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Oz

Amacg

Kronik Miyeloid Lésemi (KML), hematopoetik kdk
hiicreden (HKH) kdken alan miyeloproliferatif bir has-
taliktir. MikroRNA' lar (miRNA), transkripsiyon sonrasi
gen ekspresyonunu diizenlenleyen kiicik kodlama-
yan RNA'lardir. miRNAlar KML'nin progresyonunda,
I6semik kdk hiicre biylmesi ve tirozin kinaz inhibitdru
(TKI) direncinin gelismesinde hiicre homeostazisini
etkilemektedirler. Bu calismada KML I6semik hiicresi
ve KML lésemik kdk hicresi (LKH) arasinda degisen
miRNA ekspresyon profillerinin incelenmesi amaclan-
mistir.

Gerec ve Yontem

KML hicre hatti olan K562 hucrelerinden, manye-
tik hdcre ayrimlama (MACS) yontemi kullanilarak
CD34+CD38- losemik kok hicreleri ayrimlanmistir.
Ayrimlanan LKH'lerin safliginin %85-92 arasinda ol-
dugu akim sitometri yéntemi ile gosterilmistir. K562
ve K562 LKH’leri arasinda, gercek zamanl kantitatif
PCR ile kanser kok htcre iliskili 84 adet miRNAnIn
ekspresyon degisimleri incelenmistir.

Bulgular

K562 ve K562 LKH’leri arasinda, kok hicre iligkili ol-
dugu bilinen 84 adet miRNA'dan 7’sinin anlaml di-
zeyde degistigini gozledik (p<0,05). K562 LKH’lerin-
de hsa-miR-29b-3p’nin ekspresyon diizeylerinde artis
izlenirken; hsa-miR-320d, hsa-miR-96-5p, hsa-let-7e-
5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181b-5p hsa-miR-423-
5p’da azalma oldugu gozlenmistir.

Sonug

KML l8semik hiicreleri ile KML LKH’leri arasinda pro-
liferasyon, eritroid farklilasma, kendi kendini yenileme
ve apoptoz sirecinde rol alan miRNA'lar ve hedef
genlerinin ekspresyonlarindaki degisim, hastaligin
ilerlemesinde miRNA'larinda rol oynayabilecegini gos-
termektedir. Bu nedenle KML LKH’lerine 6zgi miR-
NA'larin hastaliyin progresyonunun ve TKi direncinin
onlenmesi icin yeni terapotik stratejilerin gelistirilme-
sinde hedef molekdiller olabilecegini distinmekteyiz.
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Abstract

Objective

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a myeloprolifera-
tive disease, originating from the hematopoietic stem
cells (HSC). MicroRNAs (miRNA) are small nonco-
ding RNAs that post transcriptionally regulate gene
expression. miRNAs have been implicated in the
progression of CML and may affect growth of leuke-
mic stem cell and cell homeostasis in the develop-
ment of tyrosine kinase inhibitors (TKI) resistance. In
this study, we aimed to investigate miRNA expression
profiles ranging from CML leukemic cell and CML leu-
kemic stem cell (LSC).

Material and Methods

CD34*CD38 leukemic stem cell population was iso-
lated from K562 cells by Magnetic Cell Separation
(MACS) method. The purity of the separated LSCs
were controlled by flow cytometry (85-92%). Expres-
sion changes of 84 cancer stem cell related miRNAs
were analyzed by real-time quantitative PCR between
K562 and K562 LCS.

Giris

Kronik Miyeloid Lésemi (KML); malign, myeloprolife-
ratif, bir hematopoetik kok hiicre hastahgidir. 9 ile 22
no’lu kromozom arasindaki resiprokal translokasyon
sonucu olusan Philadelphia kromozomu (Ph), KML
hastaliginin olusumunda temel genetik bozukluk ola-
rak bilinmektedir. Translokasyon sonrasinda BCR
(Breakpoint Cluster Region) geni ile ABL (Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog-1) geni,
BCR-ABL kimerik genini olustururlar (1). ABL geni nor-
mal kosullarda, siki bir denetime tabi olan bir tirozin
kinaz kodlar. BCR-ABL tarafindan kodlanan onkopro-
tein ise, hiucresel denetimlerden bagimsiz ve artmis
tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. BCR-ABL onkopro-
teinini hedef alan tirozin kinaz inhibitérleri (TKi' ler)
¢cogu KML hastasi icin birinci basamak tedavidir (2).
imatinib klinikte kullanima sokulan ilk BCR-ABL tirozin
kinaz inhibitérudir. imatinib ve onu takip eden yeni
nesil TKi'ler (dasatinib, nilotinib, bosutinib, ponatinib)
KML tedavisinde hastaligin kontrol altina alinmasini
saglayarak, genel sag kalim ve prognozu énemli 6l-
cude iyilestirmistir. (3). ikinci ve tiguincii kusak TKi'ler,
imatinib'den daha gu¢lu ve segici 6zellikte olup; hasta
komorbiditeleri, hastalik evresi, BCR-ABL1 mutasyon
durumu gibi farkh hasta ve hastalik 6zelliklerine gére
farmakolojik profil ve yanit sergilerler (4). Bununla bir-
likte, farkh genetik mekanizmalarin neden oldugu ilac
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Results

Data analysis revealed that 7 of 84 miRNAs were
changed in K562 LKH as compared to K562 cells
(p<0.05). We observed that the expression levels of
hsa-miR-29b-3p was upregulated, whereas hsa-miR-
320d, hsa-miR-96-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-17-5p,
hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-423-5p were downregula-
ted in K562 LSCs.

Conclusions

The change in the expression of miRNAs and their tar-
get genes involved in the proliferation, erythroid diffe-
rentiation, self-renewal and apoptosis process betwe-
en in the K562 and K562 LCS suggests that they may
play a role in miRNAs in disease progression. There-
fore, CML LSC miRNAs may be target molecules in
the development of new strategies for the prevention
of disease progression and TKI resistance.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Leukemic
Stem Cell, miRNA

direncinin gelisimi, TKi'lerin klinik uygulamasinda ana
sorundur. Diren¢ gelisim mekanizmalarinin basinda
BCR-ABL geninde TKi'lerin baglanma bélgesindeki
mutasyonlar gelir (5). Buna ek olarak tanimlanan di-
ger direng mekanizmalari, BCR-ABL gen amplifikas-
yonu, serum proteinlerine baglanma nedeniyle hucre
icine alinamama ve hiicre ylizey pompalari nedeniyle
hicre disina atihm olarak 6zetlenebilir. Son iki me-
kanizma TKi'nin hiicre ici etkin konsantrasyonlara
ulasmasini engelleyerek etki gosterir (6,7). Ancak bu
tanimlanmis mekanizmalar, diren¢ izlenen olgularin
hepsini kapsamamaktadir. Halen direnc gelisen has-
talarin yaklasik %15’'inde altta yatan neden bilinme-
mekte ve bu konuda yogun arastirmalar strdirilmek-
tedir. Son yillarda yapilan calismalar KML l6semik
kok hiicrelerinin TKi'lere karsi yapisal olarak direncli
oldugunu gostermistir (8,9). LKH'lerin, kendi kendini
yenileyebilme ve c¢ok-soylu (multi-lineage) hemato-
poezi yeniden cogaltabilme kabiliyeti de dahil olmak
Uzere normal HKH ile bazi 6zellikleri paylastigina ina-
nilmaktadir. Yaygin olarak kabul edilen bir hipotez,
KML LKH'nin, I6semik klonun CD34* CD38- fraksiyo-
nu icerisinde bulunmasidir (5,10). KML kok hcrele-
rinde CD34* CD38" isaretleyicilerinin tanimlanmasi ve
bu kok hicrelerin timor agresifligi, metastaz, tedavi-
ye direng ve tumor niksu ile iligkili bulunmasiyla, bu
hastalik i¢in gelismis bir LKH fenotipi tanimlanmistir
(11,12).



Bir diger arastirma alani ise mikroRNA (miRNA)'larin
ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin  direng
olusumundaki rolidur. miRNA'lar, gen ekspresyonunu
kontrol eden, kisa sekansa (~20-23 nikleotitler)
sahip kodlayici olmayan duzenleyici RNA'lardir (13).
miRNA'lar, dnemli biyolojik islemlerin kontrolinde yer
alanbircok geninmRNA'larinasegiciolarak baglanarak
yikilmasina neden olur veya translasyonlarini inhibe
ederek gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel
duzenlenmesinde rol oynarlar (14,15). KML'de
miRNA'larin, gen ekspresyon profilleri ve fenotipik
sonuclarinl modile eden glclu epigenetik aracilar
oldugu ileri surdlmustur (16). miRNAlarin anormal
ekspresyonunun hastaligin patogenezi, ilerleyisi ve
tedaviye yanitla iliskili oldugunu gosteren calismalar
mevcuttur. Bir miRNA, bir timor baskilayici veya bir
onkogen olarak islev gorebilir (17).

Bu calisma ile amacimiz KML l6semik htcreleri ile
KML lésemik kdk hiicreleri arasinda farklik gésteren
ve kanser kok hucreleri ile iliskilendirilebilecek miRNA
ekspresyon profillerini  tanimlamaktir. Bu amag
dogrultusunda KML calismalarinda yaygin olarak
kullanilan 16semi hicre hattt K562'den, manyetik
hicre ayrimlama (MACS) yontemi ile CD34*CD38
LKH’leri ayrimlandi. Ayrimlanan hiicrelerin safligi akim
sitometrisi yontemiyle dogrulandiktan sonra K562 ve
K562 LKH'de miRNA'larin ekspresyon degisimleri
incelendi. iki hiicre grubu arasinda ifadeleri degisen
miRNA'larin saptanmasi, onlarin KML'de LKH'leri
hedef alacak tedavi stratejilerinde kullanimlarinin
onund acacaktir.

Gerec ve Yontem

Huicre Kulthri

insan KML hiicre hatti olan K562 DSMZ (Leibniz-Ins-
titut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen-GmbH, Braunschweig, Almanya)’'dan ali-
narak kiltire edildi. Hucreler % 10 fetal sigir serum
(FBS), 1pg/ml penisilin/streptomisin, 2mM L-glutamin
iceren RPMI 1640 ortami igerisinde uretildi. Hucreler,
37°C’de %5 CO,'li etuvde inkube edildi.

MACS ile Hiicre Ayrimlama

K562 hucrelerinden manyetik hiicre ayrimlama yon-
temi ile CD34* CD38 losemik kdk hucrelerin ayrim-
lanmasi gergeklestirildi. CD34* I6semik hucreleri, Ure-
ticinin talimatlarina gére MACS CD34 losemik hicre
se¢im ve izolasyon kiti (Miltenyi Biotec, Almanya)
kullanilarak saflastirildi. Ayrimlanan CD34* hicreler
akim sitometresinde kontrol edildikten sonra, bu hic-
re grubundan tekrar CD38 hiicreleri CD38 mikrobon-
cugu (Miltenyi Biotec, Almanya) kullanilarak MACS
(Miltenyi Biotec Quadro, Almanya ) yontemi ile ayrildi.
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Bdylece CD34*/CD38- hiicre grubu elde edildi.

Akim sitometrisi

Ayrimlanan hdcrelerin safligi akim sitometrisinde
(FACSCanto Il flow cytometer, BD Biosciences, San
Jose, CA 95131 USA) kontrol edildi. Hlcre siispansi-
yonu Uzerine 5 ul CD34 PE, 5 yl CD38 FITC (Miltenyi
Biotec, Almanya ) antikorlari eklendi. 30 dakika in-
kiilbasyondan sonra tuplere 1000 ul fosfat tamponlu
tuz c¢ozeltisi (PBS) eklenerek 1900 rpm‘de 5 dk sant-
rifijlendi. Pellet Gizerine 500 ul PBS eklenerek akim
sitometri cihazinda FACSDiva software kullanilarak
analiz edildi.

miRNA izolasyonu ve Komplementer DNA Sentezi
Uretici firmanin protokolii dogrultusunda K562 ve
K562 CD34*CD38 I6semik kok hucrelerinden miR-
CURY™ RNA izolasyon (Exigon, USA) kiti kullanila-
rak miRNA izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen
miRNA'larin konsantrasyonlari hesaplandiktan sonra
MIRCURY™ Universal RT microRNA PCR Universal
cDNA sentez (Exiqon, USA) kitinde belirtilen reaksi-
yon hazirlanarak cDNA sentezi gergeklestirildi.

miRNA Ekspresyon Profili

Ekspresyon calismalarinda ‘Cancer Stem Cell miR-
NAs PCR Array Paneli’ drnek alinarak primer tasarimi
yapildi (Exigon miRCURY LNA™ RT microRNA PCR
Panel, USA). Ornek alinan bu panel kok hiicreler ile
iliskilendirilmis 84 adet miRNA ve kontrol primerlerini
icermektedir. mMIRCURY LNA™ RT microRNA PCR
EXILENT SYBR® Green master mix (Exigon, USA)
kiti kullanilarak Uretici firmanin protokoll dogrultusun-
da CFX96-RT PCR (Biorad, USA) cihazinda reaksi-
yon gerceklestirildi.

Biyoinformatik Analiz

Calismada elde edilen Cq degerlerinin 24t ygntemi
ile rolatif kantitasyonu yapildi. P degeri 0.05’in altinda
olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Ekspresyon
analizlerinin degerlendiriimesi “QIAGEN Data Analy-
sis” programi kullanilarak gergeklestirildi (https://
www.giagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/da-

ta-analysis-center-overview-page/).
Bulgular

K562 Hiicre Hattindan Ayrimlanan CD34'CD38
Kok Hiicre Safliginin Degerlendirilmesi

Manyetik hucre ayrimlama yontemi ile K562 hucre
hattindan CD34* CD38" lI6semik kok hicrelerin ay-
rimlanmasi gergeklestirildi. Ayrimlama sonrasi akim
sitometrisinde CD34 ve CD38 antikorlari kullanilarak
elimizdeki huicrelerin saflik ylzdesinin %85-92 arasin-
da oldugu gosterildi (Sekil 1).
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miRNA izolasyonu ve Ekspresyon

Duizeylerinin Degerlendirilmesi

K562 ve K562 LKH hucrelerinden ayri ayri miRNA
izolasyonu ve cDNA cevriminin gerceklestiriimesin-
den sonra ekspresyon dizeyleri, kok hicreler ile iliski-
lendirilmis miRNA'lar iceren bir PCR dizini (Array) ile
gosterildi. Elde edilen Cq degerlerinin 224Ct ydntemi
ile rolatif kantitasyonu yapilarak, p degeri 0.05’in altin-
da olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Ekspres-
yon analizlerinin degerlendiriimesi “QIAGEN Data
Analysis” programi kullanilarak gerceklestirildi. K562

Sekil 1
K562 CD34+CD38- Iosemik kok hicrelerinin safliginin akim
sitometrisi yontemi ile kontrol edilmesi (Q1: %95,8).

K562 (MACS CD34+CD36-) 021-All Events

KML ve KML Kok Hiicre miRNA Ekpresyon Karsilastirilmasi

ve K562 LKH’leri arasinda, kok hiicre iliskili 84 adet
MiRNA'nin ekspresyon degisimleri incelendi (Tablo1).
Sonuglarimiza gore, kok hucre iliskili oldugu bilinen 84
adet miRNA'dan 7’si, K562 ve K562 LKH’leri arasinda
istatistiksel olarak anlamli degisim gosterdi (p<0,05)
(Sekil 2). K562 LKH'lerinde hsa-miR-29b-3p’nin eks-
presyon duzeylerinde artis izlenirken; hsa-miR-320d,
hsa-miR-96-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-
miR-181b-5p hsa-miR-423-5p’da azalma oldugu g6z-
lenmistir (Sekil 1).

Sekil 2

K562 ve K562 LKH ‘leri arasinda miRNA ekspresyon de-
gisimlerinin karsilastiriimasi (Normalizasyon K562'ye gore
yapilmistir) (p<0,05).

miRNA Ekspresyon Degigimleri

Normalize edilmis deger
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K562 ve K562 LKH'leri arasinda PCR dizininde incelenen kanser kok hucre iligkili
miRNA'larin listesi

hsa-let- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa- hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- | hsa- hsa-miR- | hsa-miR- | UniSp3
7a-5p 122-5p 134-5p miR-137 | 145-5p 181a-5p 181c-5p 183-5p miR-184 | 200a-3p | 200c-3p | IPC
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa- hsa-miR- | UniSp6 CP
320d 34a-5p 141-3p 182-5p 200b-3p | 203a 21-5p 296-5p 302a-3p | miR-429 | 9-5p

hsa-miR- | hsa-let- hsa-let- hsa-let- hsa-let- hsa-let- hsa-let- hsa-let- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | UniSp3
96-5p 7b-5p 7c-5p 7d-5p 7e-5p 7f-5p 79-5p 7i-5p 16-5p 17-5p 181b-5p | IPC
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | UniSp3
22-3p 373-3p 517a-3p 105-5p 106b-5p | 125b-5p 132-3p 135b-5p 142-3p 146a-5p | 146b-5p | IPC
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
150-5p 155-5p 16-2-3p 193a-3p | 199b-5p | 20a-5p 221-3p 222-3p 223-3p 25-3p 299-5p 29b-3p
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-

31-5p 409-3p 423-5p 455-3p 455-5p 494-3p 516a-5p 522-3p 744-5p 103a-3p | 10a-5p miR-1181
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
1207-5p | 128-3p 130a-3p 15a-5p 15b-5p 185-5p 425-5p 451a 486-5p 548d-5p | 636 107
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | U6 SNORD38B | SNORD49A | cel-miR- UniSp2 UniSp4 UniSp5 UniSp6 CP
142-5p 151a-3p | 365a-3p | 191-5p snRNA 39-3pCP | CP CP CP
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Tartisma

TKi'lerin gelisimi ile ilgili son yirmi yilda yapilan ¢a-
lismalar KML'yi 6lumcil bir 16semi alt turd olmaktan
cikarip, kontrol edilebilen bir hastaliga donistirmus-
tur (18). Ancak TKi tedavisi géren hastalarin yaklagik
%30'unda zaman icinde TKi'lere kars! direng gelise-
bilmektedir (19). Bu durum direng olusum mekaniz-
malari Uzerindeki arastirmalarin yogunlasmasina ne-
den olmustur. TKi diren¢ olusumunda, BCR-ABL deki
mutasyonlar, amplifikasyon, serum proteinlerine bag-
lanma ve hicre ylzey pompalarinin aktiflesmesi gibi
mekanizmalar tanimlanmis olmakla beraber; direng
gelisen hastalarin yaklasik %15'inde izlenen TKi di-
rencinin altinda yatan molekiler mekanizmalar bilin-
memektedir.

Son yillardaki arastirmalar I6semik kdk hicrelerin
TKi'lere karsi dogal direng gosterdigini ortaya koy-
mustur. Chu ve ark. uzun sireli TKi tedavisi sonrasin-
da LKH’lerin devamliligini strdurdiklerini gosterdiler
(9). Benzer sekilde Corbin ve ark., KML'de kok hlicre-
lerin, BCR-ABL kinaz aktivitesinden bagimsiz bir me-
kanizma ile imatinibe karsi hayatta kaldiklarini ifade
ettiler (8). BCR-ABL kinaz aktivitesini hedef alan teda-
vilerin, KML kok hticrelerini tamamen ortadan kaldir-
madig! genis Olgude kabul gérmektedir. Bu nedenle
hastaligi giderme konusunda farkl terapotik stratejile-
rin gelistirilmesi gerekmektedir. TKi direng gelisimin-
de farkli genetik mekanizmalarin yaninda, epigenetik
mekanizmalarin da roli oldugu kabul edilmektedir.
Epigenetik mekanizmalar arasinda arastirilan alan-
lardan biri olan miRNA'larin da bu diren¢ olusumun-
da rol aldig! ifade edilmektedir. Spesifik miRNA'larin
hematopoetik hiicre farklilasmasi ve gelisimini diizen-
ledigi bildirilmistir. KML'de miRNA ifadesi ile ilgili ilk
¢alisma, CD34* hiicrelerde miR-17-92 kiimesinin yuk-
sek duzeyde ifade edildigini gostermistir (20). Bunu
KML'deki anormal miRNA ifade degisimlerini bildiren
diger calismalar takip etmistir. KML'de imatinib teda-
visi sonrasinda birka¢ miRNA'da (miR-146a, miR-
142-3p, miR-150, miR-199b-5p) hizla ifade degisimi
oldugu gosterildi (21,22). Bir diger arastirmada bazi
miRNA'larin (6rnedgin miR-26a, miR-29a, miR-100,
miR-191, miR-326, miR-422b) yeni tani konmus KML
hastalarinda imatinib direncinin belirleyicileri olarak
kullanilabilecegi ifade edildi (23).

Biz bu calismada TKi'lere direngli hiicrelerde potan-
siyel yeni tedavi hedeflerini tanimlayabilmek ama-
ciyla, TKi'lere direngli oldugu bilinen LKH ile kok
hiicre 6zelligi tasimayan I6semik hicrelerin miRNA
profilleri arasindaki farkliliklarini arastirdik. Calisma-
miz sonucunda KML hiicre hatti K562 ve ondan ay-
rimlanmis 16semik kdk hicreleri arasinda istatistiksel
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olarak anlamli degisim gdsteren 7 miRNA tanimlan-
di: hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-320d, hsa-miR-96-5p,
hsa-let-7e-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181b-5p,
hsa-miR-423-5p. Bunlardan hsa-miR-29b-3p LKH'de
ekspresyon artisi gosterirken, diger 6'sinin ifade du-
zeylerinin azaldig1 saptanmistir.

KML LKH’lerinde ekspresyonunun artmis oldugunu
gOsterdigimiz hsa-miR-29b-3p’nin, hematopoezde rol
oynadig! ve potansiyel tedavi hedefi olarak ileri stri-
len miR-29 ailesinin bir Uyesi oldugu bilinmektedir. Bu
aile hucresel yerlesimlerine gore benzer dizileri pay-
lasan U¢ Uyeden olusur: miR-29a, miR-29b, miR-29c.
Li ve ark, miR-29b’nin KML gelisiminde rol aldigini
ve hedef bdlgesinin ABL1 geninin 3'UTR'si oldugu-
nu gostermistir (24). Zofia ve ark., K562 hiicrelerin-
de miR-29b’nin timor supressor etki gosterdigini ve
ABL1 ile BCR-ABLL'in baskilanmasinda rol aldigini
belirtmislerdir (25). miR-29 ailesinin potansiyel hedef
genleri arasinda, Bcl-2 ailesine ait Bcl-2 (B-cell lymp-
homa 2) ve miyeloid hicre I6semi dizisi 1 (Mcl-1) de
yer almaktadir (26,27). Ek olarak miR-29b artisinin
ayrica hicre proliferasyonunu inhibe ettigi, miyeloid
farklilasmasini destekledigi ve apoptozu indukledigi
gOsterilmistir. Ancak literatirden elde edilen veriler
Isiginda, miR-29b'nin asiri ekspresyonunun sonug-
larinin hucre tipine 6zgu oldugunu ve kanser hicre-
sinin farkhlasma vel/veya transformasyon durumuna
bagh olabilecegi 6ne surdlmuistir. Artan miR-29b'nin
LSC'lerin durgunluk durumu (quiescence state) ve
dolayisiyla kemoterapi duyarlliklari ve sagkalimlari
Uzerindeki etkisi henuz kapsamli bir sekilde arastiril-
mamistir (10).

LKH’lerinde ekspresyonu azalan miRNA'lardan
miR181b’nin dahil oldugu miR181 ailesi KML patoge-
nezi ile oldukca iligkilidir. Blastik kriz KML hastalari-
nin periferik kanlarinda miR-181a, miR-181b'nin eks-
presyon duzeylerinin arttigi gosterilmistir. miR181b ve
miR181d’nin Lyn aracilikli imatinib direncli KML hic-
relerinde Myeloid Cell Leukemia 1 (MCL1) ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Bu hucreler Lyn inhibitdri Dasa-
tinib ile muamele edildiginde miR-181b ve miR-181d
ifadesinin arttigi bulunmustur (13). Eriskin akut miye-
loid 16semi (AML) hastalarinda miR-181b ekspresyo-
nunun, kotl prognoz ve disik remisyon oranlariyla
iliskili oldugu; AML hastalarinda tam remisyon orani-
nin daha dusuk oldugu, niksstz sagkalim ve genel
sagkalim suresinin kisaldigr hastalarda miR-181b
ekspresyonunun yuksek oldugu bildirilmistir (17).
miR-181b-5p hedefleri arasinda hicre ¢cogalmasin-
da rol oynayan p27, CREB1 ve TIMP3; apoptoz ve
kemoterapi direnci ile iliskili BCL-2, MCL-1 ve XIAP;
hicre gocunde rol oynayan NRP1; ve vaskiler inf-
lamasyonda rol oynayan importin-a3 bulunmaktadir.
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miR-181b-5p hedef genlerinin ¢ogu, hiicre cogalmasi,
apoptoz ve kemoresistans ile iliskili oldugundan miR-
181b-5p'nin l16semi olusumunda énemli rol oynayabi-
lecegini dusunmekteyiz (28,29).

LKH’lerinde ekspresyonu azalan diger miRNA'lardan
miR-320d' nin ifadesindeki azalisin, yaygin buyuk B
hicreli lenfoma (DLBCL) hastalarinin kétt prognozu
ile iliskili oldugu ve ekspresyonu arttiginda hiicre pro-
liferasyonunu ve invazyonu baskiladigi gosterilmistir
(30). miR-320d'nin AML hastalarinin serumunda nor-
mal kontrollere kiyasla anlamli derecede artmis oldu-
gu da gosterilmistir (28). Ote yandan miR-96'nin yeni
teshis edilmis AML hastalarinda ifadesinin disuk ol-
dugu ve kotu prognostik belirtecler ile iliskilendirildigi
gOsterilmis; standart kemoterapi sonrasi ise miR-96
ekspresyonunun arttigi bildirilmistir. LKH'de ifadesi-
nin azaldigini gostermis oldugumuz diger bir miRNA,
miR-128, saglkli hastalarin kan 6rnegi ile karsilasti-
rildiginda l6semik hicrelerinde yiksek bulunmustur
(32). Let7e-5p miRNA'sinin ise akut lenfoblastik 16-
semi (ALL)'de expresyonunun azaldigi gosterilmistir
(33).

Genel l6semik hiicre populasyonu ile karsilastirildi-
ginda LKH’de ifadesinin azalmis oldugunu godstermis
oldugumuz son miRNA miR-17-5p’dir. miR-17-5p’ nin
Ozellikle hicre proliferasyon genlerinin regilasyonun-
da rol oynadigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (34).
Bu calismalarin yani sira miR-17-5p ifade artisinin
hematopoezin (normal ve patolojik durumlarda) di-
zenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir. Ek olarak
miR-17-5p miyeloid farklilasmasinin modulasyonun-
da yer alan miR-17-92 polisistronunda kodlanmakta-
dir (35).

Literatrde goruldagu gibi, ¢alismamiz sonucunda
saptanmis olan miRNA'lar KML'de lésemik kok hic-
reler ve TKI direnci ile dogrudan iligkilendiriimemis
olsalar da hematopetik sistem fizyolojisi ve farkli 16-
semiler Uzerinde yapilmis arastirmalarda karsimi-
za c¢lkmaktadir. Calismamiz sonucu K562 ve K562
LKH’leri arasinda degisim gosteren miRNA'larin  he-
def genlerini inceledigimizde binlerce gen karsimiza
cikmaktadir. K562 ve K562 LKH’leri arasinda degisim
goOsteren miRNA'larin Targetscan’ a (www.targetscan.
org) gore tahmini hedef genleri incelendiginde, bun-
larin transkripsiyonun duzenlenmesi, hucre i¢i sinyal
kaskadlari, apoptoz duzenlenme ve hiicre ¢ogalma-
sinin duzenlenmesi ile iligkili olduklar izlenmistir. Bu
hedef genlerden CDK6 (cyclin-dependent kinase 6),
BCL2L1 (BCL2 likel), CRKL (Proto-oncogene C-c-
rk), BCL2 (B-cell ymphoma 2), RUNX1 (Runt-related
transcription factor 1), SP1, CDKN1B (Cyclin-depen-
dent kinase inhibitor 1B), AKT1, PIK3R'in (Phospho-
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inositide-3-kinase) hematopoetik veya lenfoid organ
gelisiminde rol aldigi CDK6’nin, eritrosit farklilagsma-
sinin duzenlenmesinde, CDK6 ve RUNXZ1'in miye-
loid hiicre farkhlasmasinin diizenlenmesinde dénemli
rolleri oldugu bilinmektedir (21). MikroRNA'larin gen
urind mRNA'lara baglanarak, ilgili gen ifadesini azalt-
tiklari g6z onunde tutuldugunda: LKH'lerde azalan
miRNA'larimizin hedefi olan bu genlerin kok huc-
rede artmis olabilecekleri 6ngorulmektedir. LKH'de
azalan miRNAlarimizin hedef genlerinden biri olan
CDKNZ1B hucre siklusunda gérev almaktadir ve diger
hedef gen olan antiapoptotik PI3K yolaginin bir tyesi
AKT1, BCR-ABL aracil transformasyonun yani sira
BCR-ABL kinaz inhibitérlerine cevap olarak da yer
alir. PI3K / AKT / mTOR sinyalinin imatinib naif hicre-
lerinde aktive edildigi, imatinib secilim baskisi altinda
imatinib'e direnci arttirdi§i gosterilmistir (21).

Kronik myeloid |6semi ile iligkili olan hedeflere bakil-
diginda bunlarin ¢cogunun MAPK sinyal iletiminde rol
oynadigl (E2F3 (E2F Transcription Factor 3), CBL(
E3 ubiquitin-protein ligase), CRK (Proto-oncogene
C-crk), CRKL (Proto-oncogene C-crk), SOS1 (Son
of sevenless), MAPK1 (Extracellular signal-regulated
kinase ¥ (ERK))g6zlenmektedir. ilging sekilde, Ph +
hiicre hattit K562'de MAPK sinyalinin inhibisyonunun
apoptozu indukledigi belirtilmistir (36).

Sonuc

Verilerimizde K562s LKH'de MAPK sinyal yolagini he-
defleyen miRNA'larimiz anlamh sekilde azalmaktadir.
Bu azalan miRNAlarin MAPK sinyal yolaginin akti-
vasyonunun azaltilabilmesi igin olasi hedeflerden biri
olabilecegini ve KML LKH’lerine 6zgl miRNA'lardaki
dedisimlerin, yeni terapotik stratejilerin gelistiriimesini
kolaylastirabilecegini diisinmekteyiz.
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