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OZET

Soroglu, CV. Hematopoietik ve Kanser Kok Hiicrelerin Hipoksik Kosullardaki
Fonksiyonel ve Genomik Yanitlari. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2019.

Amac: Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN), miyeloid seri hiicrelerinde somatik
mutasyonlar nedenli artmis proliferasyon ile karakterize bir kok hiicre hastaligidir.
Polisitemia vera, Esansiyel trombositoz ve Primer Myelofibroz klasik MPN alt
tipleridir. Bu aragtirma ile, MPN’deki miyeloproliferatif bozukluga kemik iligi mikro
cevresinin hipoksik kosullar1 (~%1 pO,) kaynakli HIFla ve NOS3 gen anlatimindaki bir

degisimin yol a¢ip agmadiginin gosterilmesi amaglanmaktadir.

Yontem: Kemik iligi mikrogevre kosullar1 oksijen basincina sahip hiicre kiiltiirii
ortaminda CellAsic ONIX cihazi kullanilarak farkli oksijen basinci degerleri (%0, %1,
%20) 16 MPN tanili hastaya ve kontrol olarak 2 kordon kanina (KK) ait Hematopoetik
ve Kanser Kok Hiicrelerin (HKH-KaKH) CD34" ve CD34" alt gruplarima uygulanmustir.
24 saatlik hiicre kiiltiirii sonras1 RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Kantitatif Gergek Zamanli PZR teknigi ile gen ifadelerindeki degisimler ve fonksiyonel

test olarak da hipoksik kosullara KaKH ve KK'nin apoptoza yanit1 incelenmistir.

Bulgular: MPN hastalarina ait KH’lerin CD34" alt grubundan CD34" gruplarina kiyasla
daha yiiksek konsantrasyonlu RNA Ornekleri izole edildi. HIFla ve NOS3 gen
anlatimlar1 MPN alt gruplart arasinda farklilik gostermekte olup kontrol grubu
hiicrelerine gore artis gostermistir. JAK2V617F heterozigot (monoalelik) ve yabanil tip
alel tasiyan hiicreler arasindaki farkliliklar anlamli degildir. MPN tiirii tespit edilememis
grupta hipoksik kosullarda JAK2V617F heterozigot (monoalelik) olguda NOS3 anlatimi

kontrole gore azalmis olarak bulunmustur.

Sonug¢: Kemik iligi mikro ¢evresi veya kok hiicre nisi, hematopoietik kok ve progenitor
hiicrelerin fonksiyonunu destekleyen kompleks bir sistemdir. Yapilan ¢alisma ile kanser
tipine gore KaKH'nin hipoksi ve anoksiye yanitlarinin degerlendirilmesi gerektigi
goriilmiistiir. MPN genotipi ve hipoksiye yanit1 hastalik tipine gore degerlendirilmelidir.
Bu konuda daha kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu agiktir.

Anahtar Kelimeler: Miyeloproliferatif Neoplazi, Hipoksi, Polisitemia vera, HIFla,
NOS3

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 30031
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ABSTRACT

Soroglu, CV. Functional and Genomic Responses of Hematopoietic and Cancer Stem
Cells in Hypoxic Conditions. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Genetics. Master of Science Thesis. Istanbul. 2019.

Purpose: Myeloproliferative neoplasia is a disease with increased proliferation of
myeloid blood cells, caused by somatic mutations. In this study, it is aimed to show
whether myeloproliferative disorders leads to a change in HIFlo and NOS3 gene
expression caused by hypoxic conditions of bone marrow microenvironment.

Materials-Methods: Bone marrow microenvironment was applied to healthy controls
and healthy patients’ the subgroups of Hematopoietic Stem Cells (HSC), CD34" and
CD34" with different oxygen pressure values (0%, 1%, 5%) using the CellAsic ONIX
device. cDNA synthesis and RNA isolation were performed after 24 hours of cell
culture. Quantitative Real-Time PCR techniques were used to investigate the changes in
gene expression.

Findings: Higher concentration of RNA samples were isolated from CD34" subgroups
from MPN patients compared to CD34" groups. HIFIla and NOS3 gene expressions
increased in pateints' stem cells than controls. The differences between the
heterozygous and wild-type allele for JAK2V617F exchange were not significant. In not
classified MPN patients with JAK2V617F heterozygous allele, expression of NOS3
under hypoxic conditions was found to be decreased compared to control.

Results: The bone marrow microenvironment or stem cell niche is a complex system
that supports the function of hematopoietic stem and progenitor cells. According to the
study, it was seen that the response to hypoxia and anoxia of CaSC should be evaluated
according to the type of cancer. The MPN genotype and response to hypoxia should be
evaluated according to the disease. It is clear that more comprehensive studies in this
subject are needed.

Key Words: Myeloproliferative Neoplasia, Hypoxia, Polycytemia vera, HIF1a, NOS3

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0.30031



1. GIRIS VE AMAC

“...Cin fikirli Prometheus gelince, Zeus

Coziilmez zincirlere vurdu onu,

Boyunu iki kat agan bir siituna.

Sonra bir kartal sald1 listiine gergin kanatli;

Oliimsiiz karacigerini yiyordu kartal,

Ve karaciger geceleri biiyiiyordu yeniden

Gergin kanatli kusun giindiiz yedigi kadar...”

der Hesiodos, eseri Theogonia — Isler ve Giinler’de [1]. Zeus, bir Titan olan
Prometeus’a insanlara sundugu ates yliziinden vermistir bu cezayi. Anlatinin gergekligi
bir yana, bu betimlemede Antik Yunan devrinde karacigerin kok hiicreler ile kendini
yenileme 6zelligine dair bilgiler o donemdeki tabiriyle o karsimiza ¢ikmaktadir.
Hematopoetik Kok Hiicreler (HKH), kan ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin {iretiminden
sorumlu olup kendini yenileyebilme, hiicre boliinmesi ve farklilagma gibi yeteneklere
sahip hiicrelerdir. Yetigkin insanlarda HKH’ler, kemik iliginin ardindan en ¢ok kordon
kan1 ve periferik kanda bulunur [2]. Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN), kan hiicresi
tiretim stireclerindeki hatalar nedeniyle bir ya da daha fazla sayida kan hiicre hattinin
asirt miktarda ¢ogalmasi sonucu olusan hastaliklarin genel adidir. Polisitemia vera (PV),
Esansiyel trombositoz (ET) ve primer miyelofibrozis (PMF) Philadelphia kromozomu
negatif (BCR-ABL1-negatif)/klasik miyeloproliferatif neoplaziler grubuna dahildir [3].
PV tek bir hematopoetik progenitor hiicrede gergeklesen somatik mutasyon sonucu
olusup, artmis hematokrit ve kan hacmiyle goriilen bir MPN tiridir [4]. JAK2
€.1849G>T mutasyonu MPN’ler icinde %95 oraninda en ¢ok PV hastalarinda
goriiliirken, yeni nesil dizileme calismalar1 ile yeni mutasyonlarin varligi da aciga
cikmigtir. Son yillarda MPN’ler i¢inde birgok somatik mutasyon tanimlansa da
bunlardan yalnizca Janus Kinaz 2 (JAK2), Miyeloproliferatif Losemi Virlis onkogeni
(MPL) ve Kalretikulin’in (CALR) MPN fenotipine 6zgii oldugu goriilmiistiir. CALR,
kalreticulin adli olduk¢a korunmus endoplazmik retikulum proteinini kodlar; hiicre i¢i
kalsiyum dengesi, sinyal iletimi, glikoproteinlerin dogru katlanmasi, apoptoz,
farklilasgma ve immiinolojik hiicre Oliimiinde gorev alan Onemli bir gendir. Bu
mutasyonlara MPN’de daha nadir goriilen ancak tanmi acisindan Oonem tasiyan bagka

mutasyonlar da eslik edebilir [5, 6].



PV hastalar, hastaliga bagli hiicre artis1 nedeniyle ¢okca sikintilar yasarlar. Bunlar;
kasint1, yorgunluk ve dalak biiyimesi kaynakli sikintilar, diisiik yasam kalitesi, artan
saglik hizmeti kullanim1 kaynakli mali yiik, artmig trombotik egilim ve kanama egilimi
riski, hastaligin Miyelofibroz’a (MF) veya Akut Miyeloid Losemi’ye (AML) doniisiim
riski, sekonder solid malinitelerin gelisme potansiyeli ile tromboz ve kanama
egilimlerin yol actig1 6liim orani artis1 seklinde siralanabilir.

Kemik iligi mikrogevresi ya da kok hiicre nisi, hematopoietik kok ve progenitor
hiicrelerin fonksiyonunu destekleyen kompleks bir sistemdir. Yapilan caligmalarda,
kemik iligindeki (KI) oksijen diizeyinin HKH biyolojisinde énemli bir rolii oldugu
gosterilmistir. Kemik iligi endosteumu oldukca diisiik oksijen diizeyine sahiptir (~%1
pO,) ve HKH’ler igin hipoksik nisi olusturur [7]. Hiicre kiiltiirii ortaminda HKH’ler ile
normoksi (~%20 pO,) sartlarinda gerceklesen calismalar, oksijen orani son derece
diistik olan kemik iligi ¢cevre kosullarin1 dogru sekilde yansitmayacagi i¢in kullanilacak
hava bilesimindeki oksijenin yiizdesinin kemik iligi mikrocevre kosullarima uygun
olmasi Onemlidir. Bu amagla yapilacak c¢alismalarda hipoksik ortam kosullar
olusturulmas1 HKH biyolojisinin daha dogru bir bigimde ortaya konulmasina olanak
saglayacaktir [8].

Hipoksi Indiikleyici Faktorler (HIF), hiicreler i¢in bir stres kaynag1 olan diisiik oksijen
basincinda aktifleserek oksijen alimini artirici diizenlemeler ile hiicre hayatta kaliminda
onemli rol oynarlar. Cevre oksijen diizeyindeki degisimle hiicredeki iiretimi diizenlenen
HIFlo’nin oksijen diizeyi belirleyici bir islevi de vardir. Olgun HKH’lerde HIFlo
diizeyinin yiikseldigi ve glikolizi kontrol eden genlerin hipoksi uyarimli anlatiminin
arttif1 gosterilmisti. HKH metabolizmasm degistirip olgun KIi hiicrelerine kiyasla
glukoz tiiketimi ve laktat iretiminde artis sergiler; boylece mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon yerine glikolizizi kullanarak hipoksik mikrogevre kosullarina adaptasyon
saglar [6]. Mikrogevre ve hiicre i¢i kosullar etkisiyle reaktif oksijen {iriinleri miktarinda
artiglar goriliir. Nitrik oksit (NO) bunlardan biri olup Endotel Nitrik Oksit Sentaz
(eNOS/NOS3) tarafindan oksijene bagl yolla iiretilir [9].

Mevcut tedavi secenekleri, baz1 hastalarin hastalikla iligkili semptomlarinin bazilarim
etkin bir sekilde idare edebilir ancak konvansiyonel secenekler semptomlarin birgok
yoniinii ele almaz. Bu durum, olaymn dogal seyrini potansiyel olarak degistirebilecek

yeni tedavilere ihtiyag duyuldugunu isaret etmektedir. Yeni tedaviler veya yeni



stratejiler, karsilanmamis ihtiyaglara hitap edebilir ve MPN'li hastalarda iyilestirilmis
sonuglarla birlikte hastaligin yarattig1 sikintilarin hafiflemesini saglayabilir.

Bu aragtirma kapsaminda olusturulan hipotez: MPN'de goriilen miyeloproliferatif
patogenezde kemik iligi mikrogevresine ait, kanser kok hiicrelerinde hipoksik kosullar
kaynakli HIF 1o ve eNOS gen anlatimlarindaki degisimlerin etkili oldugudur.

Bu hipotezi gerceklestirmek iizere calismamizin amaclari;

Amag 1: MPN hastalarindan CD34" hiicrelerin eldesi ve JAK2 ¢.1849G>T mutasyon
varliginin belirlenmesi,

Amag 2: Elde edilen Kanser Hematopoetik K&k Hiicrelerde (CD347/CD34°), anoksi
(~%0 p0,), hipoksi (~%1-3 pO,), normoksi (~%20 pO,) ortamlarindaki RNA anlatim
diizeyleri arasi iliski,

Amag 3: Olusturulan hipoksik kiiltiir kosullarimda CD34" MNC hiicrelerinde Annexin V

uygulamasi yardimiyla apoptoz indiiksiyonunun tespit edilmesidir.

Arastirmadan elde edilen bilgilerin tedavi stratejileri olusturmada kanser kok

hiicre karakterini anlamamiza yardimci olmasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre
Alman biyolog Ernst Haeckel, ortak bir atayir paylasan organizmalarin evrimini
anlatmak icin ¢izdigi filogenetik agaclar1 “Stambdume” (Stem-tree/kok agac/aile agaci)
olarak isimlendirmis, yine bu kapsamda tiim ¢ok hiicreli organizmalarin evrimlestigini
diistindiigii tek hiicreli atasal organizmayi “Stamzelle” (Stem-cell/Kok hiicre) olarak
tanimlamigtir. Anthropogenie adli eserinin gézden gegirilmis 3. baskisinda dollenmis
yumurtayl da bu tanimla ifade etmistir. Bu eserde kok hiicre tanimi, hem ¢ok hiicreli
organizmalarin atasi olan tek hiicreli organizma i¢in hem de organizmanin tim
hiicrelerini meydana getiren déllenmis yumurta igin kullanmistir [10].
Bir¢ok organizmada farkli 6zelliklere sahip temel ¢cogalan hiicreler olsa da kok hiicreleri
sahip oldugu su ii¢ 6zellikle genelleyebiliriz:

1. Kendini yenileyebilme

2.Baska hiicre ¢esitlerine farklilagabilme

3. Sonsuz boliinme potansiyeline sahip olma [11].
Ayrnildiklar alt gruplar ise viicutta farklilagabildikleri hiicre c¢esidi sayisini ifade eden
totipotent, pluripotent, multipotent, unipotent olarak tanimlanmalarini saglar.
Organizmalardaki kok hiicreler, bir veya birkag hiicre tiiriine farklilagabilen kapasitede
olabilecegi gibi hematopoetik kok hiicrelerdeki (HKH) gibi biitiin kan — lenfoid seri

hucrelerine koken olabilir.

2.1.1. Hematopoetik Kok Hiicre

Eriskin bir insan giinde ~5x10™ kan hiicresi iiretebilir ve bu rakam ihtiya¢ aninda 10-20
kat aras1 artig gOsterebilir. Bu siire¢ tiim yasam boyu kesintisiz sekilde devam etme
yetkinligindedir. Bu yetkinligin devamliligt HKH’nin kendini yenileyebilmesine ve
sayisint korumasina baglidir. Oldukg¢a az sayida hiicrenin tiim kan hiicrelerini yeniden
tiretebilmesi kemik iligi nakillerinin de temel ilkesini olusturur.

HKH, multipotent miyeloid ve lenfoid seri onciisii kok hiicrelerin kdkenidir. Yuvarlak
cekirdekli, dar sitoplazmali morfolojileri ile lenfosite benzeyen oncii hiicreler, kiiltiir

ortamina yapismama Ozelligi sergiler. Bu benzerliklerin yaninda kendilerine 6zgii bir



yapilar1 olmayis1 mikroskobik incelemede taninmalarini giliclestirir; bu amagla, yiizey
belirtecleri ile isaretlemeye dayali ¢esitli analiz yontemleri kullanilir.

Prenatal donemde baslayan kan hiicresi iiretim siirecinin ilk basamagi kalp ve damar
gelisimidir. Embriyonal 21-22. giinde ilkel kalbin kontraksiyonlar1 baslamaktadir [2].
Insan embriyosunda ~3. hafta ortalarinda Hemanjiyoblast adli mezenkimal kékenli
hiicre hematopoetik ve anjiyopoetik hiicrelerin ortak atasidir. Prenatal donemde kan
hiicreleri sirasiyla yolk sak, fetal karaciger ve kemik iliginde iiretilirken, postnatal
stirecte ise kan hiicresi liretimi kemik iliginde yerlesim gosteren hiicrelerin gorevidir.
Femurlar, kal¢a kemikleri, kaburgalar ve sternumun medulla bdlgesi ise bu islevin
yogun sekilde gergeklestigi yerlerdir. Yetiskinlerde HKH’ler c¢ogunlukla uzun

kemiklerin metafizindeki kemik iliginde bulunur [11, 12].

Periferik kan, hematolojik bir malinite olmadig1 takdirde az sayida HKH igerir
(1:100.000). Gobek kordonu da fetiise yalnizca besin ve oksijen tasimaz, igerdigi kan ve
kan hiicreleri nedeniyle ayn1 zamanda bir HKH kaynagidir. 1972 yilinda yapilan bir
calismada bu hiicrelerin lenfoblastik 16semi tedavisinde olumlu etkisi oldugu
bildirilmistir [13]. Sonraki yillarda kordon kanindan elde edilen kok hiicrelerin
hematolojik maligniteler (Fanconi anemisi tanili 6 yasinda bir hastaya yeni dogan
kardesinden alinan kordon kani nakli) ve kemoterapi sonrasi ilik yetmezIligi icin tedavi
amagh kullanimi baglamistir [14, 15]. 2011 yil1 itibariyle goriilmiistiir ki, kordon kan
(KK), kok hiicre kaynaklart igerisinden en yaygm kullanilamidir. Kolay
bulunabilmesinin yaninda diger kok hiicre kaynaklariyla kiyaslandiginda (6zellikle
embriyonik kok hiicre) etik ve dini/politik agidan daha genis kesimlerce kabul gérmesi
de bunda 6nemli bir etkendir. HKH sayis1 bakimindan periferik kandan daha fakir olsa
da daha az tartismaya yol actig1 i¢in HKH naklinde K1 ve periferik kandan sonra iigiincii

bir kaynak olarak goriilmiistiir.

2.1.2. Kanser Kok Hiicresi

Kanser caligsmalari; kanserlesmenin, metastazlarin ve tedaviye karsi diren¢ olusmasinin
sorumlusu olan, kendini yenileyebilen kanser kok hiicresi (KaKH) kavramidir. Bu
kavrami ilk defa Mackillop 1983’te ortaya atmig ve her tiimdriin bir KaKH’sinin
oldugunu ileri siirmiistiir [16]. 1994 yilinda akut myeloid 16semili hasta grubundan
Lapidot ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez izole edilerek varligi kanitlanmistir. Bu

calismada hastalardan almmis CD34"/CD38" hiicreler SCID farelere transfer edilmis,



sonrasinda 16semi hiicrelerinde klonal artis gbzlenmis; fakat transfer edilen
CD34%/CD38" hiicreleri sonrasinda 16semi olusmadigi gozlenmistir [17]. Normal kok
hiicre ile arasindaki farklar, kendini yenileyebilmesi, ¢cok yonli farklilagabilmesi,
radyasyon, kemoterapik/kimyasal ajanlara direngli olmasi ve apoptozdan kagabilmesidir
[18]. KaKH’nin 6ncii hiicreler [19, 20], kok hiicreler [21, 22] veya yetiskin dokulardaki
farklilasmis hiicrelerden onkogenlerin etkisi, tiimor baskilayicit genlerin aktivitesinin
azalmasi, bozulmus metilasyon ve histon modifikasyonlarindaki hatalar gibi epigenetik
etkiler sonucu ortaya ¢iktigi ileri siirilmektedir [23]. Klonal evrim modeli,
kanserlesmeyi baslatacak hiicrenin/hiicrelerin ortaya ¢ikist ve bunu takiben
mutasyonlarin, genetik hatalarin ve epigenetik degisimlerin meydana gelmesiyle KaKH
gelisimini agiklamaktadir. PI3K/Akt/mTOR, Bmil, Wnt/B-catenin, Shh ve Notch gibi
embriyolojik donemde de aktif olan yolaklarin yetiskinde normal seyrinden ¢ikmasinin
KaKH olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir. Normal kok hiicreler gibi KaKH de
nise ve buradaki sitokinlere ihtiya¢ duymaktadir. Gelisimi i¢in ayrica bir nise ihtiyag
duymadigi, normal kok hiicrelerin bulundugu nisler icerisine yerlestigi ve buralarda
sessiz kalarak tedavi i¢in kullanilan kimyasal ajanlardan kagtig1 diistiniilmektedir. Hiicre
yiizey belirteglerine gore akim 6lcer, manyetik hiicre ayristirma ve FACS gibi teknikler
ile kanser tipine gére KaKH elde edilebilmektedir. Akut myeloid 16semilerde CD34" ve
CD38" yiizey belirteglerinin KaKH ile iligkili oldugu bilinmektedir [25]. Yiizey
reseptorlerine Ozel tedavilerle direnglerin Oniine ge¢mek, metastazlari ve tiimoriin

biiylimesini 6nlemek adina ¢aligmalar umut vermektedir [11].

2.1.3. Kemik iligi ve Mikrogevre

R. Schofield, “Hem ilkel hem de kalict hematopoez, hiicrelerin mikro ¢evresinden, yani
nisten gelen uyarilara siddetle gereksinim duyar.” seklindeki tanimu ile nis kavramini ilk
kez kullanan kisi olmustur [26]. So6zliikk anlam1 “girinti/oyuk™ olan nis, kok hiicrelerin
farkli gérev yapabilme becerisini kazandig1 ve rollerinin gergeklesebilmesi i¢in gerekli
olan mikro gevre kosullarinin bulundugu ortamdir. Scadden’in tanimi ise “Nisin temel
islevi kok hiicreleri farklilagmamis diizeyde tutmaktir. Bunun yaninda hiicrelerin
yagamini da garanti altina almaya ¢alisir.” seklindedir [27].

Nis kavrami i¢in ¢ok c¢esitli tanimlamalar mevcutsa da hepsinin ortak 6zelligi kemik
iliginin sahip oldugu fiziksel kosullari, komsu hiicreleri/yapilari, kok hiicreleri ve onlara

eslik eden hiicrelerarasi ortamin bir biitiin oldugunu diisiinerek iiretilmis olmalaridir. Bir



veya birden ¢ok hiicre tiirii kok hiicrelere eslik edebilecegi gibi hiicresiz bir nis de
mimkiindiir [11].

20. yy basinda A. Maximov, hematopoezin hiicresel bir hiyerarsiye tabi oldugunu 6ne
siirmiistiir. Ikinci Diinya Savas1 sonunda atom bombalarmin hedefi olan Japon halkinin
karsilastig1 kitlesel dliimler ve ¢esitli hematopoetik hastaliklar, iyonize radyasyonun
kemik iligine verdigi zararin ve kemik iliginin kan iiretimindeki 6neminin anlasilmasini
saglamistir. Iyonize radyasyon magduru bir kisi yalnizca radyasyona ugramamis
vericilerden transplantasyon sonrasi sag kalabilmistir. Kemik iligi kaybinin kemik iligi
nakli ile agilabildigi ve kan hiicrelerinin yeniden olusturulmasindaki olumlu etkisi
gozlenmesine ragmen, hangi serilerden kok hiicreye ihtiya¢ duyuldugu tam olarak
anlasilamamustir [28].

Kok hiicrelerin sergiledikleri davranislar agisindan nis; sessiz kalma, yenilenme ve
kararlanma kararlarinin verildigi yasam alanidir. Bu davranislar, hiicre i¢i ve digina ait
tiim sinyallerin ortak kararidir. insan viicudundaki yenilenme hiz1 yasla birlikte azalsa
da kan dokusu, beyin ve iskelet kasi dokularinda oldugundan daha sabit bir yenilenme
hizina sahiptir. Ayrica hareketli dogasi, diger kok hiicre nislerinde olmayan karmasik
bir iligki ag1 olusturur. Bu iligki ag1 viicudun her bdlgesinden ¢ok farkl: hiicre tipleri ve
farkli cevresel uyarilar ile girdikleri etkilesimlerin bir sonucudur ve HKH nisi bir arada
incelemek i¢in oldukc¢a zorludur.

Gelismis goriintiileme sistemleri ile yerlesim gosterdikleri bolgeler iizerine elde edilen
veriler 1siginda  HKH’nin  kemik i¢inde osteoblast, osteoklast ve stroma
fibroblastlarindan zengin olan endosteum bolgesinin (endosteal nis, osteoblastik nis)
yakinlarinda daha sessiz oldugunu gostermektedir [29].

2015 wyilinda yapilan bir c¢alismada bolinen HKH’lerin boliinmeyenlere gore
endosteuma daha yakin oldugu, bununla birlikte hem bdliinen hem de boliinmeyen

HKH’ler i¢in farkl perisiniizoidal bolgelerin olabilecegini belirtilmistir [30].

Kemik dokusundaki bu tarz bir konumlanmanin biyolojik acidan nasil bir fark
yarattigina baktigimizda ilk olarak kemik doku matriksinin kalsiyum bilesiminin diger
mezoderm kokenli dokulardan farkli oldugu dikkati ¢eker. Yiksek mineral bilesimi
osteoblast ve HKH hiicre zarinda kalsiyuma duyarli reseptorleri (Calcium-sensing
Receptors, CaR) gerektirir. Deneysel fare modelinde CaR yoksunu HKH’nin kemik
iligine yerlesimi basarisiz olmakta ve kemik iligindeki hiicre sayis1 azalmaktadir [11].

Lam ve arkadaglari, CaR uyariminin HKH'nin kemik iligine doéniigiinii (homing) ve



yerlesimini artirict etkisini ve kalsiyum iyonlarinin HKH i¢in kemoatraktan rolii

oldugunu géstermistir [31].

2.1.4. Hipoksi ve Reaktif Oksijen Tiirleri

HKH iizerine etkisi olan diger bir etmen de dokudaki oksijen ylizdesi veya kismi
oksijen basincidir. HKH mikrogevresindeki oksijen miktarinin optimum oldugu
seviyeyi bulabilmek i¢in Hoechst boyasi ile oksijenin dokudaki perfiizyonu
ol¢iildiigiinde, koyu boyali hiicrelerde oksijenin daha iyi perflize oldugu; pimonizadol
ile de dokudaki hipoksinin belirlendigi ¢alismalar ile HKH’nin dokuda pimonizadol
perfiizyonu olan bolgede yerlesim gosterdigi belirlenmistir [11, 29].

Hipoksiye verilen hiicresel yanittan Hipoksiyle Uyarilan Faktorler (Hypoxia Inducible
Factor, HIF) sorumludur. Hifla, mikro ¢evre diisiik oksijen kosullarinda artan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bu artis ile mitokondride oksidatif fosforilasyondan glikolize
gecis saglar ve boylece hipoksik bir cevreye adaptasyon saglanarak HKH hayatta
kalimin1 arttirir [30]. Bu durumun aksine, Hifla yoklugunun HKH ¢ogalmasina
olumsuz etkisi olup artan hematopoetik strese yeterli cevap gelistirilemez ve HKH
zamanla azalarak tukenir, ancak HIFlo anlatiminin strekli sabit kalmasi da HKH'nin
kaybina neden olur [32].

Eritrosit proliferasyonu ve hipoksiyle tetiklenen transkripsiyonu uyaran horman olan
Eritropoetin (EPO) geninin 3" diizenleyici/enhancer bdlgesindeki Hipoksi Yanit
Elemaninin (Hypoxia Response Element, HRE; 5'-RCGTG-3") tanimlanmasiyla HIF-1
kesfedilmistir [33, 34]. Ardindan gelen ¢alismalarla HRE’ye baglanan HIF-1 proteinin
hipoksi varliginda goriilen HIF-1a ve siirekli anlatimi1 yapilan HIF-1f alt birimlere sahip
heterodimer yapis1t gosterilmistir [35]. HIF-1p ARNT (aryl hydrocarbon nuclear
translocator) olarak bilinen aril hidrokarbon reseptoriine baglanir. HIF-1a ve HIF-1p
basit sarmal-dongii-sarmal-Per-ARNT-Sim (bHLH-PAS) protein ailesine aittir. bHLH
ve PAS motifleri HIF-1oo ve HIF-1B alt birimleri arasindaki heterodimer yapisi igin
gereklidir.

HIF-/a oksijene bagimli bir degradasyon bolgesi (oxygen-dependent degradation
domain, ODDD) de igerir [36]. Eritropoez ve glikoliz gibi oksijen yetersizliginin oldugu
durumlart hizlica Onleyerek hipoksiye karst olusturdugu ¢oklu yanitlarla uzun siireli
cOzlimler saglanmasinda gorevli olan HIF-1a, insana ve fareye ait tiim dokularda

anlattimi1 yapilan bir faktordiir [37]. Eritropoez/demir metabolizmasi, glukoz



metabolizmasi, anjiyogenez, apoptoz, hiicre proliferasyonu/hayatta kalimi1 HIF-/a’nin is
gordiigl baglica yolak ve stireglerdir.

HIF-2a, HIF-1la ile %48 amino asit ortak dizi paylasimina ek olarak yapisal ve
biyokimyasal benzerliklere (HIF-1p ile heterodimer olusturma, HRE'lere baglanma)
sahip hipoksiyle uyarilan bir faktordiir. HIF-/a’nin aksine HIF-2a agirlikli olarak
akciger, endotelium ve karotid cisimde anlatimi yapilir.

HIF-3a, HIF-15 ile dimerize olan, HRE'lere baglanan ve farkli tiirdeki dokularda
anlatim1 yapilan bir diger transkripsiyon faktoriidiir. HIF-3a kirpilma varyanti olan
inhibitor PAS’in (IPAS), serebellumdaki Purkinje hiicreleri ve kornea epitelinde
anlatim1 yapilmaktadir. IPAS, HIF-/a’1n N-terminal ucu ile etkilesime girer ve DNA’ya
baglanmasin1 engelleyerek HIF-1 i¢in “dominant negative regiilator” olarak is goriir
[38]. Kalp ve akciger dokularinda hipoksi uyarimi ile HIF-1 aktivitesi i¢in negatif geri
besleme dongiisiinde yer alir [39]. HIF-/a ve HIF-20 daha kapsamli olarak ¢alisiimigsa

da HIF-3a ve diger HIF izoformlari {izerine ¢alismalar sinirlidir.

Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species/ROS), hiicre i¢indeki oksidasyon
metabolizmasinda olusan toksik yan ftriinlerdir. Her ne kadar, sinyal iletimi veya
patojenlerle savasma gibi bazi fizyolojik siireclerde gerekli olsalar da hiicrede belli bir
diizeyin tizerindeki ROS, lipidleri, proteinleri, RNA ve DNA'y1 ve sonug olarak hiicre
islevini olumsuz yonde etkiler. JAK2V617F degisiminin knock-in fare modelinde HKH
kompartimaninda ve JAK2V617F MPN’li hastalarda ROS birikimine yol actigi Marty
ve ark tarafindan gosterilmistir [40]. Kok hiicrelerin korunmasi énemlidir ve bu nedenle
yasam boyu ROS hasarlar1 en diisiik seviyede tutulmalidir. insanda goriilen gesitli
kanser tiplerinde HIF-/a ve HIF-2a’nin asirt anlatiminin genetik degisimler ve timor

i¢i hipoksinin sonucu oldugu bulunmustur [41, 42].

2.1.5. Hipoksi ve Kanser

Yapilan g¢alismalarda bir¢ok primer malinitede ve metastazlarda HIF-la’nin artmis
ekspresyonu tespit edilmistir ve sagkalimi azaltici bir faktor oldugu gosterilmistir [43,
44]. Bu sebeplerle sadece hematolojik maliniteler i¢in degil, bagska maliniteler i¢in de
hem bir biyobelirteg hem de tedavi stratejileri gelistirmede kullanilabilecek bir biyolojik
molekiil oldugu oOne siiriilmektedir [45, 46]. Timoral dokulardaki hizli hiicre
proliferasyonu ve artmis metabolizma hizi kaynakli hipoksik ortam ve genetik

varyasyonlar nedeniyle HIF genlerinin ekspresyonlarimin arttig1 diistiniilmektedir [44,
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47]. Normal dokularda Hif-1a proteini saptanamaz iken, selim tiimoérlerde en az, habis
tiimorlerde daha fazla ve metastatik tiimorlerde ¢ok fazla olarak tespit edilmektedir [42,
48, 49]. Bu sonuglar 1s1ginda metastazda etkin olan anjiogenez ve tiimoral dokularin
ekspansiyonel olarak biiylimesinde hipoksi ile birlikte HIF’lerin 6nemli birer faktor

oldugu goriilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, meme kanseri tedavisinde kullanilan antianjiogenik ajanlarin
tiimor dokusunda hipoksik ortam olusturdugu, bu durumun KaKH’larin aktivasyonuna
yol agtig1 ve sayilarint arttirdigi, bu durumun da HIF-1a ile iliskili oldugu gosterilmistir
[50].

MPN hastalik grubunda sik goriilen JAK2V617F varyanti pozitif hiicrelerde ve periferik
mononiikleer hiicrelerde hipoksik kosullarda JAK2V617F aktivitesinin azaldigi
gosterilmistir. Hipoksik kosullarda JAK2V617F inhibisyonu ile hiicre siklusunun primer
negatif kontroliinii saglayan p27/KIP1 ekspresyonunun arttigi, iligkili inhibisyonun
olusmasinda reaktif oksijen {iriinlerinin JAK2 aktivasyonunda etkin SHP-2’nin

oksidasyonuna ve inhibisyonuna yol acarak rolii oldugu tespit edilmistir [7].

2.2. Miyeloproliferatif Neoplaziler

2.2.1. Tarihce

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), HKH’lerde gerceklesen somatik mutasyonlar
sonucu bir veya daha fazla miyeloid seri hiicrelerin artis1 ile karakterize olan
hastaliklara verilen genel addir [39].

Yasam siliresiyle orantili olarak somatik hiicrelerde genetik hatalara karsi duyarlilik
olusur. Genom biitiinligii ve kanserlesmenin 6nlenmesi, diger hiicrelerin de kdkenini
olusturan kok hiicrelerde kanserlesme gibi daha agir riskler barindirir. Mutasyonlarin
bulunduklart hiicredeki gen veya iriinlerinin ortaya koydugu anlam bazen diger
hiicrelere kars1 cogalma ve sag kalim avantajlar1 seklinde sonuglanabilir. MPN gibi bir
veya daha fazla hiicre soyunun asir1 cogaldigt durumlarda avantajlarin yerini
timorlesmenin almamasinin Oniindeki engeller, hiicreyi DNA hasarindan koruyan
cesitli mekanizmalardir. Bu durum, bazen bir {istiinliik gibi goriilse de ilerleyen yaslarda
timor olusumu agisindan biiyiik problem yaratabilir. KH'lerde, hiicreyi i¢ ve dis
kaynakli mutajenlerin etkisinden koruyan ve DNA hasar1 meydana geldiginde onaran
cok sayida mekanizma gelismistir. DNA hasar1 onarillamayacak diizeydeyse hiicre

apoptoza veya yaslanmaya girer.
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Klinik, hematolojik, histolojik ve genetik etmenler dikkate alinarak 2016 yilinda

yayinlanan gozden geg¢irilmis hematopoetik ve lenfoid doku tiimorleri siniflandirmasi

ile MPN'ler Kronik Miyeloid Losemi, BCR-ABL1-pozitif Kronik Noétrofilik Losemi

(CNL), Polisitemia Vera, Primer Miyelofibroz, Esansiyel Trombositemi, Kronik

Eozinofilik Losemi ve siniflandiritlamamis MPN olarak siniflandirilmistir. MPN'li

hastalar genellikle ortaya ¢ikisi uzun yillar alan sinsilikte, akut 16semi (Blast evresi) ve

ilik yetmezligine kadar varabilen kronik bir hastalikla birliktedir. Erigkin yas hastaligi

olmasinin yaninda nadiren geng yaslarda da goriilebilmektedir.

Tablo 2 — 1: Miyeloproliferatif Neoplaziler Tarihgesi

William Dameshek, Kronik Miyeloid Lésemi (KML), Polisitemia Vera

1951 (PV), Esansiyel Trombositoz (ET), Miyelofibroz (MF) arasindaki klinik ve
morfolojik benzerlikleri “Miyeloproliferatif Hastaliklar” olarak adlandirdu.
1960 Peter Nowell ve David Hungerford, kesfin yapildig: yer ile adlandirdiklar
Philadelphia kromozomunu (Ph) buldular.
Janet Rowley Ph kromozomunun 9. ve 22. Kromozomlar arasindaki bir
1972 resiprokal translokasyon —t(9;22)(q34;q11) — ile karakterize oldugunu
gosterdi.
1985-6 BCR-ABLI transkripti ve ona ait {iriin olan fiizyon proteini p210
tanimlandi.
1990 p210, BCR-ABL ile HKH’nin retroviral enfeksiyonunun farede KML
benzeri hastaliga neden oldugu gosterildi.
1996 Bir tirozin kinaz inhibitorii olan Imatinib’in kesfi (Nicholas Lydon) ve
KML’de terdpatik kullanimi (Brian Duker) gosterildi.
2005 JAK2V617F mutasyonu (Vainchenker) kesfedildi.
2007 JAK2V®Y PV hastalarinda diger JAK2 gen mutasyonlari tanimlandi.
2013 2013 yilinda MPN'de gbzlenen diger bir siiriicii mutasyon CALR




12

tanimlanda.

2.2.2.Miyeloproliferatif Neoplazilerde Goriilen Genetik Varyasyonlar

JAK2 (Janus Kinase 2; 9p24), CALR (Calreticulin, 19p13.2) ve MPL
(Myeloproliferative leukemia virus oncogene, 1p34) gen varyasyonlart MPN’de goriilen
stirticti mutasyonlardir. JAK2 geninde 14. ekzon ¢.1849G>T somatik mutasyonu aktive
edici mutasyon olup miyeloid seri farklilasmis kan hiicrelerinin hiperplazisine yol agar.
Bazi istisnalar diginda CALR ve MPL mutasyonlar1 PV'de goriilmez, ET'de %20-25 ve
%3-4 ve PMF'de %20-25 ve %6-7 oranlarinda goriilir. PMF veya ET hastalarinin
~%10-15'i JAK2, CALR ve MPL mutasyonlarini tasimaz ve bu nedenle "ii¢lii negatif"
olarak tanimlanirlar. Tanimlanan siiriicii mutasyonlarina birden fazla MPN alt tipinde
rastlanmas1 ve liclii negatif vakalarin varligi bu mutasyonlarin ayirici tani igin tek
baslarina yeterli olmadiklarini gosterir. Bunun yaninda yeni nesil dizileme c¢aligmalari
ile ¢esitli yatkinlik genleri tanimlanmig ve bu genlerin igerisinde yer aldigit MPN Panel
Testleri olusturulmustur. MPN grubunda yalnizca KML, tami kriteri olarak bir
kromozomal anomaliye [t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR-ABLI fiizyon genine] ihtiya¢ duyar.
PV hastalarinin >%95'inde JAK2 ekzon 14 p.V617F varyasyonu gozlenirken ~%3'tinde
ekzon 12 varyasyonu gozlenir; geri kalanlar ise nokta mutasyonlar1 ve kiigiik
insersiyon/delesyonlar  kaynaklidir. PV'li  hastalardaki agiklanamayan kronik
hematokrit/hemoglobin artisinda JAK2 mutasyonunun tanimlanmasi énemli olsa da PV
hastaligina 6zgiin bir belirte¢ degildir; PMF ve ET hastalarinda ~%55 dolaylarinda,
miyelodisplastik sendromlarda ise daha az oranlarda gézlenmektedir. PMF hastalarinda
bu varyant ~%13 oraninda homozigot (bialelik) olarak saptanmaktadir.

JAK2 ekzon 14 varyasyonu, Jak2 proteininin oto-inhibit6r (baskilayict) JH2 psddokinaz
bolgesini (domain) etkileyerek JAK/STAT sinyal yolaginda JAK2’nin Kesintisiz
aktivasyonuna yol acarken, ekzon 12 JAK2 varyasyonlari daha giicli liganddan
bagimsiz Jak2 sinyal iligkisine sevk eder ve Jak2, Erkl ve Erk2 seviyeleri artar. Ekzon
12 ve 14 varyasyonlar1 kiyaslandiginda klinigi etkilemeyen bazi1 hematolojik farkliliklar

olabilmektedir.

JAK2V617F alel yikii PV'li hastalarda kiiciik yiizdelerden %100'e kadar
degisebilmektedir. Bu oran %50 nin altinda ise diisiik alel yiikii, listiine ise yliksek alel
yiikii olarak siniflandirilir. JAK2V617F alel yiikii hematolojik ve klinik parametrelere
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etkisi vardir. Varyantin heterozigot (monoalelik) oldugu durumlarda, mitoz sirasindaki
hatalar ve homolog rekombinasyonlar nedeniyle alel homozigot (bialelik) hale
gelmektedir. PV vakalarinin %30'unda, PMF'de de gozlenen ancak ET hastalarinda
nadiren goriilen 9p kromozomu i¢in uniparental dizomiyi izleyen homozigot (bialelik)

JAK2 mutasyonu goriilmektedir [51].

JAK2 ekzon 12 mutasyonlar1 daha az oranlarda saptanmakta olup; PV hastalarinda %3;
JAK2V617F varyant1 tespit edilmemis hastalarda ~%30 civarinda goriilmektedir [52,
53].

Ayrica MPN hastalarinda blastik dontisiim ile iliskilendirilen LNK mutasyonlar1 [54],
16semi ile iliskilendirilen IKZF1 delesyonlari, EZH2 mutasyonlar1 [55], farkli bir¢ok
kanserde de tespit edilen TP53 mutasyonlar1 [56, 57], MPN’lerde %15’lere kadar
goriilebilen TET2 mutasyonlart [58, 59, 60, 61, 62], ileri yas MPN hastalarinda tespit
edilen ASXL1 mutasyonlar1 [63, 64, 65], IDH1 ve IDH2 mutasyonlart [64]

goriilebilmektedir.

2.2.3. Myeloproliferatif Neoplazi Tipleri

BCR-ABL negatif klasik kronik MPN’ler PV, ET ve PMF’dir. PV’de, Kalp yetersizligi,
hipoksi veya oksijen miktarmin az oldugu rakimi yiiksek bdlgeler nedeniyle dokulara
oksijen aktarimindaki yetersizlikler nedeniyle kan yapimindan sorumlu organlarda
eritrosit iiretiminde artis gozlenir. Sekonder polisitemi olarak adlandirilan bu durum
eritrosit sayis1 6-7 milyon/mm?® gibi normalin ~%30 iizerinde seyrettigi bir tablo ¢izer.
En yaygm hali olan fizyolojik polisitemi, 4000-5000 metre yiikseklikte yasayan
yerlilerde sikca goriiliir. Bu sayede solunumun giiglestigi bolgelerde dahi bireyler
yiiksek verimlilikte ¢alisabilirler.

Eritremi olarak da bilinen Polisitemia vera’da ise eritrosit sayis1 7-8 milyon/mm?,
hematokrit degeri de %60-70°dir. Yavas kan akisi kalbe vendz donilis hizin1 azaltir,
artmis kan hacmi ise vendz doniisii artirir; PV’de bu regiilasyon bozulur. Kan hacminin
artist tim damar sistemini dolgunlagsmasina neden olur. Bu yogun kan ile tikanan
kapiller bircok komplikasyona neden olur. Vendz pleksus Oncesi yavaslayan kapiller
akimi normalin istiindeki miktarda hemoglobinin deoksijene olmasi1 demektir.
Deoksijene hemoglobin, oksijene hemoglobinin kirmizi rengini dengelemesi sonucu

PV’li bireyin cilt rengi hafif mavi kirmiz1 gortiintimliidiir [2].
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Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gore PV, yiiksek hemoglobin (erkeklerde>18.5
g/dL, kadinlarda>16.5 g/dL) veya eritrosit (>25%) degerleri ile splenomegali, kemik
iliginde artmis hiicre sayisi, diisiik serum eritropoetin diizeyi, normal arteriyal oksijen
satiirasyonu ve mutant JAK2 (yaklasik %95 V617F - %4 ekzon 12) yaninda serum
eritropoetininden ve ¢esitli sitokinlerden bagimsiz sekilde artmis farkli soylara ait hiicre
proliferasyonu ile karakterizedir. PV hastalarinda arteryel ve vendz tromboz riski
artmistir. PV hastalarinin ~%60’1nda kasint1 goriiliir, gogunlukla su ile temas tetikler ve
ciltte renk degisimine yol acar. PV i¢in bildirilen yillik insidans 2018 yilinda
0,01/100,000 ve 2,61/100,000 arasinda degismektedir ve medyan yas 61 olup hastalarin
%10’u 40 yas altindadir [66]. 1545 bireyin incelendigi yakin tarihli bir ¢aligma ile
ortalama hayatta kalim siiresinin 14,1 yil oldugu belirtilmistir. Diisiikk riskli PV
hastalarinda dahi hayat kalitesi ve verimliligini kisitlayan ©Onemli semptomlar

bildirilmistir [67].

ET’de kanda sayica artan trombositler (>450.000/uL) ve megakaryositik seri artist ile
iligkilidir. MPN’ler icerisinde prognotik olarak daha iyi olusuyla dikkat ¢eker. Eritrosit
artist pek goriilmez. ET tanisinda splenektomi, demir eksikligine bagli anemi, gegirilmis
cerrahi operasyonlar, enfeksiyon, bag dokusu tutulumlu romatolojik hastaliklar,
metastatik kanserler gibi reaktif yanit ile trombosit artis1 nedenleri dislanmis olmalidir
[68].

PMF, retikiilin ile ya da tek basina kollajen kaynakli fibroz ile gériilen megakaryositik
seri artis1 ve siklikla beraberinde eritroid seri azalmasi ile karakterizedir. Ileri yasta
goriilmesi (>65 yas), anemi (<10gr/dl hemoglobin diizeyi), >30.000/pul 16kosit miktar
ve periferik dolasimda %1 ve daha fazla blast tespit edilmesi PMF’te kotii prognostik
faktorlerdir [68].

Tiirk Hematoloji Dernegi’nin 2016 yilinda yayinladigt BCR-ABL negatif klasik kronik
MPN Ulusal Tan1 ve Tedavi Kilavuzu'nda ilk asamada MPN 06n tanili hastada
JAK2V617F mutasyonu taranmasi dnerilmis, mutasyon + olgularda PV, ET veya PMF
olasiiginin yiiksek oldugu ve sonrasinda DSO kriterleri ile tiplendirme yapilmasi
gerektigi sOylenmistir. Mutasyon — olgularda ise CALR, MPL ve JAK2 ekzon 12

mutasyonlarina bakilmasi 6nerilmistir [69].
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2.2.4. Flebotomi

Hastalarda goriilen artmis eritrosit yogunlugu, hematokrit ve viskozitenin diizenlenmesi;
hastalikla iligkili semptomlar ve komplikasyonlarin yonetimi icin flebotomi bir tedavi
yontemi olarak uygulanmaktadir. Artmig demir depolanmasinin  herediter
hemokromatozise veya eritrosit kiitlesinin MPN’ye eslik ettigi hastaliklarda uygulanan
klinik bir prosediirdiir. Eritrositlerin i¢erdigi hemoglobin kaynakli yiiksek miktarlarda
demir molekiillerinin dokularda artmasi, ¢esitli yan etkilerle (karaciger, kalp ve
endokrin fonksiyon bozukluklar1) kendisini gosterir. Hemoglobin diizeyi ve serum
ferritin 6l¢timlerinin yonlendirdigi dogrultuda her 2-3 ayda bir flebotomiye ihtiyag
duyulmaktadir. Her bir flebotomide alinan bir {inite (450-500 ml) periferik kan ile 200-
250 mg demir uzaklastirilir. Tedavi amaciyla kullanimi i¢in 6nerilen ferritin yogunlugu
kriterleri sunlardr:

1. >18 hastalar i¢in cinsiyetten bagimsiz olarak >200 ng/ml

2. Dogurganlik ¢cagindaki kadinlar i¢in >500 ng/ml

3. >18 yas iistii erkekler i¢in >300 ng/ml

Kontrolli bir caligmada agresif flebotomi uygulamasmin hematokriti %45 altinda
tuttugunun gosterilmesi ile birlikte [70] flebotomi Oncesi donemde ortalama hayatta
kalim siiresi <2 yil [71] iken giiniimizde ~14 [72] yila ulagsmasi da bu ydntemin
Onemini ortaya koymaktadir.

PV veya ET hastalarinda tromboz, kanama risklerinin veya semptomlarin kontrolii
amactyla aspirin veya sitorediiktif ilag tedavisine gereksinim olabilmektedir. Hastanin
tromboz riskinin kisa/uzun doénem ila¢ yan etkisi ile ne kadar yiiksek oldugunu
belirlemek ¢ok onemlidir. Ayrica bobrek nakli, testosteron replasman terapisine yanit
olarak ve intramuskiiler testosteron kullanan kisilerde de polistemi goriilebilmektedir.

Bu agidan flebotomi karar1 alinirken bireye gore yaklagim uygulanmalidir.

Her ne kadar flebotomi ile diisen hematokrit diizeyinin kardiyovaskiiler morbidite ve
tromboz olaylarinin azaldig bildirilse de, hematokrit yanitin hastanin hayatta kalim
artistyla veya trombotik komplikasyonlarin azalmasiyla iligkili degildir; aksine
16kositoz ve trombositoz artmis 6liim ve tromboz riski ile iliskilidir. Mevcut hematokrit
diizeyiyle orantili olarak, diizenli flebotomi hematokrit degerini etkili bir sekilde

<45%'e kadar diisiirmekte ve tromboz riskini azaltmaktadir. Tedavi amaciyla uygulanan
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flebotominin PV hastalarina olan etkisinin belirlenebilmesi i¢in detayli sekilde

incelenmesi gerekmektedir.

2.2.5.JAK — STAT Sinyal iletim Sistemi

JAK/STAT yolag1 genis ¢apli bir sitokin grubu ve biiyiime faktorii i¢in temel sinyal
iletimi yolagidir [73]. Sinyal iletici ve transkripsiyon artirici (Signal transducer and
activator of transcription) ailenin bir tyesidir, diger iiyesi de Janus Kinazlar olarak

bilinen reseptorlerdir.

Tablo 2 — 2: Janus Kinaz ve STAT Ailesi

JanusKinaz Ailesi STAT Ailesi
JAK1 STAT1 STAT2
JAK2 STAT3 STAT4
JAK3 STAT5A STATSB
TYK2 STAT6

2.2.5.1. Janus Kinazlar

Memelilerde tanimlanan 4 adet Janus Kinaz bulunur: JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2.
Ozgiin yapilidir, yapisindaki psddokinaz bolgesinden once gelen C-terminal ugta
katalitik olarak aktif kinaz bolgesini igerir. JAK'larin kilit gorevi, N-terminal aracili
sitokin reseptorleriyle olan iligkisidir. Tip I ve II reseptorlere ligandin baglanmasi
reseptOr altbirimlerini birbirine yakinlastirir, bunun sonucunda JAK'lar yakinlasir,
fosforillenir ve birbirlerini aktive ederler.

Etkinlesme sonrasi, SRC homoloji-2 (SH2) veya fosfotirozin baglanma (PTB) bolgeli
proteinlerin ¢ekilmesini saglayan JAK'larin tirozin bakiyeleri iizerindeki reseptor
altbirimleri  fosforillenir. Bu proteinler JAK'lar tarafindan da fosforillenebilir.
Fosforilasyon birtakim biyokimyasal yolagin etkinlesmesi ile sonuglanir. Sitokin
reseptorlerinin fosforillenmesi SH2 igeren transkripsiyon faktorleri sinifi igin bir
baglanma alani yaratir.

JAK2 geninin susturulmas: embriyonik donemde dliimciil olmaktadir, eritropoetin islevi

icin temeldir, eksikligi ile farelerde kan olusumu durur. Ayrica, JAK2 diger sitokinlerin
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sinyal iletiminde de Onemlidir. JAK'larin 6nemi bircok I6semi ve lenfomadaki
mutasyonlarla da dogrulanmistir. JAK'!n psédokinaz bolgesindeki mutasyon, cogu PV

vakasinin temelini olusturur.

TYK2'nin fonksiyon kayb1 mutayonlar1 da immiin yetersizlikle iligkilidir.

2.2.5.2. Sinyal iletici ve Transkripsiyon Artiricilar

DNA'ya baglanan STAT ailesi iiyeleri hiicre ylizeyindeki sitokin reseptoriinden gen
transkripsiyonun diizenlendigi nukleusa sinyal iletiminden sorumludur. Farkli STAT lar
Ozgiin sitokin reseptorlerine baglanir. STAT'lar JAK aracili tirozinlerce fosforillenir ve
STAT dimerizasyonunu baglatir. Nukleusa gegen STAT'lar DNA'ya baglanir ve
transkripsiyonu diizenler. Memelilerde 7 ¢esit STAT vardir: STATL1, STAT2, STATS,
STAT4, STAT5A, STATSB ve STATS.

2.2.5.3. Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasindaki iletisimi, sinyal aligverigini saglayan protein, peptid ya da
glikoprotein yapida olabilen molekiillerdir. Lokositlerden salgilanan ve bu hiicre grubu
arasinda iletisimi saglayan interlokinler ve hiicrelerin kemotaksisini uyaran kemokinler
olarak kaynaklandiklar1 hiicreye ve hedeflerine gore ikiye ayrilirlar. Hematopoez,
inflamasyon i¢in hiicrelerin olugsmasi ve ¢agirilmasinda etkindirler. Sitokinler, immiin
sistemde yer alan ve almayan bir¢ok hiicrenin gelisimi ve islevinin kontroliinde 6ncii rol
oynar. Sitokin terimi, lenfoid ve lenfoid olmayan hiicreler tarafindan iiretilip hiicreler
aras1 iletisimin diizenlenmesinde gorevli kii¢clik molekiillere verilen isimdir.

Lenfokin, lenfosit ile iliskili sitokin olarak tanimlanabilir. Interlokinler ise lokositler
arasinda iletisimden sorumlu &zel molekiillerdir. Interlokinlerin bu taniminin aksine
bazi durumlarda spesifik interlokinler 16kositler disinda hiicreler tarafindan da tiretilir.
Sitokinlerin bir kismi farkli disiplinlerden arastirmacilar tarafindan kesfedildigi icin
gozlenen ilk fonksiyonu ile adlandirilmig/simiflandirilmis, asil biyolojik gorevini
tanimlamaktan uzak kalan Ornekler ise sitokinleri anlamanin Oniinde bir engel
olusturmustur.

Sitokinleri farkli sekillerde siniflandirmak miimkiin ancak baglandiklari reseptor tipine
gore 6 farkli grupa ayrilirlar. 6 grup kemokinler olarak bilinen ayr1 bir aile olusturur ve
7 transmembran bdlge reseptoriine baglanir.

Sitokinler immiin sistemdeki ve disindaki hiicreler arasindaki iletisimde temel bir

konumdadir. Sitokinlerin sayisinin fazlaligi yaninda bir¢ogunun heniiz kesfedilmeyi
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bekledigi de muhtemeldir. Bunun yaninda sitokinler ve sitokin sinyal iletimindeki
bozukluklarin hastaliklara yol agtigini anlayabiliyoruz. Sitokin ve antisitokin terapileri
klinikte basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Sitokinlerin immiinobiyolojisi anlagildik¢a

kullanimlar1 da artacaktir.

Tablo 2 — 3: Baglandiklar1 Reseptor Tipine Gore Sitokinler

Tip | (hematopoetin ailesi) ve Tip II (interferon ailesi) sitokin reseptorleri

Timor Nekroz Faktorii (TNF) ailesi reseptorler

Interlokin-1 (IL-1) reseptdrii ve iliskili Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler)

IL-17 reseptorler

Tirozin kinaz reseptorler

TGF-beta ailesi reseptor serin kinazlar

2.3. Hipoksi ve MPN iliskisi

Kan hiicrelerinin yerlestigi farkli nig bolgelerinde farkli oksijen yogunluklari mevcuttur.
Bu da beraberinde hipoksi diizeyini ve gen ekspresyon dagilimlarini degistirmektedir.
Kemik iligindeki en hipoksik alan endosteal nis iken, kan damarlarinda yakin
bolgelerdeki vaskiiler nisler daha iyi oksijenize olmaktadir [74]. Solid timor
cesitlerinde de oldugu gibi MPN ve hematolojik malinitelerde de kanserin ilerlemesinde
temel bir faktor olan yeni damar olusumunun temel nedeni HIFler olarak goriilmektedir
[75]. B ve T hiicreli akut lenfositik 16semi, akut myelositik 16semi, lenfoma ve multipl
myelom gibi hematolojik malinitelerin hipoksi ile iligkisinin tespiti agisindan ¢okca
calisma olmasma ragmen, MPN grubu hastaliklar adina literatiirde yeterli veri
bulunmamaktadir [76]. MPN grubu hastaliklarda sik goriilen JAK2V617F
ekspresyonunun hipoksik kosullarda azaldigi bilinmektedir [7].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu yiiksek lisans tezi kapsamindaki proje, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu 13.10.2017 tarihli 16 sayili toplantisindaki onay ile
baslamis olup Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
30031 nolu proje ile maddi olarak desteklenmistir. Proje kapsamindaki calismalar
Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik Anabilim

Dali’nda gerceklestirilmistir.

3.1.1. Hasta Ornekleri

Bu calismada, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji Boliimii’nde Miyeloproliferatif Neoplazi tanisi konulan 16 hastadan (7 PV,
2 ET, 1 Hodgkin Lenfoma, 1 Koagiilasyon bozuklugu, 2 Hairy Cell Losemi, 3 alt grubu
tespit edilmemis MPN) flebotomi yolu ile alinan periferik kan mononiikleer hiicreleri
kullanildi. {lgili gruptaki hastalar, bilgilendirilmis onam formunu okuyup
onayladiklarini belirten imzalar sonrasinda ¢alismaya dahil edildiler. Calismada yer alan

hastalara ait klinik degerler ve hastalik bilgileri Tablo 3-1’de yer almaktadir.

Tablo 3 — 1: Hastalarin Klinik Parametreleri

Polisitemia Vera

Tam ]
Hasta No. Yasi Tedavi
Yas1
H17 31 27 Flebotomi - Asetilsalisilik Asit
H25 39 - Flebotomi
H28 56 48 Flebotomi - Hidroksiiire - Urikoliz
H35 71 - Flebotomi
H37 55 49 Flebotomi - Asetilsalisilik Asit
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Flebotomi - Hidroksitire - Asetilsalisilik Asit-

H39 48 41 .
Urikoliz
Flebotomi - Hidroksiiire - Asetilsalisilik Asit-
H43 65 54 .
Urikoliz
Esansiyel Trombositemi
Tam ]
Hasta No. Yasi Tedavi
Yasi
H13 54 44 Flebotomi - Asetilsalisilik Asit - Hidroksitire
Flebotomi - Hidroksiiire - Asetilsalisilik Asit-
H22 70 66 .
Urikoliz
Hodgkin Lenfoma (Klasik Tip)
Tam '
HastaNo. Yas1 Tedavi
Yasi
H14 52 46 Flebotomi
Koagiilasyon Bozuklugu
Tam ]
Hasta No. Yasi Tedavi
Yas1
H16 62 - Flebotomi
Hairy Cell Losemi
Tam ]
Hasta No. Yas1 Tedavi
Yasi
H24 63 54 Flebotomi - Asetilsalisilik Asit
H56 55 55 Flebotomi - Asetilsalisilik Asit

MPN Alt Grubu Heniiz Tespit Edilmemis Hastalar
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Tam )
Hasta No. Yas1 Tedavi
Yas1
H38 Flebotomi - ?
H55 Flebotomi - ?
H58 Flebotomi - ?

3.1.2. Kontrol Ornekleri

Calismada MPN hastalarinin kontrol grubu olarak kordon kani mononiikleer hiicreleri
kullanildi.

JAK2V617F degisimine neden olan c¢.1849G>T nokta mutasyonuna ait alel bilgisini
belirlemek amaciyla bu degisimi heterozigot (monoalelik) olarak tasiyan SET-2 hiicre
soyuna ait DNA 6rnekleri kullanildi. qRT-PCR optimizasyonunda JAK2 genini yabanil
tip tastyan HUVEC ve daha once ¢alistig1 bilinen hasta ve saglikli bireylerin RNA’lar1
kullanildi.

3.1.3. Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler
Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Tablo 0 — 2: Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s

] ] Etil Alkol (Merck)
Medium) (Gibco)

DPBS (Fosfat Tamponu Cozeltisi)

(Gibco) Izopropanol (Merck)

Fikol (GE Healthcare) Etidyum Bromiir (M. Biotech)

FBS (Fetal Bovine Serum) Steril Su

EDTA (Gibco) Propidyum Iyodiir

CD34 Micro Beads, insan (MACS) CD34 PE (8G12) Antikor (BD Pharming)

Universal Probe Library g°PCR Probe 60

FcR Blocking Reagent, Insan (MACS)
(Roche)
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DMSO (DiMetil Siilfoksit)

Universal Probe Library gPCR Probe 64
(Roche)

Tris baz (Bio Chemika)

Universal Probe Library gPCR Probe 67
(Roche)

Agaroz (Sigma)

DNase |

3.1.4. Cahismalarda Kullanilan Kitler

Kullanilan kitler Tablo 3-3’te gosterilmistir.

Tablo 0 — 3: Calismalarda Kullanilan Kitler

CD34 Micro Bead Kit, insan (MACS)

Quick gDNA Micro Prep (Zymo Research) (D3025)

RNA Purification Kit (Jena Bioscience) (PP-210L)

SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience) (PCR-511S)

RNA Clean & Concentrator 5 (Zymo Research)

3.1.5. Cahismalarda Kullanilan Cihazlar

Calismalarda kullanilan cihazlar Tablo 3-4’te gosterilmistir.

Tablo 0 — 4: Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Buz Makinesi (Cornelius)

Sogutmal1 Santrifiij (Beckman Coulter)

Jel Goriintiileme Sistemi (UVP)

Masaiistii Mini Santrifiij (Beckman Coulter)

Otoklav (Kermanlar)

Su Banyosu (Memmert)

Vorteks (Kermanlar)

Laminer Akim Kabini (Nuaire)

Otomatik Pipetler (Eppendorf)

Mikroskop (Olympus)




23

PZR Cihazi (Thermo Cycler — Bio-Rad T100)

Mikrodalga Firin (Argelik)

Buzdolab: ve Derin Dondurucular (+4°C, -

20°C, -80°C) (Samsung, Haier,Haier)

Gergek Zamanli Kantitatif PZR Cihazi
(LightCycler 480 Il - Roche)

Gii¢ Kaynag1 (E-C Apparatus Corp.)

Elektroforez Cihazi (Bio-Rad)

Distile Su Cihaz1 (Millipore)

Mikroakigkan Platform (Cellasic ONIX)

Nanodrop (NanoDrop Technologies)

Hiicre Ayirim Birimi (FACSAria Akim Olger
Cihazi, BD Bioscience)

3.1.6. Calismalarda Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

Calismalarda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Tablo 3-5’te gosterilmistir.

Tablo 0 — 5: Calismalarda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

MACS

500 mI PBS + % 0,5 (7.5 M) BSA + 2 mM (0.5 M)
EDTA - Filtreli Medya Kabi1 Kullanilir.

Propidyum Iyodiir (PI)

10 pl PI, MACS ile 10 mI’ye tamamlanir.

Hiicre Dondurma Soliisyonu 1

% 80 FBS + % 20 DMSO (Hacmen) - 0,2 um
filtre kullanilir.

Hiicre Dondurma Soliisyonu 2

% 80 IMDM + %20 FBS (Hacmen) - 0,2 pum
filtre kullanilir.

Hiicre Kiiltiir Besiyeri

% 70 IMDM + % 30 FBS (Hacmen) = 0,2 um

filtre kullanilir.

Hiicre C6zme Soliisyonu

% 2 FBS + % 98 IMDM (Hacmen)—> 0,2 pum filtre

kullanilir.

%70’lik Etil Alkol

70 ml Etil Alkol, steril distile su ile 100ml’ye

tamamlanir
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242 g Tris baz + 57,1 g Glasiyal Asetik asit + 100

50X TAE (Tris-Asetik asit-
ml EDTA (0,5 M) ->Distile su ile 1 I'ye

EDTA)
tamamlanip otoklav ile steril edilir.

3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali  Hematoloji
Bolimii’nde takip edilen Miyeloproliferatif ~ Neoplazi grubundaki 16 goniilliiden
flebotomi yontemi ile alinan periferik kan ve kontrol olarak alinan kordon kani
orneklerinden mononiikleer hiicre izolasyonu, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii Hiicre Kiiltiirti Laboratuvari’nda Akis Semasi-1°deki adimlar izlenerek

gerceklestirildi.

AKkis Semasi 1: Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

1.Flebotomi ile toplanan kan 500 ml steril medya kabinda PBS (1X) ile 1:1
oraninda seyreltilir.

2.50 ml plastik santrifiij tiipii i¢indeki 15 ml Fikol {izerine 35 ml kan yavas yavas
eklenir.

3.Santrifiij cihazinin hizlanma ve yavaglama ivmesi en diisiik degerde olacak
sekilde 2000 rpm — 30 dakika seklinde santrifiijlenir.

4.Fikol — Gradient yontemi ile elde edilen goriintii Sekil 3.1°deki gibidir.

5.Fazlaria ayrilan kan — PBS siispansiyonundan serolojik pipet ile toplanan
mononiikleer hiicreler, iglerinde 15 ml MACS bulunan plastik santrifiij
tiiplerinde biriktirilir.

6.Hastaya ait serum ve graniilosit Ornekleri ilerideki c¢aligmalar i¢in ayirilir ve
saklanir.

7.15 ml MACS igerisinde biriktirilen MNC’ler santrifiijlenir (2000 rpm — 15
dakika).

8. Ust s1vilar uzaklastirildiktan sonra pelletler 10’ar ml IMDM iginde ¢ozdiiriiliir.

9.IMDM igerisindeki hiicreler, “10 pl hiicre siispansiyonu + 90 ul IMDM* oraniyla
ardisik seyreltimlere tabi tutularak sirasiyla 10 kat, 100 kat ve 1000 kat
seyreltilir. (Sekil 3.2)

10. Seyreltilen hiicrelerden 10 pl alinarak 10 pl trifan mavisi ile “Hematositometre”
tizerinde hiicre sayimi yapilir. Sayim i¢in kullanilan formiil Tablo 3-6’da
gosterilmistir.
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Tablo 0 — 6: Hiicre Sayiminda Kullamilan Formiil

Hiicre sayisi/ml = (Dort Karedeki Hiicre Sayis1 Ortalamasi) x 10* x (Seyreltme Orani) X 2

3.2.2. Hiicre Dondurma
Periferik kandan mononiikleer hiicre izolasyonu sonrasi belirlenen hiicre sayisina gore

hiicre dondurma islemi Akis Semasi-2’ye gore gergeklestirildi.

Akis Semasi 2: Mononiikleer Hiicrelerin Dondurulmasi

1.“Hiicre Dondurma Soliisyonu 1 ve 2” esit hacimde hazirlanir.

2.“Hiicre Dondurma Soliisyonu 1 hazirlanir ve 20 dakika buzda bekledikten sonra
kullanima hazir hale gelir.

3.Hiicreler “Hiicre Dondurma Soliisyonu 2” ile ¢ozdiiriilmeden 6nce IMDM’in
uzaklastirilmasi i¢in 2000 rpm — 15 dakika santrifiijlenir.

4.“Hiicre Dondurma Soliisyonu 2” ile hiicreler ¢oziiliir.

5. “Hiicre Dondurma Soliisyonu 1” damla damla eklenir.

6. Gerekli sayida 2 ml ve 5 ml’lik dondurma tiipleri hazirlanir ve isimlendirilir.

7. Tipler izopropanol igeren sogutma kaplari igerisinde bir gece -80° C’de
bekletildikten sonra siv1 azot tankina aktarilir.

3.2.3. Hiicre Cozme
Daha once dondurulan hasta ve kordon kani mononiikleer hiicreleri sivi azot tankindan

alindiktan sonra Akis Semasi-3’deki adimlar izlenerek ¢ozdiiriildii.

Akis Semasi 3: Mononiikleer Hiicrelerin Eritilmesi

1. Azot tankindan alinan hiicreler hizlica su banyosunda (37° C) eritilir.

2. Hiicre siispansiyonuna %10’u kadar DNaz (1 mg / 1 ml olarak hazirlanir) eklenir
ve 90 saniye su banyosunda (37° C) bekletilir.
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3. Hiicre siispansiyonu 15 ml’lik santrifiij tiipline aktarildiktan sonra iizerine 10 ml
Hiicre Cozme Soliisyonu damla damla eklendikten sonra 1500 rpm — 6 dakika
santrifiijlenir.

4.Ust sivi uzaklastirildiktan sonra pellet, ilk siispansiyon hacminin %7’si kadar
DNaz ile ¢oziildiikten sonra yeniden 10 ml Hiicre Cézme Soliisyonu damla
damla eklendikten sonra 1500 rpm — 6 dakika santrifiijlenir.

5.Ust sivi uzaklastirildiktan sonra pellet, ilk siispansiyon hacminin %4’ii kadar
DNaz ile ¢oziildiikten sonra her 100 milyon hiicre i¢in 5 ml MACS eklenir.

6. MACS ile ¢oziilen hiicreler, “10 pl hiicre siispansiyonu + 90 pl MACS* orani ile
ardisik seyreltimlere tabi tutularak sirasiyla 10 kat, 100 kat ve 1000 Kkat
seyreltilir.

7.Hiicreler sayildiktan sonra uygun konsantrasyonlara getirilerek ¢aligmalarda
kullanilir.

3.2.4. Hiicrelerin Yiizey Belirtecleri ile Ayrilmasi

Elde edilen mononiikleer hiicreler CD34 antikoru kullanimiyla tasidigi hiicre
reseptoriine gére CD34" ve CD34 olarak iki ayr1 gruba ayrildi. Bu amagla MACS kolon
yardimiyla ayirim veya akim dlger kullanildi. Manyetik ayirici da Akis Semasi 4’e gore

kullanildi.

AKkis Semasi 4: CD34 Mikroboncuk Yontemi ve Kolon izolasyonu

1. Hiicre sayiminin ardindan MACS iginde yer alan hiicreler 1700 rpm — 10 dakika
santrifiijlenir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra pellet 300 ul MACS ile ¢oziiliir.

2.Her 10° hiicre icin 100 ul “FCR Blocking Reagent” eklendikten sonra
pipetlenerek ornekle homojen karistirilir.

3.Her 10° hiicre igin 100 ul CD34 Mikroboncuk eklenir, iyice karistirilir ve 30
dakika buzda bekletilir.

4.30 dakikanin ardindan 3,5 ml MACS ile yikanan hiicreler 1700 rpm — 10 dakika
santrifiijlenir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra pellet 500 ul MACS ile ¢oziiliir.

5. Manyetik ayrima gegilir.

6.“LS” kolonlar, “MACS Seperator” lizerindeki manyetik alana yerlestirilir.

7.Kolon, manyetik alanin etkisi ile hiicre siispansiyonu igerisinde mikroboncuklari
yiizey reseptorleriyle yakalamis hiicreleri (CD34") tutar, diger hiicreleri (CD34)
gecirir.

8.Kolon, hiicreler kolona aktarilmadan 6nce 3 ml MACS ile yikanir.

9.Hiicreler aktarildiktan sonra tekrarli yikamalarla 6nce CD34" hiicreler, ardindan
CD34" hiicreler ayr tiipler icerisinde toplanir.
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10. Toplanan hiicreler sayildiktan sonra boyama ve saflik analizine ge¢ilir. CD34 PE
boyasi ile boyanan ve boyanmayan 10° sayida hiicre, 20 dakika buzda bekletilir.

11. 20 dakika ardindan kalan boyayr uzaklagtirmak i¢in 1700 rpm — 10 dakika
santrifiijlenir.

12. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra pellet PI ¢ozeltisi ile ¢oziiliir.

13. Akim Olger cihazinda hiicrelerin canlilik ve boyanma analizi gerceklestirilir.

3.2.5. CD34" ve CD34 Mononiikleer Hiicrelerin CellASIC ONIX cihaz ile Farkh
Oksijen Diizeylerinde Kiiltiirii

3.2.5.1. CellASIC ONIX Mikroakiskan Platform

CellASIC ONIX Mikroakigskan Platform (Merck), hiicrelere 6zgii mikro g¢evre (nis)
kosullarini olusturmak amaciyla kullanilan bir hiicre kiiltiirii elemanidir. Ayarlanabilir
gaz bilesimi (Azot, Hava, Karbondioksit) ve farkli uyaranlarin ¢esitli kombinasyonlarla
uygulanmasma olanak verir. Bu calisma kapsammda, HKH’lerin (CD34"") hipoksik
kosullardaki yanitlarini incelemek i¢in kullanilmistir.

Sekil 3 — 1: CellASIC ONIX Mikroakiskan Platform (Gaz Karistirici)

3.2.5.2. CellASIC ONIX M04S-03 Mikroakiskan Tabak
CellASIC ONIX M04S-03 Mikroakigkan Tabak (Merck), {izerinde birbirinden bagimsiz
dort ayr1 kanal sistemi bulunan ve bu sayede ayni tabak {izerinde dort ayr1 kosul

olusturmaya imkan veren bir mikroinkiibator sistemidir.




Sekil 3 — 2: CellASIC ONIX M04S-03 Mikroakiskan Tabak
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Sekil 3 — 4: Vakumlu kiiltiir tabag1 kapag ve bagimsiz gaz iletim kanallari
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3.2.5. Hipoksi Uygulamasi

Ozel hiicre kiiltiir tabag1 icerisindeki kanallarda ve kuyularda yer alan PBS ¢ozeltileri
kaldirilarak kiiltiir kabi besiyeri ve hiicre transferi i¢in hazir hale getirildi. 1, 6 ve 7
numarali kuyularin i¢ halkalar1 tamamen bosaltildiktan sonra 6 numarali kuyunun i¢
halkasina 10 pl hiicre siispansiyonu eklendi, 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan kiiltiir

medyumu eklendi ve hipoksik kiiltiir baslatildi.
3.2.6. Mononiikleer Hiicrelerden DNA izolasyonu

MPN ve kontrol gruplarindan toplanan kan orneklerinden izole edilen MNH’lerden
“Zymo Research — Quick gDNA Micro Prep” kiti ve protokolii kullanilarak DNA
izolasyonlar1 gergeklestirildi. Kullanilacagi zamanin uzak veya yakin olusuna gore

+4°C ya da -20°C’de saklandu.
3.2.7. Iki Asamali Alele Ozgii PZR

Alele 6zgli PZR, farkli iki primer ¢ifti tasarimi ile ¢ogaltilmak istenen bolgede bulunan
baz degisimlerinin neden oldugu farkli DNA dizileri igerisinden istenen diziye sahip
bolgenin c¢ogaltilmasina imkan veren bir PZR yontemidir. Bu c¢alismada, MPN
hastalarinda JAK2 ¢.1849G>T degisiminin tespiti i¢in kullanildi. Ik primer ¢ifti, JAK2
c.1849G>T degisimine sahip PZR iiriinleri olusturur. Mutant ve yabanil tip alelleri

tastyan PZR frlinlerini birbirinden ayirabilmek amaciyla ikinci asamada mutant
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varyanta Ozgii primer kullamilir. Ilgili primerlere ait dizi bilgileri Tablo 3-7’de

gOsterilmistir.

Tablo 0 — 7: ki Asamali Alele Ozgii PZR Primerleri

[lk Asamada Kullanilan Primerler ve Dizileri

P1(F)| 5’-GATCTCCATATTCCAGGCTTACACA-3’
P2(R)| 5’-TATTGTTTGGGCATTGTAACCTTCT-3’
Ikinci Asamada Kullanilan Primerler ve Dizileri
P3(F) 5’-CCTCAGAACGTTGATGGCA-3’
Mutant Alele Ozgii Primerler
P4(R) 5’-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGA-3’
P5(F)| 5-AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATG-3’
WT Alele Ozgii Primerler
P6(R) 5’-GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAAAA-3’
Tablo 3-8’de reaksiyona ait protokol bilgisi verilmistir.
Tablo 0 — 8: ki Asamal Alele Ozgii PZR Basamaklar1
Iki Asamali Alele Ozgii PZR — Ilk Asama
94°C 1 dakika
95°C 30 saniye
60°C 30 saniye 35 Déngii
72°C 30 saniye
72°C 2 dakika
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Iki Asamali Alele Ozgii PZR — Ikinci Asama

94°C 1 dakika
95°C 30 saniye
59°C 25 saniye 35 Dongii
72°C 25 saniye
72°C 2 dakika

Iki asamali alele 6zgii PZR bilesenleri Tablo 3-9°da gdsterilmistir.

Tablo 0 - 9: ki Asamali Alele Ozgii PZR Bilesenleri

Ik Asama Ikinci Asama

Icerik Miktar Icerik Miktar
Sigma PZR Mix 10 ul Sigma PZR Mix 10 ul
P1 (F) 1wl P3 (F) 0,8ul
P2 (R) 1wl P4 (R) 0,8ul
Kalip DNA 2 ul P5 (F) 0,8ul
H.0 20 ul'ye P6 (R) 0,8ul

tamamlanir
Kalip DNA* 2ul
H,0 20 ul’ye

tamamlanir
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*: {1k asamadaki PZR iiriirnii 40 kat seyreltilir.

3.2.8. Agaroz Jel ile Goriintiileme

1 g agarozun 1X TAE ile 50 ml’ye tamamlanmasi ile olusturulan elektroforez jeli ile
DNA ornekleri baz uzunluklarina goére birbirlerinden ayrilir. JAK2 mutant alele sahip
tirtinler 279 baz ¢ifti (bg¢) uzunluktayken yabanil tip alele sahip triinler ultraviyole 151k

altindaki agaroz jelde 229 b¢ uzunlugunda bant goriintiisiine sahiptir.

3.2.9. Mononiikleer Hiicrelerden RNA izolasyonu

MPN ve kontrol gruplarma ait CD34" ve CD34 hiicreler, hiicre kiiltiirii sonras1 RNA
izolasyonu i¢in “Jena Bioscience — Total RNA Pirifikasyon Kit” ve protokolii
kullanildi. Hiicre lizat1 elde edildikten sonra kolon kullanilarak ardisik yikama ve
santrifiij asamalar1 ile RNA oOrnekleri elde edildi. Kullanilacagi zamanin uzak veya

yakin olusuna gore -20°C ya da -80°C’de saklandi.

3.2.10. Ters Transkriptaz PZR ve Kantitatif Gercek Zamanh PZR

Elde edilen RNA orneklerinden komplementer DNA (cDNA) elde etmek amaciyla
“Jena Bioscience — Script cDNA Sentez Kiti” ve protokolii kullanild.

cDNA sentezi sonrasinda HIFIo ve NOS3 genlerininin anlatimindaki degisimlerin
MPN ilerleyisi lizerinde etkisi olabilecegi diisiincesinden yola c¢ikarak ilgili genlerin
anlatimlart incelendi. Gergeklestirilen kiyaslamali 6l¢iimlerde prob olarak “Roche —
Universal Prob Library (UPL)” kullanildi. Gen anlatim analizi i¢in referans olarak

GAPDH geni segildi. Ticari problara ait bilgiler Tablo 3 — 10°da gésterilmistir.

Tablo 3 - 10: UPL Prob Bilgileri

Gen Transkript Varyanti | Amplikon Boyu (nt) UPL Prob no
HIFla ENST00000337138.8 90 64
NOS3 ENST00000297494.7 107 67

GAPDH ENST00000229239.9 66 60
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Ilgili genlere ait primer dizi bilgileri Tablo 3 — 11°da gdsterilmistir.

Tablo 3-11: HIF1a, NOS3 ve GAPDH Primer Dizileri

Gen Primer Primer Dizisi
HIFla Ileri Primer 5" GATAGCAAGACTTTCCTCAGTCG 3’
Geri Primer 5" TGGCTCATATCCCATCAATTC 3°
NOS3 Ileri Primer 5" GACTGAAGGCTGGCATCTG 3’
Geri Primer 5" CCATGTTACTGTGCGTCCAC 3°
GAPDH Ileri Primer 5> AGCCACATCGCTCAGACAC 3’
Geri Primer 5" GCCCAATACGACCAAATCC 3’

3.2.11. Akim Olger Cihaz ile Hiicre Yiizey Analizi
MPN ve kontrol gruplarma ait CD34" ve CD34" hiicreler, manyetik ayirim isleminin
basar1 yiizdesi asagidaki Akis Semas1 — 5 ile degerlendirildi.

Akis Semasi 5: Akim Olger Cihaz ile Hiicre Yiizey Analizi

1. Manyetik ayirimla elde edilen CD34" ve CD34 hiicrelerden 50.000 — 100.000 hiicre

sayildiktan sonra pelet haline getirilir.

2. Incelenecek her ornek igin biri boyali digeri boyasiz hiicrelerden olusan tiipler

hazirlanir.

3. Boyanacak hiicreler CD34 PE antikoru eklenerek karanlikta ve buzda 20 dakika
bekletilir.

4. 500 ul MACS ile yikanan hiicreler 500ul PI tampon ile ¢6zdiiriildiikten sonra akim

Olcer cihazina okutulur.

5. PI ile olii hiicreler elimine edilir ve CD34 antikoru ile CD34" hiicrelerinin orani
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belirlenir.

3.2.12. Annexin V Apoptoz Deneyi

MPN ve kontrol gruplarma ait CD34" ve CD34  hiicreler hipoksik hiicre kiiltiirii
ertesinde Annexin V ve 7 — AAD ile muamele edilerek (Akis Semasi1 — 6) apoptoz
yiizde degerleri ol¢iildii.

Uygulanan protokolde, hipoksik hiicre kiiltiirii ¢alismasi sonrasinda mikro gevre
cihazina ait hiicre kiiltiiri tabagindan alinan hiicreler PBS ile iki defa yikandi.
Sonrasinda hiicreler (~1.000.000 hiicre) 1 ml baglanma tamponu ile ¢oziildi. 100 pl
(~100.000 hiicre) ¢oziinmiis hiicrelerin oldugu siispansiyondan alindi ve boyama
calismasinin yapilacag tiiplere aktarildi. Bir tiipte boyasiz hiicreler, bir tiipte Annexin V
boyal1 hiicreler, bir tiipte 7 — AAD boyali hiicreler ve bir tiipe de her iki boyayi igeren
hiicreler olacak sekilde hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonlarina 5 ul her bir boyadan
eklendi. Son asamada iizerilerine 400 pl baglanma tamponu eklendi ve akim Olger

cihazinda incelendi. Boyasiz olan hiicreler kalibrasyon amagli kullanildi.

Akis Semasi 6: Annexin V Uygulamasi Yapilan Gruplar

PV MNC Alt Grubu
Hiicre Isaretleme Yontemi CD34" CD34
Boyasiz 10°/ml 10°/ml
Annexin V 10°/ml 10°/ml
7-AAD 10%/ml 10%/ml
Annexin V + 7 - AAD 10%/ml 10%/ml

5ul Boya + 15 dk Inkiibasyon + Akim Olger cihazinda Inceleme

3.2.13. Gen Anlatim Verilerine Ait Istatistiksel Analiz
Kantitatif Ger¢ek Zamanli PZR isleminde her bir 6rnek ti¢lii sekilde calisildi. HIF 1o ve
NOS3 gen ifadelerindeki degisim GAPDH geni referans alinarak incelendi.
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2-AACt: 2-(CtHasta—CtReferans)-(CtSaghkh-CtReferans) ydnteml ile hesaplamalar gergeklestlrlldl

Istatistiksel anlamlilik i¢in, nonparametrik t testi ve tek yonli ANOVA kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. RNA lzolasyon Sonugclari

Hasta kanlarindan izole edilen MNC’lerden yapilan RNA izolasyonu sonrasinda
NanoDrop cihaz1 ile gergeklestirilen RNA Ol¢iimleri Tablo 4-1’de gosterilmistir.
Orneklerin ng/ul degerleri tabloda belirtilmistir. RNA konsantrasyonu ve saflig1 diisiik
ornekler gen anlatimi ¢alismasina dahil edilmedi. H22, H24, H28 ve H56'ya ait RNA

orneklerinin konsantrasyonunu artirmak amaciyla ticari kit kullanilmistir.

Tablo 0 — 1: Mononiikleer Hiicrelerden izole Edilen RNA érneklerinin 6lciim degerleri

(ng/pul)
Normoksi Anoksi Hipoksi
Hasta No CD34" CD34- CD34" CD34- CD34" CD34-

H13 18,8 4,0 14,4 6,0 4,0 3,0
H14 28,7 6,1 26,7 7,5 8,3 7,1
H16 13,75 55 17,35 4,9 5,2 2,85
H17 8,05 3,95 7,15 2,8 2,5 2,35
H22 - - - - 29,4 32,7
H24 - - - - 28,7 14,4
H25 29,4 44,6 47,55 48,25 5,4 474
H28 - - - - 16,3 15,4
H35 21,6 17,1 41,0 41,55 4,6 59
H37 47,65 31,8 62,05 64,7 8,0 18,8
H38 - - - - 6,2 -

H39 38,95 47,45 36,1 36,35 9,05 35
H46 5,0 - - - 3,7 -

H55 26,3 31,6 37,0 33,6 25,7 26,2
H56 - - - - 15,2 16,8
H58 28,4 23,2 36,75 32,0 36,5 53,9
KK-1 - - - - 7,0 -

KK-2 6,0 - - - 49 -
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4.2. Tki Asamah Nested PZR Sonuclar
Hastalarin mutasyon durumlarinin tespit edilmesi igin yapilan iki agamali alel spesifik
PZR sonuglar1 Tablo 4-3’te verilmistir. Calismada kullanilan hasta 6rneklerinden 6

tanesinin JAK2V617F, 9 tanesinin ise yabanil tip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4-2).
Tablo 0 — 2: Hastalarin Mutasyon Durumlari

Hasta Numarast  Mutasyon Durumu (JAK2)  Hasta Numaras1  Mutasyon Durumu (JAK2)

Polisitemia vera Hodgkin Lenfoma
H17 Yabani Tip H14 Yabani Tip
H25 Yabani Tip Koagiilasyon Bozuklugu
H28 JAK2V617F Heterozigot allel H16 Yabani Tip
H35 JAK2V617F Heterozigot allel Hairy Cell Losemi
H37 Yabani Tip H24 Yabani Tip
H39 JAK2V617F Heterozigot allel H56 Yabani Tip
H43 JAK2V617F Heterozigot allel MPN Alt Grubu Heniiz Belirlenmemis

Esansiyel Trombositemi H38 JAK2V617F Heterozigot allel

H13 JAK2V617F Heterozigot allel H55 Yabani Tip
H22 Yabani Tip H58 Yabani Tip

4.3. Gen Ifadesi Sonuclar:

Hipoksik ve anoksik kosullardaki hasta ve KK MNC’lerin CD34" ve CD34  hiicre
gruplarinin normalize gen anlatim degerleri Sekil 4 — 1, 11°de gdsterilmistir. Anoksik,
hipoksik ve normoksik kosullarda kiiltiire edilen CD34" ve CD34” MNC’lere ait Light
Cycler 480 cihazinda elde edilen okuma degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi
alindiktan sonra uygun olmayan Ct degerlerine sahip ornekler analize dahil edilmedi.
GAPDH geni ile normalize edilen ayr1 kosullardaki HIF1a ve NOS3 gen ifade degerleri,

deney kontrolii olarak kullanilan normoksi grubuna normalize edilerek anoksik ve
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hipoksik kosullara ait normalize degerler elde edildi. MPN alt gruplarindaki hasta

sayllarinin az olusu nedeniyle istatiski analiz icin iki grubun (hipoksi/anoksi)

ortalamasina gore karsilastirma yapildi.

Sekil 4 — 1: PV Hastalarimn Hipoksik Kosullardaki HIF1la Gen Anlatimi (AACt)

25

HIPOKSI-HIF1a

20

15

10

H17+ H17- H25+ H25- H35+ H35- H37+
(WT) (WT) (WT)

(WT) (HET) (HET) (WT)

H37- H39-
(WT) (HET)

._-_

KK1+ KK2+

Sekil 4 — 2: PV Hastalarinin Anoksik Kosullardaki HIF1o Gen Anlatimi (AACt)

1,60
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1,00
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0,40
0,20
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H39-
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Sekil 4 — 3: PV Hastalarimin Hipoksik Kosullardaki NOS3 Gen Anlatimi (AACt)

HiIPOKSI-NOS3

16

14
12
10

H17+ H17- H25+ H25- H35+ H35- H37+ H37- H39- KKI1+ KK2+
(WT) (WT) (WT) (WT) (HET) (HET) (WT) (WT) (HET)
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Sekil 4 — 4: PV Hastalarimin Anoksik Kosullardaki NOS3 Gen Anlatimi (AACt)

ANOKSI-NOS3

o o~

w

3

,

B i

. H N B =

H17+  H17-  H25+ H25-  H35+ H35- H37+  H37-  H39-
(WT) (WT) (WT) (WT)  (HET) (HET) (WT) (WT)  (HET)




Sekil 4 — 5: ET Hastalarimin Hipoksik Kosullardaki HIF10 Gen Anlatimi (AACt)

HIPOKSI-HIF1a

2,5

1,5

0,5
0 .

H13+(HET) H13-(HET) KK1+ KK2+

Sekil 4 — 6: ET Hastalarinin Hipoksik Kosullardaki NOS3 Gen Anlatim1 (AACt)

HiIPOKSI-NOS3
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Sekil 4 — 7: ET Hastalarinin Anoksik Kosullardaki HIF1a ve NOS3 Gen Anlatima
(AACY)

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

ANOKSI-HIF1a VE NOS3

H13+/HIFla (HET) H13-/HIFla (HET) H13+4/NOS3 (HET) H13-/NOS3(HET)

Sekil 4 — 8: Diger MPN Hastalarinin Hipoksik Kosullardaki HIF1a Gen Anlatimi

(AACY)
HIPOKSI-HIF1la

&

7

6

5

4

3

2

1

o |
H14+ H14- H1le+ H16- H38+ H55+ H55- H58+ H58- KKI1+ KK2+
(WT) (WT) (WT) (WT) (HET) (WT) (WT) (WT) (WT)
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Sekil 4 — 9: Diger MPN Hastalarinin Anoksik Kosullardaki HIF1a Gen Anlatim
(AACY)

ANOKSI-HIF1la
4
3,5 4
3
2,5
:
1,5 -
.
R EEEEEEEL
:
H14+  H14-  H16+  H16-  H55+  H55-  H58+  H58-
(WT) (WT) (WT) (WT) (WT) (WT) (WT) (WT)

Sekil 4 — 10: Diger MPN Hastalarinin Hipoksik Kosullardaki NOS3 Gen Anlatimi
(AACY)

HiIPOKSI-NOS3
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H14+ H14- H16+ H16- H38+ H55+ H55- H58+ H58- KKI1+ KK2+
(WT) (WT) (WT) (WT) (HET) (WT) (WT) (WT) (WT)
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Sekil 4 — 11: Diger MPN Hastalarimin Anoksik Kosullardaki NOS3 Gen Anlatim
(AACY)

ANOKSI-NOS3

4,5

3,5

2,5

1,5
1
0,5
- E B B =B

H14+ H14- H16+ H16- H55+ H55- H58+ H58-
(WT) (WT) (WT) (WT) (WT) (WT) (WT) (WT)

4.4. AnnexinV —7-AAD Apoptoz/Nekroz Deneyi

Calisma kapsaminda yapilan analiz sonuglar1 Sekil 4 — 12°de gosterilmistir.

Sekil 4 — 12: Annexin V/7 — AAD Apoptoz/Nekroz Deneyi

02052019.002 02052019.003

103 10%
ol [EEERIS
103 104
1 L

TAAD
102

o

oy NI [ EERIE = i
102 10° 10% T100 101 102 103 104
AnnexinV PE AnnexinV PE

File: 09052019.002 Patient 1D: File: 090:32019.003 Patient 1D:
Tube: h43-cd34neg-hipoksi=annsxin Gate: G1 Tube: h43-cd34neg-hipoksi=annexin Gate: G1
Gated Events: 1857 Total Events: Gated Events: 407 Total Events: 1110
CQuad Location: 11, 5 Cuad Location: 12, 15
Quad Events % Gated % Total X Mean Quad Events % Gated % Total X Mean

uL 220 11.85 437 7.00 UL 13 2r76 1018 773

UR 329 17.72 653 2751 UR 30 737 270 4744

LL 951 51.21 1887 565 LL 242 5045 2180 4.60

LR 357 1922 708 1630 LR 22 541 188 1452
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5. TARTISMA

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre metabolizmasinda elektron tagima zincirinde bir
yan lirlinii olup; hiicredeki ROS iiretimi bir¢ok enflamatuvar hastaligin ilerleyisinde ve
konak savunma yanitinin merkezinde hem bir sinyal molekiilii hem de enflamasyon
medyatorii olarak rol alir. Yiiksek konsantrasyonlar: hiicreler igin toksik olsa da diisiik
konsantrasyonlari — kesin degerlerin hala tanimlanmaya ihtiyaci olsa da — sinyal
molekiilii olarak is gorir [40, 77].

JAK2V617F mutasyonu BCR-ABL negatif MPN’de en sik rastlanan siiriicii mutasyon
olsa da JAK2V617F negatif vakalarin varligi ve diger major siirlicii mutasyonlarin yer
almadigi (liclii negatif) MPN’ler de mevcuttur.

MPN hastalarina ait Ki ve ve PK hiicrelerinde anjiyogenik genler (HIFIa, eNOS,
VEGF) ve JAK2V617F alel yiikii etkisinin incelendigi bir ¢alismada; eNOS mRNA
diizeyleri MPN hastalarindaki graniilositlerde artis gosterirken HIF'la ve VEGF gen
anlatimlart azaldigr gosterilmistir. Dahast VEGF ve eNOS protein diizeyleri
birbirleriyle uyuma sahip ve artarken HIF 1o negatif yonde bir uyuma sahiptir [77].
Calisma kapsaminda 16 MPN hastast ve kontrol olarak 2 kordon kani ornegi
incelenmistir. Calismada iki farkli hiicre ayirma teknigi kullanilmistir. Akim oSlger
cihaz1 ile gerceklestirilen hiicre ayirimi, hiicreleri biiytlikliik ve yiizey reseptorii
ozelliklerini kullanarak daha hassas bir ayrim saglar. Manyetik ayirim prensibi ile
calisan “MACS Ayiric1” ile yapilan ayrim islemi sonrasinda CD34 antikoru ve PI
soliisyonu kullanilarak yapilan canlilik ve saflik analizi ile manyetik ayrimin basarisi
ol¢iildiiglinde Akim Olger yonteminin ayirim yiizdesinden daha diisiik degerler
Olcllmiistiir. Calisma optimize edildikten sonra karsilagilan bu duruma kolon ile
ayirimda kolona takilabilen CD34" hiicreler ve kolondan gecerek CD34" hiicre
popiilasyonuna dahil olan CD34" hiicreler neden olmaktadir.

Kolon ile ayrilan CD34" ve CD34 hiicreleri anoksik, hipoksik ve normoksik kosullarda
yapilan hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 yapilmistir. Literatiirdeki bir calismada hipoksinin
JAK2V617F—pozitif MPN hiicrelerinin bliylimesini ROS diizeyini artirarak baskiladigi
bulunmustur, ancak bu c¢aligmadaki hipoksik kosulu %95 N, (azot) kosulu ile
olusturulmustur [7]. Bu c¢alismada kullanilan mikro c¢evre cihazi hipoksik kiiltiir
kosullar1, %1 O, %5 CO; ve %90 N,’dir. Calisma hipoksik ortam kosullarinin temsil

edilmesi noktasinda dogal mikro ¢evre kosullarini1 daha basarili yansitmaktadir [7].
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CellASIC ONIX mikro akiskan kiiltiir platformuna 6zgii hiicre kiiltiir tabaklarinin 10 ul
hiicre siispansiyonu ile calismaya izin vermektedir ve calisma kapsaminda hipoksik
kiiltiir ¢aligmalar1 bu platform ile gerceklestirilmis, her 6rnek tipinden 50.000 hiicre/10
ul kullanilmigtir. Mikro ¢evre cihazinin 10 pl hiicre siispansiyonu ile ¢aligmaya izin
vermesi ¢alismanin kisitlayici faktoriidiir. Bu nedenle cDNA sentezinde kullanilan RNA
ornekleri arasinda en diisiik konsantrasyon degerleri hipoksik kiiltiir kosullarina maruz
kalan orneklerde oOlgiilmiistiir. Bu kosullarda elde edilen RNA fiiriinlerinin kalitesi her
ornek icin gen anlatim calismasina izin vermemistir. Yeterli RNA kalitesine sahip
orneklerden diisiik konsantrasyon degerli olanlar kantitatif Ger¢ek Zamanli PZR
calismasinda tiim RNA 6rneklerinin ayni1 konsantrasyonda ¢alisilmasina engel olmustur.
Anoksik ve hipoksik kosullarda HKH’lerin apoptoza ugramalari, normoksik kosullara
gore hiicre oliimiiniin daha fazla olmasi1 ve diisitk RNA kalitesi nedeniyle bu kosullar
incelenmek istendiginde ileri ¢aligmalar agisindan anoksik ve hipoksik kosullarda
kiiltiire alinmi1s daha yiiksek hiicre sayisina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gen anlatimi1 ¢aligmasinda CT degerleri arasindaki farkin 1°den fazla oldugu veriler gen
anlatim1 analizinden ¢ikarilmistir. H22, H24, H28 ve H58 orneklerine ait gen anlatim
calismasinda diisik RNA konsantrasyonu nedeniyle flor 1simasinda anlamli bir artis
tespit edilememistir. Bu hastalar igin RNA Clean&Concentrator (ZymoResearch) kiti
kullanilarak RNA saflig1 artirildiginda da yeni bir sonug elde edilememistir.

Hipoksik kosullarda hiicrede gozlenen HIF 1o ve NOS3 gen anlatimi artis1 beklenen bir
etkidir ve ¢alismada kullanilan mikro ¢evre inkiibatorii igerisinde hiicrelerin hipoksik
sartlara maruz kaliginin deneysel kontrolii olmustur [32, 35].

Caligmaya dahil edilen ve iki agamali alele 6zgii PZR yardimiyla JAK2V617F mutasyon
varligr ve alel tipi incelenen MPN hastalar1 icerinde JAK2 ekzon 14 mutasyonunu
yabanil tip olarak tasiyan hastalarin varligi tespit edilmistir. Bu ¢alismada yer alan
hastalardaki MPN patogenezine yol agan genetik degisimin kesin olarak belirlenmesi
hastalarin kliniklerinin agiklanmasi, tedavilerinin dogru yonetilmesi ve bu calisma
kapsaminda farliliklarin detayli degerlendirilebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Literatiirde yer
alan mutasyonlar taranarak olusturulan gen panellerinin kullanimi [6] ve saptanan
degisimlerin Sanger Dizileme yontemi ile dogrulanmasi; bu sayede Tiirk toplumundaki
mutasyon sikliklarinin belirlenmesi agisindan énemlidir.

Yapilan apoptoz calismalari ticari kit protokoliine uygun sekilde gergeklestirilmistir.

Mikro c¢evre cihazmna yiiklenen 100.000 hiicre, hipoksik kiiltiir sonrasi alinarak
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apoptoz/nekroz belirtegleri ile boyandiktan sonra hiicre sayisinin olmasi gereken hiicre
sayisinin ¢ok altinda yer aldigi; bunun da apoptoz c¢alismasi i¢in mikro ¢evre kiiltiir
ortamindaki hiicre sayisinin optimizasyona ihtiya¢ duydugunu gostermistir. Apoptoz
analizi i¢in daha az hiicre sayisina ihtiya¢ duyulan ELISA tabanli bir ¢alisma daha
uygun olacaktir.

Orneklem sayisinin ayrintili istatistiksel analiz igin sayica az olmasi nedeniyle analizler
MPN alt gruplar yerine tiim hastaliklarda CD34°/CD34  ve hipoksi/anoksi kosullari
temel alinarak yapilmistir. Varyans analizi sonucunda PV hasta grubunda hipoksi i¢in
HIF1a ve NOS3 gen anlatimlarinin kontrol grubu (normoksi) hiicrelerine gore artmis
oldugu gosterilmistir (HIFIla i¢in p=0,0001 ve NOS3 icin p=0,0062). Calisma
hipotezinden farkli olarak CD34  hiicrelerde iliskili gen anlatimlar1 CD34" hiicrelere
gore daha fazla bulunmustur. Anoksik kosullarda da HIFla gen anlatimi CD34"
hiicrelerde CD34" hiicrelerden daha fazladir (p=0,1931). NOS3 gen anlatimi
incelendiginde iki hastada CD34 hiicrelerde CD34" hiicrelerden dikkat ¢ekici oradanda
daha fazla iken, iki olguda da CD34" hiicrelerde artmis anlatim gozlenmistir.

ET grubunda bulunan iki hastada hipoksik kosullarda HIFlea anlatimi kontrol
hiicrelerinden daha az olmakla birlikte, CD34" hiicrelerde CD34 hiicrelere gore
anlatimin daha fazla oldugu gdzlenmistir. NOS3 anlatiminda ise bu durum tam tersi
olmaktadir, CD34 yiizey belirteci negatif olan hiicrelerde pozitiflere gére artmis anlatim
mevcuttur. Anoksik kosullarda HIF1a anlatimi CD34" hiicrelerde fazla iken, NOS3 geni
anlatim1 CD34" hiicrelerde fazladir.

Diger MPN hastalarinin gen anlatim verileri incelendiginde, hipoksik kosullarda HIFla
gen anlatiminda CD34™ hiicrelerde CD34" hiicrelere gore artis oldugu saptanmis; bu
durumun ayni hiicre tipi i¢in yabanil tip varyant tasiyan hiicrelerde heterozigot
(monoalelik) JAK2V617F alel bulunan hastalara gore de fazla oldugu goriilmiistiir.
JAK2 geninin hiicre i¢i sinyal trafigindeki rolii nedeniyle bazi kritik yolaklar {izerine
olan 6nemli etkileri, JAK2 ekzon 14 mutasyonu yabanil tipli variant tasiyan hiicrelere
kiyasla birtakim dezavantajlar doguruyor olabilir; bu da mutasyonu tasimayan CD34
hiicrelerin CD34" hiicrelerden yiiksek anlatim gdstermesinin nedeni olabilir. NOS3 gen
anlatimlariin hipoksik kosullarda kontrol hiicrelerinden daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Anoksik kosullarda ise her iki gen i¢in de, iki hastada negatif hiicre grubunda anlatim

fazla iken; diger iki hastada bu durum pozitif hiicreler i¢in gegerli bulunmustur.
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Calisamadaki 6rnek sayisinin azligi ve kiiltiire edilmis toplam hiicre sayisinin az olmasi
nedeni ile diisiik konstrasyonlarda RNA eldesi ¢alismanin kisitlayict faktorleridir.
Literatiirdeki farkli kanser tiplerine ait KaKH yiizey belirtegleri ile izole edilmis
hiicrelerin hipoksik kosullardaki c¢aligmalarindan farkli sonuglarin da elde edilmis
olmast CD34 ile hipoksi/anoksi ¢alismalarinin eksikligini de goz Oniine sermistir [18,
20]. Daha genis kapsamli ve literatiir acisindan galismalara ihtiya¢ duyulan MPN
CD34"" hiicreler yapilacak ile genis kapsamli ¢alismalar, bu hasta gruplarinda sagkalimi
arttirict tedavi protokolleri, gen anlatim durumuna ve molekiiler etkilere gore yeni
tedavi edici ajanlarin gelistirilmesi agisindan oldukca dnemlidir ve ses getirici olacaktir.
MPN disindaki hematolojik maliniteler ile yapilmis kapsamli ¢aligmalarda yeni tedavi
stratejileri olarak HIFla’nin hedeflenmesi ile KaKH sayisiin ve aktivitesinin
azaltilacag1 gosterilmistir [75, 76]. Hiicre fizyolojisi ile yapilan ¢alismalarda da oksijen
hemostazinin hiicre gelisimi ve farklilagmasi i¢in 6nemli oldugu, bu kapsamda HIFla
ve NOS3 gibi bu yolaklarda etkin genlerin major roller tistlendikleri bilinmektedir [2, 8,
27, 29, 31]. Timoér mikro gevresi kavraminin ortaya g¢ikmasinda rol oynayan ve
hematolojik malinitelerde olas1 KaKH’lerin yuvasi olan nis kavrami ile yapilacak
ayrintili galismalar ve mikro ¢evrenin anlasilmasi kanser ile savasta 6nemlidir [18, 20].

Tiim bu bilgilerin 1s1831nda MPN hastalik grubunda ve bu grubun farkli patojenik genetik
varyasyonlarin tespiti ile yapilacak c¢aligmalarla hastalik tipine ve genotipe 0zgii
tedavi/yaklasim ve protokoller gelistirilmesi gerekliligi agiktir. MPN gibi sagkalimin
uygun tedavi protokolleri ile dramatik sekilde arttiginin gosterildigi kanser tiplerinde
yeni gelismeler yiiz giildiirlicii olacaktir. Ayrica hematolojik maliniteler disinda da
farkli birgok kanser tipinde bu caligmalar metastazi, tedaviye diren¢ gelisimini ve
kanser ilerlemesini engelleyici/yavaglatici olasi yeni antikanser ajanlarin bulunmasina

151k tutacak giictedir.
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