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ÖZET 

Koçana, C.Ç. (2020). Miyeloproliferatif Neoplazi Kökenli Hücre Dışı Genomik 
Materyallerin Endotel Hücrelere Etkisinin İncelenmesi. İstanbul Üniversitesi Sağlık 
Bilimleri Enstitüsü, Genetik ABD. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul.  

Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN) kan hücre oluşumunu etkileyen hematopoetik 
kök hücrelerin (HKH) sebep olduğu bir hastalık grubudur. Bu hastalık farklı HKH 
hatlarını etkileyebilir ve farklı alt gruplarda incelenebilir. MPN için en kritik 
mutasyonlar BCR-ABL1 ve JAK2V617F’dir. Bu mutasyon MPN hasta endotel hücreler 
(EH)’de tespit edilmiş ve hastalıkta sıklıkla görülen trombo-embolik olaylarda rolü 
olduğu düşünülmüştür. Ancak henüz oluş mekanizması tam bilinmemektedir. 
Genometastaz, bir onkogenin kanser hücresinden salınarak dolaşım yoluyla farklı bir 
bölgeye taşınması ve bu bölgede bulunan bir hücreye girmesiyle metastaza sebep 
olmasını temel almaktadır. Bu çalışma, EH’de tespit edilmiş mutasyonun genometastaz 
yoluyla oluştuğunu ve genometastaz sonrasında EH’de bir takım değişikliklere sebep 
olduğunu göstermeyi amaçlamaktadır. Bunun için ilk olarak biallelik JAK2V617F 
taşıyan insan eritrolösemi(HEL) ve BCR-ABL1 taşıyan K562 hücre hatlarından toplanan 
serumlardan DNA izolasyonu yapıldı ve hücrelere ait mutasyonlar tespit edildi. 
Ardından, insan umblikal ven EH(HUVEC) hattı, toplanan serumlar ile ayrı ayrı 48 saat 
süresince kültür edildi. Kültür sonucunda transfekte HUVEC hücreleri toplanarak DNA 
izolasyonu yapıldı ve EH’lerde JAK2V617F ve BCR-ABL1 mutasyonları tespit edildi. 
Mutant HUVEC’ler; apoptoz, proliferasyon ve trombotik olaylarda rolü olan EH yüzey 
proteinleri (CD106, CD141, CD146, CD309, CD54, CD31 ve CD142) açısından akım 
ölçerde incelendi. Mutant EH’lerde kontrole göre CD141 (Trombomodulin)’de azalma 
ve CD142 (Doku faktörü)’de artma istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05). 
Mutant HUVEC’ler çoğaltıldı ve pasajlanarak her iki mutasyonun hücre genomuna 
entegrasyonu tespit edildi. Sonuç olarak, literatürde ilk defa serumda bulunan 
JAK2V617F, EH genomuna entegre oldu ve EH’lerde fonksiyonel değişikliklere neden 
oldu. Bu çalışma ile genometastasın kanserogenezdeki önemine ışık tutulmuştur. 

Anahtar Kelimeler :  Hücre Dışı Nükleik Asitler, Miyeloproliferatif Neoplazi, Endotel 
Hücre, JAK2V617F Mutasyonu, Transfeksiyon, BCR-ABL1 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 
desteklenmiştir. Proje No: TYL-2019-33725 
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ABSTRACT 

Koçana, C.Ç. (2020). An Analysis of the Effect of Myeloproliferative Neoplasm-
derived Extracellular Genomic Materials On Endothelial Cells. İstanbul University, 
Institute of Health Science, Department of Genetics. Master’s Thesis. İstanbul.   

Myeloproliferative Neoplasm(MPN) is basically a group of hematopoietic stem 

cell(HSC) caused disease affecting blood cell formation. This disease can affect 

different HSC lines and can be examined in different subgroups. JAK2V617F and BCR-

ABL1 mutations are critical mutations for MPNs. These mutations were detected in 

MPN patient endothelial cells(EH) and were thought to play a role in thrombo-embolic 

events frequently seen in the disease. However, the exact mechanism of its occurrence 

is not yet known. Genometastasis is based on release of an oncogene from a cancer cell 

to circulation for transportation, transfection of a susceptible cell, and becoming 

malignant of the cell. This study aims to show that the detected mutation in EH occurs 

through genometastasis and causes some changes in EH after genometastasis. Firtsly, 

DNA from sera collected from biallelic JAK2V617F mutation carrier Human 

Erytroleukemia(HEL) cells and BCR-ABL1 carrier K562 cell line was isolated; mutation 

was detected in HUVECs. Mutant HUVECs were examined for apoptosis, proliferation, 

and surface proteins(CD106, CD141, CD146, CD309, CD54, CD31 ve CD142). 

Although there were no significant changes for apoptosis, proliferation and some 

surface proteins, the decrease and increase in CD141 and CD142 proteins compared to 

control, respectively, were statistically significant. Mutant HUVEC was cultivated and 

both mutations were detected again despite sub-culturing. As a result, extracellular 

genomic materials in the circulation can integrate into the genome of the endothelial 

cells and cause changes in the protein level of the cells. This study sheds light on the 

importance of genometastasis in carcinogenesis. 

Key Words: Cell-Free Nucleic Acids, Myeloproliferative Neoplasm, Endothelial Cell, 
JAK2V617F Mutation, Transfection, BCR-ABL1 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project 
No. TYL-2019-33725  

 

 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN) kan hücrelerinin artmış çoğalma hızıyla 

nitelendirilmiş klonal hematopoetik kök hücre (HKH) bozukluklarıdır1. Temel 

gruplandırma Philadelphia kromozomunun (Ph) varlığına dayandırılır. Ph kromozomu 

üzerinde BCR-ABL1 füzyon genini bulundurur. Polisitemiya Vera (PV), Esansiyel 

Trombositoz (ET) ve Primer Miyelofibroz (PMF) en sık rastlanan Ph negatif MPN alt 

gruplarıdır2. Bu alt gruplar için en kritik öneme sahip mutasyon JAK2V617F 

mutasyonudur. Bunun sebebi üç alt grupta görülmesi ve yüksek oranda (PV için >%95, 

ET ve PMF için yaklaşık %50) tespit edilmesidir3. Bu mutasyon JAK-STAT yolağının 

sürekli aktif kalmasını sağlayarak sürekli çoğalmaya sebep olmaktadır. HKH kökenli bu 

hastalıkla ilişkilendirilmiş JAK2V617F ve BCR-ABL1 mutasyonları, endotel hücreler 

(EH)’de de görülmüştür4–6. Bu durum hemanjiyoblast teorisi’ni gündeme getirmiştir5,7. 

Kanserin ayırt edici özelliklerinden biri metastaz yapabilmesidir8. Metastaz, kanser 

hücresinin kendi ortamından ayrılarak farklı bir bölgeye yerleşmesi ve burada 

büyümesiyle açıklanabilir8. Yapılan çalışmalar farklı bir yaklaşımı ortaya atmıştır. Bu 

yaklaşım genometastaz hipotezi olarak isimlendirilir ve metastazın hücre olmaksızın 

sadece genetik materyal üzerinden de gerçekleşebileceğini açıklamaktadır9. Bu 

açıklamaya göre kanser hücresinden ayrılan onkogen lenf/kan dolaşımı ile başka bir 

bölgeye taşınarak orada bir hücre içerisine alınması ile o hücrede fonksiyonel 

bozukluklara yol açarak yeni bir kanser hücresi oluşturmaktadır10.  Bu onkogen dolaşım 

sırasında hücre dışı tümör DNA olarak tanımlanır ve çıplak bir şekilde dolaşabileceği 

gibi eksozom veya benzeri bir yapının içinde de dolaşabilir11,12.  

 

Hematopoietik hücrelerde varlığı ispatlanmış olan JAK2V617F ve BCR-ABL1 

mutasyonlarının EH’de tespitinin genometastaz mekanizmasıyla oluşabileceği 

düşünülerek bu çalışma oluşturuldu. Bu çalışma için hipotezimiz “mutasyon taşıyan kan 

hücrelerinden ortama salınan mutant JAK2 geni ve/veya BCR-ABL1 füzyon geni EH’nin 

içine girerek hücrenin genomunu entegre olur ve hücrenin fonksiyonel değişimine sebep 

olur” şeklindedir. Bu çalışma MPN hastalarının EH’ de görülen onkogenik 

(JAK2V617F ve/veya BCR-ABL1) mutasyonun oluşumunu genometastaz yaklaşımı ile 

açıklamayı amaçlamaktadır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, gen anlatımındaki çoklu değişimlerin sebep olduğu hücre proliferasyonu 

ve hücre ölümü arasındaki dengenin proliferasyon yönüne kaymasıyla sonuçlanan 

anormal hücre büyümesi ve bu hücrelerin farklı dokuları istila etme özelliği 

kazanmasıdır13. Çok sayıda kanser tipi olmasına rağmen tüm kanserler için 2000 yılında 

Hanahan &Weinberg tarafından ortak özellikler gösterilmiş; 2011 yılında bu özellikler 

güncellenmiş ve günümüzde de kabul görmektedir8,14. Bu özellikler şu şekilde 

sıralanabilir: Genomik kararsızlık ve mutasyon, hücre ölümüne direnç, hücresel enerji 

yolaklarında düzensizlik, proliferatif sinyallerin sürekliliği, büyüme baskılayıcılardan 

kaçış, immün yıkımı engelleme, replikatif ölümsüzlüğü sağlama, tümör destekli 

enflamasyon, metastası ve invazyonu aktifleştirme, anjiyogenezi indükleme.  

 

 

Şekil 2.1. Kanserin ayırt edici özellikleri8.  

 

Hanahan & Weinberg, 2011 
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2.1.1. Kanser Oluşumu 

Kanser oluşumunda farklı sayıda ve yapıda mutasyon görülebilmektedir15. 

Temel olarak iki grupta incelenen bu mutasyonlar yolcu ve sürücü mutasyonlar olarak 

adlandırılırlar. Sürücü mutasyonlar kanser oluşumunda kritiktir. Farklı kanser tiplerinde 

aynı sürücü gen mutasyonları görülebildiği gibi aynı kanser tiplerinde farklı sürücü 

mutasyonlara rastlanabilir. Sürücü mutasyonların gerçekleştiği iki farklı fonksiyonel 

kategori vardır: proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genler. Proto-onkogenler hücre 

proliferasyonunu tetikleyici etkisi olan genlerdir ve mutasyon sonucu onkogenlere 

dönüşerek hücrelerin kanser özellik kazanmasına sebep olur. Proto-onkogen üzerinde 

oluşacak monoallelik mutasyon, geni aktif onkogene dönüştürmeye yeterlidir. Genin 

aşırı anlatımı; ürünün yapısal, sayısal, fonksiyonel düzensizliğine ve hiperaktivitesine 

neden olabilir. Tümör baskılayıcı genler ise hücre proliferasyonunu düzenleyen veya 

hücre ölümünü tetikleyen genleri kapsamaktadır. Genellikle tümör baskılayıcı genlerde 

biallelik mutasyon gereklidir ve bu olay Knudson'ın çift vuruş hipotezi olarak 

isimlendirilir16. 

Bu mutasyonlar, nokta mutasyonu şeklinde olabileceği gibi translokasyon, delesyon, 

insersiyon gibi kromozomal mutasyonlardan da oluşabilir. BRCA1 ve TP53 gibi genler 

üzerinde iyi çalışmalar yapılmış tümör baskılayıcı genlerken RAS geni proto-onkogene 

örnek gösterilebilir ve çeşitli çalışmalarda bu genlerde nokta mutasyonları 

gösterilmiştir17–20. BRC-ABL1 ise translokasyon sonucu oluşmuş bir kromozomal 

mutasyondur21. 

2.1.2. Kanser Çeşitleri 

Oluştuğu dokulara göre isimlendirilen kanser birçok dokudan köken 

alabilmektedir. Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO) 2018 verilerine göre yaklaşık 18.1 

milyon görülme sıklığı olan kanser, 9.6 milyon ölüm ile dünyanın en ölümcül ikinci 

hastalığıdır22. Bu verilere göre en sık görülen kanserler sırasıyla akciğer kanseri, meme 

kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri ve mide kanseri şeklindedir. Ölümle 

sonuçlanmaya bakıldığında ise meme kanseri beşinci sıraya gerilemektedir. Bu da 

kanser sonucu ölümün engellenebildiğini göstermektedir. Kanserin köken aldığı organ 

isimlendirmede kullanılsa da bir organda farklı doku ve yapılar olduğu için çeşitli 

isimlendirmelere ihtiyaç duyulmuştur. Örneğin; karsinoma epitel hücrelerden köken 

alan kanserler için, sarkoma bağ doku kökenli kanserler için, blastoma olgunlaşmamış 
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öncül hücreler için kullanılmaktadır. Bunun dışında gelişim süreçlerine göre de 

isimlendirme yapılabilmektedir. Akut miyeloid lösemi (AML) ve kronik miyeloid 

lösemi (KML) buna örnek gösterilebilir. Kan kanserleri iki temel kategori içinde 

incelenmektedir: lösemi ve lenfoma. Ancak bunun dışında kan hücrelerinin artmasıyla 

oluşan miyeloproliferatif neoplaziler 2008 yılından itibaren WHO tarafından kanser alt 

grubuna dahil edilmiştir. 

2.2. Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN) 

Bir veya daha fazla miyeloid kökenli kan hücrelerinin artmış proliferasyonuyla 

karakterize edilen klonal hematopoetik kök hücre (HKH) bozukluklarıdır. Özellikle 50-

70 yaşlar arasında görülme sıklığı fazla olsa da bazı tipleri çocuklarda da bildirilmiştir23. 

MPN, WHO tarafından yayınlanan sınıflandırmanın revize edilmesiyle yedi alt gruba 

ayrılmıştır: BCR-ABL1 pozitif KML, kronik nötrofilik lösemi, polisitemiya vera, primer 

miyelofibroz, esansiyel trombositoz, kronik eozinofilik lösemi ve gruplandırılamayan 

MPN24. 

2.2.1. BCR-ABL1 pozitif KML 

Philadelphia (Ph) kromozomunda BCR-ABL1 füzyon genini taşıyan anormal 

kemik iliği pluripotent kök hücrelerinden köken almaktadır 25,26. KML insidansı dünya 

genelinde yıllık 1-2/100.000 şeklindedir 27. Her yaşta görülebilmektedir ancak medyan 

olarak 50-60 yaş aralığı belirlenmiştir. Yeni tanıların yaklaşık %50’si semptom 

göstermemektedir28. Genel bulgular kilo kaybı, yorgunluk, gece terlemesi, splenomegali 

ve anemi şeklindedir 29,30. Küratif tedavi yokluğunda KML kronik fazdan blast faza 

(BF) direk veya akselere faz (AF) üzerinden geçiş olabilir31. Tedavi ve prognoz için faz 

geçişlerini ayırt etmek önemlidir. Ancak fazlar arasında klinik ve morfolojik sınırlar 

çakışabilmektedir. Vakaların %90-95’inde Ph kromozomuyla sonuçlanan karakteristik 

t(9;22)(q34;q11.2) resiprokal translokasyonu görülmektedir. Kalan vakalarda bu 

translokasyona üçüncü ve hatta dördüncü bir kromozom eşlik edebilmektedir veya rutin 

sitogenetik analizlerde tanımlanamayan 9q34 ve 22q11.2’nin gizli translokasyonu 

görülmektedir32. Bu durumda BCR-ABL1 geni FISH analizi, RT-PCR veya Southern 

blot teknikleriyle saptanabilir. BCR genindeki kırık nokta bölgesi hastalığın fenotipini 

etkileyebilir. KML’de, BCR’deki kırık noktası çoğunlukla 12. ve 16. ekzonları 

kapsayan M-BCR bölgesinde görülmekle birlikte bu durum artmış tirozin kinaz 

aktivitesi olan anormal füzyon proteininin oluşmasına sebep olmaktadır32,33. Nadiren, 
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kırılma noktası 17. ve 20. ekzonları kapsayan μ-BCR bölgesinde olur ve daha büyük bir 

füzyon proteinin oluşmasına sebep olur. μ -BCR bölgesinde oluşan kırıklar Ph pozitif 

ALL ile ilişkilendirilen daha kısa füzyon proteinine sebep olmaktadır ve bu protein 

KML hastalarının %90’ından çoğunda az miktarda da olsa saptanmaktadır34. Buna 

alternatif uç birleştirme sebep olarak gösterilmiştir. KML tedavisinde tirozin kinaz 

aktivitesini hedefleyen imatinib kullanılmaktadır35. Imatinib, BCR-ABL1 kinaz 

bölgesine bağlanmak için ATP ile yarışmaktadır. Böylelikle tirozin rezidülerinin 

substrat üzerindeki fosforilasyon yeteneği engellenir. Özellikle kronik fazın erken 

dönemlerinde bu sinyalin engellenmesi hastalığın kontrol altında tutulması için çok 

etkili bir yöntemdir. Ancak, özellikle AF ve BF evrelerinde nokta mutasyonu taşıyan 

lösemi öncül hücrelerinde inhibitörün kinaz bölgesine bağlanması engellenebilir ve bu 

ilaç direncine sebep olabilir36. Bu nedenle nilotinib ve dasatinib gibi ikinci nesil 

bileşenler geliştirilmiştir37. Hastalık transformasyonunun moleküler temelleri tamamen 

anlaşılamamıştır. Hastalığın ilerlemesi klonal evrim ile bağdaştırılmaktadır. Kronik 

fazdan AF veya BF’ye geçiş sürecinde hastların %80’inde Ph kromozomuna ek olarak 

+8, +19, i(17q) veya ekstra Ph gibi sitogenetik değişimler görülmüştür38. Transforme 

fazlarda MYC, RBf, RAS, AMLf, EVIf, TP53 gibi genlerde bozulmalar olduğu 

görülmüştür ancak bu durumun transformasyondaki rolü bilinmemektedir39,40. Tüm 

genom anlatım profillemesi ileri evrelerle ilişkilendirilen diğer aday genleri ortaya 

çıkarmaktadır. Ayrıca AF ile BF arasındaki benzer anlatım motiflerini ortaya 

koymaktadır ve bu çalışmalar, AF ve BF transformasyonuna öncülük eden genetik 

olayların geç kronik fazda veya erken AF’ da meydana geldiğini önermektedir41. 

2.2.2. Polisitemia Vera (PV) 

Artmış kırmızı kan hücre miktarı ile karakterize bir MPN’dir. Hastaların 

>%95’inde JAK2V617F mutasyonu tespit edilmektedir42. Bu mutasyonları sadece 

eritroid soyda değil aynı zamanda granülosit ve megakaryosit soylarında da artmış 

proliferasyona sebep olmaktadır43,44. Üç fazda tanımlanabilmektedir; bunlar polisitemik 

faz öncesi olan prodormal faz, polisitemik faz ve propolisitemik miyelofibroz fazdır. 

Tanıda klinik, laboratuvar ve kemik iliği histolojisi birlikte kullanılır45. Temelde yatan 

sebep çoğu vakada bilinmemekle birlikte bazı ailelerde genetik yatkınlık 

raporlanmıştır46. İyonize radyasyon ve toksinlere maruz kalmak bazı hastalarda olası 

sebep olarak gösterilmiştir47. Kan ve kemik iliği ana tutulum bölgeleridir ancak 
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karaciğer ve dalak etkilenen organlardır. Bunların yanında artmış kırmızı kan hücreleri 

dolayısıyla herhangi bir organ etkilenebilmektedir. Hastalık için medyan yaş 60 

olmasına rağmen nadiren 20 yaştan genç hastalara da rastlanmaktadır. Hastaların 

genellikle ölüm sebebi tromboz veya hemarojidir ancak %20’ye kadar AML veya 

miyelodisplazi (MDS) ölüm sebebi olabilmektedir48. Tromboz veya hemaroji için risk 

faktörlerinin öngörüsü iyi belirlenememiştir. Sitotoksik ajanlarla tedavi görmemiş 

hastalarda MDS ve AML insidansı %2-3 olmasına rağmen, kemoterapi alanlar için bu 

oran terapi tipine göre %10 ve üzerine ulaşmaktadır49,50.  

PV hastalarında JAK2V617F mutasyonu hematopoetik kök hücrelerde 

oluşmaktadır ve tüm miyeloid soydan gelen hücrelerde görülmektedir51. Bunun dışında 

işlevsel benzerlik gösteren JAK2 12. ekzonunda görülen mutasyon da raporlanmıştır52. 

Ancak henüz PV ‘ye özel bir mutasyon tanımlanamamıştır. Hastalıkta BCR-ABL1 

füzyon genine rastlanan olgular görülmüştür ancak bunların klinik önemli henüz tespit 

edilememiştir53,54. Bunun dışında bazı kromozomal mutasyonlar görülse de bu 

mutasyonların frekansının ileri fazlarda arttığı görülmüştür. Özellikle post-PV MF 

fazdaki hastaların %80-90’ında bu kromozomal anormallikler görülmektedir55. MDS ve 

AML gelişmiş hastaların neredeyse tamamında kromozomal anormalliklerin 

görülmektedir56. 

2.2.3. Primer Miyelofibroz (PMF) 

Megakaryositlerin ve granülositlerin kemik iliğinde proliferasyonu ile fibrozis 

oluşumu ve ekstramedüller hematopoez ile karakterize edilen klonal MPN çeşididir57. 

Hastaların %30’a kadarı tanı sırasında semptom göstermemektedir ve rutin muayene 

sırasında splenomegalinin farkedilmesi veya rutin kan sayımlarının anemi, lökositoz 

veya trombositoza benzemesiyle bulunmaktadır58. Hastaların yaklaşık %50’sinde 

JAK2V617F mutasyonu, %30’unda CALR mutasyonu, %8’inde MPL mutasyonu ve 

%12’si ise üçlü-negatif olarak görülmektedir59–61. Üç gende de negatif olan hastalarda 

yapılan tüm ekzom analizleri sonucunda MPL S204P ve MPL Y591N gibi mutasyonlar 

tespit edilmiştir62. Bunun dışında MPL W515K/L mutasyonu PMF hastalarının %5’inde 

görülmektedir63. Farklı kromozomal mutasyonlar görülebilmektedir64–66. 

2.2.4. Esansiyel Trombositemi (ET) 

Birincil olarak megakaryosit soyu içeren kronik MPN çeşididir. Kanda artmış 

trombosit miktarı ile kemik iliğinde artmış büyük, olgunlaşmış megakaryosit miktarı ve 
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klinik olarak hemaroji ve tromboz oluşumu ile karakterize edilmektedir67. ET için 

genetik veya biyolojik işaretçi olmadığı için tanıda trombositoz için tüm sebepler 

dışlanmalıdır ve BCR-ABL1 füzyon geninin varlığı ET diagnozunu engeller. Hastaların 

%40-50’sinde JAK2V617F mutasyonu gözlemlenmektedir68. Hastarın %1’inde MPL 

W515K/L mutasyonu bildirilmiştir63. Anormal karyotip hastların %5-10’unda 

gösterilmiştir69. 

2.2.5. Kronik Nötrofilik Lösemi (CNL) 

Philadelphia kromozomu negatif nadir görülen bir MPN’dir. Kanda nötrofil 

hücrelerinin sürekli artışı, nötrofilik granülosit proliferasyonuna bağlı olarak 

hipersellüler kemik iliği ve hepatosplenomegali ile karakterize edilmektedir. Tanısı için 

reaktif nötrofili ve diğer MPN’lerin dışlanması gerekmektedir.JAK2 mutasyonu taşıyan 

hastalar rapor edilmiştir ve bazen biallelik JAK2V617F mutasyonu görülmektedir. 

Köken aldığı hücre bilinmemektedir. Genellikle yavaş ilerleyen bir hastalık olarak 

tanımlanmaktadır70. 

2.2.6. Kronik Eozinofilik Lösemi 

Özonofil prekürsor hücrelerinin klonal proliferasyonu sonucu perifer kanda, 

kemik iliğinde ve perifer dokularda artmış özonofil miktarı ile oluşan MPN çeşididir71. 

Lösemik infiltrasyon sonucu veya özonofiller tarafından salınan sitokinler, enzimler ve 

diğer proteinler tarafından organ hasarı oluşmaktadır. Spesifik moleküler genetik veya 

sitogenetik anormallik belirlenmemekle birlikte PDGFRA, PDGFRB ve FGFR1 

yeniden düzenlemeleri tanıda kronik özonofilik löseminin dışlanması için sebeptir. Bazı 

hastalarda JAK2 mutasyonu görülmektedir68. 

2.3. MPN ve Mutasyon 

Mutasyon çeşitli şekillerde ele alınsa da temel olarak bir canlının genomunda 

meydana gelen kalıcı değişiklikler olarak tanımlanabilmektedir70. Bu değişiklikler 

kromozom boyutundaki değişikliklerden tek bir nükleotidde görülen değişikliklere 

kadar geniş bir yelpaze göstermektedir. Mutasyon sonucu işlev kazanımı veya işlev 

kaybı görülebilmektedir72. Mutasyon ve kanser ilişkisi diğer bir bölümde açıklandığı 

için bu bölümde sadece MPN oluşumunda etkili mutasyonlar üzerinde durulacaktır. 

MPN’lerde görülen en kritik mutasyon Philadelphia kromozomunun oluşmasıdır. Ph 

kromozomu t(9;22)(q34;q11.2) resiprokal translokasyonu sonucu oluşmaktadır73. Bu 
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translokasyon sonucu 22. Kromozomdaki BCR geni ile 9. Kromozomdaki ABL1 geninin 

füzyonu gerçekleşmektedir. ABL bir sitoplazmik tirozin kinazdır. Sitoplazmik tirozin 

kinazlar, sitoplazmada bulunan ve bir donör nükleozit trifosfattan aldığı fosfat grubunun 

proteinlerin tirozin rezidülerine transferini katalizleyen enzimlerdir. ABL1 proteini 

hücre farklılaşmasında, çoğalmasında, adhezyonunda ve stres yanıtında etkilidir74. Bu 

proteini üreten ABL1 geninin BCR geni ile transloke olmasıyla üretilen BCR-ABL1 

füzyon proteini sitokinler tarafından regüle edilmeksizin proliferasyona sebep 

olmaktadır75. 

Ph negatif MPN’lerde sıklıkla karşılaşılan mutasyon ise JAK2V617F mutasyonudur. Bu 

mutasyon sonucu JAK2 proteininin 617. pozisyonundaki valin amino asidi yerini 

fenilalanine bırakmaktadır76. JAK2, Janus Kinazların 4 üyesinden biridir ve sitoplazmik 

tirozin kinaz çeşididir. JAK/STAT yolağında görev almaktadır. JAK/STAT yolağı temel 

olarak bir ligandın reseptörüne bağlanarak bu reseptörün multimer oluşturmasına sebep 

olmasıyla başlar77. Bu reseptörün yolağı aktive edebilmesi için monomerlerinin JAK ile 

birleşik olması gerekmektedir78. Reseptör multimer oluşturduktan sonra JAK’lar 

transfosforile olabilecek yakınlığa gelir ve birbirlerini fosforile eder79. Fosforile olan 

JAK’lar bağlı olduğu reseptörü fosforile eder. Fosforile olan JAK’lar STAT 

moleküllerini fosforile eder ve böylelikle aktive olan STAT’lar nükleusa giderek 

transkripsiyonu başlatır80. Bu yolak proliferasyon, farklılaşma, apoptoz ve 

enflamasyonda etkilidir81. Bu nedenle bu yolakta oluşan hatalar kanser ve bağışıklık 

sistemini etkileyen hastalıklara sebep olabilir82. JAK2’de gerçekleşen mutasyon 

liganttan bağımsız olarak yolağın aktif kalmasına sebep olur ve bu da kan hücrelerinde 

proliferasyonu arttırır83. 

 Bunun dışında aynı genin 12. ekzonunda, MPL geninde, CALR geninin 9. ekzonunda 

ve CSF3R geninde görülen mutasyonlar MPN ile sonuçlanabilmektedir. Bunların 

dışında JAK-STAT yolağının negatif düzenleyicilerinde gerçekleşmiş mutasyonlar 

nadir de olsa MPN ile sonuçlanabilmektedir84. JAK2 ekzon 12 mutasyonları çoğunlukla 

çerçeve içi küçük insersiyon ve delesyonlardır85. Ekzon 12 mutasyonu JAK2V617F 

mutasyonu görülmeyen PV hastalarının %1-2’sinde görülmektedir; ET ve PMF ile 

ilişkilendirilmemiştir86. Bu ekzon üzerinde en sık görülen mutasyonlar N542-E543del, 

K539L, E543-D544 del ve F537-K539delinsL mutasyonlarıdır85. JAK2 ekzon 12 

mutasyonları JAK2V617F mutasyonuna göre JAK2 ve STAT için artmış fosforilasyon 

göstermektedir86. Ayrıca bu mutasyona sahip hastalar daha genç yaşlarda daha belirgin 
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eritrositoz göstermektedir86. Bir diğer mutasyon, trombopoetin reseptörü olan MPL 

üzerinde gerçekleşmektedir. MPL geninin 10. ekzonunda fonksiyon kazanma 

mutasyonu gerçekleşir ve sitokinlerden bağımsız büyümeye götürür87. W515 

konumunda görülen mutasyonlar ET vakalarının %3’ünde PMF vakalarının ise %5’inde 

görülür ve genellikle W515L ve W515K yer değiştirmesi şeklindedir88. Bunların dışında 

W515R, W515A ve W515G gibi farklı yer değiştirmeler de bildirilmiştir89. Ayrıca MPL 

geninin üzerinde gerçekleşen S505N trombozun kalıtsal formu için tanımlanmıştır90. 

Diğer bir gen calreticulin kodlayan CALR genidir. MPN hastalarında ikinci en sık 

görülen mutasyon olan CALR ET hastalarında %20-25, PMF hastalarında ise %25-30 

oranında görülmektedir; PV’de ise nadiren görülür91. Calreticulin JAK-STAT yolağında 

görev almasa da MPL ile etkileşime girebilmektedir92. Mutasyon sonucu oluşan yeni 

protein MPL ile etkileşime daha güçlü girmektedir93. Bu güçlü etkileşim sonucu 

MPL’de TPO’dan bağımsız aktivasyon görülmektedir ve JAK-STAT aktifleşmiş olur1. 

CALR’de görülen mutasyonlar iki tipe ayrılmıştır; tip-1 52bç uzunluğunda delesyon 

iken tip-2 5 bç uzunluğunda bir insersiyondur. PMF için tip-1 %70, tip-2 %13 oranında 

görülürken ET için bu oran sırasıyla %51’e %39’dur94. Tip-1 benzeri mutasyonlar 

miyolofibroz fenotipi ile ilişkilendirilmektedir ve ET’lerde tip-1 görülmesi 

miyelofibrotik dönüşüm riskinin fazla olduğu anlamına gelmektedir95. Tip-2 benzeri 

mutasyonlar ise ET fenotipi ile ilişkilendirilmektedir95. Bu mutasyonların protein 

yapısına yansıması da oldukça farklıdır. Tip-1 mutasyonu çoğu yabanıl tipin dizisinin 

ve kalsiyum bağlanma bölgelerinin kaybına sebep olsa da tip-2 yabanıl tip dizilime daha 

yakındır91. CSF3R ise G-CSFR kodlayan gendir ve üzerinde görülen bir mutasyon yakın 

zamanda CNL sürücü mutasyonu olarak tanımlanmıştır96. Özellikle JAK2, CALR ve 

MPL genleri MPN için kritik öneme sahip genler olsalar da üç mutasyonun da 

görülmediği vakalar söz konusudur97. Bu vakalarda MPL ekzon 10 ve JAK2 ekzon 14 

bölgeleri dışında kanonik olmayan mutasyonlar görülebilmektedir62. Bu mutasyonlar 

somatik olarak kazanılmış veya kalıtılmış olabilir. MPL geninde kanonik olmayan 

T119I, S204F/P, E230G ve Y591D/N mutasyonları, JAK2 geninde ise V625F ve F556V 

kanonik olmayan mutasyonları görülebilmektedir62,98. Bu genlerin bazı yolcu 

mutasyonlar da görülmektedir. Temel olarak bu mutasyonlar epigenetik düzenleme, 

mRNA uç birleştirme, transkripsiyonel mekanizma ve sinyal iletiminde önemli olan 

genleri etkilemektedir. 
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Epigenetik düzenleyici proteinleri olan TET2 ve DNMT3A CpG adacıklarında DNA 

metilasyonundan görevlidir99. TET2 aktif demetilasyon sürecinde etkilidir ve bunun 

özellikle kök hücre gen düzenlenmesinde önemli olduğu düşünülmektedir99. DNMT3A 

ise sitozin metillenmesinden sorumludur100. TET2, DNMT3A mutasyonlarına göre daha 

sık gözlemlenir. Bu iki mutasyon da JAK2V617F mutasyonuna sahip HKH’lerin 

kendini yenilemesini arttırır ve hastalık başlangıcı için önemli rolü vardır101. ASXL1 ve 

EZH2 histon modifikasyonunda görevli faktörleri kodlamaktadır. ASXL1 mutasyonları 

MPN’lerde ikinci en sık görülen epigenetik düzenleyici mutasyonlarıdır102. Bu 

mutasyonlar zayıf prognoz ve daha sık lökemik dönüşüm ile ilişkilendirilmiştir103. 

MPN’lerde gösterilen EZH2 genindeki işlev kaybı mutasyonları onkogenlerin de dahil 

olduğu bir gen setinde baskılamanın ortadan kalkması ile sonuçlanarak HKH kendini 

yenilemesini arttırır104.  

 

 

Şekil 2.2. MPN oluşumunda etkili farklı yolaklar. En sık gözlenen mutasyonların yolağa etkisi 
görselleştirilmiştir  105. 

2.4. Metastaz 

Metastaz kanser ölümlerinin % 90’ına sebep olan önemli bir faktördür106. Kanser 

hücrelerinin vücudun diğer bölümlerine yayılmasıdır. Bu olay altı adımda 

sınıflandırılabilir: Bölgesel istila, damar içine geçme, yer değiştirme, damar dışına 

çıkma, mikrometastas oluşumu ve kolonileşme. Bölgesel istila, kanser hücrelerinin 

çevresini kaplayan sağlıklı dokuları istila etmesidir107. Bu adımda kanser hücreleri 

hareket etmek için ekstrasellüler matriksi (ECM) kullanır ve ayrıca komşu dokuya 

girebilmek için ECM’ye zarar verir108. Bölgesel istila bir kanser hücresi tarafından da 
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bir grup kanser hücresi tarafından da yapılabilir ve duruma göre hareket yöntemi fokal 

adezyon veya amiboid hareket şeklinde değişebilir. İkinci adım olan, damara içine 

geçme kanserin uzak bölgelere taşınabilmesi için çok kritik bir adımdır çünkü bu 

adımda kanser hücresi lenf veya kan dolaşımına geçer109. Kanser hücreleri öncelikle 

damarları çevreleyen ECM’yi istila eder, sonra damarlardaki endotel hücreler arasındaki 

hücre-hücre etkileşimlerini kırar ve son olarak formasyonunu değiştirerek tahrip olan 

damar duvarından geçer. Lenf veya kan dolaşımına geçen bu hücreler “dolaşan tümör 

hücreleri”(DTH) olarak isimlendirilir110. DTH’ler damarlarda hayatta kalabilmek için 

doğal öldürücü hücreler gibi bağışıklık hücrelerinden kaçabilmeli. Bunun için DTH’ler 

trombositleri kullanarak bağışıklık hücrelerine, türbülans ve hematojenik kesme 

kuvvetine karşı kalkan oluştururlar111. DTH’ler aktif veya pasif olarak yani endotelyum 

üzerinde yuvarlanarak veya akıntıyla birlikte rastgele hareket edebilirler112. DTH kılcal 

damara sıkıştığı zaman damar dışına çıkma gerçekleşir. Damar dışına çıkma 

migrasyonun son adımıdır ve damardan yeni bir dokuya geçiştir113. Bu adımdan sonra 

kanser hücreleri proliferasyon mekanizmalarını yeniden aktive eder ve böylece 

çoğalarak metastatik doku oluşturabilir. Bu doku çok geniş olmadığı için mikrometastaz 

olarak isimlendirilir114. 

2.5. Endotel Hücre 

Endotel hücreler damar içi ve doku arasında bariyer görevi görmektedir115. Kan 

ve lenf damarlarını oluşturmaktadırlar. Bu nedenle dokuya geçişi regüle etmektedir. Bu 

regülasyona sadece oksijen, karbon dioksit gibi moleküller değil çeşitli hücreler de 

dahildir116. Bu hücreler damarlanmada görevli olduğu için tümörün büyümesi için 

gerekli besini sağlamak adına veya kanserin yayılımı için ulaşım kanalı sağlamak adına 

çok değerlidirler. Farklı görevleri yerine getirebilmek adına yüzeyinde kendine has 

proteinler bulundurmaktadır117–119. Bunlardan bazıları bu çalışma içerisinde de 

incelenmiştir. Vasküler Hücre Adezyon Protein 1 (VCAM-1 veya CD106) lenfosit, 

monosit, eozinofil ve bazofillerin vasküler endotele tutunmasını sağlar119. VCAM-1 

anlatımı, tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) ve interlökin-1 (IL-1) gibi sitokinlere cevap 

olarak artabilir120,121. Melanoma hücre adezyon molekülü (MCAM veya CD146) EH 

için marker olarak kullanılan bir proteindir. MCAM normalde melanositler tarafından 

eksprese edilmezken ilk kez melanoma hücrelerinde tespit edilmiştir122. İşlevleri çok iyi 

bilinmese de yardımcı T-17 hücrelerinin adezyonunu sağlamaktadır123.  Vasküler 
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endotelyal büyüme faktör reseptörü 2 (VEGFR2 veya CD309) endotelyal migrasyon ve 

proliferasyonu düzenleyen bir moleküldür124. Vasküler malign tümörler için önemli bir 

marker olabilir125. Hücreler arası adezyon molekülü-1 (ICAM-1 veya CD54) EH’de 

veya bağışıklık hücrelerinde eksprese olabilen bir proteindir126. Lökositler üzerinde 

bulunan FLA-1 molekülü ICAM-1 için liganddır ve FLA-1/ICAM-1 etkileşimi lökositin 

dokulara geçişini sağlar127. Platelet-endotel hücre adhezyon molekülü 1 (PECAM-1 

veya CD31) EH’ de ve birçok bağışıklık sistemi hücreleri üzerinde bulunur. Lökosit 

transmigrasyonunda, anjiyogenezde ve integrin aktivasyonunda etklidir128. Doğal 

öldürücüler üzerinde bulunan CD38 reseptöre bağlanarak hücrelerin EH’ye 

bağlanmasını sağlar129. Trombomodülin (TM veya CD141) endotel hücre yüzeyinde 

bulunan trombin için kofaktör görevi gören bir yüzey proteinidir. TM, trombini 

prokoagülan enzimden antikoagülan enzime dönüştürerek kan pıhtılaşmasını azaltır130. 

Doku faktörü (DF veya CD142) ekstrinsik kan pıhtılaşma mekanizmasının birincil 

başlatıcısıdır131. Bunun dışında DF anjiyogenez, yara iyileşmesi, apoptoz, proliferasyon 

ve hemaostazda gibi önemli süreçlere dahil olmaktadır132–134. Koagülasyon kontrolünün 

bozulması tromboz oluşumunda görülmektedir. Tromboz, damar içinde artmış pıhtı 

oluşumu nedeniyle akışın azalması veya damarın tıkanmasıdır135. Bu durum besin ve 

oksijen iletimini azaltacağı için lokalize doku ve organ nekrozlarıyla sonuçlanır. Bu 

durumun kontrolü EH üzerindedir118.  

EH’de de JAK2V617F mutasyonu gözlemlenebilir. MPN hastalarının 

ölümlerinden yüksek oranda sorumlu olan trombozu arttıran faktörün mutant EH olup 

olmadığı araştırılmaktadır. Yapılan çalışmalarda EH’in MPN’lerde pıhtılaşma 

anormalliklerini sağladığı bulunmuştur136,137.  Yapılan bir çalışma JAK2V617F pozitif 

EH’in artmış P-selektin ekspresyonu sebebiyle protrombotik etkisinin arttığını 

bildirmiştir138. KML hastalarından elde edilen mononükleer hücrelerden BCR-ABL1 

pozitif EH farklılaşabilmiştir5. Ancak çalışamadaki amaç hemanjiyoblast hipotezi için 

kanıt sunmak olduğu için BCR-ABL1 pozitif EH’nin davranışı çalışılmamıştır. 

 

2.6. Endotel Hücre Kökeni 

EH kökenini araştırmak için, anatomik, genetik ve biyokimyasal çalışmalar 

yapılmakla birlikte bazı teoriler ön plana çıkmaktadır139. Genel olarak endotel ve 
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hematopoetik sistemin gelişim sürecinde birbirleriyle yakınlığı üzerinde bu teoriler 

birleşse de ontojenik yolaklar farklılık göstermektedir140. 

2.6.1. Hemanjiyoblast Teorisi 

Hemanjiyoblast hem endotel hem de hematopoetik hatlara farklılaşma kabiliyeti 

olan bir öncül hücre tipidir ve teori ismini bu hücreden almaktadır141. Embriyogenez 

süresince bu hücrenin varlığını kanıtlayan çok sayıda çalışma mevcuttur ve bu teorinin 

primitif hematopoez fazıyla bağlantılı olduğu düşünülmektedir142. Ancak, yetişkinlerde 

henüz kanıtlanmamış olsa da in vitro ortamda yapılan çalışmalar bulunmaktadır143. 

2.6.2. Hemojenik Endotelyum Teorisi 

Bu teori HKH’lerin aort-gonad-mezenfros bölgesinde bulunan özelleşmiş 

vasküler endotelyum olan hemojenik endotelyumdan köken aldığını ileri sürmektedir144. 

Yapılan bazı çalışmalarda EH işaretlenmiş ve bu işaretler daha sonra hematopoetik 

öncül hücrelerde görüntülenmiştir145,146.  

2.6.3. Mezodermal Prehematopoetik Öncül Teori 

Bu teori yukarıda bahsedilen iki teorinin kombinasyonu olarak ortaya çıkmıştır 

ve her iki durumun aynı zamanda ardıl adımlar olarak gerçekleşebileceğini 

savunmaktadır. Bu teoriye göre hemanjiyoblast, hemojenik endotelyumu oluşturur, 

ondan da hematopoetik hücreler farklılaşır147. 

 

2.7. Hücre Dışı Genomik Materyal (HDGM) 

Hücrenin dışına aktif olarak salınarak veya hücrenin parçalanmaya başlaması 

sonucu pasif olarak dışarı sızan DNA veya RNA temelli moleküllerdir148. RNA kendi 

başına hücre dışında görevli olabildiği için (mikro RNA gibi) özellikle DNA temelli 

çalışmalar bu kategori altına daha sık alınmaktadır. Bunun sebebinin DNA’nın hücre 

dışında beklenmemesi olabilir. Sıklıkla hücre dışı DNA(hdDNA), fetal hdDNA 

(fhdDNA), eksozomal DNA (exoDNA) gibi çeşitleri çalışılmaktadır. Özellikle kanser 

tanı ve prognozu için çok fazla çalışma yapılmaktadır ancak trizomi 21 gibi 

kromozomal hastalıklar için de girişimsel olmayan tanı yöntemi olarak 

geliştirilmektedir149,150. Hücreden pasif olarak sızması durumunda apoptoz veya nekroza 

bağlı olarak hdDNA boyutu değişebilmektedir151. Bunun yanında salındığı hücrenin ait 

olduğu dokuya dair epigenetik bilgiler taşıyabilmektedir152,153. Bu özelliği tanı için çok 



 14 

faydalı olabilir. hdDNA kan dolaşımında olabileceği gibi lenf dolaşımında da 

bulunabilir veya diğer tüm biyolojik sıvılarda bulunabilir. Eksozom içindeki hüce dışı 

DNA, çevreden daha az etkilenir ve bu nedenle daha stabildir154. 

2.8. Genometastaz 

Genometastaz uzak bir dokudaki hedef hücrenin primer tümör kökenli dolaşımda 

olan dominant onkogen ile transfeksiyonu sonucu gerçekleşen bir metastaz oluşumudur. 

DNA lenf veya kan dolaşımında hücreden bağımsız şekilde gözlemlenebilir. Hücre dışı 

DNA (hdDNA) ilk olarak 1948 yılında Mandel ve Metais tarafından keşfedilmiştir155. 

Daha sonra, 1965 yılında Bendich ve ark. metastazın cfDNA ile kolaylaştığına dair bir 

hipotez ortaya koymuştur ancak bu DNA tümör tetikleyen polyoma virüsün 

DNA’sıdır156. cfDNA sonraki yıllarda sistemik lupus eritematozus gibi farklı 

hastalıklarla ilişkilendirilmiştir157. Kanser hastalarında yapılan araştırmalar, hastaların 

kanındaki cfDNA seviyelerinin kontrol gruba göre çok fazla olduğunu göstermiştir 

ancak dönemin DNA dizileme teknolojisi kanda çok seyrek halde bulunan cfDNA’nın 

dizilenmesini engellemiştir158. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte cfDNA dizilenmiş ve 

bazılarının tümöre spesifik mutasyon taşıdığı görülmüştür159,160. 1999 yılında García-

Olmo ve meslektaşları genometastaz hipotezini ortaya atmıştır9. 

DNA parçaları temel olarak iki şekilde salınmaktadır; bunlar aktif ve pasif salınımdır. 

Pasif salınıma hücre ölümleri sebep olmaktadır ve cfDNA’lar nükleozom şeklinde 

hücreden dışarı çıkar161. Nükleozomlar, DNAnın paketlenmesiyle oluşan DNA-Histon 

protein kompleksleridir. Bu kompleksler DNA stabilizasyonu ve ekspresyonun 

düzenlenmesi için kullanılır. Apoptoz bazı endonükleazları aktifleştirebilir ve 

nükleozomlar linker DNA’dan kesilebilir. Nükleozomlar apoptotik cisimlere salınır 

ancak bazen bu süreç yarıda kalabilir ve nükleozomlar dolaşıma karışabilir. Bu da 

cfDNA boyutunun hücre ölüm şekli hakkında bilgi verebileceği anlamına 

gelmektedir162. Aktif salınım canlı hücreler tarafından eksozom, mikrovezikül veya 

virtozomlar gibi yapılar aracılığı ile gerçekleşir163. Bu yapılar DNA’nın yolculuk 

sırasında daha korunaklı bir ortamda olmasını sağlamaktadır. Yapılan çalışmalarda, bu 

yapıların in vitro ortamdaki hücrelerden de salgılandığı gösterilmiştir164. Literatürde, bu 

hücre dışı genetik materyallerin metastatik etkisindense tanı ve prognozda kullanımı 

üzerine yapılan araştımalara daha çok ulaşılabilmektedir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma İstanbul Üniversitesi, Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü 

laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

Deneylerde kullanılan cihazlar Tablo 3.1 içinde gösterilmiştir. 

Tablo 3.1. Deneyler sırasında kullanılmış cihazların listesi. 

Laminer hava akım kabini(Nuaire) 

PCR cihazı; Thermo-Cycler T-100 (Bio-Rad) 

Masaüstü mini santrifüj; Microfuge 16 (Beckman Coulter) 

Soğutmalı Santrifüj; Allegra X15-R (Beckman Coulter) 

Spektrofotometre; Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) 

Işık mikroskobu (Olympus) 

Akım sitometresi; FACSCalibur (BD Biosciences) 

İnkübatör (Thermo Scientific) 

Jel görüntüleme sistemi; UVP (Analytik Jena) 

Gerçek zamanlı PCR cihazı; LightCycler 480 II (Roche) 

Buz makinesi (Cornelius) 

Vorteks karıştırıcı (Scientific Industries, Inc.) 

+4oC soğutucu, -20oC ve -80oC dondurucular (Haier, Haier, Samsung) 

Otomatik pipet (Axygen, Eppendorf) 
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Su banyosu (Memmert) 

Elektroforez sistemi (Bio-Rad) 

 

3.1.2. Kullanılan Kitler 

Deneylerde kullanılan kitler Tablo 3.2’de gösterilmiştir. 

Tablo 3.2. Deneyler sırasında kullanılmış kitlerin listesi. 

Quick-DNA miniprep Plus Kit (Zymo Research) 

Extract-N-Amp Blood PCR Kits (Sigma-Aldrich) 

QIAseq cfDNA Extraction Kit (Qiagen) 

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences) 

BrdU Flow Kit (BD Biosciences) 

Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience) 

3.1.3. Kullanılan Kimyasallar 

Deneyler sırasında kullanılmış kimyasallar Tablo 3.3 içerisinde listelenmiştir. 

Tablo 3.3. Deneylerde kullanılmış kimyasal maddelerin listesi. 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 

RPMI 1640 (RPMI) 

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) 

Fetal sığır serumu (FBS) 

50bp DNA Ladder 

Agaroz 
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Etidyum bromür 

Etanol 

İzopropanol 

Fosfat tampon çözeltisi (PBS) 

Nükleaz içermeyen steril su 

Dimetil sülfoksit (DMSO) 

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) 

Propidyum İyodür (PI) 

Antikorlar (CD106-PE, CD141-PE, CD146-PE, CD309-PE, CD54-PE, CD31-PE, CD142-APC) 

 

3.1.4. Deneylerde Kullanılan Çözeltiler 

MACS solüsyonu 

500 ml PBS, %0,5 (7,5 M) BSA, 2Mm (0,5 M) EDTA karıştırıldı ve karışım 

0,2μm boyutlu filtreden geçirilerek sterilizasyonu yapıldı. 

Propidyum İyodür 

10μl Propidyum İyodür 10 ml’ye kadar MACS solüsyonu ile tamalanarak 

seyreltildi. 

1X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) 

50X TAE satın alındı ve bu solüsyondan 10ml çekilerek 490ml dH2O ile 

karıştırıldı ve 1X TAE elde edildi. 

3.2. Yöntem 

Deneylerde kullanılan yöntemler bu bölümde açıklanmıştır. 

3.2.1. Hücre Kültürü 

Hücrelerin çoğaltılması için yapılan bu işlemler bütününde aksi belirtilmedikçe 

inkübasyon için 37 oC sıcaklık ve %5 CO2 konsantrasyonu kullanılmıştır. 
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3.2.1.1. Dondurulmuş Hücre Eritme ve Ekme 

Kullanılacak hücre, sıvı azot tankından alındıktan sonra 37oC sıcaklıktaki su 

banyosunda eritilerek hızlı bir şekilde 15ml’lik konik tüpe aktarıldı. Üzerine 10 ml 

besiyeri eklendikten sonra karıştırıldı ve 2000 rpm hızda 5 dk santrifüj yapıldı. 

Süpernatant uzaklaştırıldı; pellet tekrar 7 ml besiyeri ile çözüldü ve tekrar 2000 rpm 

hızda 5 dk santrifüj yapıldı. Süpernatant atıldı pellet 5 ml taze medyumda çözülerek 

T25 flaska ekildi. Medyum hücreden hücreye değişebilmektedir (Tablo 3.4). 

Tablo 3.4 Kullanılan hücre hatlarının besiyeri içeriği. 

 

3.2.1.2. Hücre Büyütme/Pasajlama 

Hücreler ekildikten sonra besiyeri tazelenmesi gerektikçe medyum tazelendi 

genellikle 2 günde bir şeklinde gerçekleşti. Hücreler flask tabanının %80-90’ını 

kapladığında pasajlama yapıldı. Pasajlama sonrası hücrelerin miktarına bağlı olarak 

flask sayısı arttırıldı veya T75 flaska geçildi. Pasajlama için flasktaki medyum çekilip 

PBS ile yıkama yapıldıktan sonra tiripsin/EDTA eklenerek inkübatörde 5dk inkübe 

edildi. İnkübatörden alınan flasklara Tripsin/EDTA miktarının 3 katı taze medyum 

eklendi ve toplanan hücreler hacme bağlı olarak 15ml veya 50ml konik tüplere aktarılıp 

2000 rpm’de 5 dk santrifüj yapıldı. Süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet halindeki 

hücreler 5ml veya 12ml besiyeri ile çözülüp sırasıyla T25 veya T75 flaska aktarıldı. 

HEL hücre hattı için RPMI (%10 FBS, %1 Pen/Strep), K562 hücre hattı için IMDM 

(%10 FBS, %1 Pen/Strep) besiyeri kullanıldı. Ekildikten sonra her 2 günde medya 

değiştirildi. Medya değişimi, hücrelerin içinde bulunduğu eski medyanın çekilip 15ml 

konik tüpe aktarılması ve bunu takiben 2000 rpm’de 5dk santrifüj yapılıp süpernatantın 

uzaklaştırılması ve pellet halindeki hücrelerin taze besiyerinde çözülüp yeni flaska 

ekilmesiyle gerçekleştirildi. Hücre sayısına bağlı olarak flask boyutu arttırıldı veya flask 

sayısı arttırıldı. T25 flask için 5ml besiyeri, T75 flask için 12ml besiyeri kullanıldı. 

Hücre Hattı Besiyeri FBS(%) Pen/Strep(%) 

HUVEC DMEM 10 1 

HEL RPMI 10 1 

K562 IMDM 10 1 
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3.2.1.3. Hücre Dondurma 

Hücre miktarının fazla artışıyla hücreler donduruldu. Dondurma işlemi HUVEC 

için şu şekilde gerçekleştirildi: Flasktaki hücreler tripsin/EDTA ile muamele edilerek 

kaldırıldı. Toplanan hücrelere tripsin/EDTA hacminin 2-3 katı kadar DMEM besiyeri 

eklendi. 15ml veya 50ml konik tüpe aktarılıp 2000 rpm’de 5dk santrifüj yapıldı. 

Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet 5ml PBS ile çözüldü. Hücre sayımı 

yapıldı. Tekrar santrifüj yapılıp süpernatant uzaklaştırıldı. Dondurmak için gerekli iki 

medya hazırlandı. Birinci medyum %80 DMEM %20 FBS şeklinde hazırlandı ve 

santrifüj sonrası hücreler bu medyumda çözüldü. İkinci medyum (dondurma medyumu) 

ise %80 FBS %20 DMSO şeklinde hazırlandı ve hazırlandıktan sonra buzda en az 20dk 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 1:1 olacak şekilde hazırlanan medya karıştırıldı. 

Dondurma medyumu damla damla şekilde hücrelerin çözüldüğü medyuma eklendi. 

Karışım dondurma tüplerine aktarıldı. Tüpler 2 gece -80oC’de bekletildikten sonra sıvı 

azota kaldırıldı. HEL ve SET-2 hücreleri için ise şu şekilde gerçekleştirildi: Flasktan 

sıvı konik tüpe aktarıldı; tüpler 2000rpm’de 5dk santrifüj edildi; süpernatant 

uzaklaştırıldı pellet PBS’te çözüldü ve sayıl yapıldı. Sayım sonrası yeniden santrifüj 

yapılıp süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet %80 RPMI+%20 FBS içeren medyumda 

çözüldü. Dondurma medyumu (%80 FBS %20 DMSO) hazırlanıp en az 20dk buzda 

inkübe edildikten sonra hücrelerin çözüldüğü medyuma 1:1 oranı olacak şekilde damla 

damla eklendi. Karışım dondurma tüplerine aktarıldı; 2 gece -80oC’de bekletildikten 

sonra sıvı azota kaldırıldı. 

3.2.1.4. Hücre Sayımı 

Hücre sayımı yapmak için toplanan hücreler santrifüj yapılarak (2000rpm 5dk) 

pellet haline getirildi. Süpernatant uzaklaştırılıp 5ml PBS’te pellet çözüldü. Boş 

mikrosantrifüj tüplerine 90μl PBS eklendi. İlk tüpe hücrelerin çözüldüğü PBS’ten 10μl 

aktarıldı. Sonrasında gereken miktar kadar seri dilüsyon yapıldı. Son tüpten 10μl 

karışım alınarak yeni bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Üzerine 10μl tripan mavisi 

boya eklenerek karıştırıldı. Karışımdan 10μl çekilerek hemasitometreye yüklendi ve 

hücre sayısı hesaplandı (Denklem 3.1). 

Denklem 3.1. Hücre sayılarını teorik olarak hesaplandı. 
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Bu hesaplama yapılırken sayılan hücre sayımın yapıldığı bölme sayısına (5) bölünerek 

ortalama alınır. Hazırlık sırasında yapılan dilüsyon miktarı işleme dahil edilir. 

Hemasitometrenin kendi sabiti de işleme dahil edilir. Son olarak boya ile seyreltme 

oranı (2) da dahil edilerek hesap yapılır. 

3.2.2. Serum Toplama 

Hücre kültüründe, hücrelerin kullanmış olduğu atık durumundaki besiyeri 

içindeki hücre dışı genetik materyallerin kullanılması için mikrosantrifüj tüplerine 

aktarıldı. İçindeki hücre dışı genetik materyal miktarının artması için besiyeri tazeleme 

işlemi bazen 72. ve 96. Saatlerde gerçekleştirildi. Bu toplanan kullanılmış besiyeri 

serum olarak isimlendirildi. 

3.2.3. Serumdan DNA İzolasyonu 

Toplanan serumlardan DNA izolasyonu için iki farklı kit kullanıldı. Bu iki kitten 

biri QIAseq cfDNA Extraction Kit (Qiagen) cfDNA izolasyonu için özel olarak üretilmiş 

bir kittir; ancak bunun dışında genomik DNA izolasyonu için üretilmiş olan Quick-DNA 

Miniprep Plus Kit (Zymo Research) kullanıldı. Quick-DNA Miniprep Plus Kit 

araştırmada genomik DNA izolasyonu için de kullanıldığı ve o bölümde anlatılacağı 

için bu bölümde sadece örnek farklılığından kaynaklanan değişiklik belirtilecektir. 

Quick-DNA Miniprep Plus Kit için üreticinin önerdiği protokol kullanıldı. Belirtilen bu 

protokolde, kullanılacak örnek 200μl PBS’de çözülür. Bu nedenle biz de 200μl serum 

ile çalışmaya başladık ve önerilen protokole uygun olarak devam ettik. Diğer kit için de 

üreticinin önerdiği protokol takip edildi. Başlamadan önce ileride kullanmak için 

inkübatör 60oC, kuru blok ısıtıcı 56oC sıcaklığa ayarlandı. Hazırlık yapıldıktan sonra 

500μl Proteinaz K 50ml’lik santrifüj tüpüne aktarıldı ve üzerine 5 ml serum eklendi. 

Karışımın üzerine 4 ml ACL Buffer eklendi ve 30 saniye vorteks yardımıyla homojen bir 

karışım haline getirildi. Bu işlemden sonra santrifüj tüpü 60oC’de 30 dakika inkübe 

edildi. İnkübasyondan sonra lizatın içine 9 ml ACB Buffer’ı eklendi ve 15-30 saniye 

vorteks ile karıştırıldı. Bu karışım 5 dakika buzda bekletildi. QIAamp Mini kolon vacum 

sistemine yerleştirildi ve üzerine hacim 20 ml’lik hacım genişletici tüp yerleştirildi. 

Karışım buzdan alındıktan sonra kolona döküldü. Vakum çalıştırıldı ve karışımın 

kolondan tamamen geçmesi sağlandı. Karışımın tamamı geçince vakum durduruldu. 

Kolona 600μl ACW1 Buffer uygulanarak ilk yıkama işlemi gerçekleştirildi. Vakum 

çalıştırıldı ve tüm solüsyonun kolondan geçmesi sağlandı; sonrasında vakum tekrar 
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kapatıldı. İkinci yıkama için 750μl ACW2 Buffer kolona eklendi ve vakum çalıştırıldı. 

Tüm çözelti geçince vakum kapatıldı. Kolona 750μl etanol (%96-100) eklendi; vakum 

çalıştırıldı; çözelti geçince vakum kapatıldı. Kolon temiz toplama tüpüne yerleştirildi ve 

en yüksek hızda 3 dakika santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrasında kolon yeni toplama 

tüpüne yerleştirildi; kolonun kapağı açılarak 56oC sıcaklıktaki blok ısıtıcıda 10 dakika 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında kolon mikro santrifüj tüpüne aktarıldı ve kolon 

membranının üzerine 40-60 μl  AVE Buffer eklendi. Oda sıcaklığında 3 dakika 

inkübasyon yapıldı. İnkübasyon sonrasında en yüksek hızda 1 dakika santrifüj yapıldı 

ve böylece serumdan DNA elde edildi. 

3.2.4. Allel Spesifik Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ASN-PCR) 

ASN-PCR iki aşamalı olarak tamamlanan bir PCR yöntemidir. JAK2V617F 

mutasyonunun allel düzeyindeki durumunun analizi hedeflendi. Bunun için ASN-

PCR’ın ilk adımında JAK2 geninde mutasyon bölgesini geniş bir alanda hedefleyen iki 

farklı primer kullanıldı. Biri “forward” diğeri “reverse” dizi için dizayn edilmiş olan 

primerlerin sekansları sırasıyla P1 5’- GAT CTC CAT ATT CCA GGC TTA CAC A-3’ 

ve P1r 5’-TAT TGT TTG GGC ATT GTA ACC TTC T-3’ şeklindedir. Bu adım 

sonunda oluşan PCR ürünü 512bç uzunluğundadır. Mutasyon ayrımını sağlayan ikinci 

adımda ise 4 farklı primer kullanıldı. Bu primerler mutant veya yabanil tip diziyi 

“forward” veya “reverse” olarak hedeflemektedir. Bu primerler P2 5’- CCT CAG AAC 

GTT GAT GGC A-3’, P2r 5’-ATT GCT TTC CTT TTT CAC AAG A-3’, Pnf 5’-AGC 

ATT TGG TTT TAA ATT ATG GAG TAT ATG-3’, Pmr 5’- GTT TTA CTT ACT 

CTC GTC TCC ACA AAA-3’ şeklindedir. Bu adım sonunda iki çeşit PCR ürünü 

oluşabilir; bunlar 279bç uzunluğundaki mutasyon taşıyan JAK2 gen parçası ve 229bç 

uzunluğundaki yabanıl tip JAK2 gen parçasıdır. Bu ürünlerin ikili kombinasyonları elde 

edilen DNA’nın mutasyon durumu hakkında (yabanıl tip, monoallelik, biallelik) bilgi 

vermektedir. 

Tablo 3.5. Allel Spesifik Nested-PCR için kullanılan kimyasallar ve miktarları. 

Birinci adım İkinci adım 

Mix 10μl Mix 10μl 

Primerler 1μl Primerler 0,8μl 

dH2O 6μl dH2O 4,8μl 
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DNA 2μl DNA 2μl 

Toplam 20μl Toplam 20μl 

 

İzole edilen DNA’ların konsantrasyonları ilk adım için başlangıç miktarı yaklaşık 20 

ng/μl olacak şekilde hesaplandı. Son hacim 20μl olacak şekilde DNA hacmi arttırılıp 

dH2O miktarı azaltıldı. Birinci adım öncesi DNA miktarları normalize edildiği için 

ikinci adımda tabloda verilen değerler değiştirilmeden kullanıldı (Tablo 3.5). 

Hazırlanan solüsyon PCR cihazına verildi ve her iki adım için ayrı ayarlanmış program 

kullanılarak işlem tamamlandı (Tablo 3.6). 

Tablo 3.6. Allel Spesifik Nested-PCR adımları. 

 Birinci Adım İkinci Adım 

 94 oC 1 dakika 94 oC 1 dakika 

34x 

95 oC 30 saniye 95 oC 30 saniye 

60 oC 30 saniye 59 oC 25 saniye 

72 oC 30 saniye 72 oC 25 saniye 

 72 oC 2 dakika 72 oC 2 dakika 

   6 oC Sonsuz 6 oC Sonsuz 

 

3.2.5. BCR-ABL1 Genomik DNA(gDNA) PCR 

Hücreleri BCR-ABL1 mutasyonunun genomda bulunması durumu üzerine 

analiz yapmak için PCR yöntemi kullanıldı. Bunun için iki adet primer kullanıldı İleri 

yönlü primer sekansı 5’-TCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCA geri yönlü primer 

sekansı 5’-GGTGAATTGGAAAGAAGCAGCAAGGT şeklindedir ve PCR ürünü 

418bç uzunluktadır165. Cihaz 94°C sıcaklıkta 5 dakika inkübasyon sonrasında 40 döngü  

sırasıyla 94°C’de 30 sn, 58°C’de 45 sn ve 72°C’de 45 sn olacak şekilde ayarlandı ve 

döngü bitimine 6oC sıcaklık sonsuz zamanlama olarak eklendi. 

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi 

Jel görüntüsü için %2 konsantrasyonda agaroz jel hazırlandı. 1g agaroz 50ml 

1xTAE içinde mikrodalgada ısıtılarak çözüldü ve 2,5μl Etidyum Bromür eklenerek jel 

tepsisine döküldü ve kuyu oluşturmak için taraklar yerleştirildi. Jel donduktan sonra 
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elektroforez tankına alınarak tank gerekli hacimde yürütme tamponu olarak 1xTAE ile 

dolduruldu. İlk kuyuya 4,5 μl DNA 50bp Ladder yüklendi. Sonraki kuyulara 6,5μl 

örnek 2,5μl boya ile karıştırılarak yüklendi. 75 voltta 40-45dk yürütüldü. Görüntüleme 

cihazı ile görüntü alındı. 

3.2.7. Transfeksiyon 

96-kuyulu platelere 103 hücre/kuyu olacak şekilde HUVEC hücreleri ekildi. 

Ekilen hücreler 24 saat inkübe edildikten sonra kuyulara 72 saat inkübe edilen 

HEL/K562 hücre hattından alınan serumdan 20μl eklendi; bunun dışında kontrol 

oluşturmak amacıyla bir gruba müdahale edilmedi veya temiz medya eklendi. Plateler 

48 saat inkübe edildikten sonra hücreler toplandı. Bu aşamada fazladan hiçbir uyarıcı 

kullanılmadı.  

3.2.8. Hücre Proliferasyon Analizi 

Bu çalışmada xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz sistemi(ACEA 

Biosciences, Inc.) kullanıldı. Cihazda 96-well e-plate kullanılmaktadır. Bu tabakların 

farkı elektrik akımı ölçebilmek adına kuyu diplerinde metal kullanılmasıdır. Cihazda 

program kurulumu için ilk olarak deney ismi girildi ve sonrasında plate düzeni girildi. 

Düzen belirtildikten sonra çalışma planı oluşturuldu. Çalışma planına eklenen ilk 

basamak arka plan ölçümü için gerekli ve zorunludur sonrasında yeni bir adım eklendi. 

Bu adım 25 saat olarak ayarlandı. 1 saatlik aralıklarla ölçüm alınacak 25 saatlik üçüncü 

bir basamak oluşturuldu. Son basamak 120 saat olarak 1 saatlik aralıklarla veri 

toplanacak şekilde ayarlandı. Program kurulduktan sonra programı başlatmak için e-

plate kuyularına medya eklendi. E-plate cihaza yerleştirildi ve ilk basamak başlatıldı. 

Bu basamak tamamlanınca e-plate alınıp içine hücre eklendi ve e-plate geri yerleştirilip 

ikinci basamak başlatıldı. 24 saat sonunda e-plate alındı ve kuyulara serum eklendi; e-

plate geri yerleştirildi; yeni basamak başlatıldı. 24 saat sonunda e-plate alındı serumlu 

medya uzaklaştırılıp taze medya verildi. E-plate cihaza geri yerleştirildi ve son basamak 

başlatıldı. 120 saat sonunda deney sonlandırıldı. 

3.2.9. Hücre Apoptoz Analizi 

Transfekte olan hücrelerin apoptoza yöneliminin analizi için yapılan çalışmada 

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences) kullanıldı. Analiz için 

üreticinin protokolü uygulandı. Bunu için inkübasyon sonrasında toplanan hücrelere  
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100μl 1X Binding Buffer (105 hücre/ml) eklenerek hücreler çözüldü. Çözülen hücrelere 

5μl Annexin-PE ve 5μl 7-AAD eklenerek vortekslenerek karıştırıldı. Çözelti 15 dakika 

oda sıcaklığında karanlıkta inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 400μl 1X Binding 

Buffer eklendi ve akım sitometri kullanılarak analiz yapıldı. 

3.2.10. gDNA İzolasyonu 

Toplanan hücrelerde mutasyon analizi yapabilmek için DNA izolasyonu yapıldı. 

Bunun için Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research) kullanıldı. Üreticinin 

önerdiği protokol deneyde takip edildi ve protokolde aksi belirtilmedikçe santrifüj 

13,000xg hızda 2 dakika sürmektedir. Elution Buffer 65 oC sıcaklıkta daha verimli 

çalıştığı için ilk olarak solüsyon bu sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı. Toplanan hücreler 

200μl PBS ile çözülür. Çözeltiye 200μl Biofluid and Cell Buffer ve 20μl Proteinaz K 

eklenip karışması için vorteks yapıldı. Çözelti 55oC sıcaklıkta 10 dakika inkübe edilir. 

İnkübasyon sonrasında 420μl (1:1 oranında) Genomic Binding Buffer eklendi ve 

vortekslendi. Karışım spin kolona aktarıldı, santrifüj yapıldı ve toplama tüpü 

değiştirildi. Spin kolona 400μl DNA Prewash Buffer eklendi; santrifüj yapıldı ve 

toplama tüpü değiştirildi. Spin kolona 700μl gDNA Wash Buffer eklendi; santrifüj 

yapılıp toplama tüpü değiştirildi. Spin kolona 200μl gDNA Wash Buffer eklenip 

santrifüj yapıldı. Spin kolon mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve üzerine 60μl DNA 

Elusion Buffer eklenerek 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrasında en yüksek hızda 1 dakika santrifüj yapılıp bu adım DNA Elution Buffer 

eklenmesiyle tekrarlandı. Elde edilen DNA -20o sıcaklıkta saklandı. 

3.2.11. RNA İzolasyonu 

Transfeksiyon deneyinden sonra toplanan hücrelerden RNA izole etmek için 

Total RNA Pruification Kit (Jena Bioscience) kullanıldı. Üreticinin önerdiği protokol 

kullanıldı ve bu protokolde aksi belirtilmedikçe santrifüj 10,000xg hızda 30 saniye 

sürmektedir. Bunun için toplanan hücreler 500μl Lysis Buffer ile çözüldü ve vorteks 

uygulandı. Kullanılacak spin kolon üzerine 100μl Activation Buffer eklenip santrifüj 

yapıldı ve toplama tüpü boşaltıldı. Böylece verim arttırıldı. Hücrelerin olduğu solüsyona 

300μl izopropanol eklendi ve  solüsyon spin kolona aktarılıp santrifüj yapıldı. Spin 

kolona 350μl Primary Washing Buffer eklenip santrifüj yapıldı ve toplama tüpü 

değiştirildi. Spin kolona 350μl Secondary Washing Buffer eklendi ve santrifüj yapıldı. 

Toplama tüpü boşaltıldı ve ardından spin kolonda kalanları uzaklaştırmak için spin 
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kolona bir şey eklemeden aynı hızda 2 dakika santrifüj yapıldı. Spin kolon bir 

mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Spin kolona 50μl Elution Buffer eklendi ve 2 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildikten sonra 10,000xg hızda 1 dakika santrifüj yapıldı. Elde 

edilen RNA -20 oC sıcaklıkta saklandı. 

3.2.12. Hücre Yüzey Boyama 

Transfeksiyon sonrasında hücrelerin bazı önemli yüzey proteinleri hedeflendi ve 

bu proteinler boyandıktan sonra akım sitometresi ile ölçümler yapıldı. Bunun için ilk 

olarak çalışmada kullanılacak örnek hücreler toplandı. Hücrelerden her bir boyama 

grubu için 1x105 hücre tüplere ayrıldı. Her tüpe, kullanılacak boyaya göre boyanın 

üzerinde belirtilen konsantrasyon miktarında boya eklendi (5-10μl). Tüpler 15-30 

dakika karanlıkta inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında tüplere 1 ml önceden 

hazırlanmış MACS solüsyonu eklendi ve 1800 x g hızda santrifüj yapıldı. Süpernatant 

uzaklaştırıldı ve pellet 500μl MACS ile çözündürülerek akım sitometre ile analiz edildi. 

CD106 (VCAM-1), CD141 (trombomodülin), CD146 (MCAM), CD309 (VEGFR2), 

CD54 (ICAM-1) ve CD31 (PECAM-1) proteinleri fikoeritrin (PE) CD142 (doku 

fakötrü) ise allofikosiyanin (APC) bağlı antikorlar ile hedeflendi. Antikorlar Biolegend 

firmasından temin edildi. 

 Bu tez çalışmasında oluşturmuş olduğumuz deney basamakları şematik olarak 

gösterilmektedir ( Sekil3.1). 

 

 

Şekil 3.1. Deneyin dizaynı şematik olarak gösterilmektedir. 

(ASN-PCR sonucunda 

mutasyon tespit edildi mi?) 
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4. BULGULAR 

4.1. JAK2V617F ve BCR-ABL1 Mutasyon Analizleri 

4.1.1. Serumda JAK2V617F Mutasyonu Görüldü 

İlk aşamada, JAK2V617F mutasyonunun, hücre dışı olarak HEL hücre serumunda 

varlığı incelendi. Bunun için öncelikle HEL hücreleri kültüre edilerek çoğaltıldı. Hücre 

kültür serumundan DNA izole edilerek Allel Spesifik Nested-PCR yapıldı ve jelde 

JAK2V617F mutasyonu varlığı tespit edildi (Şekil 4.1). 

 

 

Şekil 4.1. HEL hücre serumundan elde edilen DNA için mutasyon analizi. HUVEC’leri 
muamele etmek için kullanılacak serumlarda mutasyon taşıyan DNA parçaları olduğu 
tespit edildi. M: DNA Ladder (50bp), 1-5: HEL rastgele toplanan serumunlardan izole 
edilen DNA’lar, 6: HUVEC gDNA, 7: HEL gDNA, 8: Allel Spesifik Nested-PCR 
1.Basamak kontrol 9: Allel Spesifik Nested-PCR 2. Basamak kontrol, wt: yabanıl tip. 

 

     M            1     2      3          4            5             6            7            8          9     13 

279bç  JAK2 V617F 
229bç  JAK2 wt 
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4.1.2. HEL Serumu İle Muamele Sonucunda Transfekte HUVEC’lerde 
JAK2V617F Mutasyonu  Tespit Edildi 

Serumda mutasyonun tespit edilmesi sonucunda bir sonraki aşamaya geçildi. HUVEC 

JAK2V617F mutasyonu içeren serum ile 24 ve 48 saat muamele edildi. Bu deney ile 

herhangi bir vektör olmadan (lentivirüs v.b.  gibi) serumda bulunan DNA parçalarının 

HUVEC genomunda tespit ederek in vitro ortamda genometastazın ilk adımını 

gerçekleştirmek hedeflendi. Yapılan deneyler neticesinde 20μl serum ve 48 saat 

muamele daha verimli olduğu görüldü. Bununla birlikte 24 saatte de transfeksiyonun 

gerçekleşebileceği ve 10μl serumun da yeterli olabileceği görüldü. Bu aşamada endotel 

hücrelerin transfekte olabildiği görüldü ve bir sonraki adıma geçildi. Transfekte olan 

HUVEC (tHUVEC)’ler büyütülerek pasajlama yapıldı. Bununla, bölünmeler sonunda 

genomdaki değişikliğin kalıcı bir mutasyon olarak hücrede kaldığını görmek 

hedeflenmektedir ( Şekil 4.2). 

 

 

Şekil 4.2. HEL hücre serumu ile muamele edilen HUVEC’lerin gDNA analizi. ASN-PCR 
ürünleri elde edildikten sonar jelde yürütüldü ve görüntü alındı. M: DNA Ladder (50bç), 1-2: 10μl HEL 
serum 24 saat muamele, 3-4: 20μl HEL serum 24 saat muamele, 5-6: 10μl HEL serum 48 saat muamele, 
7-8: 20μl HEL serum 48 saat muamele, 9: HEL gDNA, 10: HUVEC gDNA 11: 1. Basamak Negatif 
Kontrol, 12: 2. Basamak Negatif Kontrol, wt: yabanıl tip. 

 

279bç  JAK2 V617F 
229bç  JAK2 wt 

M        1         2         3         4         5         6         7         8        9        10        11       12 
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4.1.3. Pasajlanan tHUVEC Mutasyonu Korumaktadır 

Mutasyon taşıyan serum ile muamele edilen HUVEC’lerin gDNA analizinde mutasyona 

rastlanması bu mutasyonun genoma entegre olup olmadığı sorusunu ortaya koydu. Bunu 

anlamak için en kolay yol bölünme sonrasında hücrelerde aynı mutasyonun 

korunmasıdır. Bu nedenle tHUVEC’lerden transfeksiyon sonrasındaki 2. ve 3. pasajdan 

gDNA izolasyonu gerçekleştirildi ve mutasyon analizi yapıldı. Bu çalışma sonucunda 

pasajlama sonrasında mutasyonun korunduğu tespit edildi ( Şekil 4.3). 

 

 

Şekil 4.3. Pasajlanan tHUVEC’lerin gDNA mutasyon analizi. M: DNA Ladder (50bp), 1: tHUVEC 
ilk pasaj, 2: tHUVEC pasaj 2, 3: tHUVEC pasaj 3, 4: HUVEC gDNA, 5: HEL gDNA, 6-7: ASN-PCR 
negatif kontroller, wt: yabanıl tip. 

4.1.4. Transfeksiyon sonrası HUVEC BCR-ABL1 pozitif görüldü. 

Transfeksiyonun JAK2V617F mutasyonu için HUVEC’lerde boyut açısından veya 

yapısal olarak özel olup olmadığını HUVEC’leri yapısal ve boyutsal olarak farklı bir 

mutasyon olan BCR-ABL1 ile muamele ederek analiz ettik. Bunun için K562 hücre hattı 

             M              1               2              3               4             5                6             7 

279bç  JAK2 V617F 
229bç  JAK2 wt 
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kullanıldı ve yine önce K562 serumu BCR-ABL1 mutasyonu için analiz edildi. Sonra 

HUVEC’ler bu serum ile muamele edildi ve hücrelerin gDNA’sı mutasyon açısından 

incelendi. Hem serumda hem de hücrelerde görülen mutasyon bantları Şekil 4.4’te 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.4. BCR-ABL1 mutasyon analizi için jel görüntüsü. PCR ürünleri elde edildikten sonra jelde 
yürütülmüştür. Sırasıyla DNA Ladder (50bç), K562 serum DNA örnek#1, örnek#2, transfekte HUVEC 
gDNA örnek#1, örnek#2, K562 gDNA, HUVEC gDNA, Negatif Kontrol.  

HUVEC’lerin transfeksiyonu gösterildikten sonra fonksiyonel deneylere geçildi. 

4.2. Proliferasyon Analiz Sonuçları 

HUVEC’ler bir onkogen ile transfekte edildiği ve JAK-STAT yolağının 

proliferasyona etkisi olduğu bilindiği için HEL serumu ile transfeksiyon sonucunda 

HUVEC’lerde proliferasyon anlamında bir değişim olup olmadığını incelemek adına bu 

deney yapıldı. Proliferasyon analizleri için xCELLigence cihazı kullanıldı. Cihazın 

çalışma prensibi hücre miktarının artmasıyla bozulan elektron akımının ölçümüne 

dayanmaktadır.Analizler sırasında belirli bir zaman aralığı için cihazın 15 dakikada 1 

ölçüm alması için kurulum yapıldı ve o süre zarfında grafikte her örnek için indis 

değerinde azalma görüldü. Cihazın çalışması için gerekli yazılım aynı zamanda verilerin 

elde edilmesi için kullanılmaktadır. Bu veriler, istenilen süre boyunca ve istenilen 

aralıklarla elde edilebilmektedir (bkz. 3.2.8). Veriler yazılım ile excel dosyası olarak 

dışa aktarılıp R ve GraphPad yardımıyla analiz edildi(Şekil 4.5). 

418bç BCR-ABL1+ 
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Cihazda kullanılan örneklerden transfekte edilmemiş HUVEC referans değer 

olarak kullanıldı. HEL serumu ile transfekte edilmiş HUVEC, 2. pasaj (tHUVEC 2) ve  

HEL serumu ile transfekte edilmiş HUVEC, 3. pasaj (tHUVEC 3)  transfeksiyon 

sonrasında geçen sürenin  JAK2V617F mutasyonun proliferasyona etkisini incelemek 

için kullanıldı. Transfeksiyon süreci hem 2. pasajdan alınan hem de 3. pasajdan alınan 

örnekler için aynıdır (bkz. 3.2.7). 

 HUVEC’ler 10μl, 20μl, 30μl, 40μl, 50μl, 60μl, 70μl, 80μl, 90μl ve 100μl HEL 

serumu ile transfekte edildi ve bu örnek grupları serum ve hacmi sembolize edecek 

şekilde isimlendirildi ( Örn.: 10μl serum için S10 ismi). Bu grupların kullanım sebebi 

farklı hacimlerde kullanılan serumun proliferasyona etkisini incelemek ve etkinliğini 

ölçmektir ( Şekil 4.5). 

 

Şekil 4.5. Hücre İndisi-Zaman Grafiği. X-celligence cihazından alınan sonuçlar verilmiştir. Kontrol: 
HUVEC hücre hattı, tHUVE3: Transfekte edilmiş HUVEC pasaj #3, tHUVEC 2: Transfekte edilmiş 

HUVEC pasaj #2, S100: 100μl serum, S90: 90μl serum, S80: 80μl serum, S70: 70μl serum, S60: 60μl 
serum, S50: 50μl serum, S40: 40μl serum, S30: 30μl serum, S20: 20μl serum, S10: 10μl serum. 
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Bu analizlerde hücre indisinde her grup kendi içinde zamanla anlamlı artış 

gösterdi(p<0.05). Farklı serum miktarları arasında 161 saatlik sürede anlamlı bir fark 

görülmedi ( Şekil 4.5). 

Deneyde alınan son veriler (161. saat), tüm süreci değil son durumdaki hücre miktarını 

tespit ederek gruplar arasındaki farkı analiz edebilmek için kullanıldı( Şekil 4.6).  

 

Şekil 4.6. Hücre indisi için 161. saatte alınan verinin sütun grafiği görünümü. Hücre indisinin 
deney bitiminden önceki son durumu görülmektedir. 161. Saatte değerler alınmıştır. Kontrol: HUVEC, s 
#: besiyerine # μl hacimde serum eklenen grup, tHUVEC#: # kez pasajlanmış transfekte edilmiş HUVEC 
(* : p<0.05). 

 

Analiz sonuçlarına göre Kontrol ve tHUVEC 3 arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark görülmedi. tHUVEC 2 ile kontrol arasında yapılan t-test anlamlı fark olduğunu 

göstermiştir(p<0.05). İstatistiksel analizler 50μl-70μl, 50μl-80μl, 60μl-70μl ve 60μl-

80μl serum kullanılan örneklerde anlamlı bir değişim vermiştir(p<0.05). Analizlerde 

negatif değerler ve aykırı değerler dışlandı. İstatistiksel yöntem olarak ANOVA ve t-test 

kullanıldı (Şekil 4.6). 

* 
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4.3. Apoptoz Analiz Sonuçları 

Bu deney ile transfekte olmuş hücrelerde apoptoza yönelim olup olmadığı incelendi. 

Bunun için anneksin V temelli bir kit kullanıldı. Anneksin V normalde hücre 

sitoplazmasında bulunan fosfatidilserine bağlanmaktadır; ancak apoptoz durumunda bu 

moleküller hücrenin dış kısmına geçebilirler bu sayede floresan molekül ile etiketlenen 

anneksin V molekülü hücreye bağlanarak bu hücrenin erken apoptotik dönemde, geç 

apoptotik/nekrotik dönemde veya apoptoza gitmediğini gösterebilir166. Ayrımı 

yapabilmek adına 7AAD (7-Aminoaktinomisin D) de kullanılır. 7AAD hücre zarından 

geçemeyen ve DNA ile kuvvetli bağ kurabilen bir moleküldür167. Bu nedenle 7AAD 

sinyali parçalanmış hücre zarına veya ortamda ulaşılabilir DNA’ya işaret edebilir.  

Akım ölçerden alınan grafikte, iki molekülün hücrelerde görülme durumu analiz 

edilebilmektedir.  

 

 

 

Şekil 4.7. Anneksin V – 7AAD boyaması akım sitometrisi. A.  HUVEC anneksin V – 7AAD 
boyaması. B. tHUVEC anneksin V – 7AAD boyaması.  UL: Sol üst, UR: Sağ üst, LL: Sol alt, LR: Sağ 
alt. 

 

Bu dört bölmeli grafik için sağ bölgede bulunan hücrelerde anneksin V tespit 

edilmektedir ve üst bölgede 7AAD tespit edilmektedir. Sağ-alt bölge erken apoptoz, 

sağ-üst bölge geç apoptoz/nekroz, sol-alt bölgede sağlıklı hücreler görülmektedir. 

Transfekte hücrelerde geç apoptoz/nekroz görülme oranı sağlıklı hücreye göre artmış 

olmakla birlikte erken apoptoz oranı azalmıştır. Fakat yaşayan hücre oranı transfekte 

hücre grubunda daha fazladır.  

A B 

Kontrol HUVEC Transfekte HUVEC 

Sağlıklı Sağlıklı Erken 
Apoptoz 

Erken 
Apoptoz 

Geç Apoptoz 
Nekroz 

Geç Apoptoz 
Nekroz 
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Şekil 4.8. Akım sitometride hesaplanan değerlerin sütun grafiği görünümü. 

 

Transfekte olan hücreler çok az bir oranda apoptozdan kaçmaktadır ancak yapılan 

istatistiksel analizlerde anlamlı bir fark bulunamamıştır ( Şekil 4.8) . 

 

4.4. Endotel Hücre Yüzey Protein Değişim Analizleri 

Deneyde EH için önemli bazı hücre yüzey proteinleri analiz edildi. Bu yüzey proteinleri 

EH markerları olmakla birlikte farklı görevleri bulunmaktadır (Detaylı bilgi için bkz 

2.8). Bu deneylerde ayrıca BCR-ABL1 ve JAK2V617F mutasyonlarını bir arada 

bulunduran hücreler de kullanılmiştir. Bunun sebebi sistemdeki işlev değişikliğine 

sebep olan bu yüzey proteinlerinin iki mutasyonun aynı anda bulunmasından nasıl 

etkilendiğini anlamaktı. Bununla birlikte BCR-ABL1 mutasyonu sonradan oluşturulduğu 

için nadir de olsa iki mutasyonun ortak birlikteliği için ön veri niteliği de taşımaktadır. 

Analizler akım ölçer aracılığı ile gerçekleştirildi ( Şekil 4.9). 
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Şekil 4.9. Hücre yüzey proteini boyama akım sitometre analizi. A. HUVEC için sırasıyla CD106, 
CD141, CD146, CD309 boyama histogramları. B. HUVEC için sırasıyla CD54, CD31, CD142 boyama 
histogramları. C. tHUVEC için sırasıyla CD141, CD54, CD106, CD142 boyama histogramları. D. 
tHUVEC için sırasıyla CD146, CD309, CD31, CD142 boyama histogramları. E. tHUVEC+BCR-ABL1 
pozitif hücreler için sırasıyla boyasız kontrol ve CD54, CD141, CD106 boyama histogramları. F. 
tHUVEC+BCR-ABL1 pozitif hücreler için sırasıyla CD146, CD309, CD31, CD142 boyama 
histogramları. 

 

Boyalarda etiket olarak kullanılan florofor maddeler aynı olduğu için tekli boyama 

yapıldı bu nedenle histogram analizi yeterli oldu. Histogram grafiklerinin altında 

bulunan analiz sonuçları Graphpad ile birleştirilerek istatistiksel analiz gerçekleştirildi. 

Bu sonuçlardan, kapılama yapılan alandaki yüzdesi (%) baz alınarak istatistiksel 

hesaplama yapıldı. 

  

E 

F 

CD54 PE 

CD146 CD31  CD309  CD142 

BCR-ABL1 pozitif tHUVEC 

BCR-ABL1 pozitif tHUVEC 

Boyasız Kontrol CD141 CD54  CD106 
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Şekil 4.10. Hücre yüzey protein boyama analizlerinin sütun grafiğinde gösterilmesi. Bu 
değerler akım sitometri analizindeki %Gated kısmını göstermektedir. BCR+HEL_tHUVEC: HUVEC 
hücreleri öncelikle HEL serumu ile transfekte edildikten sonra transfekte olanlar K562 serumu ile de 
transfekte edilerek iki farklı mutasyonu taşıması sağlandı. tHUVEC: HEL serumu ile transfekte olan 
hücreler (*: p<0.05). 

Yapılan istatistiksel analiz sonucunda CD142 ve CD141 moleküllerinin HUVEC grubu 

diğer iki gruba göre anlamlı bir fark gösterdiği görülmektedir; bu farklar sırasıyla azalış 

ve artış şeklindedir (p<0.05). Bunların dışında CD146 ve CD54 için kontrole göre artış 

görülse de bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildir. İki mutasyonu bir arada 

bulundurmak istatistiksel olarak bir anlam taşımamaktadır ( Şekil 4.10). 

 

* 

* 

* 

* 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışma, öncelikle MPN hasta EH’de tespit edilmiş olan JAK2V617F 

mutasyonu veya BCR-ABL1 füzyon geninin EH’de oluşma mekanizması ile 

ilgilenmektedir. Bu konuda literatürde farklı çalışmalar bulunmakla birlikte EH’de 

mutasyonun görülmesini temel olarak EH’ye farklılaşan hemanjiyoblast öncül 

hücresinin halihazırda mutasyonu taşıdığını ve bu nedenle EH’de de bu mutasyonun 

görülebileceğini savunmaktadır5,168. Ancak, bu tez çalışmasıyla birlikte yeni bir oluşum 

mekanizması ortaya atılmıştır. Bu mekanizma, ilk olarak 1999 yılında ortaya atılmış 

olan genometastaz hipotezi ile ilişkilidir.  Yukardaki  bölümde (bkz. 2.8) açıklandığı 

üzere genometastaz kavramı kanser yapan bir genin kanser hücresi dışına çıkıp farklı bir 

bölgedeki hedef hücreye yerleşmesi ve onu kanser hücresine dönüştürmesiyle hastalığın 

yayılabileceğini savunur9. Bu çalışma, MPN hastalarında hastalığa sebep olan 

JAK2V617F ve/veya BCR-ABL1 mutasyonlarının hücre dışına atılabileceğini ve bu 

hücre dışı materyalin bir EH girerek onun davranışının değişmesine sebep olabileceğini 

kanıtlamayı hedeflemiştir.  

İlk olarak, mutasyonları taşıyan hücre hatları büyütülüp serumları toplanıp 

serumdan DNA izolasyonu yapıldığında, beklenildiği gibi hücre dışı DNA parçalarına 

rastlandı ve bu DNA parçalarında mutasyonlar da tespit edildi. Literatürde de farklı 

mutasyonlar in vivo/ in vitro ortamlarda hücre dışı genomik materyal olarak tespit 

edilmiştir169–171. Literatürde farklı zamanlarda ve koşullarda gösterilmiş olan bu bulguya 

ulaştıktan sonra bu genomik materyalin tespit edildiği serum kullanılarak sağlıklı hücre 

genomunda değişiklik olup olmayacağı araştırıldı. Sonuçlar gösteriyor ki, herhangi bir 

müdahale olmadan sadece HEL ve/veya K562 hücre hatlarından elde edilen serum, 

HUVEC besiyerine eklendiğinde HUVEC’ te genetik değişiklik gerçekleşebilmektedir. 

Literatürdeki genometastaz hipotezini destekleyen bu sonuç farklı hastalık gruplarında ( 

kolorektal kanser, karaciğer kanseri, pankreas kanseri, yumurtalık kanseri, akciğer 

metastazı vb.) gösterilmiştir11,172. Bununla birlikte transfekte olan hücreler pasajlandı. 

Burada amaç hücreye giren DNA parçalarının genoma bir şekilde entegre olup 

olmadığını yorumlamaktı. Pasajlamalar sonrasında gDNA mutasyon analizinde yine 

mutasyona rastlanması mutasyonun hücre bölünmesi ve çoğalması sırasında 

kaybolmadığını yani genoma entegre olduğunu göstermektedir. Genom entegrasyonu 
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literatürde de in vitro olarak fare fibroblast hücrelerinde FISH ve yeni nesil dizileme 

kullanılarak; in vivo olaraksa Balb/c farenin kalp, beyin, karaciğer ve akciğer 

hücrelerinde FISH yöntemi kullanılarak gösterilmiştir173. 

Çalışmanın ikinci hedefi, mutasyonu alan EH’de davranışsal değişim olup 

olmayacağını analiz etmekti. Bunun için proliferasyon, apoptoz ve hücre yüzey protein 

analizleri yapıldı. Proliferasyon analizi için x-celligence cihazı kullanıldı. Hem cihazın 

analiz yaptığı sırada hücrelere farklı hacimlerde HEL serumu ekleme işlemi yapıldı hem 

de hâlihazırda HEL serumu ile transfekte edilmiş (böylece JAK2V617F mutasyonu 

taşıyan) 2. ve 3. pasajlardaki hücrelerde analiz gerçekleştirildi. Bununla transfeksiyon 

sonrasında hücre proliferasyonunda artış olup olmadığı ve serum miktarının 

proliferasyonu nasıl etkilediği incelenmek istendi. Pasajlanmış  transfekte hücrelerde 

proliferasyon hızında kontrole göre farklılık 2. pasajdan alınan örnek için görülmüşken 

pasaj 3’ten alınan örnekte görülmedi. Pasaj 2, hem kontrole hem de pasaj 3’e göre daha 

az proliferasyon gösterdi. Pasaj 3 için kontrole göre azalma olsa da istatistiksel olarak 

anlamsızdır. Bu, hücrede yaşanan DNA değişimlerinin hücrenin döngüsünü etkileyip 

sonrasında hücrenin farklı bir döngüye giriş sürecinden kaynaklanabilir. Ancak bu fikrin 

hatalı olabileceğini gösteren veriler deney sırasında serum eklenen grupların verileridir. 

Bu gruplar için indis değerinde serum eklendiğinde anlık azalma olsa da kısa bir süre 

sonra değerler kontrol grubunu yakalamaktadır. Bu da döngü bozulsa dahi hızlıca 

normale döndüğünü göstermektedir.  Anlık azalmanın sebebi ortama eklenen madde ile 

konsantrasyonlardaki değişim ve bu değişimin cihazın ölçümüne etki etmesi olabilir. 

Serum verilen gruplarla aynı zamanda kontrol grubuna da besiyeri eklenmiştir ve o 

grupta da anlık azalma görülmüştür. Yukarıda bahsedilen anlamlı fark Şekil 4.6’da 

gösterilen 161. saat değerleri için geçerliyken Şekil 4.5’te görülen tüm zamanda yapılan 

istatistiksel analizde anlamlı bir sonuç bulunamamıştır. Bu da sürenin yeterince uzun 

olmamasından kaynaklanabilir. Transfeksiyon çalışmalarımızı 48 saatte sabitledik ve 

hatta literatürde çok daha kısa sürede bu durumun gerçekleştiğini gösteren çalışmalar 

olsa dahi, yaklaşık 5 günde mutasyonun hücresel yaşamı etkileyip etkilemeyeceğinden 

emin değiliz. Yapılan bir çalışmada hücrelerin kanser hasta serumlarıyla muamelesi için 

3 hafta kullanılmıştır ve bu çalışmada proliferasyon hızında artış gözlemlenmiştir174. 

Çalışmanın süresi uzatılarak daha anlamlı sonuçlar alınabilir.  
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Kanser hücrelerinin apoptoza karşı direnç kazandığı bilinmektedir; bu nedenle 

genomuna onkogen yerleştirilen mutant HUVEC hücreleri Anneksin V ve 7AAD 

boyaları ile apoptoz açısından incelendi. Beklentimiz, mutant HUVEC’lerin canlılık 

oranının daha yüksek olması ve daha az apoptotik özellik göstermesiydi.  Bu çalışmada 

transfekte HUVEC hücrelerinin nekroz/geç apotoz oranı biraz daha fazla olsa da 

toplamda canlılık oranının daha fazla olduğu gözlemlendi. Bununla birlikte, erken 

apoptoz gösteren hücre oranı kontrollerde daha fazla tespit edildi. Bu sonuçlar hipotetik 

düşüncemiz ile örtüşse de istatistiksel olarak anlamlı sonuçlara ulaşılamadı. Deneylerin 

tekrar edilmesi ve özellikle transfeksiyon sonrasında geçen sürenin uzatılması daha 

anlamlı sonuçlar alınmasını sağlayabilir. Transfeksiyon sonucunda bazı hücreler 

genomik değişiklik sebebiyle strese girmiş olabilir veya inflamasyon oluşmuş olabilir. 

Nekroz veya geç apoptozun gerçekleşmesi üzerine deneyler tekrarlandıktan sonra bunun 

altında yatan sebepler üzerine çalışmalar yapılmalıdır. Bunun ötesinde 

nekroz/apoptozun artışı hücre dışı genomik materyallerin ortama sızmasına sebep 

olabilir ve bu da döngünün baştan başlamasına sebep olabilir. 

Son olarak HUVEC hücreleri yüzey proteinleri açısından incelendi. Bu 

çalışmada CD106 (VCAM-1), CD141 (trombomodülin), CD146 (MCAM), CD309 

(VEGFR2), CD54 (ICAM-1) ve CD31 (PECAM-1) ve CD142 (doku faktörü) 

proteinleri analiz edildi. Bu proteinler EH için marker proteinlerdir ve EH’in sistemde 

anjiyogenez, koagülasyon regülasyonu/tromboz, adhezyon, bağışıklık hücrelerinin 

transmigrasyonu gibi önemli görevleri yerine getirmesinde etkilidirler. CD146 bir 

adezyon molekülüdür ve anjiyogenez, damar geçirgenliği ve lökosit 

transmigrasyonunda etkili bir proteindir175. Kanserin metastatik kapasitesini arttırmak 

için anjiyogenez büyük bir öneme sahiptir. Yapılan bir çalışmada CD146 hedefleyen bir 

antikor anjiyogenez ve tümör büyümesini engellediği görülmüştür176. Bu protein mutant 

HUVEC’lerde kontrole göre artmıştır ve bu beklenebilir bir sonuçtur ancak istatistiksel 

olarak anlamlı bir artış değildir.  CD141 (trombomodülin) antikoagülan yolakta görev 

alan bir glikoproteindir. Hastalığın ilerleyişinde tromboz gelişimi çok sık 

rastlanmaktadır. Trombozun patogenezini etkileyen farklı faktörler vardır118,177. Kan 

hücre sayısının artışı veya protrombin gen mutasyonları bunlara verilebilecek iki 

örnektir178. Bunların dışında JAK2V617F mutasyonu çok kritik bir özelliktir; 

JAK2V617F mutasyonunun hematolojik hücre hatlarında proliferasyona sebep 
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olabileceği bilinmektedir. Bu çalışma ile tespit etmiş olduğumuz Trombomodülin 

proteinlerinde görülen azalma tromboz oluşumunu arttırıcı etki gösterebilir. 

 CD142 (Doku faktörü) en önemli koagülasyon başlatıcı moleküllerden biridir. 

Mutasyon taşıyan örneklerde kontrole göre anlamlı bir artış görülmektedir; bunu 

yanında hem JAK2V617F mutasyonunu hem de BCR-ABL1 mutasyonlarını birlikte 

taşıyan grup anlamlı olmasa sadece JAK2V617F mutasyonu taşıyan gruba göre de hafif 

bir artış göstermiştir. Yapılan bir çalışma da CD142 artışını PV ve ET hastalarının 

tromboz oluşumunda etkili olabileceğini göstermiştir179.  Bu molekülün artışının sebebi 

olarak veriye göre mutasyon görülebilir. Fakat bunun dışında CD142 anlatımı için TNF-

α, IL-1β önemli indükleyicilerdir ve IL-8, IL-6, interferon γ, VEGF gibi moleküller de 

etkili indükleyicilerdir180. Mutasyonun hücrelerde oluşum sürecinde  hücre dışı DNA 

girdiği hücre içindeki Interferon Genlerin Stimülatörü (STING) yolağını uyarıp veya 

kanser hücrelerinde oluşan mikro çekirdek STING yolağını uyarıp hücrenin bu yolak 

aracılığıyla IL-6, TNF- α ve INF- α/β üretimini arttırabilir181. STING doğuştan gelen 

bağışıklık sistemi için önemli bir rol oynar. Hücre içi patojenlerle enfekte olan 

hücrelerde Tip 1 İnterferon üretimini indükler182. Dolaylı yoldan CD142 artışı bu 

şekilde de gerçekleşmiş olabilir. 

Yapılan bir çalışma KML’den köken alan eksozomlarla muamele edilen 

HUVEC’lerde IL8 ve VCAM1 seviyelerinde artış gözlemlenmiştir ve bunun dışında 

yüksek miktarda mir-21 içeren eksozomlarla muamelesi sonucu HUVEC RhoB anlatımı 

azalmıştır183. Başka bir çalışmada yine KML kökenli eksozomlarla muamele olan 

HUVEC’lerde ICAM1, VCAM1 ve IL8 moleküllerinde artış gözlemlenmiştir ve 

bununla birlikte EH yüzeyindeki VE-Kaderin ve β-katenin moleküllerinin kaybıyla EH 

hareketliliğinin artışına sebep olmuştur184. Ancak bu çalışmada KML hücrelerinden 

salınan eksozomun EH’yi etkilemesi üzerinde durulmuş BCR-ABL1  geninin EH’de 

varlıgı ve genoma entegrayonu irdelenmemiştir.   Yapmış olduğumuz bu çalışmada 

BCR-ABL1 füzyon geni ve JAK2V617F birlikte taşıyan hücrelerde sadece JAK2V617F 

mutasyonu taşıyan hücrelere göre ICAM-1 (CD54) molekülü için artış görüldü ancak 

istatistiksel anlamlılik tespit edilememiştir. 

Yapılan bu çalışma ile MPN hastalarında rastlanan mutasyon taşıyan EH’in o 

mutasyonu nasıl geliştirdiğine dair yeni bir yaklaşım ortaya atılarak in vitro ortamda bu 

yaklaşımın potansiyeli gösterilmiştir; ancak in vivo çalışmalarla desteklenmelidir. 
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JAK2V617F mutasyonu taşıyan EH’de anjiyogenez analizleri de yapılmalıdır. Burada 

tespit edilecek mutasyonla birlikte proliferasyon artışı damarlanmaya yönelebilir. 

Bunun dışında hücre yüzey boyama analizleri E- ve P-selektin için de gerçekleştirilmeli 

ve tüm proteinler mRNA seviyesinde de bakılmalıdır. P-selektin hem EH’de hem de 

plateletlerin üzerinde bulunan bir adezyon molekülüdür. Ligandıyla etkileşime girdikten 

sonra doku faktörünün, prokoagülan mikropartiküllerin ve çeşitli sitokinlerin 

ekspresyonunu arttırır; böylelikle trombozu destekler138,185. E-selektin ise sadece 

endotel hücre yüzeyinde bulunan bir proteindir. Özellikle metastazda etkili olduğu 

düşünülmektedir ve farklı kanser tiplerinde çalışmalar yapılmıştır186. E-selektin’in 

ekspresyonunu incelemek belki prognoz açısından faydalı sonuçlar sağlayabilir. Bu 

çalışmada ise süre ve maddi kaynak yetersizliği nedeniyle gerçekleştirilememiştir. 

Bunların dışında, sitozola sızan DNA, STING yolaklarıyla tanınarak 

inflamasyon oluşturabilir187. Aynı etkinin hücre dışı DNA’nın bir hücreye girmesinden 

sonra da gerçekleşip gerçekleşmediği irdelenmelidir. Çalışmanın hücre dışı genomik 

materyallerin alt gruplarına göre tekrarlanması bu materyallerin etkisinin 

detaylandırılması için faydalı olabilir. Bunun için DNaz I hücre dışı DNA’nın 

sindirilmesini sağlamaktadır ancak eksozom içindeki DNA için etkisi düşüktür188. Bu da 

hücre dışı genomik materyallerin alt gruplarının etkisini ayırt etmek için kullanılabilir. 

In vivo çalışmalarla DNaz I kullanımının EH’ de görülen mutasyonu azaltıp azaltmadığı 

araştırılmalı ve sonuca göre tedavi çalışmaları yapılmalıdır. Mutasyon oluşturulan EH 

ile bu hücrelerin trombotik olaylara etkisi incelenerek tedavi için yeni yaklaşımlar 

geliştirilebilir. 

Bu çalışma ile literatürde ilk defa, MPN hastalarının EH’de gözlemlenen 

onkogenik mutasyonun oluşumuna dair olan açıklamalara ek olarak yetişkinlerde 

belirtilen mutasyonların genometastaz ile oluşabileceğı gösterildi. Bu teorinin 

hematoloji alanında da bilinirliği arttırılarak tanı, prognoz ve tedavi üzerine yapılacak 

yeni çalışmalarda alana katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  
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