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Öz

Amaç
Kronik Miyeloid Lösemi (KML), hematopoetik kök 
hücreden (HKH) köken alan miyeloproliferatif bir has-
talıktır. MikroRNA' lar (miRNA), transkripsiyon sonrası 
gen ekspresyonunu düzenlenleyen küçük kodlama-
yan RNA’lardır. miRNA’lar KML’nin progresyonunda, 
lösemik kök hücre büyümesi ve tirozin kinaz inhibitörü 
(TKİ) direncinin gelişmesinde hücre homeostazisini 
etkilemektedirler. Bu çalışmada KML lösemik hücresi 
ve KML lösemik kök hücresi (LKH) arasında değişen 
miRNA ekspresyon profillerinin incelenmesi amaçlan-
mıştır. 

Gereç ve Yöntem
KML hücre hattı olan K562 hücrelerinden, manye-
tik hücre ayrımlama (MACS) yöntemi kullanılarak 
CD34+CD38- lösemik kök hücreleri ayrımlanmıştır. 
Ayrımlanan LKH’lerin saflığının %85-92 arasında ol-
duğu akım sitometri yöntemi ile gösterilmiştir. K562 
ve K562 LKH’leri arasında, gerçek zamanlı kantitatif 
PCR ile kanser kök hücre ilişkili 84 adet miRNA’nın 
ekspresyon değişimleri incelenmiştir. 

Bulgular
K562 ve K562 LKH’leri arasında, kök hücre ilişkili ol-
duğu bilinen 84 adet miRNA’dan 7’sinin anlamlı dü-
zeyde değiştiğini gözledik (p<0,05).  K562 LKH’lerin-
de hsa-miR-29b-3p’nin ekspresyon düzeylerinde artış 
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 olduğu gözlenmiştir.

Sonuç
KML lösemik hücreleri ile KML LKH’leri arasında pro-
liferasyon, eritroid farklılaşma, kendi kendini yenileme 
ve apoptoz sürecinde rol alan miRNA’lar ve hedef 
genlerinin ekspresyonlarındaki değişim, hastalığın 
ilerlemesinde miRNA’larında rol oynayabileceğini gös-
termektedir. Bu nedenle KML LKH’lerine özgü miR-
NA’ların hastalığın progresyonunun ve TKİ direncinin 
önlenmesi için yeni terapötik stratejilerin geliştirilme-
sinde hedef moleküller olabileceğini düşünmekteyiz.
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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.

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

Giriş

Kronik Miyeloid Lösemi (KML); malign, myeloprolife-
ratif, bir hematopoetik kök hücre hastalığıdır.  9 ile 22 
no’lu kromozom arasındaki resiprokal translokasyon 
sonucu oluşan Philadelphia kromozomu (Ph), KML 
hastalığının oluşumunda temel genetik bozukluk ola-
rak bilinmektedir. Translokasyon sonrasında BCR 
(Breakpoint Cluster Region) geni ile ABL (Abelson 
murine leukemia viral oncogene homolog-1) geni, 
BCR-ABL kimerik genini oluştururlar (1). ABL geni nor-
mal koşullarda, sıkı bir denetime tabi olan bir tirozin 
kinaz kodlar. BCR-ABL tarafından kodlanan onkopro-
tein ise, hücresel denetimlerden bağımsız ve artmış 
tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.  BCR-ABL onkopro-
teinini hedef alan tirozin kinaz inhibitörleri (TKİ' ler) 
çoğu KML hastası için birinci basamak tedavidir (2). 
İmatinib klinikte kullanıma sokulan ilk BCR-ABL tirozin 
kinaz inhibitörüdür. İmatinib ve onu takip eden yeni 
nesil TKİ’ler (dasatinib, nilotinib, bosutinib, ponatinib) 
KML tedavisinde hastalığın kontrol altına alınmasını 
sağlayarak, genel sağ kalım ve prognozu önemli öl-
çüde iyileştirmiştir. (3). İkinci ve üçüncü kuşak TKİ'ler, 
imatinib'den daha güçlü ve seçici özellikte olup; hasta 
komorbiditeleri, hastalık evresi, BCR-ABL1 mutasyon 
durumu gibi farklı hasta ve hastalık özelliklerine göre 
farmakolojik profil ve yanıt sergilerler (4). Bununla bir-
likte, farklı genetik mekanizmaların neden olduğu ilaç 

direncinin gelişimi, TKİ'lerin klinik uygulamasında ana 
sorundur. Direnç gelişim mekanizmalarının başında 
BCR-ABL geninde TKİ’lerin bağlanma bölgesindeki 
mutasyonlar gelir (5). Buna ek olarak tanımlanan di-
ğer direnç mekanizmaları, BCR-ABL gen amplifikas-
yonu, serum proteinlerine bağlanma nedeniyle hücre 
içine alınamama ve hücre yüzey pompaları nedeniyle 
hücre dışına atılım olarak özetlenebilir. Son iki me-
kanizma TKİ’nin hücre içi etkin konsantrasyonlara 
ulaşmasını engelleyerek etki gösterir (6,7). Ancak bu 
tanımlanmış mekanizmalar, direnç izlenen olguların 
hepsini kapsamamaktadır. Halen direnç gelişen has-
taların yaklaşık %15’inde altta yatan neden bilinme-
mekte ve bu konuda yoğun araştırmalar sürdürülmek-
tedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar KML lösemik 
kök hücrelerinin TKİ’lere karşı yapısal olarak dirençli 
olduğunu göstermiştir (8,9).  LKH'lerin, kendi kendini 
yenileyebilme ve çok-soylu (multi-lineage) hemato-
poezi yeniden çoğaltabilme kabiliyeti de dahil olmak 
üzere normal HKH ile bazı özellikleri paylaştığına ina-
nılmaktadır. Yaygın olarak kabul edilen bir hipotez, 
KML LKH'nin, lösemik klonun CD34+ CD38– fraksiyo-
nu içerisinde bulunmasıdır (5,10). KML kök hücrele-
rinde CD34+ CD38− işaretleyicilerinin tanımlanması ve 
bu kök hücrelerin tümör agresifliği, metastaz, tedavi-
ye direnç ve tümör nüksü ile ilişkili bulunmasıyla, bu 
hastalık için gelişmiş bir LKH fenotipi tanımlanmıştır 
(11,12).
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Bir diğer araştırma alanı ise mikroRNA (miRNA)’ların 
ekspresyon seviyelerindeki değişikliklerin direnç 
oluşumundaki rolüdür. miRNA'lar, gen ekspresyonunu 
kontrol eden, kısa sekansa (~20-23 nükleotitler) 
sahip kodlayıcı olmayan düzenleyici RNA'lardır (13). 
miRNA'lar, önemli biyolojik işlemlerin kontrolünde yer 
alan birçok genin mRNA'larına seçici olarak bağlanarak 
yıkılmasına neden olur veya translasyonlarını inhibe 
ederek gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel 
düzenlenmesinde rol oynarlar (14,15). KML’de 
miRNA’ların, gen ekspresyon profilleri ve fenotipik 
sonuçlarını modüle eden güçlü epigenetik aracılar 
olduğu ileri sürülmüştür (16). miRNA’ların anormal 
ekspresyonunun hastalığın patogenezi, ilerleyişi ve 
tedaviye yanıtla ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar 
mevcuttur. Bir miRNA, bir tümör baskılayıcı veya bir 
onkogen olarak işlev görebilir (17). 

Bu çalışma ile amacımız KML lösemik hücreleri ile 
KML lösemik kök hücreleri arasında farklılık gösteren 
ve kanser kök hücreleri ile ilişkilendirilebilecek miRNA 
ekspresyon profillerini tanımlamaktır. Bu amaç 
doğrultusunda KML çalışmalarında yaygın olarak 
kullanılan lösemi hücre hattı K562’den, manyetik 
hücre ayrımlama (MACS) yöntemi ile CD34+CD38- 
LKH’leri ayrımlandı. Ayrımlanan hücrelerin saflığı akım 
sitometrisi yöntemiyle doğrulandıktan sonra K562 ve 
K562 LKH’de miRNA’ların ekspresyon değişimleri 
incelendi. İki hücre grubu arasında ifadeleri değişen 
miRNA’ların saptanması, onların KML’de LKH’leri 
hedef alacak tedavi stratejilerinde kullanımlarının 
önünü açacaktır.

Gereç ve Yöntem

Hücre Kültürü
İnsan KML hücre hattı olan K562 DSMZ (Leibniz-Ins-
titut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen-GmbH, Braunschweig, Almanya)’dan alı-
narak kültüre edildi. Hücreler % 10 fetal sığır serum 
(FBS),  1μg/ml penisilin/streptomisin, 2mM L-glutamin 
içeren RPMI 1640 ortamı içerisinde üretildi. Hücreler, 
37ºC’de %5 CO2’li etüvde inkübe edildi.

MACS ile Hücre Ayrımlama
K562 hücrelerinden manyetik hücre ayrımlama yön-
temi ile CD34+ CD38- lösemik kök hücrelerin ayrım-
lanması gerçekleştirildi. CD34+ lösemik hücreleri, üre-
ticinin talimatlarına göre MACS CD34 lösemik hücre 
seçim ve izolasyon kiti (Miltenyi Biotec, Almanya) 
kullanılarak saflaştırıldı.  Ayrımlanan CD34+ hücreler 
akım sitometresinde kontrol edildikten sonra, bu hüc-
re grubundan tekrar CD38- hücreleri CD38 mikrobon-
cuğu (Miltenyi Biotec, Almanya) kullanılarak MACS 
(Miltenyi Biotec Quadro, Almanya ) yöntemi ile ayrıldı. 

Böylece CD34+/CD38- hücre grubu elde edildi. 

Akım sitometrisi
Ayrımlanan hücrelerin saflığı akım sitometrisinde 
(FACSCanto II flow cytometer, BD Biosciences, San 
Jose, CA 95131 USA)  kontrol edildi. Hücre süspansi-
yonu üzerine 5 μl CD34 PE, 5 μl CD38 FITC (Miltenyi 
Biotec, Almanya )  antikorları eklendi. 30 dakika in-
kübasyondan sonra tüplere 1000 μl fosfat tamponlu 
tuz çözeltisi (PBS) eklenerek 1900 rpm‘de 5 dk sant-
rifüjlendi.  Pellet üzerine 500 μl PBS eklenerek akım 
sitometri cihazında FACSDiva software kullanılarak 
analiz edildi.

miRNA İzolasyonu ve Komplementer DNA Sentezi
Üretici firmanın protokolü doğrultusunda K562 ve 
K562 CD34+CD38- lösemik kök hücrelerinden miR-
CURY™ RNA izolasyon (Exiqon, USA) kiti kullanıla-
rak miRNA izolasyonu gerçekleştirildi. İzole edilen 
miRNA’ların konsantrasyonları  hesaplandıktan sonra 
miRCURY™ Universal RT microRNA PCR Universal 
cDNA sentez (Exiqon, USA) kitinde belirtilen reaksi-
yon hazırlanarak cDNA sentezi gerçekleştirildi.
 
miRNA Ekspresyon Profili
Ekspresyon çalışmalarında ‘Cancer Stem Cell miR-
NAs PCR Array Paneli’ örnek alınarak primer tasarımı 
yapıldı (Exiqon miRCURY LNA™ RT microRNA PCR 
Panel, USA). Örnek alınan bu panel kök hücreler ile 
ilişkilendirilmiş 84 adet miRNA ve kontrol primerlerini 
içermektedir. miRCURY LNA™ RT microRNA PCR 
ExiLENT SYBR® Green master mix (Exiqon, USA) 
kiti kullanılarak üretici firmanın protokolü doğrultusun-
da CFX96-RT PCR (Biorad, USA) cihazında reaksi-
yon gerçekleştirildi.

Biyoinformatik Analiz
Çalışmada elde edilen Cq değerlerinin 2-∆∆Ct yöntemi 
ile rölatif kantitasyonu yapıldı. P değeri 0.05’in altında 
olan değerler anlamlı olarak kabul edildi. Ekspresyon 
analizlerinin değerlendirilmesi “QIAGEN Data Analy-
sis” programı kullanılarak gerçekleştirildi (https://
www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/da-
ta-analysis-center-overview-page/). 

Bulgular

K562 Hücre Hattından Ayrımlanan CD34+CD38- 
Kök Hücre Saflığının Değerlendirilmesi  
Manyetik hücre ayrımlama yöntemi ile K562 hücre 
hattından CD34+ CD38- lösemik kök hücrelerin ay-
rımlanması gerçekleştirildi. Ayrımlama sonrası akım 
sitometrisinde CD34 ve CD38 antikorları kullanılarak 
elimizdeki hücrelerin saflık yüzdesinin %85-92 arasın-
da olduğu gösterildi (Şekil 1). 
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miRNA İzolasyonu ve Ekspresyon 
Düzeylerinin Değerlendirilmesi
K562 ve K562 LKH hücrelerinden ayrı ayrı miRNA 
izolasyonu ve cDNA çevriminin gerçekleştirilmesin-
den sonra ekspresyon düzeyleri, kök hücreler ile ilişki-
lendirilmiş miRNA’ları içeren bir PCR dizini (Array) ile 
gösterildi. Elde edilen Cq değerlerinin 2-∆∆Ct yöntemi 
ile rölatif kantitasyonu yapılarak, p değeri 0.05’in altın-
da olan değerler anlamlı olarak kabul edildi. Ekspres-
yon analizlerinin değerlendirilmesi “QIAGEN Data 
Analysis” programı kullanılarak gerçekleştirildi. K562 

ve K562 LKH’leri arasında, kök hücre ilişkili 84 adet 
miRNA’nın ekspresyon değişimleri incelendi (Tablo1).  
Sonuçlarımıza göre, kök hücre ilişkili olduğu bilinen 84 
adet miRNA’dan 7’si, K562 ve K562 LKH’leri arasında 
istatistiksel olarak anlamlı değişim gösterdi (p<0,05) 
(Şekil 2). K562 LKH’lerinde hsa-miR-29b-3p’nin eks-
presyon düzeylerinde artış 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 olduğu göz-
lenmiştir (Şekil 1). 

Şekil 1 
K562 CD34+CD38- lösemik kök hücrelerinin saflığının akım 
sitometrisi yöntemi ile kontrol edilmesi (Q1: %95,8).

Şekil 2 
K562 ve K562 LKH ‘leri arasında miRNA ekspresyon de-
ğişimlerinin karşılaştırılması (Normalizasyon K562’ye göre 
yapılmıştır) (p<0,05).

Tablo 1 K562 ve K562 LKH’leri arasında PCR dizininde incelenen kanser kök hücre ilişkili 
miRNA’ların listesi

hsa-let-
7a-5p

hsa-miR-
122-5p

hsa-miR-
134-5p

hsa-
miR-137

hsa-miR-
145-5p

hsa-miR-
181a-5p

hsa-miR-
181c-5p

hsa-miR-
183-5p

hsa-
miR-184

hsa-miR-
200a-3p

hsa-miR-
200c-3p

UniSp3 
IPC

hsa-miR-
320d

hsa-miR-
34a-5p

hsa-miR-
141-3p

hsa-miR-
182-5p

hsa-miR-
200b-3p

hsa-miR-
203a

hsa-miR-
21-5p

hsa-miR-
296-5p

hsa-miR-
302a-3p

hsa-
miR-429

hsa-miR-
9-5p

UniSp6 CP

hsa-miR-
96-5p

hsa-let-
7b-5p

hsa-let-
7c-5p

hsa-let-
7d-5p

hsa-let-
7e-5p

hsa-let-
7f-5p

hsa-let-
7g-5p

hsa-let-
7i-5p

hsa-miR-
16-5p

hsa-miR-
17-5p

hsa-miR-
181b-5p

UniSp3 
IPC

hsa-miR-
22-3p

hsa-miR-
373-3p

hsa-miR-
517a-3p

hsa-miR-
105-5p

hsa-miR-
106b-5p

hsa-miR-
125b-5p

hsa-miR-
132-3p

hsa-miR-
135b-5p

hsa-miR-
142-3p

hsa-miR-
146a-5p

hsa-miR-
146b-5p

UniSp3 
IPC

hsa-miR-
150-5p

hsa-miR-
155-5p

hsa-miR-
16-2-3p

hsa-miR-
193a-3p

hsa-miR-
199b-5p

hsa-miR-
20a-5p

hsa-miR-
221-3p

hsa-miR-
222-3p

hsa-miR-
223-3p

hsa-miR-
25-3p

hsa-miR-
299-5p

hsa-miR-
29b-3p

hsa-miR-
31-5p

hsa-miR-
409-3p

hsa-miR-
423-5p

hsa-miR-
455-3p

hsa-miR-
455-5p

hsa-miR-
494-3p

hsa-miR-
516a-5p

hsa-miR-
522-3p

hsa-miR-
744-5p

hsa-miR-
103a-3p

hsa-miR-
10a-5p

hsa-
miR-1181

hsa-miR-
1207-5p

hsa-miR-
128-3p

hsa-miR-
130a-3p

hsa-miR-
15a-5p

hsa-miR-
15b-5p

hsa-miR-
185-5p

hsa-miR-
425-5p

hsa-miR-
451a

hsa-miR-
486-5p

hsa-miR-
548d-5p

hsa-miR-
636

hsa-miR-
107

hsa-miR-
142-5p

hsa-miR-
151a-3p

hsa-miR-
365a-3p

hsa-miR-
191-5p

U6 
snRNA

SNORD38B SNORD49A cel-miR-
39-3p CP

UniSp2 
CP

UniSp4 
CP

UniSp5 
CP

UniSp6 CP
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Tartışma

TKİ'lerin gelişimi ile ilgili son yirmi yılda yapılan ça-
lışmalar KML’yi ölümcül bir lösemi alt türü olmaktan 
çıkarıp, kontrol edilebilen bir hastalığa dönüştürmüş-
tür (18). Ancak TKİ tedavisi gören hastaların yaklaşık 
%30’unda zaman içinde TKİ’lere karşı direnç gelişe-
bilmektedir (19). Bu durum direnç oluşum mekaniz-
maları üzerindeki araştırmaların  yoğunlaşmasına ne-
den olmuştur. TKİ direnç oluşumunda, BCR-ABL’deki 
mutasyonlar, amplifikasyon, serum proteinlerine bağ-
lanma ve hücre yüzey pompalarının aktifleşmesi gibi 
mekanizmalar tanımlanmış olmakla beraber; direnç 
gelişen hastaların yaklaşık %15’inde izlenen TKİ di-
rencinin altında yatan moleküler mekanizmalar bilin-
memektedir. 

Son yıllardaki araştırmalar lösemik kök hücrelerin 
TKİ’lere karşı doğal direnç gösterdiğini ortaya koy-
muştur. Chu ve ark. uzun süreli TKİ tedavisi sonrasın-
da LKH’lerin devamlılığını sürdürdüklerini gösterdiler 
(9). Benzer şekilde Corbin ve ark., KML’de  kök hücre-
lerin, BCR-ABL kinaz aktivitesinden bağımsız bir me-
kanizma ile imatinibe karşı hayatta kaldıklarını ifade 
ettiler (8). BCR-ABL kinaz aktivitesini hedef alan teda-
vilerin, KML kök hücrelerini tamamen ortadan kaldır-
madığı geniş ölçüde kabul görmektedir. Bu nedenle 
hastalığı giderme konusunda farklı terapötik stratejile-
rin geliştirilmesi gerekmektedir. TKİ direnç gelişimin-
de farklı genetik mekanizmaların yanında, epigenetik 
mekanizmaların da rolü olduğu kabul edilmektedir. 
Epigenetik mekanizmalar arasında araştırılan alan-
lardan biri olan miRNA’ların da bu direnç oluşumun-
da rol aldığı ifade edilmektedir. Spesifik miRNA'ların 
hematopoetik hücre farklılaşması ve gelişimini düzen-
lediği bildirilmiştir. KML'de miRNA ifadesi ile ilgili ilk 
çalışma, CD34+ hücrelerde miR-17-92 kümesinin yük-
sek düzeyde ifade edildiğini göstermiştir (20). Bunu 
KML'deki anormal miRNA ifade değişimlerini bildiren 
diğer çalışmalar takip etmiştir. KML'de imatinib teda-
visi sonrasında birkaç miRNA'da (miR-146a, miR-
142-3p, miR-150, miR-199b-5p) hızla ifade değişimi 
olduğu gösterildi (21,22). Bir diğer araştırmada bazı 
miRNA'ların (örneğin miR-26a, miR-29a, miR-100, 
miR-191,  miR-326, miR-422b) yeni tanı konmuş KML 
hastalarında imatinib direncinin belirleyicileri olarak 
kullanılabileceği ifade edildi (23).

Biz bu çalışmada TKİ’lere dirençli hücrelerde potan-
siyel yeni tedavi hedeflerini tanımlayabilmek ama-
cıyla,  TKİ’lere dirençli olduğu bilinen LKH ile kök 
hücre özelliği taşımayan lösemik hücrelerin miRNA 
profilleri arasındaki farklılıklarını araştırdık. Çalışma-
mız sonucunda KML hücre hattı K562 ve ondan ay-
rımlanmış lösemik kök hücreleri arasında istatistiksel 

olarak anlamlı değişim gösteren 7 miRNA tanımlan-
dı: 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 artışı gösterirken, diğer 6’sının ifade dü-
zeylerinin azaldığı saptanmıştır.

KML LKH’lerinde ekspresyonunun artmış olduğunu 
gösterdiğimiz hsa-miR-29b-3p’nin, hematopoezde rol 
oynadığı ve potansiyel tedavi hedefi olarak ileri sürü-
len miR-29 ailesinin bir üyesi olduğu bilinmektedir. Bu 
aile hücresel yerleşimlerine göre benzer dizileri pay-
laşan üç üyeden oluşur: miR-29a, miR-29b, miR-29c. 
Li ve ark, miR-29b’nin KML gelişiminde rol aldığını 
ve hedef bölgesinin ABL1 geninin 3'UTR'si olduğu-
nu göstermiştir (24).  Zofia ve ark., K562 hücrelerin-
de miR-29b’nin tümör supressör etki gösterdiğini ve 
ABL1 ile BCR-ABL1’in baskılanmasında rol aldığını 
belirtmişlerdir (25). miR-29 ailesinin potansiyel hedef 
genleri arasında, Bcl-2 ailesine ait Bcl-2 (B-cell lymp-
homa 2) ve miyeloid hücre lösemi dizisi 1 (Mcl-1) de 
yer almaktadır (26,27). Ek olarak miR-29b artışının 
ayrıca hücre proliferasyonunu inhibe ettiği, miyeloid 
farklılaşmasını desteklediği ve apoptozu indüklediği 
gösterilmiştir. Ancak literatürden elde edilen veriler 
ışığında, miR-29b'nin aşırı ekspresyonunun sonuç-
larının hücre tipine özgü olduğunu ve kanser hücre-
sinin farklılaşma ve/veya transformasyon durumuna 
bağlı olabileceği öne sürülmüştür. Artan miR-29b'nin 
LSC'lerin durgunluk durumu (quiescence state) ve 
dolayısıyla kemoterapi duyarlılıkları ve sağkalımları 
üzerindeki etkisi henüz kapsamlı bir şekilde araştırıl-
mamıştır (10).

LKH’lerinde ekspresyonu azalan miRNA’lardan 
miR181b’nin dahil olduğu miR181 ailesi KML patoge-
nezi ile oldukça ilişkilidir. Blastik kriz KML hastaları-
nın periferik kanlarında miR-181a, miR-181b’nin eks-
presyon düzeylerinin arttığı gösterilmiştir. miR181b ve 
miR181d’nin Lyn aracılıklı imatinib dirençli KML hüc-
relerinde Myeloid Cell Leukemia 1 (MCL1) ile ilişkili 
olduğu gösterilmiştir. Bu hücreler Lyn inhibitörü Dasa-
tinib ile muamele edildiğinde miR-181b ve miR-181d 
ifadesinin arttığı bulunmuştur (13). Erişkin akut miye-
loid lösemi (AML) hastalarında miR-181b ekspresyo-
nunun, kötü prognoz ve düşük remisyon oranlarıyla 
ilişkili olduğu; AML hastalarında tam remisyon oranı-
nın daha düşük olduğu, nükssüz sağkalım ve genel 
sağkalım süresinin kısaldığı hastalarda miR-181b 
ekspresyonunun yüksek olduğu bildirilmiştir (17). 
miR-181b-5p hedefleri arasında hücre çoğalmasın-
da rol oynayan p27, CREB1 ve TIMP3; apoptoz ve 
kemoterapi direnci ile ilişkili BCL-2, MCL-1 ve XIAP; 
hücre göçünde rol oynayan NRP1; ve vasküler inf-
lamasyonda rol oynayan importin-α3 bulunmaktadır. 
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miR-181b-5p hedef genlerinin çoğu, hücre çoğalması, 
apoptoz ve kemoresistans ile ilişkili olduğundan miR-
181b-5p'nin lösemi oluşumunda önemli rol oynayabi-
leceğini düşünmekteyiz (28,29).

LKH’lerinde ekspresyonu azalan diğer miRNA’lardan 
miR-320d' nin ifadesindeki azalışın,  yaygın büyük B 
hücreli lenfoma (DLBCL) hastalarının kötü prognozu 
ile ilişkili olduğu ve ekspresyonu arttığında hücre pro-
liferasyonunu ve invazyonu baskıladığı gösterilmiştir 
(30). miR-320d’nin AML hastalarının serumunda nor-
mal kontrollere kıyasla anlamlı derecede artmış oldu-
ğu da gösterilmiştir (28). Öte yandan miR-96’nın yeni 
teşhis edilmiş AML hastalarında ifadesinin düşük ol-
duğu ve kötü prognostik belirteçler ile ilişkilendirildiği 
gösterilmiş; standart kemoterapi sonrası ise miR-96 
ekspresyonunun arttığı bildirilmiştir.  LKH’de ifadesi-
nin azaldığını göstermiş olduğumuz diğer bir miRNA, 
miR-128, sağlıklı hastaların kan örneği ile karşılaştı-
rıldığında lösemik hücrelerinde yüksek bulunmuştur 
(32). Let7e-5p miRNA’sının ise akut lenfoblastik lö-
semi (ALL)’de expresyonunun azaldığı gösterilmiştir 
(33). 

Genel lösemik hücre populasyonu ile karşılaştırıldı-
ğında LKH’de ifadesinin azalmış olduğunu göstermiş 
olduğumuz son miRNA miR-17-5p’dir. miR-17-5p’ nin 
özellikle hücre proliferasyon genlerinin regülasyonun-
da rol oynadığını gösteren çalışmalar mevcuttur (34). 
Bu çalışmaların yanı sıra miR-17-5p ifade artışının 
hematopoezin (normal ve patolojik durumlarda) dü-
zenlenmesinde rol oynadığı gösterilmiştir. Ek olarak 
miR-17-5p miyeloid farklılaşmasının modülasyonun-
da yer alan miR-17-92 polisistronunda kodlanmakta-
dır (35).

Literatürde görüldüğü gibi, çalışmamız sonucunda 
saptanmış olan miRNA’lar KML’de lösemik kök hüc-
reler ve TKİ direnci ile doğrudan ilişkilendirilmemiş 
olsalar da hematopetik sistem fizyolojisi ve farklı lö-
semiler üzerinde yapılmış araştırmalarda karşımı-
za çıkmaktadır. Çalışmamız sonucu K562 ve K562 
LKH’leri arasında değişim gösteren miRNA’ların  he-
def genlerini incelediğimizde binlerce gen karşımıza 
çıkmaktadır. K562 ve K562 LKH’leri arasında değişim 
gösteren miRNA’ların Targetscan’ a (www.targetscan.
org) göre tahmini hedef genleri incelendiğinde, bun-
ların transkripsiyonun düzenlenmesi, hücre içi sinyal 
kaskadları, apoptoz düzenlenme ve hücre çoğalma-
sının düzenlenmesi ile ilişkili oldukları izlenmiştir. Bu 
hedef genlerden CDK6 (cyclin-dependent kinase 6), 
BCL2L1 (BCL2 like1), CRKL (Proto-oncogene C-c-
rk), BCL2 (B-cell lymphoma 2), RUNX1 (Runt-related 
transcription factor 1), SP1, CDKN1B (Cyclin-depen-
dent kinase inhibitor 1B), AKT1, PIK3R1’in (Phospho-

inositide-3-kinase) hematopoetik veya lenfoid organ 
gelişiminde rol aldığı CDK6’nın, eritrosit farklılaşma-
sının düzenlenmesinde, CDK6 ve RUNX1’in miye-
loid hücre farklılaşmasının düzenlenmesinde önemli 
rolleri olduğu bilinmektedir (21). MikroRNA’ların gen 
ürünü mRNA’lara bağlanarak, ilgili gen ifadesini azalt-
tıkları göz önünde tutulduğunda: LKH’lerde azalan 
miRNA’larımızın hedefi olan bu genlerin kök hüc-
rede artmış olabilecekleri öngörülmektedir. LKH’de 
azalan miRNA’larımızın hedef genlerinden biri olan 
CDKN1B hücre siklusunda görev almaktadır ve diğer 
hedef gen olan antiapoptotik PI3K yolağının bir üyesi 
AKT1, BCR-ABL aracılı transformasyonun yanı sıra 
BCR-ABL kinaz inhibitörlerine cevap olarak da yer 
alır. PI3K / AKT / mTOR sinyalinin imatinib naif hücre-
lerinde aktive edildiği, imatinib seçilim baskısı altında 
imatinib'e direnci arttırdığı gösterilmiştir (21).

Kronik myeloid lösemi ile ilişkili olan hedeflere bakıl-
dığında bunların çoğunun MAPK sinyal iletiminde rol 
oynadığı (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 ½ (ERK))gözlenmektedir.  İlginç şekilde, Ph + 
hücre hattı K562'de MAPK sinyalinin inhibisyonunun 
apoptozu indüklediği belirtilmiştir (36). 

Sonuç

Verilerimizde K562s LKH’de MAPK sinyal yolağını he-
defleyen miRNA’larımız anlamlı şekilde azalmaktadır. 
Bu azalan miRNA’ların MAPK sinyal yolağının akti-
vasyonunun azaltılabilmesi için olası hedeflerden biri 
olabileceğini ve KML LKH’lerine özgü miRNA'lardaki 
değişimlerin, yeni terapötik stratejilerin geliştirilmesini 
kolaylaştırabileceğini düşünmekteyiz. 
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