

başarı oranı ile doğru sınıflandırabilmişlerdir. 24 miRNA’nın ifade motiflerine 

bakılarak yapılan karşılaştırma sonucunda AAA alt grupları olan A ve B alt gruplarını 

%93,8 başarı oranı ile sınıflandırılabilmişlerdir. A ve C alt grupları ise seçilen 30 

miRNA’nın ifade profili kullanılarak %87,5 başarı oranı ile sınıflandırılabilmiştir. 25 

miRNA’nın ifade motiflerine bakılarak yapılan B ile C grupları arasındaki 
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sınıflandırma ise %100 oranında başarılı bulunmuştur. Bu çalışma miRNA’ların AAA 

alt gruplarını ayırmada biyobelirteç işlevi görebileceğini göstermektedir (32). 

Yine 2016 yılında Latsoudis ve ark. tarafından yapılan çalışmada THP-1 

hücrelerinde siRNA aracılığı ile MEFV geni susturulmuş ve MEFV geni susturulmuş 

örnekler ile kontrol örnekleri arasında ifadesi değişen miRNA’ları tespit etmek amacı 

ile mikrodizin çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalar neticesinde ifadesi 

değişen 29 miRNA seçilmiş ve in silico çalışmalar sonucunda bu miRNA’lardan miR-

378/422a süper ailesine ait sekiz miRNA’nın birlikte çalışıyor olabileceği 

gözlemlenmiş ve kalan miRNA’lardan potansiyel hedef genlerine göre seçim 

yapılmıştır. miR-4520a’nın mTOR kompleksi aktivatörü RHEB (Beyinde 

zenginleştirilmiş Ras homoloğu) hedefleyebileceği tahmin edilmiş, daha sonra bu 

hedef gen miRNA ilişkisi lusiferaz aktivite analizi ile valide edilmiştir. Hastalardan 

elde edilen monositlerde miR-4520a ifadesine bakıldığında ise hastalarda anlamlı bir 

artış olduğu görülmüştür (33). 

2017 yılında Akkaya-Ulum ve ark. tarafından miRNA’ların AAA hastalığı 

patogenezindeki potansiyel rollerini araştırmak ve ifade profillerindeki değişiklikleri 

saptamak amacıyla 6 sağlıklı kontrol, 6 FMF hastası (M694V/M694V), 6 hastalık 

fenotipi gösteren taşıyıcı (M694V/-), 6 sağlıklı taşıyıcı toplam 24 birey ile mikrodizin 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalar neticesinde hem homozigot hastalarda 

hem de heterozigot hastalarda sağlıklı bireylere ve sağlıklı taşıyıcılara göre ifadesi 

değişen toplam 14 miRNA tespit edilmiştir. Bu miRNA’lardan DAVID (Database for 

Annotation, Visualization, and Integrated Discovery) analizleri sonucunda 

inflamatuvar yolaklarla ilişkili hedef genleri olduğu gösterilen dört miRNA hasta 

sayısı arttırılarak Kantitatif Gerçek-Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) 

ile valide edilmiştir. Bunun sonucunda sağlıklı taşıyıcılara göre heterozigot hastalarda 

let-7d ve miR-574 ifadesinin anlamlı olarak arttığı, sağlıklı kontrollere göre ise 

homozigot hastalarda miR-20’a ifadesinin anlamlı olarak arttığı miR-197 ifadesinin 

anlamlı olarak azaldığı gösterilmiştir (34). 

2018 yılında Amarilyo ve ark.’ları M694V homozigot 10 FMF hastasının, 10 

sağlıklı kontrole göre periferik kanlarında değişen miRNA ifadesine baktıkları 

çalışmada taranan 103 miRNA’dan 7 miRNA’nın ifadesinin değiştiğini; 4 artan (miR-

144-3p, miR-21−5p, miR−4454, and miR-451’a) 3 azalan (miR-107, let−7d−5p, and 
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miR-148b-3p) olacak şekilde göstermişlerdir. Bu miRNA’ların hepsi immün sistemin 

düzenlenmesi ile ilişkilendirilmiştir (35). 

Hortu ve ark. tarafından yapılan çalışmada, 51 AAA hastasında ve 49 sağlıklı 

kontrolde daha önce otoinflamatuvar hastalıklarla ilişkisi saptanmış ve immün cevapta 

rolü olan 15 miRNA’nın ifadesi değerlendirilmiştir. Bunlardan 11 miRNA’nın ifade 

seviyesi hasta grupta sağlıklı gruba göre anlamlı olarak daha düşük bulunmuştur. Hasta 

gruplar kendi içerisinde incelendiğinde ise kolşisin alan hastalarda 5 miRNA’nın 

anlamlı bir şekilde arttığı 5 miRNA’nın ise anlamlı şekilde azaldığı bulunmuştur. 

Ayrıca kontrol grubuna göre karşılaştırma yapıldığında; atak döneminde bulunan 

hastalarda 4 miRNA’nın ifadesi, atak döneminde olmayan hastalarda 9 miRNA’nın 

ifadesi anlamlı olarak düşük bulunmuştur. Bu çalışma miRNA’ların AAA hastalarında 

değişen ifadesini gösteren önemli bir çalışmadır (36). 

2018 yılında Koga ve ark. tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada atak ve 

remisyon dönemlerindeki AAA hastalarının serumlarından yapılan mikrodizin 

sonuçlarına göre atak dönemindeki hastalarda miR-204-3p’nin anlamlı şekilde 

azaldığı bulunmuştur. Yapılan fonksiyonel analizlerle pro-inflamatuvar sitokinlerin 

salınımı tetiklendiğinde miR-204-3p’nin ifadesinin düştüğü, ayrıca pre-miR-204-

3p’nin LPS’e maruz kalan hücrelerde IL-6 ve IL-12p40 üretiminde anlamlı bir düşüşe 

sebep olarak anti-inflamatuvar bir görev aldığı gösterilmiştir. Ayrıca lusiferaz aktivite 

analizi sonucunda miR-204-3p’nin PIK3CG’yi (Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-

kinaz katalitik alt birim gama izoformu) hedefleyerek PI3Kγ yolağında yer aldığını 

göstermiştir (37). 

2019 yılında Demir ve ark. tarafından 30 pediatrik FMF hastasının ve 30 

kontrolün periferal kan örnekleri kullanılarak atak ve remisyon dönemlerinde miRNA 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Atak ve remisyon dönemlerinde ifadesi bakılan 4 

miRNA’dan (miR-16-5p, miR-155-5p, miR-204-5p, miR-451-5p) 155-5p’nin ve 204-

5p’nin remisyon dönemindeki hastalarda kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

değiştiği bulunmuştur (38). 

2021 yılında Karpuzoglu ve ark. tarafından pyrinin apoptozda bir rolü olduğu 

hipotezinden yola çıkarak apoptozla ilişkili 33 miRNA’nın ifadesine 191 AAA 

hastasında 31 sağlıklı kontrole göre   bakılmıştır. Bu 33 miRNA’dan 26 tanesinin FMF 

hastalarında değiştiği gözlemlenmiştir. Değişen miRNA’ların 19’unun ifadesi 
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artmakta iken 7 tanesinin ifadesi azalmaktadır. Araştırmacılar bu çalışmanın 

sonucunda AAA hastalarında ifade değişikliği gösteren miRNA’ların AAA 

patogenezinde apaptoz ile ilişkili olabileceğini öngörmektedir (39).  

2021 yılında Akkaya-Ulum ve ark. tarafından yapılan çalışmada ise daha 

önceki çalışmalarda klinik seyri daha ağır olan AAA hastalarında anlamlı bir şekilde 

azaldığı belirlenen miR-197-3p’nin monositlerde, sinoviyal fibroblastlarda ve 

makrofajlarda yapılan fonksiyonel analizlerde anti-inflamatuvar etkisi gösterilmiştir. 

Aynı çalışmada ayrıca miR-197-3p’nin, IL1R1’i (İnterlökin 1 Reseptör Tip 1) 

hedeflediği lusiferaz assayle gösterilmiştir. Bu çalışmanın sonucunda miR-197-3p’nin 

AAA hastalarında patogeneze etki edebilecek, inflamatuvar süreçlerde önemli bir 

miRNA olduğu gösterilmiştir (40). 

2.3.2. İlaç Direnci ve miRNA’lar  

İlaçlar ile tedavi yaklaşımında, terapiye başladıktan bir süre sonra ilacın 

etkinliğinde düşüş veya ilaca karşı yetersiz cevap görülmektedir. Bu durum ilaç direnci 

olarak adlandırılmaktadır. Özellikle kanser tedavisinde görülen bu durum ciddi 

problemlere sebep olabilmektedir. Kanserde görülen ilaç direnci doğal olarak veya 

edinilmiş olarak gerçekleşmektedir. Doğal ilaç direnci tedaviden önce de mevcuttur. 

Edinilmiş ilaç direncinde ise genomik instabiliteden dolayı heterojenik bir yapı 

gösteren kanser hücrelerinde ilaca karşı farklı duyarlılık oranlarının olması ve ilaca 

karşı en az duyarlı olan hücrelerin pozitif seçilim yolu ile seçilmesi söz konusu 

olmaktadır (41). 

Yeterli biyoyararlanımın olmaması, ilacın hücre dışına atılımından (efflux) 

sorumlu pompaların artan ifadeleri veya ilaç hedefinde olan genlerde meydana gelen 

değişiklikler ile açıklanabilmektedir (42). İlaç direncinin gelişmesinde efflux 

pompalarında meydana gelen değişikliklerin yanısıra ilaç metabolizmasından sorumlu 

genlerde meydana gelen değişimlerin ya da DNA onarımı süreçlerindeki ve enerji 

programlanmasındaki aksaklıkların rolü olduğu düşünülmektedir. İlaç direnci 

durumunda ilaçların emilim, salınım, atılım ve metabolizmasından sorumlu genlerde 

(ADME) yani farmakokinetik özelliklerinde değişiklikler olduğu görülmektedir (43). 

miRNA’ların ilaç cevabında önemli bir rolü olabileceğinin öğrenilmesi ile 

miRNA’ların ilaç direncindeki olası etkilerine yönelik çalışmalar artış göstermiştir. 
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(Xie,2019) İlaç direnci konusunda oldukça bilinen bir etkiye sahip genlerden biri 

ABCB1 (ATP bağlayıcı kaset alt ailesi B üyesi 1) diğer bilinen adlarıyla MDR1 (çoklu 

ilaç direnç geni 1) ya P-glikoprotein (P-gp)’dir. P-gp ilaçların hücre dışına atılımında 

rol alan bir ATP ile çalışan efflux pompası olarak işlev göstermektedir. İlaç direnci ve 

miRNA’lara ilişkin ilk çalışmalar miRNA’ların bu gen üzerindeki etkisini gösteren 

çalışmalardan oluşmaktadır (42). 

Meme kanserininin tedavisinde kullanılan doksorubisin ilacına meme kanseri 

hücrelerinin sıklıkla direnç geliştirdiği bilinmektedir. Kovalchuk ve ark., 2008 yılında 

doksorubisin dirençli MCF-7 (meme kanseri hücreleri) hücre hattında yaptıkları 

çalışmalarda miRNA’ların direnç üzerindeki rolünü araştırdıkları bir çalışmaları 

bulunmaktadır. Araştırmacılar dirençli hücre hattında miRNA profilinin değiştiğini ve 

ifadesi değişen miRNA’lardan biri olan miR-451’in MDR1 geninin ifadesini 

etkileyerek ilaç direncine katkıda bulunduğunu göstermiştir. Dirençli hücre hattına 

miR-451 transfekte edildiğinde hücreler doksorubisin duyarlı hale döndüğünü 

göstermişlerdir. (43).  

Yine meme kanseri tedavisinde kullanılan bir ilaç olan fulvestranta hastaların 

zaman içerisinde direnç geliştirdiği bilinmektedir. Xi Rao ve ark. tarafından yapılan 

çalışma sonucuna göre ise fulvestrant dirençli hücre hatlarında miR-221/222’nini 

ifadesi artmakta, artan miR-221/222 ifadesi de daha önce ilaç direnciyle 

ilişkilendirilmiş yolaklarda düzensizliğe neden olmaktadır (44).    

Kolşisin, AAA hastalığı tedavisinde etkinliği saptanmış güvenilir ve sık 

kullanılan bir ilaçtır. Hastalarda atak sayısını ve ciddiyetini azalttığı ve amiloidozisi 

engellediği gösterilmiştir. Kolşisin tolere edilebilen dozlarda oldukça etkili bir ilaç 

olmasına rağmen AAA hastalarının %2-5’inin kolşisin dirençli olduğu rapor 

edilmiştir. Kolşisin direnci, tolere edilebilen en yüksek doz alındığı halde devam eden 

hastalık aktivitesi,altı aydan uzun bir süre ayda bir kere ya da daha fazla sayıda atak 

varlığı ve ataklar arasında artan CRP ve SAA seviyesi varlığı ile tanımlanabilir (2). 

Kolşisinin terapötik dozlarda uygulandığında ilaç uygulamasından sonra hızla 

plazmadan ayrıldığı bilinmektedir. Kolşisinin vücuttan atılımı ise esas olarak 

bağırsakta safra aracılı atılım olarak ya da doğrudan atılım şeklinde gerçekleşmektedir. 

Ayrıca, bir kısmının idrar yoluyla değişken konsantrasyonlarda atıldığı bulunmuştur. 

Bu çalışmalar böbrek ve safra yolları aracılı atılımının olduğunu düşündürmektedir 
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(45, 46). Hastalarda jejunum ileum fonksiyon bozukluğu olduğu durumlarda yüksek 

kolşisin dozlarının absorbsiyonunda problemler olduğu görüldüğü için, emiliminin 

esas olarak jejunum ve ileumdan gerçekleştiği tespit edilmiştir (47). İlk kolşisin 

uygulamasından sonra lökositlerde tespit edilen yüksek kolşisin konsantrasyonu ve 

kolşisinin plazma konsantrasyonundaki önemli azalmanın, ilacın lökositlerde 

birikmesi ve safra yollarından atılımından kaynaklandığı düşünülmektedir (48). 

Kolşisinin en yüksek yüzdesi metabolize edilmemiş halde kalsa da daha küçük 

bir kısmı karaciğerden atılmadan önce NADPH ve oksijen varlığında demetilasyona 

uğramakta ve iki metabolit, 3-demetilkolşisin (3DMC) 2-demetilkolşisin (2DMC) 

oluşmaktadır (49). CYP3A4 (Sitokrom P450 3A4) ile ilişkili metabolitlerinin miktarı 

kolşisin ile tedaviden sonra hepatik mikrozomlarda gösterildiği için CYP3A4’ün 

kolşisin metabolizmasından sorumlu ana izoform olduğu gösterilmiştir (50). Kolşisin 

atılımına ise çoklu akış pompalarının dahil olduğu düşünülmektedir. Hem ABCB1 hem 

de MRP2 (çoklu ilaç direnci ilişkili protein 2) inhibitörleri kolşisinin bağırsak 

geçirgenliğini etkilemektedir. Bu iki taşıyıcının birleşik etkisi, kolşisin taşınmasına 

aracılık ediyor gibi görünmektedir (51). ABCB1’in aşırı ekspresyonu, bir akış pompası 

işlevi gördüğünden ilaç direncine yol açabilmekte ve artan ilaç akışı, hücre içindeki 

ilaç konsantrasyonunda bir azalmaya neden olabilmektedir. Kolşisinin direnci diğer 

ilaçlarla da ilişkili olabilmektedir (52). ABCB1’de gözlenen polimorfizmler de P-

glikoprotein ekspresyonunu değiştirebileceğinden kolşisinin etkilerini 

değiştirebilmektedir (53).  

Kolşisin esas olarak karaciğer yoluyla atıldığı için, karaciğer veya böbrek 

fonksiyon bozukluğu olan hastalar önemli yan etkilere maruz kalabilmektedir. Bu 

hastalarda doz çok dikkatli ayarlanmalıdır. Kolşisin metabolizması esas olarak 

CYP3A4 aracılığıyla gerçekleştiğinden, klaritromisin, eritromisin, ketokonazol gibi 

CYP3A4 inhibitörleri kolşisin birikimine ve toksik yan etkilere neden olabilmektedir. 

Ayrıca, kolşisin ile etkileşime girdiği bildirilen P-gp inhibitörleri de ciddi yan etkilere 

sebep olabilmektedir (54) (55) 
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2.4. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi Amacı ile Kullanılan 

Biyoinformatik Araçlar 

Birçok önemli biyolojik süreçte rol olan miRNA’ların hedef genlerinin 

tanımlanması bu miRNA’ların işlevlerinin anlaşılabilmesi açısından oldukça 

önemlidir. Fakat bu miRNA-hedef gen ilişkisinin doğrulanması zaman alıcı ve 

maliyetlidir. Bu sınırlamalar sebebiyle miRNA-hedef gen ilişkisini tahmin etmeye 

yönelik birçok uygulama bulunmaktadır. Bu uygulamalar potansiyel miRNA 

hedeflerinin daha sonrasında deneysel olarak doğrulanabilmesi için hedef daraltmaya 

yardımcı olmaktadır. Potansiyel hedef genleri bulmak için farklı yaklaşımlar geliştiren 

uygulamalar mevcuttur (56). Bu uygulamalarda potansiyel miRNA hedeflerini tahmin 

etmek için farklı algoritmalar kullanılmaktadır. Birçok uygulama miRNA-hedef gen 

ilişkisini tahmin ederken miRNA’ların tohum (seed) bölgesinin mRNA’lerin 3’UTR 

ile komplementar olup olmadığına bakmaktadır. PicTar, PITA, RNAhybrid, miRU bu 

yöntemle miRNA-hedef gen ilişkisini tahmin eden uygulamalardan bazılarıdır. Bazı 

uygulamaların algoritmalarında mRNA’ların 5’ UTR ya da kodlayan diziler de 

bağlanma bölgesi potansiyel bağlanma bölgesi tahminlerine dahil edilmektedir. Fakat 

tek başına bu komplemanterlik miRNA-hedef gen ilişkisini belirlemede yeterli 

değildir. miRNA ve hedef bölgesi arasında tam komplementerlik olmadığı fakat 

miRNA’nın hedef genin translasyonunu baskılayarak ifadesini etkilediği durumlar 

mevcuttur. DIANA tools algoritması içerisinde bu da göz önünde bulundurulmaktadır. 

miRNA-hedef gen bağlanmanın gerçekleşmesi için gerekli serbest enerji ne kadar 

düşükse RNA-RNA bağlantısı o kadar güçlü bir şekilde gerçekleşmektedir. Birçok 

uygulama bu enerjiyi ölçen paketler kullanmaktadır, bunun yanısıra PITA gibi 

programlar serbest enerjiyi mRNA’nın 3’UTR bölgesinin ne kadar ulaşılabilir 

olduğunu hesaplamak için de kullanmaktadır. Bunlara ek olarak bağlantı bölgesinin 

türler arasındaki korunma durumu ve miRNA’ların  3’ ucundaki 13-16 nükleotid 

arasındaki bölge de bu bölgedeki bir komplemanterlik 3’UTR’deki uyumsuzluğu telafi 

edebileceği için, algoritmalara dahil edilmektedir.  TargetScan, PicTar, PITA, 

RNAhybrid, miRU, 15 iranda, DIANA Tools potansiyel miRNA hedef genlerini 

bulmak için geliştirilen uygulamalardan bazılarıdır (57).  
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2.5. Hedef Genleri Araştırma Amacı ile Kullanılan Metin Madenciliği 

Uygulamaları 

Bilimsel literatür bir araştırma konusuyla ilişkili elde edilen yeni verilerin ve 

hipotezlerin paylaşıldığı ana merkez konumundadır. Fakat özellikle biyomedikal 

araştırmalar konusundaki literatür genişledikçe araştırılan konuyla ilişkili bilgileri 

bulmak ve bilimsel bilgi parçaları arasındaki bağlantıyı çıkarmak zorlaşmaktadır. 

Metin madenciliği metinlerden bilimsel bilginin keşfini ve çıkarılmasını içerir ve farklı 

yayınlardan çıkarılan bilgilerin birleştirilmesiyle yeni hipotezler oluşturulmasına 

kadar farklı bilimsel çıktılar oluşturabilir (61). 

Bu tez çalışmasında, mikrodizin sonuçlarına göre kolşisin dirençli hasta 

grubunda anlamlı değişimi gösterilen miRNA’ların da ilaç direnciyle ve inflamasyonla 

ilişkili diğer mekanizmalar üzerinden direnç gelişimine katkı sağlıyor olabileceği 

düşünülmüştür. Bu kapsamda, hastalarda ifadesi değişen miRNA’lar muhtemel hedef 

genlerinin görev aldıkları yolaklara göre sınıflandırılmış, ilaç metabolizması ve direnci 

ile ilgili yolaklarda rol alan miRNA’lar seçilmiştir. Bunların ifadesi qRT-PCR ile test 

edilmiştir. Literatürden ve mevcut gen listelerini içeren kaynaklardan yararlanarak 

hem inflamasyon hem de ilaç direncinde görev alan genleri içeren gen listeleri 

oluşturulmuştur. İfadesinde anlamlı değişim saptanan miRNA’ların bu gen listeleri 

içerisinde bulunan muhtemel hedef genleri incelenmiştir. Bu hedef genler kolşisin 

metabolizmasındaki olası rollerine göre değerlendirilmiş bu listelerden bazı genlerin 

ifadesi hastalarda analiz edilmiştir. Ayrıca seçilen miRNA’ların ve muhtemel hedef 

genlerinin ifadesi kolşisin dirençli hastalara ek olarak kolşisin dirençli hücre hattında 

da değerlendirilmiştir.   
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereçler 

3.1.1. RNA izolasyonu, Total Kandan miRNA İzolasyonu ve cDNA 

Sentezi 

 PAXgene Blood miRNA Kit (Qiagen)TaqMan® MicroRNA Reverse 

Transcription Kit (ABI) 

 QuantiTect Reverse Transcription Kit (50 rxn) (Qiagen) 

Rneasy Protect Cell Mini Kit (50 rxn) (Qiagen) 

3.1.2. miRNA’lar ve mRNA’lar için Kantitatif Gerçek-Zamanlı 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) 

 TaqMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri (miR-183, miR-15b-5p, miR-

125a-5p RNU48)  

 TaqMan® Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG (ABI) Kit 

 Promega GoTaq® Master Mix 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Çalışma Grubunun Oluşturulması 

Daha önceki çalışmalarımız kapsamında, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Erişkin Romatoloji Bölümü ve Hacettepe Üniversitesi İhsan Doğramacı Çocuk 

Hastanesi Pediatri Anabilim Dalı Romatoloji Bölümü tarafından kanları toplanan 

hastaların yaşları, tanı aldıkları yaşlar, kullandıkları ilaçlar (dozlarıyla birlikte) ve 

otoinflamatuvar hastalık aktivite indeksleri (AIDAI) not edilmiştir. Bu hastalardan 6 

kolşisin dirençli 6 kolşisin duyarlı hasta kullanarak çalışma grupları oluşturulmuştur. 

Bu çalışma kapsamında RNA’ları kullanılan kolşisin dirençli AAA 6 hastasının klinik 

bilgileri Tablo 3.1’de kolşisin duyarlı 6 AAA hastasının klinik bilgileri tablo 3.2’de 

özetlenmiştir.   
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3.2.2. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi  

Laboratuvarımızda daha önce tamamlanan projelerimizden elde edilen 

mikrodizin verilerinin MeV 4.9.0 – (Multiple Experiment Viewer) programı 

kullanılarak yapılan analizlerde kolşisin dirençli AAA hastalarında ifadesi en az iki 

kat artan veya azalan 25 miRNA tespit edilmişti. (p değeri <0,05). Belirlenen bu 25 

miRNA’nın hedef gen ve miRNA ilişkisi miRWalk 2.0 veritabanı kullanılarak 

incelendi. Bu veri tabanında 12 farklı veritabanının miRNA-hedef gen ilişkisine 

yönelik tahminleri bulunmaktadır. Bu ilişkiler miRWalk, mirRDB, PITA, MicroT4, 

miRMap, RNA22, 20 iranda, miRNAMap, RNAhybrid, miRBridge, PICTAR2 ve 

Targetscan veri tabanlarından elde edilmiştir. miRWalk veritabanınında miRNA’lar 

için yapılan aramalar sonucunda en az altı farklı veritabanı tarafından o miRNA’nın 

hedef gen olarak tahmin edilen genler ile miRNA’ların olası hedef genlerini içeren 

listeler oluşturuldu. Ayrıca miRNA-hedef gen ilişkilerini gösteren miRTarBase veri 

tabanında bulunan hedef genler eğer önceki listede bulunmuyorlarsa bu listelere 

eklendi.  

 miRWalk; miRNA’ların hedef genlerini sadece 3’ UTR’larına bağlanarak 

değil aynı zamanda 5’ UTR’larına aminoasit kodlayan bölgelerine ya  da promotor 

bölgelerine bağlanarak da hedefleyebildiği gösterilmiştir. miRWalk sadece 3’ UTR’a 

yönelik  bir miRNA-hedef gen ilişkisini değil diğer bölgelerdeki miRNA bağlanma 

bölgelerini de tespit etme amaçlı kapsayıcı bir veritabanıdır. (58)   miRWalk 2.0 

tahmin edilen ve deneysel olarak valide edilmiş miRNA-hedef gen ilişkilerinin 

birçoğuna ulaşmaya imkan sağlayan kapsayıcı bir arşiv niteliğindedir. Varolan 

miRNA-hedef gen kaynaklarından tahmini veri setlerini birleştirerek bir miRNA’nın 

bir genin tüm bölgeleriyle olası etkileşimlerini tahmin etmeyi amaçlamaktadır (59). 

miRWalk bilinen insan, fare, sıçan, köpek ve inek genlerinin tahmin edilen ve valide 

edilmiş miRNA bağlanma bölgelerini içeren açık kaynaklı bir platformdur. miRWalk 

miRNA hedef bölgelerini tahmin etmek için rasgele-orman-bazlı yaklaşım yazılımı 

TarPmiR’i kullanmaktadır. Bunun yanısıra başka veri tabanlarındaki tahmin edilen ve 

valide edilmiş miRNA-hedef gen ilişkilerine de bu veritabanı üzerinden 

erişilebilmektedir (57).  
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 miRTarBase; miRTarBase valide edilmiş miRNA-hedef gen etkileşimlerine 

dair kapsamlı bilgi sağlayan bir veri tabanıdır. Veritabanı 2020 itibariyle 11,021 

makaleden manüel olarak elde edilmiş 13,404’ten fazla miRNA-hedef gen ilişkisini 

içermektedir (60).  

3.2.3. Belirlenen Hedef Genlerin ve miRNA’ların İlaç Direnci ve 

İnflamasyonla İlişkilerine Göre Sınıflandırılmaları  

Kolşisin dirençli hastalarda ifadesi değişen miRNA’ların potansiyel hedef 

genlerinin inflamasyon ve ilaç direnci ile ilişkilerini belirlemek için inflamasyon ve 

ilaç direnci ile ilişkili genlerin ayrı ayrı listesi oluşturuldu.  Daha sonra bu iki listede 

ortak olan genler tespit edilerek hem inflamasyonla ilişkili hem de ilaç direnci ile 

ilişkili genler belirlendi. Bu genlerden miRNA’ların potansiyel hedef genleri arasında 

olanlar literatür aramaları için listelendi. İnflamasyonla ilişkili bir liste oluşturmak için 

IRIS veri tabanındaki genler ve Matthew J. Loza ve ark. tarafından hazırlanan 

inflamasyonla ilişki genler (64) birleştirilerek bir liste oluşturuldu. Aynı şekilde, 

PharmaADME veritabanında ilaç direnciyle, ilaç metabolizmasıyla ve ilaç 

tutunmasıyla ilişkilendirilen genler, DMET™ (Drug Metabolizing Enzymes and 

Transporters Plus Panel-Thermo Fisher) ve miRTarBase veritabanındaki ilaç 

metabolizmasıyla ilişkili genleri kullanarak ikinci bir liste oluşturuldu.  

3.2.4. Hedef Genler için Metin Madenciliği Uygulamaları Kullanarak 

Literatür Araması Yapılması 

Kolşisin dirençli hastalarda ifadesi değişen miRNA’ların ilaç direnci ve 

inflamasyonla ilişkili hedef genlerinin kolşisin direnci ile ilişkili olup olamayacağının 

belirlenmesi için bu genlerle ilişkili literatür aramaları yapıldı. Bu genlerin ilaç direnci 

ve inflamasyonla ilişkilerini anlamak için BioTextQuest+, Chilibot, Illumina 

BaseSpace Correlation Engine gibi metin madenciliği uygulamalarından yararlanıldı. 

 BioTextQuest; PubMed’te bulunan makale kümelerindeki önemli terimlerin 

keşfini sağlayan bir metin madenciliği sistemidir.  BioTextQuest+’te kavram tabanlı 

bir kümeleme sistemi kullanılmaktadır. Bunun için biyomedikal terimleri önemlerine 

göre ayıklayan ve bu terimleri benzerliklerine göre gruplandıran bir prototip olan 

TextQuest+ baz alınmaktadır (62). Orijinal prototipe ek olarak BioTextQuest+ 
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opsiyonel olarak Lovins gövdeleme algoritmasının kullanımını, farklı kümeleme 

algoritmalarının seçimini ve interaktif bir şekilde tekrar analizini mümkün kılar. Bu 

sistem sayesinde literatür çıktıları belirli anlamlı terimler açısından gruplandırılarak 

belge kümeleri ile özetlenebilir. Bu sistem sayesinde yapılan aramayla ilişkili kavram 

ilişkilendirilmesi ve hipotez üretimi yapılabilir. Sonuçlar etiket bulutu tabanlı 

illüstrasyonlar şeklinde görüntülenmektedir, bu illüstrasyonlarda küme içerisinde o 

terime sahip belgelerin oranına bağlı olarak terimin boyutu değişir (63). 

 Chilibot; aranılan terimlerle ilişkili cümleleri PubMed literatür veritabanında 

bulunan makale özetlerinden metin madenciliği ile çıkaran özelleşmiş bir arama 

yazılımıdır. Bu yazılım sayesinde kullanıcı aradığı her iki terimi de içeren cümlelere 

ve bu cümlelerin geçtiği bilgilere doğrudan ulaşım sağlayabilir, bu ilişkiler genler 

proteinler ya da ilgilenilen başka anahtar kelimeler ile ilgili olabilir. Chilibot’ta 

biyolojik kavramlar arasında ilişki ağları oluşturmak için doğal dil işleme tabanlı bir 

metin madenciliği yaklaşımı kullanılmaktadır. Chilibot’ta arama yapmak için 

gen/protein sembolleri ya da anahtar kelimeler olmak üzere iki tür terim kullanılabilir 

(64).  

 Illumina BaseSpace; ürününün literatür aramaları uygulaması herkes 

tarafından kullanıma açıktır. Bu literatür uygulamasını kullanarak bir anahtar kelime 

girildiğinde kullanıcı anahtar kelimeyle uygunluk sırasına göre makalelerde geçen 

terimlere etiket bulutu yaklaşımı ile ulaşabilmektedir. Daha sonra bu terimlerin 

bulunduğu makalelere yine uygulama üzerinden ulaşım sağlanabilir. Kullanıcı hangi 

tür etiketlerin bu etiket bulutunda gözükmesini istediğini terimleri filtreleyerek 

seçebilir. Örneğin sadece bir fenotipi ya da hastalığı filtreleyerek aranılan anahtar 

kelimeyle ilişkili terimler bu hastalık ya da fenotip özelinde daraltılabilir. Ayrıca 

anahtar kelimenin aramasının yapıldığı literatür yayınlanma yılı, hangi dergide 

yayınlandığı ve yayın türü seçilerek daraltılabilmektedir. 

3.2.5. Total Kandan miRNA İzolasyonu  

 Bir gece önceden oda sıcaklığında bekletilmiş PAXGene Blood RNA tüpleri 10 dk 

3850 g’de santrifüj edildi.  

 Sıvı faz (süpernatant)  döküldü, pellet 4 ml Rnase içermeyen suda çözdürüldü. 



23 

 Çökelti (pellet) çözülene kadar vortekslendi daha sonra 15 dk 3850 g’de santrifüj 

edildi, sıvı faz döküldü. 

 Pellete 350 µL BM1 eklendi. Pellet tamamen çözülene kadar vortekslendi.  

 Örnekler 1,5 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne alındı daha sonra üzerine 300 µL 

BM2, 40 µL proteinase K eklendikten sonra elle karıştırıldı. 15 dk 55°C 

hibridizasyon fırınında karıştırıcının üzerinde inkübe edildi.  

 Örnekler PaxGene Shredder Spin Column’a aktarıldı, kolonların altına 2 mL’lik 

ependorflar konuldu. 4 dk 15.000 g’de santrifüj edildi.  

 Alttaki tüpte kalan su yeni bir 1.5 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı.  

 700 µL isopropanol eklendi, vorteksleyerek karıştırıldı. 

 700 µL ürün PaxGene RNA spin colomn’a yerleştirildi, altına 2 mL’lik ependorf 

konuldu. Kapağı kapatıldı ve 15.000 g’de 1 dk santrifüj edildi. Altta kalan sıvı 

çöpe döküldü. 

 Kalan ürün de kırmızı kolona konuldu, 15.000 g’de 1 dk santrifüj edildikten sonra 

altta kalan sıvı çöpe döküldü.  

 350 µL BM3 RNA spin kolona eklendi, 30 sn 15.000 g’de santrifüj edildi. Altta 

kalan sıvı çöpe döküldü.  

 Her bir örnek için 10 µL Dnase I ve 70 µL RDD buffer bir PCR tüpünde 

karıştırıldı. Yuvarlağın tam ortasına gelecek şekilde kolona eklendi. 

 15 dk benç üzerinde inkübe edildi.  

 Kolona 350 µL BM3 eklendi. 30 sn 15.000 g’de santrifüj edildikten sonra altta 

kalan sıvı dökülüp alta yeni bir tüp yerleştirildi.  

 500 µL BM4 kolona eklendi. 15.000 g’de 30 sn santrifüj edildi. Altta kalan sıvı 

döküldü.  

 Tekrar 500 µL BM4 kolona eklendi. 15.000 g’de 3 dk santrifüj edildi Altta kalan 

sıvı çöpe döküldü. 

 Kolon yeni bir tüpe yerleştirildi ağzı açık bir şekilde 2 dk 15.000 g’de santrifüj 

edildi. Altta kalan sıvı döküldü ve alta yeni bir ependorf eklendi.  

 55 °C de ısıtılmış 55 µL Rnaz içermeyen su halkanın tam ortasına denk gelecek 

şekilde kolonlara eklendi. Örnekler 9 dk benç üzerinde bekletildiler. Daha sonra 

4 dk 15.000 g’de inkübasyon gerçekleştirildi.   
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 RNA konsantrasyonları Nanodrop ND-1000 ile ölçüldükten sonra kullanıma 

kadar -80 °C’de muhafaza edildi. 

3.2.6. Total RNA İzolasyonu 

 Hücreler RNA protect içerisinde oda sıcaklığına getirildi ve iyice vortekslendi.  

 Hücreler 10.000 rpm’de 6 dk 23 °C’de santrifüj edildi. 

 Sıvı faz atıldı. 

 350 mL RLT Plus Buffer eklendi ve bir dakika vortekslendi. Ardından örnekler 

gDNA Eliminator Mini Spin Columns 50’e konuldu. 

 15.000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Kolonlar atıldı. 

 350 µL %70 Ethanol eklendi. 

 Örnekler Rneasy Mini Spin Column’a aktarıldı. 

 15.000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Tüpün altındaki sıvı çöpe döküldü ve yeni tüp alındı.  

 Örneklerin üzerlerine 700 µL RW1 eklendi.  

 15.000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. Tüpün altındaki sıvı çöpe döküldü. 

 500 µL RPE eklendi. 

 Tekrar 15.000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. Tüpün altındaki sıvı çöpe döküldü. 

 500 µL RPE eklendi. 15.000 rpm’de 2 dk santrifüj edildi. 15.000 rpm’de 1 dk 

santrifüj edildi. 

 Tüpler 1 dk kapakları açık şekilde boş çevrildi.  

 Alt kısım atıldı, kolonlar 1.5 mL’lik ependorf tüplerinin üstlerine yerleştirildi. 

 Kolonların tam ortasındaki daireye gelecek şekilde 20 µL Rnaz içermeyen su 

eklendi ve 5 dk bekletildi. Ardından 4 dk 15.000 rpm’de santrifüj edildi.  

 RNA konsantrasyonları Nanodrop ND-1000 ile ölçüldükten sonra kullanıma 

kadar -80 °C’de muhafaza edildi.  

3.2.7. miRNA’lar için cDNA Sentezi 

cDNA sentezi için TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI) 

kullanıldı, sentez 5 ng/ul’e dilue edilmiş RNA’lar kullanılarak yapıldı. Referans 
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primeri olarak seçilen Small Nucleolar RNA, C/D Box 48 (RNU48) ile her seferde iki 

miRNA olacak şekilde primer havuzu hazırlandı. RT-primer havuzu, 10x RT tampon, 

RNAz inhibitörü, 100 mM dNTP, Reverse Transcriptase ve RNAz içermeyen suyla 

birlikte reaksiyon karışımı hazırlandı. Hazırlanan karışımdan her bir örnek için 13 uL 

kullanıldı ve üzerlerine 2 uL RNA (10 ng) eklendi. Hazırlanan örnekler uygun 

reaksiyon koşulları ayarlandıktan sonra polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase 

chain reaction-PCR) cihazına yerleştirildi. Reaksiyon tamamlandıktan sonra hazır 

cDNA örnekleri seyreltilmeden -80’e konularak muhafaza edildi.  

Primer Havuzu  Hacim (μl) 

miR-125a-5p 10 μl 

miR-183-5p 10 μl 

RNU48 10 μl 

RNAz içermeyen dH2O  970 μl 

Toplam hacim 1000 μl 
 

 

Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu 1 rxn (ul) 

10X RT Buffer 1,5 μl 

Rnase ihibitor 0,19 μl 

100 mM dNTP 0,3 μl 

Reverse Transcriptase 3,9 μl 

RT Primer Pool 26 μl 

RNAz İçermeyen Su 78 μl 

Toplam hacim 39.13 μl 

Reaksiyon Koşulları  

16 °C   30 dk 

42 °C   30 dk 

85 °C   5 dk 

4 °C     ∞ 

  

Primer Havuzu Hacim ( μl) 

miR-15b-5p 10 μl 

miR-125a-5p 10 μl 

RNU48 10 μl 

RNAz içermeyen dH2O 970 μl 

Toplam hacim 1000 μl 
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3.2.8. miRNA’lar için qRT-PCR 

Bir önceki aşamada 6 iyi gidişli, 6 kötü gidişli hastanın cDNA çevrimi 

yapıldıktan sonra, her biri için uygun TaqMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri 

ile miR-15b-5p, miR-183-5p, miR-125a-5p ve RNU48 primerleri ve TaqMan® 

Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG (ABI) kiti kullanılarak Kantitatif 

Gerçek-Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu gerçekleştirildi.  

qRT-PCR reaksiyonu 1 rxn (μl) 

TaqMan® Universal PCR Master Mix 10 μl 

TaqMan® MicroRNA Assay (20X) 1 μl 

dH2O 7.5 μl 

3.2.9. mRNA’lar için cDNA Sentezi 

cDNA sentezi için QuantiTect Reverse Transcription Kit (50 rxn) (Qiagen) 

kullanıldı,  sentez için RNA’lar toplam RNA miktarı 12 μl ‘de 500 ng olacak şekilde 

RNAz içermeyen su ile dilue edildi. Her bir örnek için 12 μl’lik RNA ve su karışımına 

2 μl gDNA wipeout eklendi.  

Mix 1 

Reaksiyon Karışımı 1 rxn (μl) 

RNA ve RNAz içermeyen dH2O 12 μl 

gDNA wipeout 2 μl  

 

Toplam 14 μl olacak şekilde hazırlanan örnekler 42 °C’ de 5 dk inkübe edildi.  

Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu 1 rxn (ul) 

Reaksiyon Tamponu (7x)  4 μl 

Reverse Transcriptase 1 μl 

Primer (0.5 μl) 1 μl 

 

Reaksiyon sonrasında örnekler doğrudan buza alındı.  Reaksiyon tamponu, 

reverse transcriptase ve primer kullanılarak bir reaksiyon karışımı oluşturuldu. 

Hazırlanan reaksiyon karışımından her bir örnek üzerine 6 μl eklendi.  
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Ardından örnekler;  

42 °C’ de 30 dk 

95 °’de 5 dk  

İnkübe edildi. Reaksiyonun ardından cDNA’ların üzerine 60 μl su eklenerek 

1:4 oranında dilue edildi.  

3.2.10. mRNA’lar için qRT-PCR 

Aday hedef genlerin ifade analizi için qRT-PCR reaksiyonu gerçekleştirildi. 

Aday hedef genler olarak seçilen PPARα, NR3C1, NFKB1 primerleri bu genlerin 

ifadesini kötü gidişli ve iyi gidişli hastalarda analiz etmek için kullanıldı. GAPDH ise 

gen ifadesini normalize etmek için kullanıldı. PPARα, NR3C1, NFKB1, GAPDH hedef 

genlerini çoğaltmak için her biri kendi dizilerine göre tasarlanmış forward ve reverse 

primerler, Promega GoTaq® Master Mix ve su kullanılarak her bir gen için ayrı 

reaksiyon karışımı hazırlandı. Reaksiyon BioRad IQ5 cihazında gerçekleştirildi, her 

örnek 3 teknik replika olacak şekilde çalışıldı.  

qRT-PCR reaksiyonu 1 rxn (μl) 

2x Promega Master Mix 5 μl 

Forward Primer 0.4 μl 

Reverse Primer 0.4 μl 

Distile su  2.2 μl 

 

Toplam reaksiyon karışımı: 8 μl 

                                  cDNA: 2 μl   

Toplam karışım miktarı: 10 μl 

3.2.11. Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz  

miRNA’ların ifadesini belirlemek için RNU48, mRNA’ların ifadesini 

belirlemek için GAPDH referans gen olarak kullanarak gen ifadesi normalize edildi.  

2–ΔΔCt yöntemi kat değişimlerini ile hesaplamak için kullanıldı ve kat değişimlerinin 

grafikleri GraphPad Prism 5.0 kullanılarak oluşturuldu ve istatistiksel analiz yapıldı. 

Kat değişimlerinin anlamlı olup olmadığının incelenmesi için Mann-Whitney U ve 

unpaired t-test yapıldı. Bu testlere göre p değeri 0.05’ten küçük olan sonuçlar anlamlı 

kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. İlaç Direnci ve İnflamasyonla İlişkili miRNA’lar ve Hedef Genlerin 

Belirlenmesi 

Grubumuzun daha önce görev aldığı ERA-NET (Otoinflamatuvar 

Hastalıklarda Kişiselleştirilmiş Moleküler Tıp İçin Klinik ve Deneysel Çalışma: 

Modifiye edici Faktörlerin Rolü) kapsamında yapılan mikrodizin çalışmalarında elde 

edilen ham veriler daha sonra grubumuzun TÜBİTAK 1001 (Ailevi Akdeniz Ateşi 

(AAA) Hastalarında Saptanan miRNA’ların İlaç Direnci Üzerindeki Etkilerinin 

Araştırılması) projesi dahilinde MeV programı kullanılarak kolşisin dirençli ve 

kolşisin duyarlı AAA hasta grupları arasında tekrar analiz edilmiştir. Bu tez 

çalışmasında MeV programı ile yapılan analiz sonucunda ifadesi en az 2 kat değişen 

miRNA’ların miRWalk 2.0 ve miRTarBase veritabanları aracılığıyla olası ve bilinen 

hedef genleri araştırılmıştır. İlgili çalışmaları içeren iş akış şeması Şekil 4.1’de 

verilmiştir. 

4.1.1. İlaç Direnci ve İnflamasyonla İlişkili miRNA’lar  

Bu aşamada miR-6756-5p, miR-6747-3p, miR-6776 ve miR-6894-3p’nın 

hedef genleri en fazla 4 farklı veritabanı tarafından tahmin edilmiş olduğu için bu 

miRNA’ların hedef gen listeleri oluşturulamamıştır. Genevenn programı kullanılarak 

ilaç metabolizması ile ilişkili gen listesi ve hedef gen listelerinin ortaklığına bakılmış, 

böylece her bir miRNA’nın olası hedef genleri içerisindeki ilaç metabolizması ile 

ilişkili genler saptanmıştır. Bu miRNA’lardan miR-937-5p ve miR-1247-3p ilaç 

metabolizması ile ilgili sadece bir adet olası hedef gene sahip olduğu, miR-3620-5p 

ise ilaç metabolizması ile ilgili olası hedef gene sahip olmadığı için yolak analizleri 

gerçekleştirilememiştir. Geri kalan 17 miRNA’nın hedef genleri için enrichr aracılığı 

ile KEGG yolak analizi gerçekleştirilmiştir. Bu miRNA’lardan sayıca en fazla ilaç 

metabolizması ile ilişkili olası geni hedefleyen ve bu genlerin yolak analizleri 

sonucunda ksenobiyotiklerin Sitokrom P450 aracılı metabolizması, ABC taşıyıcıları, 

ilaç metabolizması ve ilaç direnci ile ilişkili yolakların üst sıralarda olduğu miRNA’lar 

(miR-183-5p, miR-125a-5p, miR-15b-5p) daha sonraki aşamalarda ifade değişimlerini 
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valide etmek için seçilmiştir. Seçilen üç miRNA’nın ilaç direnci ile ilişkili olası hedef 

genleri Cytoscape programı aracılığı ile görselleştirilmiştir. 

 

Şekil 4.1. Mikrodizin çalışmalarından aşamasından valide edilen miRNA’ların 

seçimine kadar iş akışını gösteren görsel. 

 

 

Şekil 4.2. miR-183-5p’in hedef genlerinin görev aldıkları KEGG yolakları. Yolaklar 

istatiksel olarak anlamlılığa göre sıralanmıştır ve bar renkleri koyulaştıkça 

miRNA’nın o yolaktaki etkisi azalmaktadır. 
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Şekil 4.3. miR-125a-5p’in hedef genlerinin görev aldıkları KEGG yolakları. 

Yolaklar istatiksel olarak anlamlılığa göre sıralanmıştır ve bar renkleri 

koyulaştıkça miRNA’nın o yolaktaki etkisi azalmaktadır. 

 

Şekil 4.4. miR-15b-5p’in hedef genlerinin görev aldıkları KEGG yolakları. Yolaklar 

istatiksel olarak anlamlılığa göre sıralanmıştır ve bar renkleri koyulaştıkça 

miRNA’nın o yolaktaki etkisi azalmaktadır. 
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Şekil 4.5. miR-15b-5p, miR-125a-5p ve miR-183-5p’nin olası hedef genlerinin 

Cytoscape programı ile gösterimi. Kırmızı renkli karelerde gözüken hedef 

genler hem miR-125a-5p hem de miR-15b-5p’nin olası hedef genidir, lila 

renkli karelerde gözüken hedef gen. 

4.1.2. İlaç direnci ve İnflamasyonla İlişkili Hedef Genler 

Kolşisin dirençli hastalarda ifadesi değişen miRNA’ların potansiyel hedef 

genlerinin inflamasyon ve ilaç direnci ile ilişkilerini belirlemek için inflamasyon ve 

ilaç direnci ile ilişkili genlerin ayrı ayrı listesi oluşturuldu.  Daha sonra bu iki listede 

ortak olan genler tespit edilerek hem inflamasyonla ilişkili hem de ilaç direnci ile 

ilişkili genler belirlendi. Bu genlerden, 4.1.1. numaralı bulgular kısmında seçilen 

miRNA’ların potansiyel hedef genleri arasında olanlar literatür aramaları için 

listelendi. İnflamasyonla ilişkili bir liste oluşturmak için IRIS veri tabanındaki genler 

ve Matthew J. Loza ve ark. tarafından hazırlanan inflamasyonla ilişki genler (65) 

birleştirilerek bir liste oluşturuldu. Aynı şekilde, PharmaADME veritabanında ilaç 

direnciyle, ilaç metabolizmasıyla ve ilaç tutunmasıyla ilişkilendirilen genler, DMET™ 

(Drug Metabolizing Enzymes and Transporters Plus Panel-Thermo Fisher) ve 

miRTarBase veritabanındaki ilaç metabolizmasıyla ilişkili genleri kullanarak ikinci bir 

liste oluşturuldu. 
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İnflamasyon ile ilişkili genleri içeren hedef gen listesi ile ilaç direnci ile ilişkili 

genleri içeren hedef gen listesinin kesişim kümeleri oluşturuldu. Bu kesişim 

kümesinde bulunan hem inflamasyon hem de ilaç direnci ile ilişkili 54 genlik bir liste 

oluşturuldu. Bu 54 genlik liste içerisinden 19 tanesinin daha önceki aşamalarda ilaç 

direnci ile ilişkilendirilen üç miRNA tarafından hedeflendiği tahmin edilen miRNA’lar 

olduğu gösterildi. Bu 19 genin AAA hastalarında görülen kolşisin direnci ile olası 

bağlantısını araştırmak amacıyla literatür analizleri gerçekleştirildi. Bu analizlerin 

sonucunda 19 genden; NFKB1, PPARA ve NR3C1’in kolşisin direnci ile alakalı 

olabilecek yolaklarda rol alan proteinler olduğu bulundu.  

 

Şekil 4.6. İnflamasyon ve ilaç direnci ile ilişkili genlerin kesişim kümesini gösteren 

Venn diyagramı  

 

Olası hedef genleri ilaç direnci ve metabolizması ile ilişkili yolaklarda yer alan 

ve sayıca daha fazla ilaç direnci ile ilişkili geni hedeflediği tahmin edilen miR-15b-5p 

, miR-125a-5p , miR-183-5p ilaç direnci ile ilişkili bulunmuştur. İlaç direnci ve 

inflamasyonla ilişkili ortak genler arasından bu miRNA’ların olası hedef genlerinden 

PPARA, NFKB1, NR3C1 kolşisinin metabolizmasından ve atılımından sorumlu 

genleri doğrudan etkiledikleri bilindiği ve AAA patolojisiyle uyum gösterdiği için 

hastalarda gözüken kolşisin direnci ile ilişkili olabilecek olası hedef genler olarak 

seçilmiştir.  
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4.2. Aday miRNA’ların qRT-PCR ile Validasyonu  

Olası hedef genlerine göre ilaç direnci ve inflamasyonla en çok ilişki gösterdiği 

düşünülen miRNA’ların ifadesindeki değişim qRT-PCR’la valide edilmeye 

çalışılmıştır. Bu amaçla miR-15b-5p, miR-183-5p ve miR-125a-5p’nin altı kolşisin 

altı kolşisin duyarlı AAA hastasında ifade analizleri yapılmıştır.  

4.2.1. hsa-miR-183-5p’nin qRT-PCR ile Validasyonu  

Kolşisin dirençli ve kolşisin duyarlı altışar hastanın cDNA’ları kullanılarak 

miR-183-5p için yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli bireylerde kolşisin 

duyarlı bireylere göre anlamlı olarak 2,87 kat azalış görülmüştür (p=0.0007) (Şekil 

4.7.). 
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Şekil 4.7. miR-183-5p’nin kolşisin duyarlı ve kolşisin dirençli hasta grubundaki 

qRT-PCR sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 
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4.2.2. hsa-miR-125a-5p’nin qRT-PCR ile Validasyonu 

Kolşisin dirençli ve kolşisin duyarlı AAA hastalarından elde edilen cDNA’lar 

kullanılarak miR-125a-5p için yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli AAA 

hastalarında kolşisin duyarlı AAA hastalarına göre 1,32 kat azalış görülmüştür 

(p=0,3936) (Şekil 4.8.). 
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Şekil 4.8. miR-125a-5p’nin kolşisin duyarlı ve kolşisin dirençli hasta grubundaki 

qRT-PCR sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.2.3. hsa-miR-15b-5p’nin qRT-PCR ile Validasyonu 

Kolşisin dirençli ve kolşisin duyarlı AAA hastalarından elde edilen cDNA’ler 

kullanılarak miR-15b-5p için yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli AAA 

hastalarında kolşisin duyarlı AAA hastalarına göre anlamlı olarak 2,06 kat azalış 

görülmüştür (p=0,0473) (Şekil 4.9.). 
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Şekil 4.9. miR-15b-5p’nin kolşisin duyarlı ve kolşisin dirençli hasta grubundaki 

qRT-PCR sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

Tablo 4.1. Mikrodizin analizleri ve qPCR analizi sonucunda miR-183-5p, miR-15b-

5p, miR-125a-5p’nin kat değişimlerinin karşılaştırılması. 

 Multi Experiment 

Viewer(MeV) 

Transcriptome Analysis 

Console (TAC) 

qRT-PCR 

sonuçları 

hsa-miR-183-5p -3,8 -4,13 -2,87 

hsa-miR-15b-5p -2,9 -2,44 -2,06 

hsa-miR-125a-5p -4,5 -3,6 -1,32 

 

4.3. Hedef Genlerin İfadesinin qRT-PCR ile Karşılaştırılması 

İfadesi anlamlı olarak değişen miRNA’ların inflamasyon ve ilaç direnci ile 

ilişkili yolaklarda rol alan olası hedef genleri seçilerek kolşisin duyarlı ve kolşisin 

dirençli AAA hastalarında ifadesi araştırılmıştır. 
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4.3.1. NFKB1’in qRT-PCR ile Analizi 

NFKB1 hem miR-15b-5p hem de miR-183-5p tarafından hedeflendiği tahmin 

edilen bir gendir. NFKB1 NF-κB protein kompleksinin p50 altünitesini kodlar. NF-

κB’nin ABCB1 geninin promotör bölgesine bağlanarak ifade seviyesinin artmasına 

sebep olduğu gösterilmiştir (71). Bu nedenle NFKB1’in kolşisin direncinde rol 

oynayabileceği düşünülmüş ve ifadesi kolşisin dirençli ve kolşine duyarlı AAA 

hastalarında analiz edilmiştir. Kolşisin dirençli ve kolşisin duyarlı AAA hastalarından 

elde edilen cDNA’lar kullanılarak NFKB1 primerleri ile yapılan qRT-PCR sonucunda 

kolşisin dirençli AAA hastalarında kolşisin duyarlı AAA hastalarına göre anlamlı 

olarak 1,75 kat artış görülmüştür. ( p=0,0147) (Şekil 4.10.). 
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Şekil 4.10. NFKB1’nin kolşisin duyarlı ve kolşisin dirençli hasta grubundaki qRT-

PCR sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.3.2. NR3C1’in qRT-PCR ile Analizi 

NR3C1 biyoinformatik araçlarla miR-183-5p’nin hedef geni olduğu tahmin 

edilen bir gendir. NR3C1 tarafından kodlanan glukokortikoid reseptörünün kolşisin 

metabolizmasından sorumlu CYP3A4’ün ifadesini hem doğrudan hem de PXR 
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üzerinden dolaylı olarak etkilediği gösterilmiştir (73). Bu sebeple bu genin ifade 

değişikliği kolşisin direnci açısından önemli bulunmuş ve bu tez kapsamında 

değerlendirilmiştir. Kolşisin dirençli ve kolşisin duyarlı AAA hastalarından elde 

edilen cDNA’lar kullanılarak NR3C1 primerleri ile yapılan qRT-PCR sonucunda 

kolşisin dirençli AAA hastalarında kolşisin duyarlı AAA hastalarına göre anlamlı 

olarak 2,36 kat artış görülmüştür (p=0,0494) (Şekil 4.11.). 
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Şekil 4.11. NR3C1’nin kolşisin duyarlı ve kolşisin dirençli hasta grubundaki qRT-

PCR sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.3.3. PPARA’in qRT-PCR ile Analizi 

miRWalk veritabanına göre PPARA’nın miR-15b-5p, miR-125a-5p ve miR-

183-5p’nin hedef geni olduğu tahmin edilmektedir. PPARA CYP3A4’ün ifadesini 

düzenlediği bilinen nükleer reseptörlerden biridir (75). Bu sebeple kolşisin direnci 

üzerinde dolaylı bir etkisinin olabileceği düşünülmüş ve kolşisin dirençli hastalarda 

ifade değişimi analiz edilmiştir. Kolşisin dirençli ve kolşisin duyarlı AAA 

hastalarından elde edilen cDNA’ler kullanılarak PPARA primerleri ile yapılan qRT-

PCR sonucunda kolşisin dirençli AAA hastalarında kolşisin duyarlı AAA hastalarına 

göre 2,10 kat artış görülmüştür (p=0,1076) (Şekil 4.12.). 
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Şekil 4.12. PPARA’nın kolşisin duyarlı ve kolşisin dirençli hasta grubundaki qRT-

PCR sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.4. Kolşisin Dirençli Hücrelerde miRNA ve Hedef Genlerinin qRT-PCR 

ile Analizi 

Grubumuzun tamamlamış olduğu grubumuzun TÜBİTAK 1001 (Ailevi 

Akdeniz Ateşi (AAA) Hastalarında Saptanan miRNA’ların İlaç Direnci Üzerindeki 

Etkilerinin Araştırılması) projesinin son iş paketi kapsamında oluşturulan kolşisin 

dirençli HEPG2 (hepatosellüler karsinoma hücre hattı) hücre hattından, tez 

kapsamında RNA izolasyonu yapılarak ifadesi değişen miRNA’ların ve hedef genlerin 

analizi gerçekleştirilmiştir.    

Proje kapsamında kolşisin dirençli hücre hattı oluşturulurken öncelikli olarak 

kolşisin dozunu belirlemek amacıyla MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide) analizi gerçekleştirilmiştir. Yapılan analizler 

neticesinde kolşisin direnci için 72 saat ve 12.3723 ng/ml eşik değeri olarak 

belirlenmiştir. Daha sonra 1 ng’dan başlayarak 72 saatlik kolşisin uygulaması 

arkasından 24 saatlik kolşisin içermeyen ortamda iyileşme aşaması 

gerçekleştirilmiştir, daha sonra 72 saatlik 2 ng’lık kolşisin uygulaması ardından 24 

saatlik kolşisin içermeyen ortamda 24 saatlik iyileşme evresi ile döngüye devam 



39 

edilmiştir. Kolşisin dozları bu döngü içerisinde 4 ng, 5 ng, 8 ng, 10 ng, 15 ng ve son 

olarak 20 ng’a arttırıldıktan sonra hücreler RNA izolasyonu için toplanmıştır.  

4.4.1. miR-183-5p’nin qRT-PCR ile Analizi 

Kolşisin dirençli HEPG2 hücre hattından ve kolşisin uygulanmamış normal 

HEPG2 hücre hattından elde edilen cDNA’ler kullanılarak miR-183-5p primerleri ile 

yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli hücre hattında kolşisin uygulanmamış 

hücre hattına göre miR-183-5p ifadesinde anlamlı olarak 4,31 kat azalış görülmüştür. 

(p=0,0025) (Şekil 4.13.). 
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Şekil 4.13. miR-183-5p’nin normal ve kolşisin dirençli hücre hatlarındaki qRT-PCR 

sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.4.2. miR-15b-5p’nin qRT-PCR ile Analizi 

Kolşisin dirençli HEPG2 hücre hattından ve kolşisin uygulanmamış normal 

HEPG2 hücre hattından elde edilen cDNA’lar kullanılarak miR-15b-5p primerleri ile 

yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli hücre hattında kolşisin uygulanmamış 

hücre hattına göre miR-15b-5p ifadesinde anlamlı olarak 3,88 kat azalış görülmüştür. 

(p=0,0286) (Şekil 4.14.). 
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Şekil 4.14. miR-15b-5p’nin normal ve kolşisin dirençli hücre hatlarındaki qRT-PCR 

sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.4.3. MDR1’in qRT-PCR ile Analizi 

Kolşisin dirençli HEPG2 hücre hattından ve kolşisin uygulanmamış normal 

HEPG2 hücre hattından elde edilen cDNA’ler kullanılarak MDR1 primerleri ile 

yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli hücre hattında, kolşisin uygulanmamış 

hücre hattına göre MDR1 ifadesinde anlamlı olarak 161,46 kat artış görülmüştür. 

(p=0,0041) (Şekil 4.15.). 
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Şekil 4.15. MDR1’nin normal ve kolşisin dirençli hücre hatlarındaki qRT-PCR 

sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.4.4. NFKB1’in qRT-PCR ile Analizi 

Kolşisin dirençli HEPG2 hücre hattından ve kolşisin uygulanmamış normal 

HEPG2 hücre hattından elde edilen cDNA’ler kullanılarak NFKB1 primerleri ile 

yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli hücre hattında kolşisin uygulanmamış 

hücre hattına göre NFKB1 ifadesinde anlamlı olarak 5,75 kat artış görülmüştür. 

(p<0.0001) (Şekil 4.16.). 
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Şekil 4.16. NFKB1’in normal ve kolşisin dirençli hücre hatlarındaki qRT-PCR 

sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.4.5. NR3C1’in qRT-PCR ile Analizi 

Kolşisin dirençli HEPG2 hücre hattından ve kolşisin uygulanmamış normal 

HEPG2 hücre hattından elde edilen cDNA’ler kullanılarak NR3C1 primerleri ile 

yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli hücre hattında kolşisin uygulanmamış 

hücre hattına göre NR3C1 ifadesinde anlamlı olarak 45,68 kat artış görülmüştür. 

(p=0,0031) (Şekil 4.17.). 
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Şekil 4.17. NR3C1’in normal ve kolşisin dirençli hücre hatlarındaki qRT-PCR 

sonuçları (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 

4.4.6. PPARA’nın qRT-PCR ile Analizi 

Kolşisin dirençli HEPG2 hücre hattından ve kolşisin uygulanmamış normal 

HEPG2 hücre hattından elde edilen cDNA’ler kullanılarak PPARA primerleri ile 

yapılan qRT-PCR sonucunda kolşisin dirençli hücre hattında kolşisin uygulanmamış 

hücre hattına göre PPARA ifadesinde anlamlı olarak 5,43 kat artış görülmüştür 

(p=0,0021) (Şekil 4.18.). 
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Şekil 4.18. PPARA’nın normal ve kolşisin dirençli hücre hatlarındaki qRT-PCR 

sonuçları. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.) 
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5. TARTIŞMA 

Ailevi Akdeniz ateşi MEFV genindeki mutasyonlar sebebiyle görülen sistemik 

bir otoinflamatuar hastalıktır. Hastalığın en önemli tedavisi günlük kolşisin 

kullanımıdır.  

Fakat hastaların yüzde %2-5’lik bir kısmında kolşisin direnci görülmektedir. 

AAA hastalarında kolşisin direnci oranları farklı kaynaklarda değişen aralıklarla 

verilmektedir. Bunun altında yatan sebep kolşisin direncini tanımlamanın zorluğu 

olabilir. Hastanın tedaviye devamlılığının takip edilmesindeki güçlük gerçek kolşisin 

direnci gösteren hastalarla tedaviye uyum göstermeyen hastaların birbirinden ayırt 

edilmesini zorlaştırmaktadır. Kolşisinin hayat boyu günlük kullanılması gereken bir 

ilaç olması ve bazı hastalarda gastrointestinal yan etkilerin görülmesi hastanın 

tedaviye devamlılığını zorlaştıran etmenlerdir. Bunun yanısıra kolşisini etkili olduğu 

dozlarda tolere edemediği için kolşisinin etkili olmadığı bir hasta grubu mevcuttur. 

Kolşisin intoleransı olan bu hasta grubunda kolşisin direncinde olduğu gibi hasta 

uygun tedaviye erişemediği için atakların devam ettiği görülmektedir. Kolşisin 

intoleransı olan hasta grubunun bazen kolşisin dirençli hasta grubuyla karışabildiği 

görülmektedir. Bu sebeple kolşisin direncinin genel bir tanımı olması oldukça 

önemlidir.  Kolşisin direncinin en güncel tanımı hastada tolere edilebilen en yüksek 

doz kolşisin kullanılmasına rağmen altı aydan uzun bir süre ayda bir ya da daha fazla 

sayıda atak varlığı, ataklar arasındaki dönemde CRP ve SAA seviyelerinde artış 

görülmesidir. Kolşisin direncinin görüldüğü bu hasta grubunda etkinliği ve 

güvenilirliği kanıtlanmış biyolojik ajanların kullanımı mümkündür. Fakat bu ilaçların 

maliyetinin oldukça yüksek olması sebebiyle kolşisin kullanımı halen tercih sebebidir. 

Kolşisin direnci tanısının zaman alan bir süreç olduğu bilinmektedir. Tanıda bu 

gecikme 10 yıl kadar sürebilmektedir (65). Zamanında tedaviye ulaşamayan kolşisin 

dirençli hastalarda hastalık aktivitesi devam ettiği için amiloidozis, çocuklarda 

büyüme geriliği, kısırlık gibi yan etkiler yaşanabilir. Ayrıca bu hastaların yaşam 

kalitesinde ciddi bir düşüş olmaktadır. Bu sebeple kolşisin dirençli hastaların erken 

tespitini kolaylaştıracak biyobelirteç adaylarının varlığı önem kazanmaktadır.  

Bugüne kadar kolşisin direncinin mekanizmasını araştıran çalışmalar genetik 

farklılıklara odaklanmıştır daha önce kolşisinin atılımından sorumlu olduğu bilinen 

ABCB1 ve metabolizmasından sorumlu olduğu bilinen CYP3A4 genindeki 
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polimorfizmlerin kolşisin cevabıyla muhtemel bağlantısına bakılmış fakat anlamlılık 

tespit edilememiştir. ABCB1 geninin ifadesinde değişikliğe sebep olan bir 

polimorfizmle ilgili yapılan çalışmalarda ise iki ayrı grup farklı genotipleri kolşisin 

direnci ile bağdaştırmıştır (67,68,60).  Kolşisinin mikrotübül inhibisyonuna sebep olan 

bir ajan olması sebebiyle tübülindeki polimorfizmlerin de kolşisinin etkinliğinde rolü 

olabileceği öne sürülmüş bu sebeple grubumuz tarafından lökositlerde ifade olan 

tübülin izoformu TUBB1 polimorfizmlerinin kolşisin direnci ile muhtemel ilişkisinin 

araştırıldığı bir çalışma gerçekleştirilmiştir. Bu çalışma sonucunda kolşisin dirençli 

hasta grubunda önemli olabilecek bir tübülin polimorfizimi bulunamamıştır (69). 

Yapılan genetik çalışmaların kolşisin direncini açıklamakta yetersiz kalması kolşisin 

direncinde epigenetik faktörlerin muhtemel rolüne dikkat çekmektedir. Bu tez 

çalışması epigenetik faktörlerden olan miRNA’lar ve kolşisin direnci arasındaki 

muhtemel ilişkiyi araştırması sebebiyle önemlidir.  

miRNA’lar oldukça güçlü biyobelirteç adaylarıdır. Analizlerinin ve 

değerlendirmelerinin kolay olması sebebiyle kliniğe uyarlanabilirlik bu durumun 

temel sebeplerindendir. Ayrıca miRNA’ların farklı biyolojik sıvılardaki varlıkları daha 

az invazif yöntemlerle analiz edilmelerini mümkün kılmaktadır. İdeal bir biyobelirteç 

hastalığa özgün olmalı, minimum invasyonla sonuç vermeli ve hassas olmalıdır. Bu 

ölçütlerin değerlendirilebilmesi için biyobelirteç çalışmalarında geniş bir örneklem ile 

çalışılmalıdır (71). Bu çalışmada kolşisin dirençli hastalarda ifadesinin anlamlı olarak 

azaldığı tespit edilen miR-183-5p ve miR-15b-5p daha geniş bir hasta grubunda tekrar 

araştırılmalıdır. Ayrıca daha az invazif yöntemlerin kullanılıp kullanılamayacağının 

araştırılması için bu miRNA’ların farklı biyolojik örneklerde analiz edilmesi 

gerekmektedir. İfadesi değişen bu miRNA’ların kolşisin dirençli AAA hastalığına 

özgünlüğünün değerlendirilebilmesi için özellikle başka otoinflamatuar hastalıklardan 

ve kolşisinin kullanıldığı diğer hastalıklardan hasta kontrol gruplarının çalışmalara 

dahil edilmesi gerektiği öngörülmektedir. Önerilerde de belirtildiği gibi bu çalışma 

sonucunda ifadesinin değiştiği gösterilen miRNA’ların kolşisinin erken tespitine 

yönelik biyobelirteç olma ihtimallerinin incelenmesi için ek çalışmalar gerekmektedir. 

AAA hastalarında kolşisin direnci sık rastlanmayan bir durum olması sebebiyle hasta 

örneklerine ulaşılması uzun sürebilmektedir. Tez kapsamında bu çalışmalar tez 
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süresindeki ve bütçedeki sınırlar sebebiyle istatistiksel olarak yeterli bulunan 

minimum hasta sayısıyla gerçekleştirilmiştir.  

Öte yandan kolşisin direncinde ifadesi değişen bu miRNA’ların ileriki 

çalışmalarda biyobelirteç adayları olarak değerlendirilmelerinin yanısıra bu 

miRNA’ların potansiyel hedef genlerinin incelenmesi ile kolşisin direnci mekanizması 

da anlaşılmaya çalışılmıştır.  

Bu amaçla mevcut literatürde ilaç direnci ile ilişkili çalışılan mekanizmalar ve 

aday biyomoleküllerin ilaç direncine yönelik belirleyici olma potansiyelleri 

araştırılmıştır. Bu incelemelerde kanserle ilgili mekanizmalar kolşisin direnci ile 

bağdaşmadığı için dışarda bırakılmıştır. Bu şekilde literatür taraması yapıldığında ilaç 

direnci ile ilgili yapılan çalışmalarda sıklıkla ADME genleri ve bu genlerin 

transkripsiyon faktörleri ile ilgili genetik ve epigenetik faktörlerin araştırıldığı 

görülmektedir. ADME genleri ilaçların emilim, dağılım, metabolizma ve atılımından 

sorumlu genlerdir. Bu genlerde bulunan mutasyonlar, polimorfizmler, post-

transkripsiyonel regülasyonlar gibi gen ifadesinde farklılığa sebep olan etmenler ya da 

bu genlerin ifadesini etkileyen genlerdeki değişiklikler ilaçların farmakokinetik 

özelliklerini etkileyerek bireyler arasında ilaçlara farklı tepkiler oluşmasına sebep olur 

(43). Son zamanlarda miRNA’ların ADME genlerini ve bunların ifadesini düzenleyen 

genleri etkiyelerek ilaç metabolizmasında ve direncinde değişikliklere sebep olduğu 

gösterilmiştir. Şimdiye kadar yapılan çalışmalar miRNA’ların enzimlerin, nükleer 

reseptörlerin ya da taşıyıcıların ifadesini etkileyerek ADME süreçlerinde rol aldığı 

gösterilmiştir (42). Çalışmalarda aynı miRNA’nın ilaçların farmakokinetik 

özelliklerini etkileyen farklı genleri etkilediği ya da birden fazla miRNA’nın aynı gen 

üzerinde çalıştığı gösterilmiştir. Bu tarz çalışmalar miRNA’ların ilaç cevabı 

üzerindeki geniş rolünü göstermektedir ve özellikle kişiye özgü tedavi yollarına 

gidildiği kişiselleştirilmiş tıp gibi alanların önünü açmaktadır (66). Bu tez çalışması 

kapsamında da kolşisin dirençli hastalarda ifadesi değişen miRNA’ların ADME 

genleriyle ve onlar üzerinde düzenleyici rolü olan genlerle olan muhtemel ilişkisi 

değerlendirilmiştir . 

Çalışmada bulunan miRNA’ların hedefi olan ve hasta gruplarında ifadesi 

değerlendirilen NR3C1, PPARA ve NFKB1 birçok genin ifadesinin düzenlenmesinde 

rol oynayan önemli transkripsiyon faktörleridir. NFKB1 NF- κB’nin p50 alt ünitesini 
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kodlayarak içerisinde ABCB1’in de bulunduğu birçok genin ifadesini düzenleyen bir 

transkripsiyon faktörü olan NF-κB transkripsiyon kompleksinin yapısına katılır .NF- 

κB bağışlıkta ve inflamatuar cevabın düzenlenmesinde önemli bir rolü olan bir 

transkripsiyon faktörüdür. Bu işleviyle NF-κB ailevi Akdeniz ateşi patolojisiyle de 

ilişkili görülmektedir. Kolşisin dirençli ailevi Akdeniz ateşi hastalarında hastalık 

ciddiyetinin daha fazla olduğu bilinmektedir. Tez çalışmasında NFKB1 ifadesinin 

kolşisin dirençli hasta grubunda arttığı gösterilmiştir. Bu artış dirençli hastalarda 

gözlemlenen hastalık ciddiyetiyle bağlantılı olabilir. Ayrıca NF-κB’nin MDR1 geninin 

promotör bölgesine bağlanarak ifadesinin artmasına sebep olduğu bilinmektedir (72). 

Daha önce hücre kültüründe yapılan çalışmalarda ilaç direnci geliştirilmiş olan 

HEPG2 hücrelerinde hem NF-κB hem de MDR1 ifadelerinin normal HEPG2 

hücrelerine göre aynı anda artış gösterdiği gösterilmiştir (73). Bu sebeple tez 

kapsamında anlamlı azalışı tespit edilen miR-183-5p ve miR-15b-5p ve muhtemel 

hedef genleri NFKB1 arasındaki ilişki daha detaylı çalışılmalıdır. NF-κB hem 

inflamasyondaki rolü hem de dirençteki rolü sebebiyle kolşisin direnci görülen AAA 

hastalarının patolojisini anlama konusunda umut verici bir hedef olarak 

gözükmektedir. Grubumuzun Tübitak projesi kapsamında oluşturulan kolşisin dirençli 

hücre hattında, tez çalışması kapsamında bu genlerin ifadesi incelendiğinde yine 

benzer şekilde normal HEPG2 hücre hattında MDR1 ve NFKB1 seviyeleri düşükken 

kolşisin dirençli hücre hattında iki genin birden ifadesinde artış olduğu 

gözlemlenmiştir. NFKB1’in biyoinformatik olarak kolşisin dirençli hastalarda ifadesi 

değişen miR-183-5p ve miR-15b-5p tarafından hedeflendiği tahmin edilmektedir. Bu 

miRNA’ların ifadesinin kolşisin dirençli hastalarda azaldığı gösterilmiştir. Bu 

miRNA’ların hedef geni olan NFKB1’in ifadesi ise biyoinformatik sonuçlarla uyumlu 

bir şekilde artmaktadır.  miRNA ve olası hedef gen ifadelerindeki bu değişiklikler 

miRNA’nın hedef gen üzerindeki etkisine yönelik doğrudan bir kanıt oluşturmamakla 

birlikte muhtemel bir ilişkiye yönelik önemli bir ön bulgu görevi görmektedir. Tez 

çalışmasında yapılan literatür analizleri sırasında ilaç direnci ve metabolizmasıyla 

ilişkili bulunan bir diğer gen NR3C1 yani glukokortikoid reseptörünü kodlayan gendir. 

Literatürde NR3C1’in ifadesini düzenleyerek ilaçların farmakokinetik özelliklerini 

etkileyen miRNA’lara yönelik çalışmalar mevcuttur. NR3C1 birçok genin ifadesini 

düzenleyen bir nükleer reseptördür. ADME genlerinin ifadesinin düzenlenmesinde 
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önemli bir rolü mevcuttur. Kolşisin metabolizmasında önemli bir rolü olduğu bilinen 

CYP3A4 geninin ve kolşisinin hücre dışına atılımından sorumlu proteini kodlayan 

ABCB1 geninin promotor bölgelerine bağlanarak ifadelerini doğrudan düzenlediği 

bilinmektedir. Bu doğrudan etkinin yanısıra NR3C1 ADME genlerinin ifadesinin 

düzenlenmesinde master bir regülatör olarak işlev gösterdiği bilinen PXR’ın da 

ifadesini düzenleyerek birçok ilaç metabolize edici enzim üzerinde doğrudan bir etkiye 

de sebep olmaktadır. NR3C1 aracılığı ile ADME genlerinde gerçekleşen bu hem 

doğrudan hem de dolaylı düzenleme glukokortikoid reseptörünün kolşisin dirençli 

hastalarda önemli bir rolü olduğunu düşündürmektedir (74). NR3C1 dirençli 

hastalarda değişken ifade gösteren miR-183-5p tarafından hedeflendiği tahmin edilen 

bir gendir. miRNA ve hedef gen ifadeleri hem hastalarda hem de kolşisin dirençli 

hücre hattında birbirleriyle korele bir şekilde değişmektedir. Bu ilişkinin detaylı 

araştırılmasının kolşisin direnci mekanizmalarının daha iyi anlaşılmasına yardımcı 

olacağı öngörülmektedir. Bu tez çalışması kapsamında yapılan literatür aramalarında 

CYP3A4 ve ABCB1 ve diğer birçok genin ifadesini düzenleyen fakat kanda ifadesi 

olmadığı için kolşisin dirençli hasta grubunda ifadesi araştırılamayan HNF4A yine 

kolşisin direncinde önemli olabilecek bir nükleer reseptör olarak öne çıkmaktadır (75). 

Aynı zamanda bu çalışma kapsamında ifade değişikliği araştırılan fakat anlamlı bir 

değişiklik saptanamayan miR-125a-5p tarafından hedeflendiği tahmin edilen VDR, 

CYP3A4’ün ifadesini düzenleyen bir nükleer reseptördür (76). Daha önce yapılan 

çalışmalarda miR-125b-5p ve VDR arasındaki ekileşim deneysel olarak kanıtlanmıştır. 

miR-125a-5p ve miR-125b-5p’nin VDR genine bağlandığı tahmin edilen bölge 

tamamen aynıdır. Bu sebeple miR-125a-5p’nin de VDR üzerinde düzenleyici bir rolü 

olduğu öngörülebilir. Bu sebeple tez çalışması kapsamında anlamlı olmasa da kolşisin 

dirençli hastalarda ifadesinin düştüğü saptanan miR-125a-5p’nin ifadesi daha geniş 

hasta gruplarında tekrar değerlendirilmelidir. Ayrıca miR-125a-5p’nin NF- κB’nin üst 

yolaklarında bulunan ve aktivasyonunda görev olan TRAF6’yı hedeflediği de 

gösterilmiştir. miR-125a-5p’nin TRAF6’yı doğrudan hedeflediği bilinmektedir (77). 

Bu sebeple daha geniş hasta gruplarında miR-125a-5p’nin ifadesinde anlamlı bir 

değişiklik saptandığı durumda bu yolak üzerinden çalışmalar yürütülebilir. Literatürde 

pankreas kanserinde yapılan buna benzer bir çalışma mevcuttur. Çalışmada pankreatik 

kanserde görülen ilaç direncinde, dirençli dokularda ifadesinin düştüğü saptanan miR-
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146a-5p’nin TRAF6’yı doğrudan hedeflediği ve TRAF6’nın NF- κB üzerindeki etkisi 

sebebiyle ilaç direncinde rol aldığı gösterilmiştir (78). Bu çalışmadaki literatür 

aramalarında ön plana çıkan bir diğer nükleer reseptör PPARα’dır. Bu nükleer reseptör 

yine hücre içerisinde birçok mekanizmada düzenleyici role sahip olmakla birlikte 

CYP3A4 gibi birçok önemli ADME geninin ifadesinin düzenlenmesinde de rol 

oynamaktadır (76). PPARα, önceki projelerimizde ifadesinin değiştiği saptanan 25 

miRNA’nın 23’ünün hedef geni olarak tahmin edilmektedir. Ayrıca tez çalışması 

kapsamında hedef genlerinin görev aldıkları yolaklar açısından ilaç direnci ile ilişkili 

olduğu gösterilen üç miRNA’nın da muhtemel hedef genleri arasındadır. Hastalardaki 

ifadesinde anlamlı değişiklik saptanamasa da kolşisin dirençli hücre hattında anlamlı 

olarak arttığı gözlemlenen PPARα’nın değişken ifadesi gösterilen birçok miRNA’nın 

olası hedef geni olması dikkat çekicidir. Kolşisin direncinin mekanizması tam olarak 

anlaşılabilmiş değildir. Kolşisin dirençli hasta grubunun farklı mekanizmalar 

sebebiyle ilaca farklı yanıtlar veren heterojen bir grup hastadan oluşma ihtimali söz 

konusudur. Tez çalışması kapsamında araştırıldığı gibi ilacın farmakokinetik 

özelliklerini etkileyerek ilaca karşı farklı tepkilerin oluşmasına sebep olan ADME 

genleri bu hasta gruplarında hem genetik hem epigenetik olarak incelenmelidir. Tez 

kapsamında araştırılan miRNA’ların ve onların muhtemel hedefleri olan nükleer 

reseptörlerin kolşisine verilen farklı cevaplarda rolü olması mümkündür. 

Biyoinformatik araçlarla tez kapsamında araştırılan miRNA’ların aynı gen üzerinde 

etki gösterdiği ya da bir gende araştırılan birden fazla miRNA’nın etki gösterme 

olasılığı olduğu gösterilmiştir. Bu muhtemel etkiyi kuvvetlendirici bir role sahip 

olabilir. ADME genleri çok sıkı düzenlemelere tabi olan hücre içi mekanizmaların 

korunmasında önemli genlerdir ve  kolşisin metabolizmasında da birden fazla nükleer 

reseptörün görev alması söz konusu olabilir. Bu sebeple tez kapsamında olabildiğince 

fazla gen değerlendirilmeye çalışılmıştır. Kolşisin direnci ile ilgili yapılan 

polimorfizm çalışmalarında bu tez kapsamında araştırılan genler olan NR3C1, PPARA 

ve NFKB1 ile ilgili veri bulunamamıştır. Epigenetik faktörlerin yanı sıra bu genlerdeki 

ilaç direnci ile ilişkili olabilecek muhtemel polimorfizimlerin değerlendirilmesi 

gerekmektedir. Bu tarz çalışmalar hastaya özgü değerlendirme yapabilmenin ve ilaç 

dozunu hastaya özgü bir şekilde ayarlayabilmenin yani kişiselleştirmiş tıbbın önünü 
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açabilecektir. miRNA’lar kliniğe uyarlamalarındaki kolaylık sebebiyle bu alanda 

öncül olabilecek moleküllerdir.   

Kolşisin dirençli hastalarda genelde daha ciddi bir hastalık seyri 

gözlemlenmektedir. Bu sebeple hipotezimiz kolşisin dirençli hastalarda ifadesi 

değişen miRNA’ların hem inflamasyon hem ilaç direnci üzerinde etki göstererek 

kolşisin metabolizmasını düzenlediğine yöneliktir. Öte yandan inflamasyon ve ilaç 

direnci arasındaki ilişki uzun zamandır araştırılmaktadır ve oldukça karmaşıktır. 

Hücrelere ya da hayvan modellerine LPS verilerek yaratılan inflamasyon durumunda 

nükleer reseptörlerin birçoğunun ifadesinin azaldığı bunun da ilaç metabolize edici 

enzimlerin ifadesinde azalmaya sebep olduğu bilinmektedir. Fakat otoimmün ve 

otoinflamatuar hastalıklarda farklı yolakların da etkisi söz konusu olduğundan her 

zaman bu şekilde bir bağlantı gözlemlenmemektedir. Otoimmün hastalıkların 

bazılarında ilaç direnci genlerinde artış saptandığı da görülmüştür, aynı şekilde farklı 

dokularda farklı ifade değişiklikleri söz konusudur (79). Bu sebeple kolşisin 

direncindeki inflamasyonun ilaç direnci ile ilişkisi değerlendirilirken hastalığa ve doku 

tipine özgü değerlendirme yapılmalıdır. Yapılan çalışmada NFKB1 ifadesinin kolşisin 

dirençli hasta grubunda artış gösterdiği gösterilmiştir. Bu sebeple kolşisin dirençli 

hastalarda NF-KB hem inflamasyondaki hem de ilaç direncindeki rolü sebebiyle 

ayrıntılı araştırılması gereken bir yolak olarak öne çıkmaktadır. ADME genlerindeki 

genetik ve epigenetik değişikliklerin yanısıra serum ve plazmadaki kolşisin 

metabolitleri oranları da hastada kolşisinin emilim ya da atılım süreçlerindeki 

muhtemel sorunların erken tespiti için kullanılabilir. Bu kolşisin direnci görülen 

hastaların tanısında yardımcı olabilir. Serum ya da plazmada kolşisin metabolitlerinin 

tespiti için sıvı kromotografi sonrasında kütle spektrometresi ile kolşisinin 

metabolitlerinin tayini gerçekleştirilebilir. Bu yöntemin ADME genlerinin 

değerlendirilmesi ile birlikte kliniğe uyarlanması kolşisine yanıt vermeyen hastaların 

tespitini büyük ölçüde hızlandıracaktır. Bu tez çalışması kapsamında değerlendirilen 

hastalar çalışmaya dahil edildikleri sırada direnç tespit edilmiş olduğundan, klinikte 

farklı ilaçların kullanımına başlanmıştı. Bu sebeple kolşisin metabolitlerinin bu 

hastalarda değerlendirilmesi mümkün olmamıştır fakat bundan sonra planlanabilecek 

çalışmalarda kolşisin direnci tanısı konulan fakat henüz başka ilaçlar kullanmaya 
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başlamamış hastaların çalışmaya dahil edilerek kolşisin metabolitlerinin 

değerlendirilmesinin yararlı bir önbilgi olacağı düşünülmektedir.   

Sonuç olarak, bu tez kapsamında yapılan çalışmalar kolşisin direnci görülen 

AAA hastalarında erken tanıyı kolaylaştıracak olası bir biyobelirteç için önçalışma 

niteliği taşımaktadır. Ayrıca kolşisin direncinin mekanizmalarını anlamaya yönelik 

çalışmalara da katkı sağlayabilecektir. Elde edilen miRNA ve muhtemel hedef genler 

ve yolaklar yeni projeler için başlangıç noktası olabilecektir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

6.1. Sonuçlar 

 Kolşisin dirençli ve kolşisin duyarlı AAA hasta grupları arasında en az iki kat ifade 

farklılığı gösteren 25 miRNA’nın olası hedef genlerinin inflamasyon ve ilaç direnci 

ile ilişkilerine, ayrıca bu hedef genlerin yolak analizlerine göre 25 miRNA içerisinden 

en çok miR-183-5p, miR-15b-5p, miR-125a-5p, miR-197-3p inflamasyon ve ilaç 

direnci ile ilişkilendirilmiştir.  

 qRT-PCR sonuçlarına göre kolşisin dirençli hastalarda miR-15b-5p, miR-183-5p 

anlamlı olarak azaldığı görülmüştür (p değerleri sırasıyla; 0,0473, 0.0007).  

 qRT-PCR sonuçlarına göre kolşisin dirençli hastalarda miR-125a-5p ifadesinin 

azaldığı görülmüştür. Sonuçlarda anlamlılık saptanamamıştır. (p=0,3936) 

 Biyoinformatik olarak miR-183-5p’nin hedef geni olduğu tahmin edilen NR3C1’in 

kolşisin dirençli hasta grubunda ifadesinin miR-183-5p’nin ifadesi ile uyumlu şekilde 

anlamlı 2,36 kat artış gösterdiği görülmüştür. (p=0,0494) 

 Biyoinformatik olarak ilaç direnci ve inflamasyonla ilişkilendirilen 4 miRNA’nın da 

(miR-183-5p, miR-197-3p, miR-15b-5p, miR-125a-5p) hedef geni olduğu tahmin 

edilen PPARα’nın kolşisin dirençli hasta grubunda ifadesinin miRNA’ların ifadesi ile 

uyumlu şekilde 2,1 kat artış gösterdiği görülmüştür. Ancak bu artış istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır. (p= 0,1076) 

 Biyoinformatik olarak miR-183-5p ve miR-15b-5p’nin’nin hedef geni olduğu tahmin 

edilen NFKB1’in kolşisin dirençli hasta grubunda ifadesinin miR-183-5p ve miR-15b-

5p’nin ifadesi ile uyumlu şekilde anlamlı 1,75 kat artış gösterdiği görülmüştür. 

(p=0,0147) 

 Kolşisin dirençli hücre hattında miR-183-5p ve miR-15b-5p’nin ifadesinin kolşisin 

dirençli hasta grubuna benzer bir şekilde anlamlı bir azalış gösterdiği (p =0.0025, 

p=0.0286) MDR1, NFKB1, NR3C1, PPARα’nın ifadesinin anlamlı bir artış gösterdiği 

bulunmuştur.  
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6.2. Öneriler 

 Kolşisin dirençli hasta grubunda ifadesinin anlamlı olarak azaldığı gösterilen üç 

miRNA’nın da (miR-183-5p, miR-125a-5p, miR-15b-5p) ortak hedef geni olarak 

tahmin edilen ancak hasta grubunda ifadesinde anlamlı bir farklılık tespit edilemeyen 

PPARα’nın ifadesi çalışma grubuna daha fazla hasta dahil edilerek değerlendirilebilir. 

 Kolşisin dirençli hasta grubunda ifadesinin anlamlı olarak azaldığı gösterilen miR-

183-5p ve miR-15b-5p’nin ifadeleri çalışma grubuna daha fazla hasta dahil edilerek 

tekrar değerlendirilebilir, bu miRNA’ların ileriki aşamalarda kolşisin direncinin erken 

tespitine yönelik birer biyobelirteç olma potansiyelleri incelenebilir.   

 miR-183-5p ve miR-15b-5p’nin farklı biyolojik örneklerdeki (idrar, serum vb.) 

ifadeleri araştırılabilir.  

 NR3C1 ve NFKB1’in miR-183-5p’nin doğrudan hedefi olup olmadığını araştırmak 

amacıyla 3’UTR lusiferaz aktivitesi ile bağlantı analizi yapılabilir. 

 Kolşisin dirençli hücre hattına miR-183-5p ve miR-15b-5p’nin pre-miR’leri transfekte 

edilerek bu miRNA’ların direnci tersine çevirip çeviremeyeceği tespit edilebilir.   
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