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BÖLÜM 4

HEMATOGENETİKTE UYGULAMALAR VE  
YENİ TEKNOLOJİLER

Didem ÖZKAN1

GİRİŞ

Hematolojik özellikler, klinik uygulamada yaygın olarak kullanılan temel biyo-
medikal göstergelerdir. Anemiden talasemiye, otoimmün hastalıklarından, mi-
yeloproliferatif ve metabolik hastalıklara kadar geniş bir grubu kapsayan hema-
tolojik hastalıkların kalıtsal olduğu bilinmektedir ve genetik faktörlerle birlikte 
yaş, cinsiyet, obezite vb genetik faktörlerin yanı sıra, sigara içme davranışları gibi 
çevresel faktörler bireyler arası farklılığın temelini oluşturur.

Hücre şekil bozuklukları, trombositle ilişkili hastalıklar, çeşitli hemoglobin 
hastalıkları, anemi türleri vb kalıtsal hematolojik hastalıkların yanı sıra; lösemi, 
lenfoma, multipl miyelom gibi malignite orijinli geniş bir grubu oluşturan he-
matogenetik hastalıkların teşhis, tanı ve tedavisinde moleküler tekniklerin yeri 
oldukça önemlidir(1-2). Maligniteler genetik değişiklikler sonucu oluşmaktadır 
ve sonradan kazanılmış hematolojik hastalıklar kapsamında yer almaktadır. Nor-
mal bir hücrenin genetik yapısındaki değişiklikler sonradan kazanılan somatik 
mutasyonlarla oluşmaktadır ve bu durum hücrenin neoplaziye dönüşümüne 
neden olmaktadır. Bu dönüşüm ya DNA düzeyinde ya da kromozomal düzeyde 
olmaktadır ve çok basamaklı, birden çok etkenle ortaya çıkan bir süreçtir. He-
matolojik malignitelerde sitogenetik analizler ile spesifik kromozom anomalileri 
tanımlanırken, primer ve sekonder değişiklikler belirlenerek ekspresyonu deği-
şen/kaybedilen genler tanımlanmakta böylece tümörogeneziste yer alan biyolojik 
mekanizmaların aydınlatılmasına çalışılmaktadır (3).

HEMATOLOJIK HASTALIKLARIN MOLEKÜLER BIYOLOJISI

Kalıtsal hematolojik hastalıklarda genetik tanının rolü çok önemlidir. Belirli he-
matolojik hastalıkların tanısını doğrulamak ve optimal tedavilerini yönlendirmek 
için doğru genetik tanı gereklidir, bu da hızlı ve kapsamlı genetik test seçenekleri-

1	 Dr. Öğr. Üyesi, İstanbul Okan Universitesi, Mühendislik ve Doğa Bilimleri Fakültesi, Genetik 
ve Biyomühendislik Bölümü, didemtorun@gmail.com



Güncel Tıbbi Biyoloji ve Genetik Çalışmaları III

- 32 -

nin önemini ortaya koymuş bu kapsamda ilerlemeler kaydedilmiştir. Hematolojik 
hastalıkların genetik tanısına yönelik çok çeşitli moleküler yöntemlerin kullanımı 
özellikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’nun 1980’li yılların sonlarında devreye 
girmesinden sonra başladı sonrasında teknolojik olanakları yüksek laboratuvarlar-
da/merkezlerde hayata geçirilen diğer moleküler yöntemlerin basitleştirilerek rutin 
kullanıma geçilmesiyle hastalıkların tanı ve tedavisinde hızla yol alınmaya başlandı. 
Genetik analizlerin kullanılmasıyla trombosit hastalıkları, hemofililer, doğumsal/ 
kazanılmış hemolitik anemiler, trombofili yaratan durumlarda tanı ve tedavi sü-
reçlerinde hızlı yol alınmıştır (4). Aynı şekilde malign hastalıkların kesin tanısının 
konulması yanında prognozun belirlenmesi ve hatta tedavi yöntemlerinin belirlen-
mesinde klinisyenler için moleküler genetik analizler vazgeçilmez olmuştur. Hema-
tolojik hastalıkların temelinde bulunan genetik bozukluklar çok çeşitli olduğundan, 
her bir hastalık için tercih edilecek genetik analiz yöntemi farklı olmaktadır.

Hematopoetik hastalıkların moleküler analizinde temel olarak kullanılan yön-
temleri özetleyecek olursak;

Spesifik Anomaliler için;
•	 PCR ( DNA için)
•	 RT-PCR (RNA analizi için)
•	 Tekli Nükleotid Polimorfizm Genotiplemesi (PCR-SSP)
•	 Dijital Droplet PCR (ddPCR)
•	 Dizileme ( Sanger Dizileme, Yeni Nesil Dizileme (NGS))

Kromozom Anomali Tespiti (Sitogenetik Testler) için;
•	 Floresan In Situ Hibridizasyon
•	 Spektral Karyotipleme ( SKY)
•	 Karşılaştırmalı Genomik Hibridizasyon (CGH)

Gen İfadesinin Profillenmesi için;
•	 Mikroarray

HEMATOLOJIK HASTALIKLARDA PCR/ RT-PCR/ PCR-SSP/ DD PCR

1985 yılında Karry Mullis ve arkadaşları PCR yöntemini keşfedene kadar hemato-
loji dahil tüm genetik hastalıkların mutasyonlarının belirlenmesinde mikroskop 
temelli yöntemler kullanılıyordu. Bir tüp içerisinde DNA’nın milyonlarca kop-
yasının oluşturulması olarak açıklanan PCR yöntemi; denatürasyon, bağlanma 
(annealing) ve uzama (extension)aşamalarından meydana gelmektedir ve temel 
bu üç aşamanın termal döngü cihazında yaklaşık 20-30 kez tekrarlanmasıyla ger-
çekleşir. Günümüzde PCR yöntemleri gelişerek/modifiye olarak Real Time PCR, 
Nested PCR, Insitu PCR, Multipleks PCR gibi yaklaşık onbeş PCR çeşidine ulaş-
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mıştır. Hematolojide PCR kullanımı ya ana yöntem ya da hedefe giden yolda ara 
yöntem olarak yer almaktadır. Floresan ışıma tekniklerinin kullanılmasıyla ortaya 
çıkan Es zamanlı Real Time PCR tekniği ile, gen kopya ürünlerinin değerlerini 
sayısal olarak reaksiyon devam ederken ölçmek , reaksiyonun gidişatına müda-
hale etmek mümkün olmuştur. Real Time PCR; hematolojide gen ekspresyonla-
rının kantitasyonunda, genotipleme analizlerinde, hemoglobinopatilerin prenatal 
tanısında, kemik iliği transplantasyonu (KİT) sonrası kimerizmin izlenmesi vb 
analizlerinde kullanılmaktadır. Real Time PCR’ın hızlı olması, işlem sonrası elekt-
roforez gerektirmemesi, floresan sinyal gücünün doğrudan çoğaltılan miktarla 
orantılı olması, iki kat artmış değişimi bile belirleyebilme hassasiyetinde olması 
konvansiyonel PCR dan üstünlükleri olarak belirlenmiştir (5-6).

Hematolojik hastalıklardan hemoglobinopatilerde gözlenen yaygın beta globin 
mutasyonları (HbS, HbG, Hb E) tespiti eskiden laboratuvarlarda rutin kullanılan 
HPLC-izoelektrik fokus yöntem ile yapılmaktaydı günümüzde RT-PCR ile hızlı 
şekilde sonuç alınmaktadır. Aynı zamanda hemokromatoz mutasyonları (C282Y, 
H63D) analizinde ise restriksiyon endonükleaz enzim kesimi ve PCR kullanılırken 
günümüzde RT-PCR kullanılmaktadır (7). Venöz tromboza yatkınlıkta en sık karşı-
laşılan koagülasyon anomalisi olan Aktive Protein C (APC) direnci ile ilişkili Faktör 
V Leiden mutasyon taraması, Faktör II (G20210A) gen taraması, ailesel tromboem-
boli, hiperhomosisteinemiye yatkınlık geni olan MTHFRC677T mutasyon tarama-
ları RTPCR - Melting Curve analizi ile rutin hematoloji laboratuvarlarında yapılan 
testlerdir. Yine Akut Miyeloid Lösemi (AML) ve Akut Lenfoid Lösemi (ALL) ve te-
davilerinde kullanılan ilaçları metabolize eden enzimlerin (örneğin TPMT/CYP2D6 
enzimleri) aktivitelerini ölçmek, bu polimorfizmlerin araştırılmasında RTPCR tek-
niği kullanılmaktadır (8). AML de lösemik belirteç olarak bilinen WT1 gen ekspres-
yonu KML de terapiye yanıt ölçümünde kantifiye edilmektedir. AML1/ATG8, TEL/
AML1, BCR/ABL, MLL/AF9 gibi küçük rezidüal hastalıklarla bağlantılı özgün gen 
ekspresyonlarının kantitatif RT-PCR ile saptanması kliniklere büyük katkı sağlamak-
tadır. Özellikle KML minimal rezidüel hastalık takibinde mRNA Bcr-Abl düzeyleri-
nin ölçümü klinik için önemlidir; p210 ve p190 proteinlerini kodlayan bu genin dü-
zeylerinin RT-PCR ile kantitasyonu %100 spesifiklik ve %0,0001 düzeylerine varan 
duyarlılık alanı içinde mümkün olabilmektedir. Bunun dışında rutin uygulamalar 
içinde özellikle KLL takibinde Ig- CDRII- CDRIII bölgelerinin kantifikasyonunun 
yapılabiliyor olması, bu ölçümler ile 5x10 normal hücre arasından tek bir tümör hüc-
resini saptayabilecek nitelikte olması erken tanı için önem teşkil etmektedir (9).

PCR-SSP (Sequence Spesific Priming) tekniği ise ilk olarak 1990’ların başında 
ortaya çıktı ve refrakter mutasyon sistemlerinin (ARMS) amplifikasyonuna daya-
nıyordu. Bu yöntemin ilkesi, bir PCR reaksiyonunda mükemmel şekilde eşleşen 
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bir primerin, bir veya daha fazla uyumsuz primerden daha verimli olmasıdır. Öz-
güllük, 3’ tek baz uyumsuzluğunun, spesifik olmayan bir reaksiyonun başlamasını 
engellediği, diziye özgü primerlerin kullanılmasıyla belirlenir. Taq polimerazın 
3’ - 5’ eksonükleaz aktivitesinin olmaması nedeniyle, primer çiftleri bile spesifik 
olarak belirli annealing derecesinde verimli bir şekilde amplifiye edilmez. Bu ne-
denle, sadece gerekli alel amplifiye edilecek ve daha sonra amplifiye edilen ürün 
agaroz jel elektroforezi ile tespit edilebilecektir. PCR-SSP tekniği ile hematolojide 
HLA Doku tiplendirmesi yapılmaktadır. HLA tiplemesi; HLA bölgesinde genetic 
varyasyonlarının saptanmasıdır, doku/organ nakillerinin başarısını etkilemekte-
dir, otoimmün hastalıklar gibi bazı hastalıklara genetik yatkınlığın incelenmesin-
de kullanılmaktadır. SSP tekniği kullanılarak moleküler tiplendirme yapılamayan 
nadir HLA tiplendime durumlarında vey a akraba dışı alıcı verici farklılıklarını 
saptamada ise SBT (Sequence Based Typing) tekniği kullanılmaktadır (10-11).

2011’den beri ticari olarak kullanılabilir hale gelen su-yağ emülsiyon damlacık 
sistemi kullanan yeni bir dijital PCR yöntemi olan ve en son geliştirilmiş tekno-
lojilerden biri olarak kabul edilen dijital droplet-PCR (dd-PCR)), gelenksel (kon-
vansiyonel) PCR’dan oldukça farklı bir metoda sahiptir. Bu yöntem ile standart bir 
eğriye ihtiyaç duymadan; kullanılan az miktardaki DNA, sıvı fazdaki damlacıkla-
ra bölünerek ve kopyalarının amplifikasyonu sağlanarak tespit edilmekte, nükleik 
asitlerin mutlak kantitatif ölçümüne olanak sağlamaktadır. ddPCR ile ALL (p190 
BCR-ABL); AML (IDH1 R132H), CML (p210, p190 BCR-ABL), MPN (miyopro-
liferatif neoplazma) JAK2 v617F gibi mutasyonlar belirlenmektedir. ddPCR sis-
temleri hematoloji-onkoloji çalışmalarında sıklıkla kullanılmakta olup araştırılan 
hematolojik maligniteler için hedef DNA/RNA sekanslarının kantifikasyonunu 
öğrenmemizi sağlarlar. Bunun dışında ddPCR ile hızlı protokol uygulanmasıyla 
kimerizm vakalarında erken nüksün tespiti ile AHKHT (allojenik hematopoetik 
kök hücre transplantasyonu) hastalarının sağ kalım oranının olumlu etkilendiği-
ne dair liteatürde çalışmalar mevcuttur (12-13).

Hematolojik hastalıklarda varyasyonların/mutasyonların tanımlaması için gü-
nümüze kadar en çok kullanılan yöntemlerden biri Sanger Dizi analizi kullanılmak-
tadır. Sanger yönteminde çok sayıda örnek dideoksi nükleotid trifosfatlar (ddNTP)
ın floresan boyayla işaretlenerek kullanılmasıyla aynı anda dizilenebilmekte, her bir 
reaksiyonda 350-800 bazlık bir uzunluğa sahip olan DNA dizileri yüksek doğrulukla 
okunabilmektedir. 2003 yılına kadar yüksek verimle kullanılan bu teknoloji 2005 yı-
lında yeni nesil dizileme olarak adlandırılan Next Generation Sequencing (NGS) ci-
hazı kullanımıyla moleküler genetik alanında ilerlemenin önünü açmıştır (14). NGS 
sistemleri ile aynı anda milyonlarca kısa DNA parçasının dizilenebilmekte ve sonra-
sında bu diziler elektroforeze ihtiyaç duyulmaksızın direkt olarak okunabilmektedir. 
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Whole Genome Sequencing (Tüm genom), Whole Exom Sequencing (tüm ekzom 
dizileme) yöntemleri özellikle yeni genlerin keşfinde, nadir hastalıklara neden olan 
mutasyonların tanısında, fenotipik ve genotipik olarak heterojenite gösteren has-
talıkların tanısında yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. NGS teknolojileri ile 
ticari kit olarak hedefe yönelik olarak oluşturulan yeni nesil dizileme panelleri ile 
etyolojisi genetik heterojenite gösteren hastalıklar için çok sayıda gen aynı anda di-
zilenebilmektedir. İmmun yetmezlikler, kemik iliği yetmezliği ile ilişkili sendromlar 
dışında hematolojik malignitelerde neoplastik hücrelerin genetik özellikleri belir-
lenerek ulaşılması güç olan solid doku kanserlerinin erken tanısı ve bireysel tedavi 
yaklaşımlarının belirlenmesinde NGS sistemlerinden yararlanılmaktadır (15). Yeni 
nesil dizi analizlerinin daha da gelişmesi ile birlikte fenotipik ve genotipik hetero-
jenite gösteren hastalıkların genetik temelinin ortaya konması mümkün olacaktır.

HEMATOLOJİDE SİTOGENETİK TESTLER
Hematolojik kanserlerle ilgili ilk genetik çalışma 1960’lı yıllarda kromozomda 
yeni düzenlemenin tümöre neden olduğu KML hastasında Philadelphia kromo-
zomu çalışmalarıyla başlamış olup; teknolojinin gelişmesiyle ortaya çıkan farklı 
sitogenetik analiz yöntemlerinin kullanımıyla kanser genetiğine ait bilgiler ortaya 
çıkmıştır. Philadephia kromozomu keşfiyle başlayan süreçle oluşan ve oluşmakta 
olan veriler lösemi, lenfoma gibi hematolojik malignitelerde sitogenetik tanının 
önemini ortaya koymuştur (16).

1969 yılında moleküler tekniklerin sitolojik preparatlara uygulanmasına başla-
nılmış bu süreçte radyoaktif maddelerin kullanılması, uygulama için uzun süreye 
ihtiyaç duyulması sitogenetik yöntemlerin dezavantajı olsa da moleküler klonlama 
yöntemlerinin gelişmesi ile ISH tekniklerinin uygulanabilirliği ivme kazanmıştır.

Kromozomal düzeyde mutasyonun ortaya çıkabilmesi için neoplastik hücre-
lerde iki majör mitotik olay yani kromozomların anormal segresyonu ve kromo-
zom kırıkları kromozom yapısını etkilemektedir. Meydana gelen bu değişimleri 
incelemek için;
•	 Floresan bantlama yöntemi
•	 Giemsa bantlama
•	 Reverse bantlama
•	 In Situ Hibridizasyon
•	 Flow sitometri
•	 CGH
•	 SKY

kullanılmaktadır. Bu teknikler ile kromozom yapısındaki kayıplar (delesyon-
lar), kazançlar (duplikasyon, trizomi); kromozomal polimorfizmler, kromozomal 
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yeniden yapılanmalar (inversiyon, insersiyon, translokasyonlar) tespit edilmek-
tedir. Bu tekniklerden tömüre özgü karyotipik anomalilerin tespitinde kullanılan 
FISH analizi hızlı, hassas ve güvenli olması sebebiyle en çok tercih edilen yön-
temdir. Özellikle lösemi tanısında oldukça güvenli kullanıma sahip bu teknik ile 
lösemi tipine özgü spesifik karyotipik yeniden düzenlenmenin varlığı/ yokluğu 
belirlenerek hasta tanısı konulmakta, tedaviye paralel olarak karyotipik değişik-
likler belirlenebilmekte, kemik iliği transplantasyonu sonrası hastanın kemik iliği 
hücrelerinin orjini belirlenebilmekte veya tetkik edilen anomaliye ilişkin çok sa-
yıda nükleus incelenebilmektedir.

Tümör hücrelerinde metafaz kromozomu eldesi oldukça önemlidir ve eldesi 
zorlu bir süreçtir. Elde edildiğinde klasik sitogenetik yöntemleri yapısal anomali-
leri ortaya çıkarmada yetersiz kaldığından FISH hematolojik kanserlerin tanısın-
da sıklıkla kullanılmaktadır. FISH yönteminde problar kullanılmaktadır. Hedef 
DNA veya RNA molekülüne komplementer işaretli nükleik asit dizisi prob olarak 
adlandırılmaktadır ve florokromlar, haptenler, enzimler veya kolloidal altın ile 
işaretli olabilen prob sistemleri sinyal özelliklerine/kullanım alanlarına göre de-
ğişmekte hematolojik malignite tanısında kullanılmaktadırlar (17). Hematolojik 
malignite tanısında kullanılan FISH prob sistemleri Şekil.1’de özetlenmiştir.

Şekil.1 FISH tekniği ve Hematolojik malignite tanısında kullanılan FISH prob sistemleri
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HEMATOLOJİDE MİKROARRAY TEKNOLOJİSİ

Tümör gelişiminde hangi genlerin ve biyolojik yolakların sorumlu olduğunu 
bilebilir miyiz? Gen ifade profilleri ile hematolojik maligniteleri sınıflandırabi-
lir miyiz? sorularının cevabı için sıklıkla kullanılan yöntem olan kromozomal 
mikroarray bir moleküler karyotipleme metodudur. Tüm genomda delesyon ve 
duplikasyonların saptanması için altın standart kabul edilen bu yöntem genom 
boyunca klinik olarak önemli majör kromozom dengesizliklerini (aneuploidi) ve 
submikroskobik kopya sayısı varyasyonlarını tespit etmektedir. Bu varyasyon-
ları tespit edebilmek için karşılaştırmalı genomik temelli hibridizasyon arrayler 
(aCGH) ve tek nükleotid polimorfizm temelli mikroarraylar (SNParray) kullanıl-
maktadır. aCGH ile delesyonlar / duplikasyonlar belirlenir ve lokalizasyonları bü-
yüklükleri ardışık probların sayısı ile belirlenir (18). İnsan genomununda tanım-
lanan yaklaşık on milyon SNP ve en az 1 kb DNA uzunluğunda 1400 CNV (Copy 
number variants) bölgeleri içeren çeşitli genetik varyasyonlara sahip yaklaşık üç 
milyar ikiyüzbin DNA baz çifti bulunmaktadır. Bugün SNP arrayler ile 1 milyon-
dan fazla farklı SNP tespit edebilmektedir. Prob tabanlı üretilen SNP arraylerde 
%99 üzerinde doğrulukta SNP genotiplendirilmektedir. Yüksek ölçekli array sis-
temlerinde SNP ler genetik markerlar olarak kullanılmaktadır. Çünkü SNP ler 
hastalık tanısını ve yatkınlığını etkileyebilmekte, varyasyonların varlığı verilen 
herhangi bir ilacın etkinliğini ve /veya ilaca bağlı yan etkilerini, ilaç yanıtını güçlü 
bir şekilde etkilemektedir (19). Affymetrix firması genom boyunca SNP taraması 
yapmak için SNP array üreten ilk ticari firmadır ve ve bunu Illumina firması ta-
kip etmiştir. SNP çipleri; genetik çeşitlilikten ve genetik hastalıklara yatkınlıktan 
sorumlu olduğudüşünülen tek nükleotid polimorfizmlerini belirlemede, adli tıp 
çalışmalarında, ya da DNA temelli ilaç adaylarının tanımlanmasında kullanılabil-
mektedir. SNP mikroarrayleri ayrıca kansere neden olan somatik mutasyonların, 
özellikle de heterozigozite kaybının ya da DNA bölgelerinin artan ya da kaybedi-
len profillerinin belirlenmesinde de kullanılmaktadır. Mikroarray teknolojisi ile 
gen ifade profili şematik olarak Şekil.2’de gösterilmiştir.

Mikroarray teknolojisi hematolojide kronik ve akut lösemiler, multipl miye-
lom, lenfomalar gibi farklı malign hastalıkların moleküler sınıflandıırlmasında, 
alt grupların belirlenmesinde, tedavi seçeneklerinib değerlendirilmesi yanında 
mutasyon taramaları, genotipleme, kromozom delesyonlarının tanımlanmasında 
kullanılmaktadır.
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Şekil.2 CDNA Mikroarray Teknolojisi ile gen ifade profilinin şematik gösterimi.

SONUÇ

Hematolojik hastalıkların klinik tanısında gelişen moleküler tekniklerin kulla-
nımı gün geçtikçe daha etkili şekilde kullanılmaya başlanmıştır. Özellikle bazı 
hastalıklar için kullanılan ticari kitlerle hızlı ve ucuz şekilde fayda sağlanmak-
ta bu durum tedavi sürecine olumlu katkı yapmaktadır. Örneğin JAK2 mutas-
yon kiti ile kanser dokularındaki düşük kopya sayılarındaki (1%) mutant DNA 
ve aJAK2 V617F mutasyonunu hedefleyen spesifik problarla RTPCR yöntemi ile 
tanımlama yapılmakta; ddPCR ile hematolojik malignensilerde minimal rezidüel 
hastalığın belirlenmesinde tümöre özgü standart eğri kullanımına gerek olma-
dan, düşük varyant fraksiyonuna sahip BCR/ABL, FLT3 D835Y, IDH1 R132C/H, 
IDH2 R140Q / R172K gibi spesifik mutasyonlar tanımlanabilmektedir. Moleküler 
genetik alanında her geçen gün gelişen yeni teknolojilerin hematolojide yaygın 
uygulama alanı bulması hastalıklarda tedavi seçeneklerinin değerlendirilmesinde 
kliniğe oldukça yardımcı olacaktır.
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