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OZET

Kocana, C.C. (2020). Miyeloproliferatif Neoplazi Kokenli Hiicre Disi Genomik
Materyallerin Endotel Hiicrelere Etkisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN) kan hiicre olusumunu etkileyen hematopoetik
kok hiicrelerin (HKH) sebep oldugu bir hastalik grubudur. Bu hastalik farkli HKH
hatlarim1 etkileyebilir ve farkli alt gruplarda incelenebilir. MPN ig¢in en kritik
mutasyonlar BCR-ABL1 ve JAK2V617F’dir. Bu mutasyon MPN hasta endotel hiicreler
(EH)’de tespit edilmis ve hastalikta siklikla goriilen trombo-embolik olaylarda rolii
oldugu diisliniilmiistiir. Ancak heniliz olus mekanizmast tam bilinmemektedir.
Genometastaz, bir onkogenin kanser hiicresinden salinarak dolasim yoluyla farkli bir
bolgeye tasinmasi ve bu bolgede bulunan bir hiicreye girmesiyle metastaza sebep
olmasini temel almaktadir. Bu ¢alisma, EH’de tespit edilmis mutasyonun genometastaz
yoluyla olustugunu ve genometastaz sonrasinda EH’de bir takim degisikliklere sebep
oldugunu gostermeyi amaglamaktadir. Bunun i¢in ilk olarak biallelik JAK2V617F
tagiyan insan eritrolosemi(HEL) ve BCR-ABL1 tasiyan K562 hiicre hatlarindan toplanan
serumlardan DNA izolasyonu yapildi ve hiicrelere ait mutasyonlar tespit edildi.
Ardindan, insan umblikal ven EH(HUVEC) hatti, toplanan serumlar ile ayr1 ayr1 48 saat
stiresince kiiltiir edildi. Kiiltlir sonucunda transfekte HUVEC hiicreleri toplanarak DNA
izolasyonu yapildi ve EH’lerde JAK2V617F ve BCR-ABL1 mutasyonlari tespit edildi.
Mutant HUVEC’ler; apoptoz, proliferasyon ve trombotik olaylarda rolii olan EH ylizey
proteinleri (CD106, CD141, CD146, CD309, CD54, CD31 ve CD142) agisindan akim
Olcerde incelendi. Mutant EH’lerde kontrole gére CD141 (Trombomodulin)’de azalma
ve CD142 (Doku faktorii)’de artma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Mutant HUVEC’ler ¢ogaltildi ve pasajlanarak her iki mutasyonun hiicre genomuna
entegrasyonu tespit edildi. Sonug¢ olarak, literatiirde ilk defa serumda bulunan
JAK2V617F, EH genomuna entegre oldu ve EH’lerde fonksiyonel degisikliklere neden
oldu. Bu ¢alisma ile genometastasin kanserogenezdeki 6nemine 151k tutulmustur.

Anahtar Kelimeler : Hiicre Dis1 Niikleik Asitler, Miyeloproliferatif Neoplazi, Endotel
Hiicre, JAK2V617F Mutasyonu, Transfeksiyon, BCR-ABL1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-33725
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ABSTRACT

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

Myeloproliferative Neoplasm(MPN) is basically a group of hematopoietic stem
cellHSC) 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 CDI142).
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. GIRIS VE AMAC

Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN) kan hiicrelerinin artmig ¢ogalma hiziyla
nitelendirilmis klonal hematopoetik kok hiicre (HKH) bozukluklaridir!. Temel
gruplandirma Philadelphia kromozomunun (Ph) varligina dayandirilir. Ph kromozomu
tizerinde BCR-ABL1 filizyon genini bulundurur. Polisitemiya Vera (PV), Esansiyel
Trombositoz (ET) ve Primer Miyelofibroz (PMF) en sik rastlanan Ph negatif MPN alt
gruplaridir’. Bu alt gruplar igin en kritikk &neme sahip mutasyon JAK2V617F
mutasyonudur. Bunun sebebi ii¢ alt grupta goriilmesi ve yiiksek oranda (PV i¢in >%095,
ET ve PMF igin yaklasik %50) tespit edilmesidir’. Bu mutasyon JAK-STAT yolaginin
stirekli aktif kalmasini saglayarak siirekli cogalmaya sebep olmaktadir. HKH kokenli bu
hastalikla iliskilendirilmis JAK2V617F ve BCR-ABL1 mutasyonlari, endotel hiicreler
(EH)’de de goriilmiistiir*%. Bu durum hemanjiyoblast teorisi’ni giindeme getirmistir>’.

Kanserin ayirt edici &zelliklerinden biri metastaz yapabilmesidir®. Metastaz, kanser
hiicresinin kendi ortamindan ayrilarak farkli bir bolgeye yerlesmesi ve burada
biiyiimesiyle agiklanabilir®. Yapilan ¢alismalar farkli bir yaklasimi ortaya atmistir. Bu
yaklagim genometastaz hipotezi olarak isimlendirilir ve metastazin hiicre olmaksizin
sadece genetik materyal iizerinden de gergeklesebilecegini agiklamaktadir®. Bu
aciklamaya gore kanser hiicresinden ayrilan onkogen lenf/kan dolasimi ile bagka bir
bolgeye tasinarak orada bir hiicre igerisine alinmasi ile o hiicrede fonksiyonel
bozukluklara yol acarak yeni bir kanser hiicresi olusturmaktadir'®. Bu onkogen dolasim
sirasinda hiicre dist timor DNA olarak tanimlanir ve ¢iplak bir sekilde dolasabilecegi

gibi eksozom veya benzeri bir yapimnin iginde de dolasabilir' 12,

Hematopoietik hiicrelerde varligi ispatlanmis olan JAK2V617F ve BCR-ABL1
mutasyonlarimin  EH’de tespitinin  genometastaz mekanizmasiyla olusabilecegi
diisiiniilerek bu ¢alisma olusturuldu. Bu ¢alisma i¢in hipotezimiz “mutasyon tagiyan kan
hiicrelerinden ortama salinan mutant JAK2 geni ve/veya BCR-ABL1 fiizyon geni EH’nin
icine girerek hiicrenin genomunu entegre olur ve hiicrenin fonksiyonel degisimine sebep
olur” seklindedir. Bu c¢alisma MPN hastalarinin  EH’ de goriilen onkogenik
(JAK2V617F ve/veya BCR-ABL1) mutasyonun olusumunu genometastaz yaklasim ile

aciklamay1 amaglamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, gen anlatimindaki ¢oklu degisimlerin sebep oldugu hiicre proliferasyonu
ve hiicre Oliimii arasindaki dengenin proliferasyon yoniine kaymasiyla sonuclanan
anormal hiicre biliylimesi ve bu hiicrelerin farkli dokular1 istila etme o&zelligi
kazanmasidir'®. Cok sayida kanser tipi olmasina ragmen tiim kanserler icin 2000 y1linda
Hanahan &Weinberg tarafindan ortak 6zellikler gosterilmis; 2011 yilinda bu 6zellikler
giincellenmis ve giiniimiizde de kabul gdrmektedir®'4. Bu ozellikler su sekilde
siralanabilir: Genomik kararsizlik ve mutasyon, hiicre 6liimiine direng, hiicresel enerji
yolaklarinda diizensizlik, proliferatif sinyallerin siirekliligi, biiyiime baskilayicilardan
kacis, immiin yikimi engelleme, replikatif Oliimsiizliigii saglama, tiimor destekli

enflamasyon, metastasi ve invazyonu aktiflestirme, anjiyogenezi indiikleme.

Proliferatif Bijyiime

sinyalin baskilaycilardan
sirekliligi kagis

Hicresel enerji
yolaklarinda
diizensizlik

A

Hiicre

Immiin

wikimi
engelleme
x

dliimii F’ﬁ.""k‘.'.f";.. ..
i dlimsiizligii
saglama

Genomik
kararsizhk &
mutasyon

Tumdr-destekli
enflamasyon

Anjiyogenezi Metastaz ve

indiiklerme invazyonu
aktiflegtirme

Hanahan & Weinberg, 2011

Sekil 2.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri®.



2.1.1. Kanser Olusumu

Kanser olusumunda farkli sayida ve yapida mutasyon goriilebilmektedir'®.
Temel olarak iki grupta incelenen bu mutasyonlar yolcu ve siiriicii mutasyonlar olarak
adlandirilirlar. Siiriici mutasyonlar kanser olusumunda kritiktir. Farkli kanser tiplerinde
ayni siirlicii gen mutasyonlar1 goriilebildigi gibi ayni kanser tiplerinde farkli siiriicii
mutasyonlara rastlanabilir. Siiriicii mutasyonlarin gerceklestigi iki farkli fonksiyonel
kategori vardir: proto-onkogenler ve tiimor baskilayict genler. Proto-onkogenler hiicre
proliferasyonunu tetikleyici etkisi olan genlerdir ve mutasyon sonucu onkogenlere
dontiserek hiicrelerin kanser 6zellik kazanmasina sebep olur. Proto-onkogen iizerinde
olusacak monoallelik mutasyon, geni aktif onkogene doniistirmeye yeterlidir. Genin
asirt anlatimi; iirlinlin yapisal, sayisal, fonksiyonel diizensizligine ve hiperaktivitesine
neden olabilir. Tiimor baskilayici genler ise hiicre proliferasyonunu diizenleyen veya
hiicre 6liimiinii tetikleyen genleri kapsamaktadir. Genellikle tiimor baskilayici genlerde
biallelik mutasyon gereklidir ve bu olay Knudson'in ¢ift vurus hipotezi olarak
isimlendirilir'S.
Bu mutasyonlar, nokta mutasyonu seklinde olabilecegi gibi translokasyon, delesyon,
insersiyon gibi kromozomal mutasyonlardan da olusabilir. BRCA1 ve TP53 gibi genler
tizerinde iyi ¢aligmalar yapilmis tiimor baskilayict genlerken RAS geni proto-onkogene
ornek gosterilebilir ve ¢esitli g¢aligmalarda bu genlerde nokta mutasyonlari
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gosterilmigstir' =", BRC-ABL1 ise translokasyon sonucu olusmus bir kromozomal

mutasyondur?!.

2.1.2. Kanser Cesitleri

Olustugu dokulara gore isimlendirilen kanser bir¢ok dokudan kdoken
alabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2018 verilerine gore yaklasik 18.1
milyon goriilme siklig1 olan kanser, 9.6 milyon 6liim ile diinyanin en &liimciil ikinci
hastaligidir?2. Bu verilere gore en sik goriilen kanserler sirasiyla akciger kanseri, meme
kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri ve mide kanseri seklindedir. Oliimle
sonuclanmaya bakildiginda ise meme kanseri besinci siraya gerilemektedir. Bu da
kanser sonucu oliimiin engellenebildigini gostermektedir. Kanserin koken aldig1 organ
isimlendirmede kullanilsa da bir organda farkli doku ve yapilar oldugu igin ¢esitli
isimlendirmelere ihtiya¢ duyulmustur. Ornegin; karsinoma epitel hiicrelerden koken

alan kanserler i¢in, sarkoma bag doku koékenli kanserler i¢in, blastoma olgunlasmamis



oncill hiicreler icin kullanilmaktadir. Bunun disinda gelisim siire¢lerine gore de
isimlendirme yapilabilmektedir. Akut miyeloid l6semi (AML) ve kronik miyeloid
l6semi (KML) buna ornek gosterilebilir. Kan kanserleri iki temel kategori icinde
incelenmektedir: 16semi ve lenfoma. Ancak bunun disinda kan hiicrelerinin artmasiyla
olusan miyeloproliferatif neoplaziler 2008 yilindan itibaren WHO tarafindan kanser alt

grubuna dahil edilmistir.

2.2. Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN)

Bir veya daha fazla miyeloid kokenli kan hiicrelerinin artmis proliferasyonuyla
karakterize edilen klonal hematopoetik kok hiicre (HKH) bozukluklaridir. Ozellikle 50-
70 yaslar arasinda goriilme siklig1 fazla olsa da baz tipleri cocuklarda da bildirilmistir®,
MPN, WHO tarafindan yayinlanan smiflandirmanin revize edilmesiyle yedi alt gruba
ayrilmistir: BCR-ABL1 pozitif KML, kronik nétrofilik 16semi, polisitemiya vera, primer
miyelofibroz, esansiyel trombositoz, kronik eozinofilik 16semi ve gruplandirilamayan

MPN?#,

2.2.1. BCR-ABL1 pozitif KML

Philadelphia (Ph) kromozomunda BCR-ABLI1 fiizyon genini tasiyan anormal
kemik iligi pluripotent kok hiicrelerinden koken almaktadir 2>%6, KML insidans1 diinya
genelinde yillik 1-2/100.000 seklindedir ?’. Her yasta goriilebilmektedir ancak medyan
olarak 50-60 yas araligi belirlenmistir. Yeni tanilarin yaklasik %350’si semptom
gostermemektedir’®. Genel bulgular kilo kaybi, yorgunluk, gece terlemesi, splenomegali
ve anemi seklindedir 2*°, Kiiratif tedavi yoklugunda KML kronik fazdan blast faza
(BF) direk veya akselere faz (AF) iizerinden gegis olabilir’!. Tedavi ve prognoz igin faz
gecislerini ayirt etmek Oonemlidir. Ancak fazlar arasinda klinik ve morfolojik sinirlar
cakisabilmektedir. Vakalarin %90-95’inde Ph kromozomuyla sonu¢lanan karakteristik
t(9;22)(q34;q11.2) resiprokal translokasyonu goriilmektedir. Kalan vakalarda bu
translokasyona ti¢iincii ve hatta dordiincii bir kromozom eslik edebilmektedir veya rutin
sitogenetik analizlerde tanmimlanamayan 9q34 ve 22ql1.2°nin gizli translokasyonu
goriilmektedir’?>. Bu durumda BCR-ABLI1 geni FISH analizi, RT-PCR veya Southern
blot teknikleriyle saptanabilir. BCR genindeki kirik nokta bolgesi hastaligin fenotipini
etkileyebilir. KML’de, BCR’deki kirik noktasi g¢ogunlukla 12. ve 16. ekzonlari
kapsayan M-BCR bolgesinde goriilmekle birlikte bu durum artmis tirozin kinaz

aktivitesi olan anormal fiizyon proteininin olusmasina sebep olmaktadir*>*. Nadiren,



kirilma noktast 17. ve 20. ekzonlar1 kapsayan p-BCR bolgesinde olur ve daha biiyiik bir
flizyon proteinin olugsmasina sebep olur. p -BCR bélgesinde olusan kiriklar Ph pozitif
ALL ile iligkilendirilen daha kisa fiizyon proteinine sebep olmaktadir ve bu protein
KML hastalarinin %90’indan ¢ogunda az miktarda da olsa saptanmaktadir**. Buna
alternatif ug¢ birlestirme sebep olarak gdosterilmistir. KML tedavisinde tirozin kinaz
aktivitesini hedefleyen imatinib kullanilmaktadir®>. Imatinib, BCR-ABL1 kinaz
bolgesine baglanmak icin ATP ile yarismaktadir. Boylelikle tirozin rezidiilerinin
substrat {izerindeki fosforilasyon yetenegi engellenir. Ozellikle kronik fazin erken
donemlerinde bu sinyalin engellenmesi hastaligin kontrol altinda tutulmasi i¢in c¢ok
etkili bir yontemdir. Ancak, 6zellikle AF ve BF evrelerinde nokta mutasyonu tasiyan
16semi Onciil hiicrelerinde inhibitoriin kinaz bolgesine baglanmasi engellenebilir ve bu
ilag direncine sebep olabilir’®. Bu nedenle nilotinib ve dasatinib gibi ikinci nesil
bilesenler gelistirilmistir’’. Hastalik transformasyonunun molekiiler temelleri tamamen
anlagilamamistir. Hastaligin ilerlemesi klonal evrim ile bagdastirilmaktadir. Kronik
fazdan AF veya BF’ye gecis siirecinde hastlarin %80’inde Ph kromozomuna ek olarak
+8, +19, i(17q) veya ekstra Ph gibi sitogenetik degisimler goriilmiistiir*®. Transforme
fazlarda MYC, RBf, RAS, AMLf, EVIf, TP53 gibi genlerde bozulmalar oldugu
goriilmiistiir ancak bu durumun transformasyondaki rolii bilinmemektedir***’. Tiim
genom anlatim profillemesi ileri evrelerle iliskilendirilen diger aday genleri ortaya
cikarmaktadir. Ayrica AF ile BF arasindaki benzer anlatim motiflerini ortaya
koymaktadir ve bu calismalar, AF ve BF transformasyonuna onciiliilk eden genetik

olaylarmn geg kronik fazda veya erken AF’ da meydana geldigini énermektedir*!.

2.2.2. Polisitemia Vera (PV)

Artmis kirmizi kan hiicre miktar1 ile karakterize bir MPN’dir. Hastalarin
>%95’inde JAK2V617F mutasyonu tespit edilmektedir*>. Bu mutasyonlar1 sadece
eritroid soyda degil ayn1 zamanda graniilosit ve megakaryosit soylarinda da artmis
proliferasyona sebep olmaktadir***. U¢ fazda tanimlanabilmektedir; bunlar polisitemik
faz oncesi olan prodormal faz, polisitemik faz ve propolisitemik miyelofibroz fazdir.
Tamda klinik, laboratuvar ve kemik iligi histolojisi birlikte kullanilir*®. Temelde yatan
sebep c¢ogu vakada bilinmemekle birlikte bazi ailelerde genetik yatkinlik
raporlanmistir®®. Iyonize radyasyon ve toksinlere maruz kalmak bazi hastalarda olasi

sebep olarak gosterilmistir’. Kan ve kemik iligi ana tutulum bolgeleridir ancak



karaciger ve dalak etkilenen organlardir. Bunlarin yaninda artmis kirmizi kan hiicreleri
dolayistyla herhangi bir organ etkilenebilmektedir. Hastalik i¢in medyan yas 60
olmasima ragmen nadiren 20 yastan gen¢ hastalara da rastlanmaktadir. Hastalarin
genellikle 6liim sebebi tromboz veya hemarojidir ancak %?20’ye kadar AML veya
miyelodisplazi (MDS) 6liim sebebi olabilmektedir®®. Tromboz veya hemaroji igin risk
faktorlerinin Ongoriisii 1yi belirlenememistir. Sitotoksik ajanlarla tedavi gdérmemis
hastalarda MDS ve AML insidanst %2-3 olmasina ragmen, kemoterapi alanlar i¢in bu
oran terapi tipine gore %10 ve iizerine ulasmaktadir**-°,

PV hastalarinda JAK2V617F mutasyonu hematopoetik kok hiicrelerde
olusmaktadir ve tiim miyeloid soydan gelen hiicrelerde goriilmektedir’!. Bunun disinda
islevsel benzerlik gosteren JAK2 12. ekzonunda goriilen mutasyon da raporlanmistir>2,
Ancak heniiz PV ‘ye 6zel bir mutasyon tanimlanamamistir. Hastalikta BCR-ABL1
flizyon genine rastlanan olgular goriilmiistiir ancak bunlarin klinik énemli heniiz tespit

edilememigtir’>>

. Bunun disinda bazi kromozomal mutasyonlar goriilse de bu
mutasyonlarin frekansmin ileri fazlarda arttigi goriilmiistiir. Ozellikle post-PV MF
fazdaki hastalarm %80-90’1nda bu kromozomal anormallikler goriilmektedir®>. MDS ve
AML gelismis hastalarin neredeyse tamaminda kromozomal anormalliklerin

goriilmektedir®.

2.2.3. Primer Miyelofibroz (PMF)

Megakaryositlerin ve graniilositlerin kemik iliginde proliferasyonu ile fibrozis
olusumu ve ekstramediiller hematopoez ile karakterize edilen klonal MPN ¢esididir’.
Hastalarin %30’a kadar1 tani sirasinda semptom gostermemektedir ve rutin muayene
sirasinda splenomegalinin farkedilmesi veya rutin kan sayimlarinin anemi, lokositoz
veya trombositoza benzemesiyle bulunmaktadir’®. Hastalarin yaklasik %50’sinde
JAK2V617F mutasyonu, %30’unda CALR mutasyonu, %8’inde MPL mutasyonu ve
%12’si ise iiglii-negatif olarak goriilmektedir’®®!'. Ug gende de negatif olan hastalarda
yapilan tiim ekzom analizleri sonucunda MPL S204P ve MPL Y591N gibi mutasyonlar
tespit edilmistir®>. Bunun disinda MPL W515K/L mutasyonu PMF hastalarmin %5’inde

goriilmektedir®®. Farkli kromozomal mutasyonlar gériilebilmektedir®-5¢.

2.2.4. Esansiyel Trombositemi (ET)
Birincil olarak megakaryosit soyu igeren kronik MPN ¢esididir. Kanda artmis

trombosit miktar1 ile kemik iliginde artmis biiyiik, olgunlasmis megakaryosit miktar1 ve



klinik olarak hemaroji ve tromboz olusumu ile karakterize edilmektedir®’. ET icin
genetik veya biyolojik isaret¢i olmadigi icin tanida trombositoz icin tiim sebepler
dislanmalidir ve BCR-ABL1 flizyon geninin varligi ET diagnozunu engeller. Hastalarin
%40-50’sinde JAK2V617F mutasyonu gozlemlenmektedir®®. Hastarn %1’inde MPL
WS515K/L  mutasyonu bildirilmistir®>. Anormal karyotip hastlarin  %5-10’unda

gosterilmistir®.

2.2.5. Kronik Notrofilik Losemi (CNL)

Philadelphia kromozomu negatif nadir goriilen bir MPN’dir. Kanda nétrofil
hiicrelerinin  siirekli artigr, noétrofilik graniilosit proliferasyonuna bagli olarak
hiperselliiler kemik iligi ve hepatosplenomegali ile karakterize edilmektedir. Tanis1 igin
reaktif nétrofili ve diger MPN’lerin dislanmasi gerekmektedir.JAK2 mutasyonu tagiyan
hastalar rapor edilmistir ve bazen biallelik JAK2V617F mutasyonu goriilmektedir.
Koken aldigr hiicre bilinmemektedir. Genellikle yavas ilerleyen bir hastalik olarak

tanimlanmaktadir’®.

2.2.6. Kronik Eozinofilik Losemi

Ozonofil prekiirsor hiicrelerinin klonal proliferasyonu sonucu perifer kanda,
kemik iliginde ve perifer dokularda artmis 6zonofil miktar: ile olusan MPN ¢esididir’'.
Losemik infiltrasyon sonucu veya 6zonofiller tarafindan salinan sitokinler, enzimler ve
diger proteinler tarafindan organ hasar1 olugsmaktadir. Spesifik molekiiler genetik veya
sitogenetik anormallik belirlenmemekle birlikte PDGFRA, PDGFRB ve FGFR1
yeniden diizenlemeleri tanida kronik 6zonofilik 16seminin diglanmasi icin sebeptir. Bazi

hastalarda JAK2 mutasyonu goriilmektedir®®,

2.3. MPN ve Mutasyon

Mutasyon ¢esitli sekillerde ele alinsa da temel olarak bir canlinin genomunda
meydana gelen kalici degisiklikler olarak tamimlanabilmektedir’®. Bu degisiklikler
kromozom boyutundaki degisikliklerden tek bir niikleotidde goriilen degisikliklere
kadar genis bir yelpaze gostermektedir. Mutasyon sonucu islev kazanimi veya islev
kayb1 goriilebilmektedir’>. Mutasyon ve kanser iliskisi diger bir boliimde agiklandig
icin bu boliimde sadece MPN olusumunda etkili mutasyonlar tizerinde durulacaktir.
MPN’lerde goriilen en kritik mutasyon Philadelphia kromozomunun olusmasidir. Ph

kromozomu t(9;22)(q34;q11.2) resiprokal translokasyonu sonucu olusmaktadir’>. Bu



translokasyon sonucu 22. Kromozomdaki BCR geni ile 9. Kromozomdaki ABL1 geninin
fiizyonu gerceklesmektedir. ABL bir sitoplazmik tirozin kinazdir. Sitoplazmik tirozin
kinazlar, sitoplazmada bulunan ve bir donér niikleozit trifosfattan aldigi fosfat grubunun
proteinlerin tirozin rezidiilerine transferini katalizleyen enzimlerdir. ABL1 proteini
hiicre farklilasmasinda, ¢ogalmasinda, adhezyonunda ve stres yanitinda etkilidir’. Bu
proteini Ureten ABL1 geninin BCR geni ile transloke olmasiyla iiretilen BCR-ABL1
flizyon proteini sitokinler tarafindan regiile edilmeksizin proliferasyona sebep
olmaktadir’.

Ph negatif MPN’lerde siklikla karsilagilan mutasyon ise JAK2V617F mutasyonudur. Bu
mutasyon sonucu JAK2 proteininin 617. pozisyonundaki valin amino asidi yerini
fenilalanine birakmaktadir’®. JAK2, Janus Kinazlarin 4 iiyesinden biridir ve sitoplazmik
tirozin kinaz ¢esididir. JAK/STAT yolaginda gorev almaktadir. JAK/STAT yolagi temel
olarak bir ligandin reseptoriine baglanarak bu reseptoriin multimer olusturmasina sebep
olmasiyla baslar’’. Bu reseptoriin yolag1 aktive edebilmesi igin monomerlerinin JAK ile
birlesik olmasi gerekmektedir’®. Reseptdr multimer olusturduktan sonra JAK’lar
transfosforile olabilecek yakinlhiga gelir ve birbirlerini fosforile eder’. Fosforile olan
JAK’lar bagli oldugu reseptorii fosforile eder. Fosforile olan JAK’lar STAT
molekiillerini fosforile eder ve bdylelikle aktive olan STAT’lar niikleusa giderek
transkripsiyonu  baslatir®®. Bu yolak proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve
enflamasyonda etkilidir®!. Bu nedenle bu yolakta olusan hatalar kanser ve bagisiklik
sistemini etkileyen hastaliklara sebep olabilir®®. JAK2’de gerceklesen mutasyon
liganttan bagimsiz olarak yolagin aktif kalmasina sebep olur ve bu da kan hiicrelerinde
proliferasyonu arttirir®?,

Bunun disinda ayni genin 12. ekzonunda, MPL geninde, CALR geninin 9. ekzonunda
ve CSF3R geninde goriilen mutasyonlar MPN ile sonucglanabilmektedir. Bunlarin
disinda JAK-STAT yolaginin negatif diizenleyicilerinde gerceklesmis mutasyonlar
nadir de olsa MPN ile sonuglanabilmektedir®*. JAK2 ekzon 12 mutasyonlari gogunlukla
cerceve ici kiiciik insersiyon ve delesyonlardir®®. Ekzon 12 mutasyonu JAK2V617F
mutasyonu goriilmeyen PV hastalarinin %1-2’sinde goriilmektedir; ET ve PMF ile
iliskilendirilmemistir®®. Bu ekzon iizerinde en sik goriilen mutasyonlar N542-E543del,
K539L, E543-D544 del ve F537-K539delinsL mutasyonlaridir®®. JAK2 ekzon 12
mutasyonlart JAK2V617F mutasyonuna gore JAK2 ve STAT i¢in artmig fosforilasyon

gostermektedir®®. Ayrica bu mutasyona sahip hastalar daha geng yaslarda daha belirgin



eritrositoz gostermektedir®®. Bir diger mutasyon, trombopoetin reseptorii olan MPL
tizerinde gerceklesmektedir. MPL geninin 10. ekzonunda fonksiyon kazanma
mutasyonu gerceklesir ve sitokinlerden bagimsiz bilyiimeye gotiiriirt’. WS515
konumunda goriilen mutasyonlar ET vakalarinin %3’tinde PMF vakalarinin ise %5’inde
goriiliir ve genellikle W515L ve W515K yer degistirmesi seklindedir®®. Bunlarin disinda
WS515R, W515A ve W515G gibi farkli yer degistirmeler de bildirilmistir®. Ayrica MPL
geninin iizerinde gerceklesen S505N trombozun kalitsal formu icin tanimlanmustir®.
Diger bir gen calreticulin kodlayan CALR genidir. MPN hastalarinda ikinci en sik
goriilen mutasyon olan CALR ET hastalarinda %20-25, PMF hastalarinda ise %25-30
oraninda goriilmektedir; PV’de ise nadiren goriiliir’'. Calreticulin JAK-STAT yolaginda
gorev almasa da MPL ile etkilesime girebilmektedir®>. Mutasyon sonucu olusan yeni

protein MPL ile etkilesime daha gii¢lii girmektedir®

. Bu gii¢lii etkilesim sonucu
MPL’de TPO’dan bagimsiz aktivasyon goriilmektedir ve JAK-STAT aktiflesmis olur'.
CALR’de goriilen mutasyonlar iki tipe ayrilmustir; tip-1 52b¢ uzunlugunda delesyon
iken tip-2 5 b¢ uzunlugunda bir insersiyondur. PMF ig¢in tip-1 %70, tip-2 %13 oraninda
goriiliirken ET i¢in bu oran swrastyla %51’ %39°dur®. Tip-1 benzeri mutasyonlar
miyolofibroz fenotipi ile iliskilendirilmektedir ve ET’lerde tip-1 goriilmesi
miyelofibrotik ddniisiim riskinin fazla oldugu anlamina gelmektedir®. Tip-2 benzeri
mutasyonlar ise ET fenotipi ile iliskilendirilmektedir®>. Bu mutasyonlarin protein
yapisina yansimast da oldukga farklidir. Tip-1 mutasyonu ¢ogu yabanil tipin dizisinin
ve kalsiyum baglanma bolgelerinin kaybina sebep olsa da tip-2 yabanil tip dizilime daha
yakimdir’'. CSF3R ise G-CSFR kodlayan gendir ve iizerinde goriilen bir mutasyon yakin
zamanda CNL siiriicii mutasyonu olarak tamimlanmustir®®. Ozellikle JAK2, CALR ve
MPL genleri MPN i¢in kritik 6neme sahip genler olsalar da iic mutasyonun da
goriilmedigi vakalar séz konusudur®”’. Bu vakalarda MPL ekzon 10 ve JAK2 ekzon 14
bolgeleri disinda kanonik olmayan mutasyonlar goriilebilmektedir®. Bu mutasyonlar
somatik olarak kazanilmis veya kalitilmis olabilir. MPL geninde kanonik olmayan
T1191, S204F/P, E230G ve Y591D/N mutasyonlari, JAK2 geninde ise V625F ve F556V

kanonik olmayan mutasyonlar1 goriilebilmektedir®?%,

Bu genlerin baz1 yolcu
mutasyonlar da goriilmektedir. Temel olarak bu mutasyonlar epigenetik diizenleme,
mRNA ug birlestirme, transkripsiyonel mekanizma ve sinyal iletiminde 6nemli olan

genleri etkilemektedir.
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Epigenetik diizenleyici proteinleri olan TET2 ve DNMT3A CpG adaciklarinda DNA
metilasyonundan gorevlidir®®. TET2 aktif demetilasyon siirecinde etkilidir ve bunun
ozellikle kok hiicre gen diizenlenmesinde énemli oldugu diisiiniilmektedir®. DNMT3A
ise sitozin metillenmesinden sorumludur!®. TET2, DNMT3A mutasyonlarina gére daha
sik gozlemlenir. Bu iki mutasyon da JAK2V617F mutasyonuna sahip HKH’lerin
kendini yenilemesini arttirir ve hastalik baslangici i¢in énemli rolii vardir'®'. ASXL1 ve
EZH2 histon modifikasyonunda gorevli faktorleri kodlamaktadir. ASXL1 mutasyonlari
MPN’lerde ikinci en sik goriilen epigenetik diizenleyici mutasyonlaridir'®. Bu
mutasyonlar zayif prognoz ve daha sik l6kemik déniisiim ile iliskilendirilmistir'®.
MPN’lerde gosterilen EZH2 genindeki islev kayb1 mutasyonlar1 onkogenlerin de dahil
oldugu bir gen setinde baskilamanin ortadan kalkmasi ile sonuglanarak HKH kendini

yenilemesini arttirir! %,
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Sekil 2.2. MPN olusumunda etkili farkli yolaklar. En sik gézlenen mutasyonlarin yolaga etkisi
gorsellestirilmigtir 195,

2.4. Metastaz

106 Kanser

Metastaz kanser oliimlerinin % 90’1na sebep olan 6nemli bir faktordiir
hiicrelerinin ~ viicudun diger bdliimlerine yayilmasidir. Bu olay altt adimda
siniflandirilabilir: Bolgesel istila, damar i¢ine geg¢me, yer degistirme, damar disina
cikma, mikrometastas olusumu ve kolonilesme. Bdlgesel istila, kanser hiicrelerinin
cevresini kaplayan saglikli dokular istila etmesidir'®’. Bu adimda kanser hiicreleri

hareket etmek i¢in ekstraselliller matriksi (ECM) kullanir ve ayrica komsu dokuya

girebilmek i¢in ECM’ye zarar verir'®. Bolgesel istila bir kanser hiicresi tarafindan da
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bir grup kanser hiicresi tarafindan da yapilabilir ve duruma gore hareket yontemi fokal
adezyon veya amiboid hareket seklinde degisebilir. Ikinci adim olan, damara icine
gecme kanserin uzak bdlgelere taginabilmesi icin ¢ok kritik bir adimdir ¢iinkii bu

109 Kanser hiicreleri 6ncelikle

adimda kanser hiicresi lenf veya kan dolasimina gecer
damarlar1 ¢evreleyen ECM’yi istila eder, sonra damarlardaki endotel hiicreler arasindaki
hiicre-hiicre etkilesimlerini kirar ve son olarak formasyonunu degistirerek tahrip olan
damar duvarindan geger. Lenf veya kan dolasimina gegen bu hiicreler “dolagan tiimor
hiicreleri”’(DTH) olarak isimlendirilir'!’. DTH’ler damarlarda hayatta kalabilmek icin
dogal oldiiriicii hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinden kagabilmeli. Bunun i¢cin DTH’ler
trombositleri kullanarak bagisiklik hiicrelerine, tiirbiilans ve hematojenik kesme

kuvvetine karsi kalkan olustururlar'!!

. DTH’ler aktif veya pasif olarak yani endotelyum
lizerinde yuvarlanarak veya akintiyla birlikte rastgele hareket edebilirler!'?. DTH kilcal
damara sikistigt zaman damar disina ¢ikma gerceklesir. Damar disina ¢ikma
migrasyonun son adimidir ve damardan yeni bir dokuya gegistir''®>. Bu adimdan sonra
kanser hiicreleri proliferasyon mekanizmalarini yeniden aktive eder ve boylece
cogalarak metastatik doku olusturabilir. Bu doku ¢ok genis olmadigi i¢in mikrometastaz

olarak isimlendirilir''#.

2.5. Endotel Hiicre

Endotel hiicreler damar ici ve doku arasinda bariyer gorevi gérmektedir!!>. Kan
ve lenf damarlarin1 olugturmaktadirlar. Bu nedenle dokuya gecisi regiile etmektedir. Bu
regiilasyona sadece oksijen, karbon dioksit gibi molekiiller degil cesitli hiicreler de
dahildir''®. Bu hiicreler damarlanmada goérevli oldugu i¢in tiimériin biiyiimesi igin
gerekli besini saglamak adina veya kanserin yayilimi i¢in ulagim kanali saglamak adina
cok degerlidirler. Farkli gorevleri yerine getirebilmek adina ylizeyinde kendine has

proteinler bulundurmaktadir!!’-11°,

Bunlardan bazilar1 bu calisma icerisinde de
incelenmistir. Vaskiiler Hiicre Adezyon Protein 1 (VCAM-1 veya CD106) lenfosit,
monosit, eozinofil ve bazofillerin vaskiiler endotele tutunmasii saglar'’®, VCAM-1
anlatimi, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinlere cevap
olarak artabilir'>!?!, Melanoma hiicre adezyon molekiilii (MCAM veya CD146) EH
icin marker olarak kullanilan bir proteindir. MCAM normalde melanositler tarafindan

eksprese edilmezken ilk kez melanoma hiicrelerinde tespit edilmistir'?2. Islevleri ¢ok iyi

bilinmese de yardimci T-17 hiicrelerinin adezyonunu saglamaktadir'?®.  Vaskiiler
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endotelyal biiylime faktor reseptorii 2 (VEGFR2 veya CD309) endotelyal migrasyon ve

proliferasyonu diizenleyen bir molekiildiir'?*

marker olabilir'®. Hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 (ICAM-1 veya CD54) EH’de

. Vaskiiler malign tlimoérler i¢in 6nemli bir

veya bagisiklik hiicrelerinde eksprese olabilen bir proteindir'?®. Lokositler iizerinde
bulunan FLA-1 molekiilii ICAM-1 i¢in liganddir ve FLA-1/ICAM-1 etkilesimi 16kositin
dokulara gegisini saglar'?’. Platelet-endotel hiicre adhezyon molekiilii 1 (PECAM-1
veya CD31) EH’ de ve bir¢cok bagisiklik sistemi hiicreleri iizerinde bulunur. Lokosit

transmigrasyonunda, anjiyogenezde ve integrin aktivasyonunda -etklidir'?®

. Dogal
Oldiirticiiler iizerinde bulunan CD38 reseptére baglanarak hiicrelerin EH’ye
baglanmasm saglar'®. Trombomodiilin (TM veya CD141) endotel hiicre yiizeyinde
bulunan trombin i¢in kofaktdr gdrevi goren bir yiizey proteinidir. TM, trombini
prokoagiilan enzimden antikoagiilan enzime doniistiirerek kan pthtilasmasini azaltir'*°.
Doku faktorii (DF veya CD142) ekstrinsik kan pihtilasma mekanizmasinin birincil
baslaticisidir'3!. Bunun disinda DF anjiyogenez, yara iyilesmesi, apoptoz, proliferasyon
ve hemaostazda gibi énemli siireglere dahil olmaktadir'*?>~'**, Koagiilasyon kontroliiniin
bozulmasi tromboz olusumunda goriilmektedir. Tromboz, damar i¢inde artmis pihti
olusumu nedeniyle akisin azalmasi veya damarin titkanmasidir'®®. Bu durum besin ve
oksijen iletimini azaltacag: icin lokalize doku ve organ nekrozlariyla sonuglanir. Bu

durumun kontrolii EH tizerindedir!'®.

EH’de de JAK2V617F mutasyonu gozlemlenebilir. MPN hastalarinin
Oliimlerinden ytiksek oranda sorumlu olan trombozu arttiran faktériin mutant EH olup
olmadig1 arastirilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda EH’in  MPN’lerde pihtilasma
anormalliklerini sagladigi bulunmustur'*®!37. Yapilan bir ¢alisma JAK2V617F pozitif
EH’in artmis P-selektin ekspresyonu sebebiyle protrombotik etkisinin arttigini
bildirmistir'*®. KML hastalarindan elde edilen mononiikleer hiicrelerden BCR-ABL1
pozitif EH farklilasabilmistir>. Ancak ¢alisamadaki amag¢ hemanjiyoblast hipotezi i¢in
kanit sunmak oldugu i¢in BCR-ABL1 pozitif EH’nin davranisi ¢aligilmamustir.

2.6. Endotel Hiicre Kokeni
EH kokenini arastirmak ic¢in, anatomik, genetik ve biyokimyasal caligmalar

yapilmakla birlikte bazi teoriler 6n plana c¢ikmaktadir'*. Genel olarak endotel ve
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hematopoetik sistemin gelisim siirecinde birbirleriyle yakinlig1 iizerinde bu teoriler

birlesse de ontojenik yolaklar farklilik gdstermektedir'“C.

2.6.1. Hemanjiyoblast Teorisi

Hemanjiyoblast hem endotel hem de hematopoetik hatlara farklilasma kabiliyeti
olan bir 6nciil hiicre tipidir ve teori ismini bu hiicreden almaktadir'#!. Embriyogenez
stiresince bu hiicrenin varligin1 kanitlayan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur ve bu teorinin

142

primitif hematopoez faziyla baglantili oldugu disiiniilmektedir'*. Ancak, yetiskinlerde

heniiz kanitlanmamus olsa da in vitro ortamda yapilan ¢alismalar bulunmaktadir!®.

2.6.2. Hemojenik Endotelyum Teorisi

Bu teori HKH’lerin aort-gonad-mezenfros bdlgesinde bulunan 6zellesmis
vaskiiler endotelyum olan hemojenik endotelyumdan kdken aldigini ileri siirmektedir!#*,
Yapilan baz1 ¢aligmalarda EH isaretlenmis ve bu isaretler daha sonra hematopoetik

onciil hiicrelerde goriintiilenmistir'#>146,

2.6.3. Mezodermal Prehematopoetik Onciil Teori

Bu teori yukarida bahsedilen iki teorinin kombinasyonu olarak ortaya ¢ikmigtir
ve her iki durumun aynmi zamanda ardil adimlar olarak gerceklesebilecegini
savunmaktadir. Bu teoriye gore hemanjiyoblast, hemojenik endotelyumu olusturur,

ondan da hematopoetik hiicreler farklilagir'4’.

2.7. Hiicre Dis1 Genomik Materyal (HDGM)

Hiicrenin disina aktif olarak salinarak veya hiicrenin parcalanmaya baslamasi
sonucu pasif olarak disar1 sizan DNA veya RNA temelli molekiillerdir'*®. RNA kendi
basina hiicre disinda gorevli olabildigi i¢in (mikro RNA gibi) 6zellikle DNA temelli
calismalar bu kategori altina daha sik alinmaktadir. Bunun sebebinin DNA’nin hiicre
disinda beklenmemesi olabilir. Siklikla hiicre disi DNA(hdDNA), fetal hdDNA
(thdDNA), eksozomal DNA (exoDNA) gibi cesitleri calisiimaktadir. Ozellikle kanser
tani ve prognozu icin ¢ok fazla caligma yapilmaktadir ancak trizomi 21 gibi
kromozomal hastaliklar i¢in de girisimsel olmayan tan1 ydntemi olarak
gelistirilmektedir!#1>°, Hiicreden pasif olarak sizmas1 durumunda apoptoz veya nekroza
bagli olarak hdDNA boyutu degisebilmektedir'®!. Bunun yaninda salindig1 hiicrenin ait
oldugu dokuya dair epigenetik bilgiler tasiyabilmektedir'>>!>. Bu 6zelligi tam igin ¢ok
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faydali olabilir. hdDNA kan dolasiminda olabilecegi gibi lenf dolasiminda da
bulunabilir veya diger tiim biyolojik sivilarda bulunabilir. Eksozom i¢indeki hiice dis1

DNA, ¢evreden daha az etkilenir ve bu nedenle daha stabildir'>.

2.8. Genometastaz

Genometastaz uzak bir dokudaki hedef hiicrenin primer tiimor kokenli dolagimda
olan dominant onkogen ile transfeksiyonu sonucu gerceklesen bir metastaz olusumudur.
DNA lenf veya kan dolasiminda hiicreden bagimsiz sekilde gozlemlenebilir. Hiicre dis1
DNA (hdDNA) ilk olarak 1948 yilinda Mandel ve Metais tarafindan kesfedilmistir'>>.
Daha sonra, 1965 yilinda Bendich ve ark. metastazin cfDNA ile kolaylastigina dair bir
hipotez ortaya koymustur ancak bu DNA tiimor tetikleyen polyoma viriisiin
DNA’sidir'*. ¢fDNA sonraki yillarda sistemik lupus eritematozus gibi farkl

157 Kanser hastalarinda yapilan arastirmalar, hastalarm

hastaliklarla iliskilendirilmistir
kanindaki cfDNA seviyelerinin kontrol gruba gore ¢ok fazla oldugunu gdstermistir
ancak donemin DNA dizileme teknolojisi kanda ¢ok seyrek halde bulunan cfDNA’nin
dizilenmesini engellemistir'>®. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte cfDNA dizilenmis ve
bazilarmin tiimére spesifik mutasyon tasidig1 goriilmiistiir'>*!%°. 1999 yilinda Garcia-
Olmo ve meslektaslar1 genometastaz hipotezini ortaya atmistir’.

DNA pargalar1 temel olarak iki sekilde salinmaktadir; bunlar aktif ve pasif salinimdir.
Pasif salinima hiicre Sliimleri sebep olmaktadir ve cfDNA’lar niikleozom seklinde
hiicreden disar1 ¢ikar'®!. Niikleozomlar, DNAnin paketlenmesiyle olusan DNA-Histon
protein kompleksleridir. Bu kompleksler DNA stabilizasyonu ve ekspresyonun
diizenlenmesi i¢in kullanilir. Apoptoz bazi endoniikleazlar1 aktiflestirebilir ve
niikleozomlar linker DNA’dan kesilebilir. Niikleozomlar apoptotik cisimlere salinir
ancak bazen bu siire¢ yarida kalabilir ve niikleozomlar dolasima karisabilir. Bu da
cfDNA boyutunun hiicre o6lim sekli hakkinda bilgi verebilecegi anlamina
gelmektedir'®. Aktif salinim canli hiicreler tarafindan eksozom, mikrovezikiil veya

virtozomlar gibi yapilar aracihgi ile gerceklesir'®.

Bu yapilar DNA’nin yolculuk
sirasinda daha korunakli bir ortamda olmasini saglamaktadir. Yapilan ¢alismalarda, bu
yapilarin in vitro ortamdaki hiicrelerden de salgilandig gdsterilmistir'®. Literatiirde, bu
hiicre dis1 genetik materyallerin metastatik etkisindense tan1 ve prognozda kullanimi

lizerine yapilan arastimalara daha ¢ok ulagilabilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 3.1 i¢inde gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deneyler sirasinda kullamilmis cihazlarin listesi.

Laminer hava akim kabini(Nuaire)

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

Masaiistii mini santrifiij; Microfuge 16 (Beckman Coulter)

Sogutmali Santrifiij; Allegra X15-R (Beckman Coulter)

Spektrofotometre; Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)

Isik mikroskobu (Olympus)

Akim sitometresi; FACSCalibur (BD Biosciences)

Inkiibator (Thermo Scientific)

Jel goriintiileme sistemi; UVP (Analytik Jena)

Gergek zamanli PCR cihazi; LightCycler 480 II (Roche)

Buz makinesi (Cornelius)

Vorteks karistirict (Scientific Industries, Inc.)

+4°C sogutucu, -20°C ve -80°C dondurucular (Haier, Haier, Samsung)

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

Elektroforez sistemi (Bio-Rad)

3.1.2. Kullanilan Kitler
Deneylerde kullanilan kitler Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Deneyler sirasinda kullanilmis 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. Kullanilan Kimyasallar

Deneyler sirasinda kullanilmis kimyasallar Tablo 3.3 icerisinde listelenmistir.

Tablo 3.3. Deneylerde kullanilmis kimyasal maddelerin listesi.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

RPMI 1640 (RPMI)

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium)

Fetal sigir serumu (FBS)

50bp DNA Ladder

Agaroz
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Etidyum bromiir

Etanol

Izopropanol

Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
Niikleaz icermeyen steril su

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)
Propidyum lyodiir (PI)

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

3.1.4. Deneylerde Kullamilan Cozeltiler

MACS soliisyonu

500 ml PBS, %0,5 (7,5 M) BSA, 2Mm (0,5 M) EDTA karistirildi ve karisim
0,2pum boyutlu filtreden gegirilerek sterilizasyonu yapildi.

Propidyum Iyodiir

10ul Propidyum lIyodiir 10 ml’ye kadar MACS soliisyonu ile tamalanarak
seyreltildi.

1X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA)

50X TAE satin alindi ve bu soliisyondan 10ml ¢ekilerek 490ml dH20 ile
karistirildi ve 1X TAE elde edildi.

3.2. Yontem

Deneylerde kullanilan yontemler bu boliimde ac¢iklanmistir.

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri
Hiicrelerin ¢ogaltilmasi1 i¢in yapilan bu islemler biitiiniinde aksi belirtilmedikge

inkiibasyon i¢in 37 °C sicaklik ve %5 CO:z konsantrasyonu kullanilmigtir.
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3.2.1.1. Dondurulmus Hiicre Eritme ve Ekme

Kullanilacak hiicre, sivi azot tankindan alindiktan sonra 37°C sicakliktaki su
banyosunda eritilerek hizli bir sekilde 15ml’lik konik tiipe aktarildi. Uzerine 10 ml
besiyeri eklendikten sonra karistirildi ve 2000 rpm hizda 5 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant uzaklastirildi; pellet tekrar 7 ml besiyeri ile ¢oziildii ve tekrar 2000 rpm
hizda 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant atildi pellet 5 ml taze medyumda ¢oziilerek
T25 flaska ekildi. Medyum hiicreden hiicreye degisebilmektedir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4 Kullanilan hiicre hatlarinin besiyeri icerigi.

Hiicre Hatti Besiyeri FBS(%) Pen/Strep(%)
HUVEC DMEM 10 1
HEL RPMI 10 1
K562 IMDM 10 1

3.2.1.2. Hiicre Biiyiitme/Pasajlama

Hiicreler ekildikten sonra besiyeri tazelenmesi gerektikce medyum tazelendi
genellikle 2 giinde bir seklinde gerceklesti. Hiicreler flask tabaninin %80-90’1m
kapladiginda pasajlama yapildi. Pasajlama sonrasi hiicrelerin miktarina bagli olarak
flask sayis1 arttirildi veya T75 flaska gegildi. Pasajlama i¢in flasktaki medyum cekilip
PBS ile yikama yapildiktan sonra tiripsin/EDTA eklenerek inkiibatdorde 5dk inkiibe
edildi. inkiibatorden alinan flasklara Tripsin/EDTA miktarmin 3 kat1 taze medyum
eklendi ve toplanan hiicreler hacme bagl olarak 15ml veya 50ml konik tiiplere aktarilip
2000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve pellet halindeki
hiicreler S5Sml veya 12ml besiyeri ile ¢oziiliip sirastyla T25 veya T75 flaska aktarildi.
HEL hiicre hatt1 icin RPMI (%10 FBS, %1 Pen/Strep), K562 hiicre hatt1 i¢in IMDM
(%10 FBS, %1 Pen/Strep) besiyeri kullanildi. Ekildikten sonra her 2 giinde medya
degistirildi. Medya degisimi, hiicrelerin i¢inde bulundugu eski medyanin ¢ekilip 15ml
konik tlipe aktarilmasi ve bunu takiben 2000 rpm’de 5dk santrifiij yapilip siipernatantin
uzaklastirilmas1 ve pellet halindeki hiicrelerin taze besiyerinde ¢oziiliip yeni flaska
ekilmesiyle gergeklestirildi. Hiicre sayisina bagli olarak flask boyutu arttirildi veya flask
sayist arttirildi. T25 flask i¢in Sml besiyeri, T75 flask i¢in 12ml besiyeri kullanildi.
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3.2.1.3. Hiicre Dondurma

Hiicre miktarinin fazla artisiyla hiicreler donduruldu. Dondurma islemi HUVEC
icin su sekilde gerceklestirildi: Flasktaki hiicreler tripsin/EDTA ile muamele edilerek
kaldirildi. Toplanan hiicrelere tripsin/EDTA hacminin 2-3 kat1 kadar DMEM besiyeri
eklendi. 15ml veya 50ml konik tiipe aktarilip 2000 rpm’de 5dk santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve pellet Sml PBS ile ¢oziildii. Hiicre sayimi
yapildi. Tekrar santrifiij yapilip slipernatant uzaklastirildi. Dondurmak i¢in gerekli iki
medya hazirlandi. Birinci medyum %80 DMEM %20 FBS seklinde hazirland1 ve
santrifiij sonrasi hiicreler bu medyumda ¢6ziildii. Ikinci medyum (dondurma medyumu)
ise %80 FBS %20 DMSO seklinde hazirlandi ve hazirlandiktan sonra buzda en az 20dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 1:1 olacak sekilde hazirlanan medya karistirildi.
Dondurma medyumu damla damla sekilde hiicrelerin ¢6ziildiigli medyuma eklendi.
Karisim dondurma tiiplerine aktarildi. Tiipler 2 gece -80°C’de bekletildikten sonra sivi
azota kaldirildi. HEL ve SET-2 hiicreleri igin ise su sekilde gerceklestirildi: Flasktan
stvi konik tlipe aktarildi; tlipler 2000rpm’de S5dk santrifiij edildi; siipernatant
uzaklastirildi pellet PBS’te ¢oziildii ve sayil yapildi. Sayim sonrasi yeniden santrifiij
yapilip siipernatant uzaklastirildi. Pellet %80 RPMI+%20 FBS iceren medyumda
¢oziildii. Dondurma medyumu (%80 FBS %20 DMSO) hazirlanip en az 20dk buzda
inkiibe edildikten sonra hiicrelerin ¢oziildiigii medyuma 1:1 oran1 olacak sekilde damla
damla eklendi. Karisim dondurma tiiplerine aktarildi; 2 gece -80°C’de bekletildikten

sonra s1v1 azota kaldirildi.

3.2.1.4. Hiicre Sayim

Hiicre sayimi yapmak i¢in toplanan hiicreler santrifiij yapilarak (2000rpm 5dk)
pellet haline getirildi. Siipernatant uzaklastirilip Sml PBS’te pellet ¢o6ziildii. Bos
mikrosantrifiij tiiplerine 90pl PBS eklendi. Ilk tiipe hiicrelerin ¢oziildiigii PBS ten 10ul
aktarildi. Sonrasinda gereken miktar kadar seri diliisyon yapildi. Son tiipten 10ul
karistm alinarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 10pl tripan mavisi
boya eklenerek karistirildi. Karisimdan 10ul c¢ekilerek hemasitometreye yiiklendi ve
hiicre sayis1 hesaplandi (Denklem 3.1).

Denklem 3.1. Hiicre sayilarim teorik olarak hesaplandi.

Saytlan hiicrs
5

Miitlitr adeki Hicres Saytst = x | Qitteyon miktars o 10% 2
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Bu hesaplama yapilirken sayilan hiicre sayimin yapildigi bélme sayisina (5) boliinerek
ortalama almir. Hazirlik sirasinda yapilan diliisyon miktar1 isleme dahil edilir.
Hemasitometrenin kendi sabiti de isleme dahil edilir. Son olarak boya ile seyreltme

orani (2) da dahil edilerek hesap yapilir.

3.2.2. Serum Toplama

Hiicre Kkiiltiirtinde, hiicrelerin kullanmis oldugu atik durumundaki besiyeri
icindeki hiicre dis1 genetik materyallerin kullanilmasi i¢in mikrosantrifiij tiiplerine
aktarild1. I¢indeki hiicre dis1 genetik materyal miktarinin artmasi igin besiyeri tazeleme
islemi bazen 72. ve 96. Saatlerde gerceklestirildi. Bu toplanan kullanilmis besiyeri

serum olarak isimlendirildi.

3.2.3. Serumdan DNA izolasyonu

Toplanan serumlardan DNA izolasyonu i¢in iki farkli kit kullanildi. Bu iki kitten
biri QIAseq cfDNA Extraction Kit (Qiagen) cfDNA izolasyonu i¢in 6zel olarak tiretilmis
bir kittir; ancak bunun disinda genomik DNA izolasyonu i¢in iiretilmis olan Quick-DNA
Miniprep Plus Kit (Zymo Research) kullanildi. Quick-DNA Miniprep Plus Kit
arastirmada genomik DNA izolasyonu i¢in de kullanildig1r ve o boliimde anlatilacagi
icin bu boliimde sadece Ornek farkliligindan kaynaklanan degisiklik belirtilecektir.
Quick-DNA Miniprep Plus Kit i¢in iireticinin 6nerdigi protokol kullanildi. Belirtilen bu
protokolde, kullanilacak 6rnek 200ul PBS’de ¢oziiliir. Bu nedenle biz de 200ul serum
ile calismaya basladik ve Onerilen protokole uygun olarak devam ettik. Diger kit i¢in de
ireticinin Onerdigi protokol takip edildi. Baslamadan once ileride kullanmak ig¢in
inkiibator 60°C, kuru blok 1sitic1 56°C sicakliga ayarlandi. Hazirlik yapildiktan sonra
500ul Proteinaz K 50ml’lik santrifiij tlipiine aktarildi ve iizerine 5 ml serum eklendi.
Karigimin iizerine 4 ml ACL Buffer eklendi ve 30 saniye vorteks yardimiyla homojen bir
karisim haline getirildi. Bu islemden sonra santrifiij tiipii 60°C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra lizatin igine 9 ml ACB Buffer’: eklendi ve 15-30 saniye
vorteks ile karistirildi. Bu karigim 5 dakika buzda bekletildi. QlAamp Mini kolon vacum
sistemine yerlestirildi ve {izerine hacim 20 ml’lik hacim genisletici tiip yerlestirildi.
Karisim buzdan alindiktan sonra kolona dokiildii. Vakum calistirildi ve karigimin
kolondan tamamen geg¢mesi saglandi. Karigimi tamami gegince vakum durduruldu.
Kolona 600ul ACW1 Buffer uygulanarak ilk yikama islemi gergeklestirildi. Vakum

calistirildi ve tiim soliisyonun kolondan geg¢mesi saglandi; sonrasinda vakum tekrar
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kapatildi. ikinci yikama i¢in 750ul ACW2 Buffer kolona eklendi ve vakum calistirilds.
Tiim ¢6zelti gegince vakum kapatildi. Kolona 750ul etanol (%96-100) eklendi; vakum
calistirildi; ¢ozelti gegince vakum kapatildi. Kolon temiz toplama tiipiine yerlestirildi ve
en yiiksek hizda 3 dakika santrifiij yapildi. Santriflij sonrasinda kolon yeni toplama
tiiptine yerlestirildi; kolonun kapagi agilarak 56°C sicakliktaki blok 1siticida 10 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kolon mikro santrifiij tiipiine aktarildi ve kolon
membraninin {izerine 40-60 pul AVE Buffer eklendi. Oda sicakliginda 3 dakika
inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasinda en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij yapildi
ve boylece serumdan DNA elde edildi.

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

ASN-PCR iki asamali olarak tamamlanan bir PCR yontemidir. JAK2V617F
mutasyonunun allel diizeyindeki durumunun analizi hedeflendi. Bunun i¢in ASN-
PCR’1n ilk adiminda JAK2 geninde mutasyon bdlgesini genis bir alanda hedefleyen iki
farkli primer kullanildi. Biri “forward” digeri “reverse” dizi i¢in dizayn edilmis olan
primerlerin sekanslari sirasiyla P1 5°- GAT CTC CAT ATT CCA GGC TTA CAC A-3’
ve Plr 5°-TAT TGT TTG GGC ATT GTA ACC TTC T-3’ seklindedir. Bu adim
sonunda olusan PCR iiriinii 512b¢ uzunlugundadir. Mutasyon ayrimini saglayan ikinci
adimda ise 4 farkli primer kullanildi. 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’ seklindedir. Bu adim sonunda iki ¢esit PCR {iriini
olusabilir; bunlar 279b¢ uzunlugundaki mutasyon tasiyan JAK2 gen pargasi ve 229bg
uzunlugundaki yabanil tip JAK2 gen pargasidir. Bu iirlinlerin ikili kombinasyonlar1 elde
edilen DNA’nin mutasyon durumu hakkinda (yabanil tip, monoallelik, biallelik) bilgi

vermektedir.

Tablo 3.5. Allel Spesifik Nested-PCR icin kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

Birinci adim ikinci adim
Mix 10ul  Mix 10ul
Primerler lul  Primerler 0,8ul
dH20 6ul  dH20 4,8ul
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DNA 2ul  DNA 2ul

Toplam 20ul  Toplam  20pl

Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ilk adim igin baslangic miktar1 yaklasik 20
ng/ul olacak sekilde hesaplandi. Son hacim 20ul olacak sekilde DNA hacmi arttirilip
dH20 miktar1 azaltildi. Birinci adim 6ncesi DNA miktarlar1 normalize edildigi i¢in

ikinci adimda tabloda verilen degerler degistirilmeden kullanildi (Tablo 3.5).

Hazirlanan soliisyon PCR cihazina verildi ve her iki adim i¢in ayr1 ayarlanmis program

kullanilarak islem tamamlandi (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Allel Spesifik Nested-PCR adimlari.

Birinci Adim Ikinci Adim
94 °C 1 dakika 94 °C 1 dakika
95 °C 30 saniye 95°C 30 saniye
34x 60 °C 30 saniye 59°C 25 saniye
72 °C 30 saniye 72°C 25 saniye
72°C 2 dakika 72°C 2 dakika
6 °C Sonsuz 6 °C Sonsuz

3.2.5. BCR-ABL1 Genomik DNA(gDNA) PCR

Hiicreleri BCR-ABL1 mutasyonunun genomda bulunmasi durumu {iizerine
analiz yapmak icin PCR y&ntemi kullanildi. Bunun igin iki adet primer kullamld: Ileri
yonlii primer sekanst 5’-TCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCA geri yonlii primer
sekanst 5’-GGTGAATTGGAAAGAAGCAGCAAGGT seklindedir ve PCR iiriini
418bg uzunluktadir'®. Cihaz 94°C sicaklikta 5 dakika inkiibasyon sonrasinda 40 déngii
sirastyla 94°C’de 30 sn, 58°C’de 45 sn ve 72°C’de 45 sn olacak sekilde ayarlandi ve

dongii bitimine 6°C sicaklik sonsuz zamanlama olarak eklendi.

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi
Jel goriintlisti icin %2 konsantrasyonda agaroz jel hazirlandi. 1g agaroz 50ml
IXxTAE i¢inde mikrodalgada sitilarak ¢oziildii ve 2,5ul Etidyum Bromiir eklenerek jel

tepsisine dokiildii ve kuyu olusturmak i¢in taraklar yerlestirildi. Jel donduktan sonra



23

elektroforez tankina alinarak tank gerekli hacimde yiiriitme tamponu olarak 1xTAE ile
dolduruldu. ilk kuyuya 4,5 pul DNA 50bp Ladder yiiklendi. Sonraki kuyulara 6,5ul
ornek 2,5ul boya ile karistirilarak yiiklendi. 75 voltta 40-45dk yiiriitiildii. Goriintiileme

cihaz ile gorlinti alind1.

3.2.7. Transfeksiyon

96-kuyulu platelere 10° hiicre/kuyu olacak sekilde HUVEC hiicreleri ekildi.
Ekilen hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra kuyulara 72 saat inkiibe edilen
HEL/K562 hiicre hattindan alinan serumdan 20ul eklendi; bunun disinda kontrol
olusturmak amaciyla bir gruba miidahale edilmedi veya temiz medya eklendi. Plateler
48 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler toplandi. Bu asamada fazladan higbir uyarici

kullanilmadi.

3.2.8. Hiicre Proliferasyon Analizi

Bu calismada xCELLigence Ger¢cek Zamanli Hiicre Analiz sistemi(ACEA
Biosciences, Inc.) kullanildi. Cihazda 96-well e-plate kullanilmaktadir. Bu tabaklarin
farki elektrik akimi 6lgebilmek adina kuyu diplerinde metal kullanilmasidir. Cihazda
program kurulumu i¢in ilk olarak deney ismi girildi ve sonrasinda plate diizeni girildi.
Diizen belirtildikten sonra calisma plani olusturuldu. Calisma planma eklenen ilk
basamak arka plan 6l¢limii i¢in gerekli ve zorunludur sonrasinda yeni bir adim eklendi.
Bu adim 25 saat olarak ayarlandi. 1 saatlik araliklarla 6l¢iim alinacak 25 saatlik tigiincii
bir basamak olusturuldu. Son basamak 120 saat olarak 1 saatlik araliklarla veri
toplanacak sekilde ayarlandi. Program kurulduktan sonra programi baslatmak i¢in e-
plate kuyularina medya eklendi. E-plate cihaza yerlestirildi ve ilk basamak baslatildi.
Bu basamak tamamlaninca e-plate alinip i¢ine hiicre eklendi ve e-plate geri yerlestirilip
ikinci basamak baslatildi. 24 saat sonunda e-plate alind1 ve kuyulara serum eklendi; e-
plate geri yerlestirildi; yeni basamak baslatildi. 24 saat sonunda e-plate alind1 serumlu
medya uzaklastirilip taze medya verildi. E-plate cihaza geri yerlestirildi ve son basamak

baslatildi. 120 saat sonunda deney sonlandirildi.

3.2.9. Hiicre Apoptoz Analizi
Transfekte olan hiicrelerin apoptoza yoneliminin analizi i¢in yapilan ¢alismada
PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences) kullanildi. Analiz igin

ireticinin protokolii uygulandi. Bunu i¢in inkiibasyon sonrasinda toplanan hiicrelere
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100ul 1X Binding Buffer (10° hiicre/ml) eklenerek hiicreler ¢oziildii. Coziilen hiicrelere
Sul Annexin-PE ve 5ul 7-AAD eklenerek vortekslenerek karistirildi. Cozelti 15 dakika
oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 400ul 1X Binding

Buffer eklendi ve akim sitometri kullanilarak analiz yapildi.

3.2.10. gDNA izolasyonu

Toplanan hiicrelerde mutasyon analizi yapabilmek i¢in DNA izolasyonu yapildi.
Bunun igin Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research) kullanildi. Ureticinin
onerdigi protokol deneyde takip edildi ve protokolde aksi belirtilmedik¢e santrifiij
13,000xg hizda 2 dakika stirmektedir. Elution Buffer 65 °C sicaklikta daha verimli
calistig1 icin ilk olarak soliisyon bu sicaklikta inkiibasyona birakildi. Toplanan hiicreler
200ul PBS ile ¢ozilir. Cozeltiye 200ul Biofluid and Cell Buffer ve 20ul Proteinaz K
eklenip karismasi i¢in vorteks yapildi. Cozelti 55°C sicaklikta 10 dakika inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonrasinda 420ul (1:1 oraninda) Genomic Binding Buffer eklendi ve
vortekslendi. Karigim spin kolona aktarildi, santrifiij yapildi ve toplama tiipii
degistirildi. Spin kolona 400ul DNA Prewash Buffer eklendi; santrifiij yapildi ve
toplama tiipti degistirildi. Spin kolona 700ul gDNA Wash Buffer eklendi; santrifiij
yapilip toplama tiipii degistirildi. Spin kolona 200ul gDNA Wash Buffer eklenip
santrifiij yapildi. Spin kolon mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve iizerine 60ul DNA
Elusion Buffer eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij yapilip bu adim DNA Elution Buffer
eklenmesiyle tekrarlandi. Elde edilen DNA -20° sicaklikta saklandi.

3.2.11. RNA izolasyonu

Transfeksiyon deneyinden sonra toplanan hiicrelerden RNA izole etmek i¢in
Total RNA Pruification Kit (Jena Bioscience) kullanildi. Ureticinin 6nerdigi protokol
kullanild1 ve bu protokolde aksi belirtilmedik¢e santrifiij 10,000xg hizda 30 saniye
stirmektedir. Bunun igin toplanan hiicreler 500ul Lysis Buffer ile ¢6ziildii ve vorteks
uygulandi. Kullanilacak spin kolon tizerine 100ul Activation Buffer eklenip santrifiij
yapildi ve toplama tiipii bosaltildi. Boylece verim arttirildi. Hiicrelerin oldugu soliisyona
300ul izopropanol eklendi ve soliisyon spin kolona aktarilip santrifiij yapildi. Spin
kolona 350ul Primary Washing Buffer eklenip santrifiij yapildi ve toplama tiipii
degistirildi. Spin kolona 350ul Secondary Washing Buffer eklendi ve santrifiij yapildi.

Toplama tiipli bosaltildi ve ardindan spin kolonda kalanlar1 uzaklastirmak i¢in spin
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kolona bir sey eklemeden ayni hizda 2 dakika santrifiij yapildi. Spin kolon bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Spin kolona 50ul Elution Buffer eklendi ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 10,000xg hizda 1 dakika santrifiij yapildi. Elde
edilen RNA -20 °C sicaklikta saklandi.

3.2.12. Hiicre Yiizey Boyama

Transfeksiyon sonrasinda hiicrelerin bazi 6nemli yiizey proteinleri hedeflendi ve
bu proteinler boyandiktan sonra akim sitometresi ile dlgtimler yapildi. Bunun igin ilk
olarak calismada kullanilacak 6rnek hiicreler toplandi. Hiicrelerden her bir boyama
grubu i¢in 1x10° hiicre tiiplere ayrildi. Her tiipe, kullanilacak boyaya gore boyanin
tizerinde belirtilen konsantrasyon miktarinda boya eklendi (5-10ul). Tiipler 15-30
dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 1 ml Onceden
hazirlanmis MACS soliisyonu eklendi ve 1800 x g hizda santrifiij yapildi. Siipernatant
uzaklastirildi ve pellet 500pl MACS ile ¢oziindiiriilerek akim sitometre ile analiz edildi.

CD106 (VCAM-1), CD141 (trombomodiilin), CD146 (MCAM), CD309 (VEGFR2),
CD54 (ICAM-1) ve CD31 (PECAM-1) proteinleri fikoeritrin (PE) CD142 (doku
fakétrii) ise allofikosiyanin (APC) bagh antikorlar ile hedeflendi. Antikorlar Biolegend

firmasindan temin edildi.

Bu tez c¢alismasinda olusturmus oldugumuz deney basamaklart sematik olarak

gosterilmektedir ( Sekil3.1).

TRANSFEKSIYON TRANSFEKSIVON SONRASI
Hayir
Serum Toplama it
K562/HEL
- ] L
& _—
2000 rpm Supernatant
‘ 5 dk yeni bir konik
santrifiij tiipe aktarild
Toplanan serum
ile muamele
yapld:
c Hifcreler — 5 Hilcre Yiizey Boyama
Tonlandi Transfeksi Fvet
ransfeksiyon .
_— Bagaril m?; ———+——> Proliferasyon
™ | (ASN-PCR sonucunda L———— Apoptoz

HUVEC . P

96-kuyulu mutasyon tespit edildi mi?)

plate’e ekildi.

Sekil 3.1. Deneyin dizayni sematik olarak gosterilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. JAK2V617F ve BCR-ABL1 Mutasyon Analizleri

4.1.1. Serumda JAK2V617F Mutasyonu Goriildii
Ik asamada, JAK2V617F mutasyonunun, hiicre dis1 olarak HEL hiicre serumunda

varlig1 incelendi. Bunun i¢in 6ncelikle HEL hiicreleri kiiltlire edilerek ¢ogaltildi. Hiicre
kiiltiir serumundan DNA izole edilerek Allel Spesifik Nested-PCR yapildi ve jelde
JAK2V617F mutasyonu varligi tespit edildi (Sekil 4.1).

it & Wl JAK2 V617F
WPl JAK2 wt

Sekil 4.1. HEL hiicre serumundan elde edilen DNA icin mutasyon analizi. HUVEC’leri
muamele etmek icin kullanilacak serumlarda mutasyon tagiyan DNA pargalar1 oldugu
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: yabanil tip.
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4.1.2. HEL Serumu ile Muamele Sonucunda Transfekte HUVEC’lerde
JAK2V617F Mutasyonu Tespit Edildi

Serumda mutasyonun tespit edilmesi sonucunda bir sonraki asamaya gecildi. HUVEC
JAK2V617F mutasyonu iceren serum ile 24 ve 48 saat muamele edildi. Bu deney ile
herhangi bir vektér olmadan (lentiviriis v.b. gibi) serumda bulunan DNA parcalarinin
HUVEC genomunda tespit ederek in vitro ortamda genometastazin ilk adimini
gerceklestirmek hedeflendi. Yapilan deneyler neticesinde 20ul serum ve 48 saat
muamele daha verimli oldugu goriildii. Bununla birlikte 24 saatte de transfeksiyonun
gergeklesebilecegi ve 10ul serumun da yeterli olabilecegi goriildii. Bu asamada endotel
hiicrelerin transfekte olabildigi goriildii ve bir sonraki adima gecildi. Transfekte olan

HUVEC (tHUVEC)’ler biiyiitiilerek pasajlama yapildi. Bununla, boliinmeler sonunda

genomdaki degisikligin kalici bir mutasyon olarak hiicrede kaldigin1 gormek

hedeflenmektedir ( Sekil 4.2).

el JAK2 V617F
=l JAK2 wt

Sekil 4.2. HEL hiicre serumu ile muamele edilen HUVEC’lerin gDNA analizi. ASN-PCR
iirtinleri elde edildikten sonar jelde yiiriitiildli ve goriintii alindi. M: DNA Ladder (50bg), 1-2: 10pl HEL
serum 24 saat muamele, 3-4: 20pul HEL serum 24 saat muamele, 5-6: 10ul HEL serum 48 saat muamele,
7-8: 20ul HEL serum 48 saat muamele, 9: HEL gDNA, 10: HUVEC gDNA 11: 1. Basamak Negatif

Kontrol, 12: 2. Basamak Negatif Kontrol, wt: yabanil tip.
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4.1.3. Pasajlanan tHUVEC Mutasyonu Korumaktadir

Mutasyon tastyan serum ile muamele edilen HUVEC’lerin gDNA analizinde mutasyona
rastlanmas1 bu mutasyonun genoma entegre olup olmadig1 sorusunu ortaya koydu. Bunu
anlamak icin en kolay yol bdliinme sonrasinda hiicrelerde ayni mutasyonun
korunmasidir. Bu nedenle tHUVEC’lerden transfeksiyon sonrasindaki 2. ve 3. pasajdan
gDNA izolasyonu gergeklestirildi ve mutasyon analizi yapildi. Bu ¢aligma sonucunda

pasajlama sonrasinda mutasyonun korundugu tespit edildi ( Sekil 4.3).

M 1 2 3 4 5 6 7

=Ll JAK2 V617F
> LI JAK2 wt

Sekil 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: yabanil tip.

4.1.4. Transfeksiyon sonrast HUVEC BCR-ABL1 pozitif goriildii.
Transfeksiyonun JAK2V617F mutasyonu i¢cin HUVEC’lerde boyut agisindan veya
yapisal olarak 6zel olup olmadigint HUVEC’leri yapisal ve boyutsal olarak farkli bir

mutasyon olan BCR-ABL1 ile muamele ederek analiz ettik. Bunun i¢in K562 hiicre hatti
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kullanild1 ve yine dnce K562 serumu BCR-ABL1 mutasyonu i¢in analiz edildi. Sonra
HUVEC’ler bu serum ile muamele edildi ve hiicrelerin gDNA’s1 mutasyon agisindan

incelendi. Hem serumda hem de hiicrelerde goriilen mutasyon bantlar1 Sekil 4.4’te

gosterilmistir.

418b¢ BCR-ABL1+

Sekil 4.4. BCR-ABL1 mutasyon analizi icin jel goriintiisii. PCR iiriinleri elde edildikten sonra jelde
yiriitilmistiir. Sirastyla DNA Ladder (50bg), K562 serum DNA &rnek#1, 6rnek#2, transfekte HUVEC
gDNA o6rnek#1, 6rnek#2, K562 gDNA, HUVEC gDNA, Negatif Kontrol.

HUVEC’lerin transfeksiyonu gosterildikten sonra fonksiyonel deneylere gecildi.

4.2. Proliferasyon Analiz Sonuclar:

HUVEC’ler bir onkogen ile transfekte edildigi ve JAK-STAT yolaginin
proliferasyona etkisi oldugu bilindigi icin HEL serumu ile transfeksiyon sonucunda
HUVEC’lerde proliferasyon anlaminda bir degisim olup olmadigini incelemek adina bu
deney yapildi. Proliferasyon analizleri i¢in XxCELLigence cihazi kullanildi. Cihazin
calisma prensibi hiicre miktarinin artmasiyla bozulan elektron akiminin O6l¢limiine
dayanmaktadir.Analizler sirasinda belirli bir zaman aralig1 i¢in cihazin 15 dakikada 1
Olclim almast i¢in kurulum yapildi ve o siire zarfinda grafikte her 6rnek icin indis
degerinde azalma goriildii. Cihazin ¢aligmasi i¢in gerekli yazilim ayni1 zamanda verilerin
elde edilmesi icin kullanilmaktadir. Bu veriler, istenilen siire boyunca ve istenilen
araliklarla elde edilebilmektedir (bkz. 3.2.8). Veriler yazilim ile excel dosyasi olarak

disa aktarilip R ve GraphPad yardimiyla analiz edildi(Sekil 4.5).
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Cihazda kullanilan o6rneklerden transfekte edilmemis HUVEC referans deger
olarak kullanildi. HEL serumu ile transfekte edilmis HUVEC, 2. pasaj (tHUVEC 2) ve
HEL serumu ile transfekte edilmis HUVEC, 3. pasaj (tHUVEC 3) transfeksiyon
sonrasinda gecen siirenin  JAK2V617F mutasyonun proliferasyona etkisini incelemek
icin kullanildi. Transfeksiyon siireci hem 2. pasajdan alinan hem de 3. pasajdan alinan

ornekler icin aynidir (bkz. 3.2.7).

HUVEC’ler 10ul, 20ul, 30ul, 40ul, 50ul, 60ul, 70ul, 80ul, 90ul ve 100ul HEL
serumu ile transfekte edildi ve bu 6rnek gruplari serum ve hacmi sembolize edecek
sekilde isimlendirildi ( Orn.: 10ul serum igin S10 ismi). Bu gruplarmn kullanim sebebi
farkli hacimlerde kullanilan serumun proliferasyona etkisini incelemek ve etkinligini

Olemektir ( Sekil 4.5).

— Kontrol
— tHUVEC 3
— tHUVEC2

Hiicre Indisi

— S100

- 850
-— 590
— S40
— S80
— 8§30

— 8§70

— 20
S60
— S10

ST T T T LT T ITLTT LT S &
N S S R S S U SR SRS S I S R

Zaman

Sekil 4.5. Hiicre Indisi-Zaman Grafigi. X-celligence cihazindan alinan sonuglar verilmistir. Kontrol:
HUVEC hiicre hatti, tHUVE3: Transfekte edilmis HUVEC pasaj #3, tHUVEC 2: Transfekte edilmis
HUVEC pasaj #2, S100: 100ul serum, S90: 90ul serum, S80: 80ul serum, S70: 70l serum, S60: 60l
serum, S50: 50ul serum, S40: 40ul serum, S30: 30ul serum, S20: 20ul serum, S10: 10ul serum.
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Bu analizlerde hiicre indisinde her grup kendi i¢inde zamanla anlamli artis
gosterdi(p<0.05). Farkli serum miktarlar1 arasinda 161 saatlik siirede anlamli bir fark
goriilmedi ( Sekil 4.5).

Deneyde alinan son veriler (161. saat), tiim siireci degil son durumdaki hiicre miktarini

tespit ederek gruplar arasindaki farki analiz edebilmek i¢in kullanildi( Sekil 4.6).

10+ *
9_.
o 1524 == Kontrol
m .0.0
° = N ey T B3 s20
s = % % e
3_. E % \ s:o:  nmn | 330
= % § R 540
= % § : $50
| g § RS e $60
il = % N . o]
7 T T T T ;1 s70
0@"\ R S S N A B s80
+ _g? @‘5 Ea s90
Sample s100
= tHUVEC 2
mn tHUVEC 3

Sekil 4.6. Hiicre indisi i¢cin 161. saatte alinan verinin siitun grafigi goériiniimii. Hiicre indisinin
deney bitiminden 6nceki son durumu goriilmektedir. 161. Saatte degerler alinmistir. Kontrol: HUVEC, s
#: besiyerine # pl hacimde serum eklenen grup, tHUVECH#: # kez pasajlanmis transfekte edilmis HUVEC
(* : p<0.05).

Analiz sonuglarina gore Kontrol ve tHUVEC 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmedi. tHUVEC 2 ile kontrol arasinda yapilan t-test anlamli fark oldugunu
gdstermistir(p<0.05). Istatistiksel analizler 50ul-70ul, 50ul-80ul, 60ul-70ul ve 60ul-
80ul serum kullanilan 6rneklerde anlamli bir degisim vermistir(p<0.05). Analizlerde
negatif degerler ve aykir1 degerler dislandi. Istatistiksel yontem olarak ANOVA ve t-test
kullanild1 (Sekil 4.6).



32

4.3. Apoptoz Analiz Sonuclari

Bu deney ile transfekte olmus hiicrelerde apoptoza yonelim olup olmadigi incelendi.
Bunun i¢in anneksin V temelli bir kit kullanildi. Anneksin V normalde hiicre
sitoplazmasinda bulunan fosfatidilserine baglanmaktadir; ancak apoptoz durumunda bu
molekiiller hiicrenin dis kismina gegebilirler bu sayede floresan molekiil ile etiketlenen
anneksin V molekiilii hiicreye baglanarak bu hiicrenin erken apoptotik donemde, geg
apoptotik/nekrotik dénemde veya apoptoza gitmedigini gosterebilir'®. Ayrim
yapabilmek adina 7AAD (7-Aminoaktinomisin D) de kullanilir. 7AAD hiicre zarindan
gecemeyen ve DNA ile kuvvetli bag kurabilen bir molekiildiir'®’. Bu nedenle 7AAD

sinyali parcalanmig hiicre zarina veya ortamda ulasilabilir DNA’ya isaret edebilir.

Akim Olgerden alinan grafikte, iki molekiiliin hiicrelerde goriilme durumu analiz

edilebilmektedir.
A B
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Sekil 4.7. Anneksin V — 7AAD boyamasi akim sitometrisi. A. HUVEC anncksin V — 7AAD
boyamasi. B. tHUVEC anneksin V — 7AAD boyamasi. UL: Sol iist, UR: Sag iist, LL: Sol alt, LR: Sag
alt.

Bu dort bolmeli grafik i¢in sag bolgede bulunan hiicrelerde anneksin V tespit
edilmektedir ve iist bolgede 7AAD tespit edilmektedir. Sag-alt bolge erken apoptoz,
sag-iist bolge gec apoptoz/nekroz, sol-alt bolgede saglikli hiicreler goriilmektedir.
Transfekte hiicrelerde ge¢ apoptoz/nekroz goriilme orani saglikli hiicreye gore artmis
olmakla birlikte erken apoptoz orami azalmistir. Fakat yasayan hiicre orani transfekte

hiicre grubunda daha fazladir.
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Sekil 4.8. Akim sitometride hesaplanan degerlerin siitun grafigi goriiniimii.

Transfekte olan hiicreler ¢ok az bir oranda apoptozdan ka¢maktadir ancak yapilan

istatistiksel analizlerde anlamli bir fark bulunamamuistir ( Sekil 4.8) .

4.4. Endotel Hiicre Yiizey Protein Degisim Analizleri

Deneyde EH i¢in 6nemli bazi hiicre yiizey proteinleri analiz edildi. Bu yiizey proteinleri
EH markerlar1 olmakla birlikte farkli gorevleri bulunmaktadir (Detayli bilgi i¢in bkz
2.8). Bu deneylerde ayrica BCR-ABL1 ve JAK2V617F mutasyonlarini bir arada
bulunduran hiicreler de kullanilmistir. Bunun sebebi sistemdeki islev degisikligine
sebep olan bu yiizey proteinlerinin iki mutasyonun ayni anda bulunmasindan nasil
etkilendigini anlamakti. Bununla birlikte BCR-ABL1 mutasyonu sonradan olusturuldugu
icin nadir de olsa iki mutasyonun ortak birlikteligi i¢in 6n veri niteligi de tasimaktadir.

Analizler akim Olger aracilig ile gerceklestirildi ( Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Hiicre yiizey proteini boyama akim sitometre analizi. A. HUVEC igin sirastyla CD106,
CD141, CD146, CD309 boyama histogramlari. B. HUVEC i¢in sirasiyla CD54, CD31, CD142 boyama
histogramlari. C. tHUVEC i¢in sirastyla CD141, CD54, CD106, CD142 boyama histogramlari. D.
tHUVEC igin sirastyla CD146, CD309, CD31, CD142 boyama histogramlar1. E. tHUVEC+BCR-ABL1
pozitif hiicreler i¢in sirastyla boyasiz kontrol ve CD54, CD141, CD106 boyama histogramlari. F.
tHUVEC+BCR-ABL1 pozitif hiicreler ic¢in sirastyla CD146, CD309, CD31, CD142 boyama
histogramlari.

Boyalarda etiket olarak kullanilan florofor maddeler ayni oldugu icin tekli boyama
yapildi bu nedenle histogram analizi yeterli oldu. Histogram grafiklerinin altinda
bulunan analiz sonuglar1 Graphpad ile birlestirilerek istatistiksel analiz gerceklestirildi.
Bu sonuglardan, kapilama yapilan alandaki yiizdesi (%) baz alinarak istatistiksel

hesaplama yapildi.
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Sekil 4.10. Hiicre yiizey protein boyama analizlerinin siitun grafiginde gosterilmesi. Bu
degerler akim sitometri analizindeki %Gated kismimi gostermektedir. BCR+HEL tHUVEC: HUVEC
hiicreleri oncelikle HEL serumu ile transfekte edildikten sonra transfekte olanlar K562 serumu ile de
transfekte edilerek iki farkli mutasyonu tasimasi saglandi. tHUVEC: HEL serumu ile transfekte olan
hiicreler (*: p<0.05).

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda CD142 ve CD141 molekiillerinin HUVEC grubu

diger iki gruba gore anlamli bir fark gosterdigi goriilmektedir; bu farklar sirasiyla azalig

ve artis seklindedir (p<0.05). Bunlarin disinda CD146 ve CD54 icin kontrole gore artis
goriilse de bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Iki mutasyonu bir arada

bulundurmak istatistiksel olarak bir anlam tasimamaktadir ( Sekil 4.10).
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5. TARTISMA

Bu calisma, oncelikle MPN hasta EH’de tespit edilmis olan JAK2V617F
mutasyonu veya BCR-ABL1 flizyon geninin EH’de olusma mekanizmasi ile
ilgilenmektedir. Bu konuda literatiirde farkli ¢alismalar bulunmakla birlikte EH’de
mutasyonun goriilmesini temel olarak EH’ye farklilasan hemanjiyoblast Onciil
hiicresinin halihazirda mutasyonu tasidigin1 ve bu nedenle EH’de de bu mutasyonun
goriilebilecegini savunmaktadir>!%. Ancak, bu tez ¢alismasiyla birlikte yeni bir olusum
mekanizmasi ortaya atilmistir. Bu mekanizma, ilk olarak 1999 yilinda ortaya atilmis
olan genometastaz hipotezi ile iligkilidir. Yukardaki boliimde (bkz. 2.8) agiklandigi
lizere genometastaz kavrami kanser yapan bir genin kanser hiicresi disina ¢ikip farkli bir
bolgedeki hedef hiicreye yerlesmesi ve onu kanser hiicresine doniistiirmesiyle hastaligin
yayilabilecegini savunur’. Bu ¢alisma, MPN hastalarinda hastalifa sebep olan
JAK2V617F ve/veya BCR-ABL1 mutasyonlariin hiicre disina atilabilecegini ve bu
hiicre dis1 materyalin bir EH girerek onun davranisinin degismesine sebep olabilecegini

kanitlamay1 hedeflemistir.

[lk olarak, mutasyonlar1 tasiyan hiicre hatlar1 biiyiitiiliip serumlar1 toplanip
serumdan DNA izolasyonu yapildiginda, beklenildigi gibi hiicre dist DNA pargalarina
rastland1 ve bu DNA parcalarinda mutasyonlar da tespit edildi. Literatiirde de farkl
mutasyonlar in vivo/ in vitro ortamlarda hiicre dis1 genomik materyal olarak tespit
edilmistir'¢~!7!. Literatiirde farkli zamanlarda ve kosullarda gosterilmis olan bu bulguya
ulagtiktan sonra bu genomik materyalin tespit edildigi serum kullanilarak saglikli hiicre
genomunda degisiklik olup olmayacag arastirildi. Sonuglar gosteriyor ki, herhangi bir
miidahale olmadan sadece HEL ve/veya K562 hiicre hatlarindan elde edilen serum,
HUVEC besiyerine eklendiginde HUVEC’ te genetik degisiklik gerceklesebilmektedir.
Literatiirdeki genometastaz hipotezini destekleyen bu sonug farkli hastalik gruplarinda (
kolorektal kanser, karaciger kanseri, pankreas kanseri, yumurtalik kanseri, akciger
metastazi vb.) gosterilmistir'''7?. Bununla birlikte transfekte olan hiicreler pasajlandi.
Burada amac hiicreye giren DNA parcalarinin genoma bir sekilde entegre olup
olmadigint yorumlamakti. Pasajlamalar sonrasinda gDNA mutasyon analizinde yine
mutasyona rastlanmasi mutasyonun hiicre boliinmesi ve c¢ogalmasi sirasinda

kaybolmadigin1 yani genoma entegre oldugunu gostermektedir. Genom entegrasyonu
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literatiirde de in vitro olarak fare fibroblast hiicrelerinde FISH ve yeni nesil dizileme
kullanilarak; in vivo olaraksa Balb/c farenin kalp, beyin, karaciger ve akciger

hiicrelerinde FISH yontemi kullanilarak gosterilmistir!”>.

Calismanin ikinci hedefi, mutasyonu alan EH’de davranmigsal degisim olup
olmayacagini analiz etmekti. Bunun i¢in proliferasyon, apoptoz ve hiicre ylizey protein
analizleri yapildi. Proliferasyon analizi i¢in x-celligence cihazi kullanildi. Hem cihazin
analiz yaptig1 sirada hiicrelere farkli hacimlerde HEL serumu ekleme islemi yapildi hem
de halihazirda HEL serumu ile transfekte edilmis (bdylece JAK2V617F mutasyonu
tasiyan) 2. ve 3. pasajlardaki hiicrelerde analiz gergeklestirildi. Bununla transfeksiyon
sonrasinda hiicre proliferasyonunda artis olup olmadigt ve serum miktarinin
proliferasyonu nasil etkiledigi incelenmek istendi. Pasajlanmig transfekte hiicrelerde
proliferasyon hizinda kontrole gore farklilik 2. pasajdan alinan 6rnek i¢in goriilmiisken
pasaj 3’ten alinan 6rnekte goriilmedi. Pasaj 2, hem kontrole hem de pasaj 3’e gore daha
az proliferasyon gosterdi. Pasaj 3 icin kontrole gore azalma olsa da istatistiksel olarak
anlamsizdir. Bu, hiicrede yasanan DNA degisimlerinin hiicrenin dongiisiinii etkileyip
sonrasinda hiicrenin farkl bir dongiiye giris siirecinden kaynaklanabilir. Ancak bu fikrin
hatali olabilecegini gosteren veriler deney sirasinda serum eklenen gruplarin verileridir.
Bu gruplar i¢in indis degerinde serum eklendiginde anlik azalma olsa da kisa bir siire
sonra degerler kontrol grubunu yakalamaktadir. Bu da dongii bozulsa dahi hizlica
normale dondiigiinii gostermektedir. Anlik azalmanin sebebi ortama eklenen madde ile
konsantrasyonlardaki degisim ve bu degisimin cihazin Slgiimiine etki etmesi olabilir.
Serum verilen gruplarla ayni zamanda kontrol grubuna da besiyeri eklenmistir ve o
grupta da anlik azalma goriilmiistiir. Yukarida bahsedilen anlamli fark Sekil 4.6’da
gosterilen 161. saat degerleri igin gegerliyken Sekil 4.5°te goriilen tiim zamanda yapilan
istatistiksel analizde anlamli bir sonu¢ bulunamamustir. Bu da siirenin yeterince uzun
olmamasindan kaynaklanabilir. Transfeksiyon ¢aligmalarimizi 48 saatte sabitledik ve
hatta literatiirde ¢ok daha kisa siirede bu durumun gerceklestigini gosteren galigmalar
olsa dahi, yaklasik 5 giinde mutasyonun hiicresel yasami etkileyip etkilemeyeceginden
emin degiliz. Yapilan bir ¢calismada hiicrelerin kanser hasta serumlariyla muamelesi i¢in
3 hafta kullanilmistir ve bu ¢alismada proliferasyon hizinda artis gézlemlenmistir!’,

Calismanin siiresi uzatilarak daha anlamli sonuglar alinabilir.
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Kanser hiicrelerinin apoptoza karsi diren¢ kazandig1 bilinmektedir; bu nedenle
genomuna onkogen yerlestirilen mutant HUVEC hiicreleri Anneksin V ve 7AAD
boyalar1 ile apoptoz agisindan incelendi. Beklentimiz, mutant HUVEC’lerin canlilik
oraninin daha yiliksek olmasi ve daha az apoptotik 6zellik gostermesiydi. Bu ¢aligmada
transfekte HUVEC hiicrelerinin nekroz/ge¢ apotoz orani biraz daha fazla olsa da
toplamda canlilik oraninin daha fazla oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte, erken
apoptoz gosteren hiicre orani kontrollerde daha fazla tespit edildi. Bu sonuglar hipotetik
diisiincemiz ile oOrtiigse de istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulagilamadi. Deneylerin
tekrar edilmesi ve Ozellikle transfeksiyon sonrasinda gecen siirenin uzatilmasi daha
anlamli sonuglar alinmasini saglayabilir. Transfeksiyon sonucunda bazi hiicreler
genomik degisiklik sebebiyle strese girmis olabilir veya inflamasyon olusmus olabilir.
Nekroz veya geg¢ apoptozun gergeklesmesi lizerine deneyler tekrarlandiktan sonra bunun
altinda yatan sebepler {lizerine c¢alismalar yapilmalidir. Bunun G&tesinde
nekroz/apoptozun artigi hiicre disi genomik materyallerin ortama sizmasina sebep

olabilir ve bu da dongiiniin bastan baglamasina sebep olabilir.

Son olarak HUVEC hiicreleri yiizey proteinleri agisindan incelendi. Bu
calismada CD106 (VCAM-1), CD141 (trombomodiilin), CD146 (MCAM), CD309
(VEGFR2), CD54 (ICAM-1) ve CD31 (PECAM-1) ve CD142 (doku faktorii)
proteinleri analiz edildi. Bu proteinler EH i¢in marker proteinlerdir ve EH’in sistemde
anjiyogenez, koagiilasyon regiilasyonu/tromboz, adhezyon, bagisiklik hiicrelerinin
transmigrasyonu gibi 6nemli gorevleri yerine getirmesinde etkilidirler. CD146 bir
adezyon molekiiliidiir ve anjiyogenez, damar gecirgenligi ve  l0kosit

175

transmigrasyonunda etkili bir proteindir' °. Kanserin metastatik kapasitesini arttirmak

icin anjiyogenez biiyiik bir 6neme sahiptir. Yapilan bir calismada CD146 hedefleyen bir

176 Bu protein mutant

antikor anjiyogenez ve tlimor biiylimesini engelledigi gorilmiistiir
HUVEC’lerde kontrole gore artmistir ve bu beklenebilir bir sonuctur ancak istatistiksel
olarak anlamli bir artig degildir. CD141 (trombomodiilin) antikoagiilan yolakta gérev
alan Dbir glikoproteindir. Hastaligin ilerleyisinde tromboz gelisimi ¢ok sik
rastlanmaktadir. Trombozun patogenezini etkileyen farkli faktdrler vardir!'®!77. Kan
hiicre sayisinin artis1 veya protrombin gen mutasyonlar:t bunlara verilebilecek iki

ornektir'’®. Bunlarin diginda JAK2V617F mutasyonu ¢ok kritik bir ozelliktir;
JAK2V617F mutasyonunun hematolojik hiicre hatlarinda proliferasyona sebep
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olabilecegi bilinmektedir. Bu ¢alisma ile tespit etmis oldugumuz Trombomodiilin

proteinlerinde goriilen azalma tromboz olusumunu arttirici etki gosterebilir.

CD142 (Doku faktorii) en dnemli koagiilasyon baslatict molekiillerden biridir.
Mutasyon tasityan Orneklerde kontrole gore anlamli bir artis goriilmektedir; bunu
yaninda hem JAK2V617F mutasyonunu hem de BCR-ABL1 mutasyonlarini birlikte
tastyan grup anlamli olmasa sadece JAK2V617F mutasyonu tagiyan gruba gore de hafif
bir artis gdstermistir. Yapilan bir ¢alisma da CD142 artisin1 PV ve ET hastalarinin

tromboz olusumunda etkili olabilecegini gostermistir'”

. Bu molekiiliin artisinin sebebi
olarak veriye gore mutasyon goriilebilir. Fakat bunun disinda CD142 anlatimi i¢in TNF-
a, IL-1B 6nemli indiikleyicilerdir ve IL-8, IL-6, interferon y, VEGF gibi molekiiller de

etkili indiikleyicilerdir'®

. Mutasyonun hiicrelerde olusum siirecinde hiicre dist DNA
girdigi hiicre igindeki Interferon Genlerin Stimllatori (STING) yolagini uyarip veya
kanser hiicrelerinde olusan mikro ¢ekirdek STING yolagini1 uyarip hiicrenin bu yolak
araciligiyla IL-6, TNF- o ve INF- o/B iiretimini arttirabilir'®!. STING dogustan gelen
bagisiklik sistemi i¢in Onemli bir rol oynar. Hiicre i¢i patojenlerle enfekte olan
hiicrelerde Tip 1 Interferon iiretimini indiikler'®?. Dolayli yoldan CD142 artis1 bu

sekilde de gerceklesmis olabilir.

Yapilan bir caligma KML’den koken alan eksozomlarla muamele edilen
HUVEC’lerde IL8 ve VCAMI seviyelerinde artis gézlemlenmistir ve bunun disinda
yiiksek miktarda mir-21 igeren eksozomlarla muamelesi sonucu HUVEC RhoB anlatimi
azalmistir'®3

HUVEC’lerde ICAM1, VCAMI1 ve IL8 molekiillerinde artis godzlemlenmistir ve

. Bagka bir calismada yine KML kokenli eksozomlarla muamele olan

bununla birlikte EH yiizeyindeki VE-Kaderin ve B-katenin molekiillerinin kaybiyla EH
hareketliliginin artisina sebep olmustur!®*. Ancak bu calismada KML hiicrelerinden
salinan eksozomun EH’yi etkilemesi lizerinde durulmus BCR-ABL1 geninin EH’de
varligi ve genoma entegrayonu irdelenmemistir.  Yapmis oldugumuz bu ¢alismada
BCR-ABL1 fiizyon geni ve JAK2V617F birlikte tasiyan hiicrelerde sadece JAK2V617F
mutasyonu tagiyan hiicrelere gore ICAM-1 (CD54) molekiilii i¢in artis gorildii ancak

istatistiksel anlamlilik tespit edilememistir.

Yapilan bu ¢aligma ile MPN hastalarinda rastlanan mutasyon tastyan EH’in o
mutasyonu nasil gelistirdigine dair yeni bir yaklasim ortaya atilarak in vitro ortamda bu

yaklagimin potansiyeli gosterilmistir; ancak In vivo calismalarla desteklenmelidir.



41

JAK2V617F mutasyonu tastyan EH’de anjiyogenez analizleri de yapilmalidir. Burada
tespit edilecek mutasyonla birlikte proliferasyon artisi damarlanmaya yonelebilir.
Bunun disinda hiicre yiizey boyama analizleri E- ve P-selektin i¢in de gergeklestirilmeli
ve tiim proteinler mRNA seviyesinde de bakilmalidir. P-selektin hem EH’de hem de
plateletlerin iizerinde bulunan bir adezyon molekiiliidiir. Ligandiyla etkilesime girdikten
sonra doku faktoriiniin, prokoagiilan mikropartikiillerin ve ¢esitli sitokinlerin

138,185

ekspresyonunu arttirir; boylelikle trombozu destekler E-selektin ise sadece

endotel hiicre yiizeyinde bulunan bir proteindir. Ozellikle metastazda etkili oldugu

186 E-selektin’in

diisiiniilmektedir ve farkli kanser tiplerinde caligmalar yapilmistir

ekspresyonunu incelemek belki prognoz agisindan faydali sonuglar saglayabilir. Bu

calismada ise siire ve maddi kaynak yetersizligi nedeniyle gerceklestirilememistir.
Bunlarin diginda, sitozola sizan DNA, STING yolaklariyla taninarak

187 Ayn1 etkinin hiicre dist DNA’nin bir hiicreye girmesinden

inflamasyon olusturabilir
sonra da gergeklesip gerceklesmedigi irdelenmelidir. Calismanin hiicre disi genomik
materyallerin alt gruplarina gore tekrarlanmasi bu materyallerin etkisinin
detaylandirilmasi i¢in faydali olabilir. Bunun i¢in DNaz [ hiicre dist DNA’nin
sindirilmesini saglamaktadir ancak eksozom igindeki DNA igin etkisi diisiiktiir'®®. Bu da
hiicre dis1 genomik materyallerin alt gruplarinin etkisini ayirt etmek i¢in kullanilabilir.
In vivo ¢aligmalarla DNaz I kullaniminin EH’ de goriilen mutasyonu azaltip azaltmadig:
aragtirtlmali ve sonuca gore tedavi galismalart yapilmalidir. Mutasyon olusturulan EH

ile bu hiicrelerin trombotik olaylara etkisi incelenerek tedavi i¢in yeni yaklasimlar

gelistirilebilir.

Bu calisma ile literatiirde ilk defa, MPN hastalarinin EH’de gozlemlenen
onkogenik mutasyonun olusumuna dair olan agiklamalara ek olarak yetiskinlerde
belirtilen mutasyonlarin genometastaz ile olusabileceg1 gosterildi. Bu teorinin
hematoloji alaninda da bilinirligi arttirilarak tani, prognoz ve tedavi iizerine yapilacak

yeni ¢aligmalarda alana katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



10.

11.

42

KAYNAKLAR

Marty, C. et al. Calreticulin mutants in mice induce an MPL-dependent
thrombocytosis with frequent progression to myelofibrosis. Blood (2016).
doi:10.1182/blood-2015-11-679571

Harrison, C. N. & Lee, J. S. Myeloproliferative neoplasms. Med. (United
Kingdom) 45, 275-279 (2017).

O’Sullivan, J. M. & Harrison, C. N. JAK-STAT signaling in the therapeutic
landscape of myeloproliferative neoplasms. Mol. Cell. Endocrinol. 451, 71-79
(2017).

Sozer, S. et al. The presence of JAK2V617F mutation in the liver endothelial
cells of patients with Budd-Chiari syndrome. Blood (2009). doi:10.1182/blood-
2008-11-191544

Gunsilius, E. et al. Evidence from a leukaemia model for maintenance of
vascular endothelium by bone-marrow-derived endothelial cells. Lancet (2000).

doi:10.1016/S0140-6736(00)02241-8

Yoder, M. C. et al. Redefining endothelial progenitor cells via clonal analysis
and hematopoietic stem/progenitor cell principals. in Blood (2007).
doi:10.1182/blood-2006-08-043471

Fang, B. et al. Identification of human chronic myelogenous leukemia progenitor
cells with hemangioblastic characteristics. Blood (2005). doi:10.1182/blood-
2004-07-2514

Hanahan, D. & Weinberg, R. A. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell
144, 646674 (2011).

Garcia-Olmo, D. Tumor DNA circulating in the plasma might play a role in

metastasis. The hypothesis of the genometastasis. Histol. Histopathol. (1999).

Garcia-Olmo, D. & Garcia-Olmo, D. C. Functionality of circulating DNA: the
hypothesis of genometastasis. Ann. N. Y. Acad. Sci. 945, 265-75 (2001).

Abdouh, M. et al. Exosomes isolated from cancer patients’ sera transfer

malignant traits and confer the same phenotype of primary tumors to



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

43

oncosuppressor-mutated cells. J. Exp. Clin. Cancer Res. 36, 1-15 (2017).

Dominguez, C. et al. Cell-free nucleic acids circulating in the plasma of
colorectal cancer patients induce the oncogenic transformation of susceptible

cultured cells. Cancer Res. (2010). doi:10.1158/0008-5472.CAN-09-3513

Evan, G. I. & Vousden, K. H. Proliferation, cell cycle and apoptosis in cancer.

Nature (2001). doi:10.1038/35077213

Hanahan, D. & Weinberg, R. A. The hallmarks of cancer. Cell (2000).
doi:10.1016/S0092-8674(00)81683-9

Gariglio, P. in Molecular Oncology Principles and Recent Advances (2012).
doi:10.2174/978160805016111201010064

Knudson, A. G. Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma. Proc.

Natl. Acad. Sci. U. S. A. (1971).

Holstege, H. et al. High incidence of protein-truncating TP53 mutations in
BRCA1 -related breast cancer. Cancer Res. (2009). doi:10.1158/0008-
5472.CAN-08-3426

Olivier, M., Hollstein, M. & Hainaut, P. TP53 mutations in human cancers:
origins, consequences, and clinical use. Cold Spring Harbor perspectives in
biology (2010). doi:10.1101/cshperspect.a001008

Welcsh, P. L. & King, M. C. BRCA1 and BRCA2 and the genetics of breast and
ovarian cancer. Human Molecular Genetics (2001). doi:10.1093/hmg/10.7.705

Pylayeva-Gupta, Y., Grabocka, E. & Bar-Sagi, D. RAS oncogenes: Weaving a
tumorigenic web. Nature Reviews Cancer (2011). doi:10.1038/nrc3106

Quintéds-Cardama, A. & Cortes, J. Molecular biology of ber-abl1-positive chronic
myeloid leukemia. Blood (2009). doi:10.1182/blood-2008-03-144790

IARC. Latest Global Cancer Data, 2018. World Health Organization (2018).

Ianotto, J. C. et al. Characteristics and outcomes of patients with essential
thrombocythemia or polycythemia vera diagnosed before 20 years of age: A

systematic review. Haematologica (2019). doi:10.3324/haematol.2018.200832

Swerdlow, S. H. et al. WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

44

Lymphoid Tissues. Lyon, France. World Heal. Organ. Calssification Tumours
Haematop. Lymphoid Tissue (2017). doi:10.1017/CB0O9781107415324.004

Bartram, C. R. et al. Translocation of c-abl oncogene correlates with the presence
of a Philadelphia chromosome inchronicmyelocytic leukaemia. Nature (1983).
doi:10.1038/306277a0

Melo, J. V. & Barnes, D. J. Chronic myeloid leukaemia as a model of disease

evolution in human cancer. Nature Reviews Cancer (2007). doi:10.1038/nrc2147

Hoglund, M., Sandin, F. & Simonsson, B. Epidemiology of chronic myeloid
leukaemia: an update. Annals of Hematology (2015). doi:10.1007/s00277-015-
2314-2

Jabbour, E. J. & Kanterjian, H. CME Information: Chronic myeloid leukemia:
2014 update on diagnosis, monitoring, and management [] Instructions on

Receiving Credit. Am. J. Hematol. (2016). doi:10.1002/ajh.34

Savage, D. G., Szydlo, R. M. & Goldman, J. M. Clinical features at diagnosis in
430 patients with chronic myeloid leukaemia seen at a referral centre over a 16-

year period. Br. J. Haematol. (1997). doi:10.1046/j.1365-2141.1997.d01-1982.x

Hoffmann, V. S. et al. The EUTOS population-based registry: Incidence and
clinical characteristics of 2904 CML patients in 20 European Countries.

Leukemia (2015). doi:10.1038/leu.2015.73

Cotta, C. V. & Bueso-Ramos, C. E. New insights into the pathobiology and
treatment of chronic myelogenous leukemia. Annals of Diagnostic Pathology
(2007). doi:10.1016/j.anndiagpath.2006.12.002

Melo, J. V. The diversity of BCR-ABL fusion proteins and their relationship to
leukemia phenotype. Blood (1996).
doi:10.1182/blood.V88.7.2375.bloodjournal8872375

Asinari, M. B., Zeballos, M., Alicia, S., Ricchi, B. N. & Basquiera, A. L. A case
of chronic myeloid leukemia with the m-bcr (p190) molecular rearrangement
identified during treatment. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. (2015).
doi:10.1016/j.bjhh.2014.07.024

Van Rhee, F. et al. p190 BCR-ABL mRNA is expressed at low levels in p210-



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45

positive chronic myeloid and acute lymphoblastic leukemias. Blood (1996).
doi:10.1182/blood.v87.12.5213.bloodjournal87125213

Druker, B. J. et al. Efficacy and safety of a specific inhibitor of the BCR-ABL
tyrosine kinase in chronic myeloid leukemia. N. Engl. J. Med. (2001).
doi:10.1056/NEIM200104053441401

Apperley, J. F. Part I: Mechanisms of resistance to imatinib in chronic myeloid

leukaemia. Lancet Oncology (2007). doi:10.1016/S1470-2045(07)70342-X

Weisberg, E., Manley, P. W., Cowan-Jacob, S. W., Hochhaus, A. & Griffin, J. D.
Second generation inhibitors of BCR-ABL for the treatment of imatinib-resistant

chronic myeloid leukaemia. Nature Reviews Cancer (2007). doi:10.1038/nrc2126

Farag, S. S. et al. Prognostic significance of additional cytogenetic abnormalities
in newly diagnosed patients with Philadelphia chromosome-positive chronic
myelogenous leukemia treated with interferon-alpha: a Cancer and Leukemia

Group B study. Int. J. Oncol. (2004). doi:10.3892/ijo.25.1.143

Makishima, H. et al. CBL, CBLB, TET2, ASXL1, and IDH1/2 mutations and
additional chromosomal aberrations constitute molecular events in chronic

myelogenous leukemia. Blood (2011). doi:10.1182/blood-2010-06-292433

Soverini, S., De Benedittis, C., Mancini, M. & Martinelli, G. Mutations in the
BCR-ABL1 Kinase Domain and Elsewhere in Chronic Myeloid Leukemia.
Clinical Lymphoma, Myeloma and Leukemia (2015).
doi:10.1016/5.cIm1.2015.02.035

Yong, A. S. M. & Melo, J. V. The impact of gene profiling in chronic myeloid
leukaemia. Best Practice and Research: Clinical Haematology (2009).
doi:10.1016/j.beha.2009.04.002

Kralovics, R. et al. A gain-of-function mutation of JAK2 in myeloproliferative

disorders. N. Engl. J. Med. (2005). doi:10.1056/NEJMoa051113

Zhan, H., Ma, Y., Lin, C. H. S. & Kaushansky, K. JAK2 V617F -mutant
megakaryocytes contribute to hematopoietic stem/progenitor cell expansion in a

model of murine myeloproliferation. Leukemia (2016). doi:10.1038/leu.2016.114

Florensa, L. et al. JAK2 V617F mutation analysis in different myeloid lineages



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

46

(granulocytes, platelets, CFU-MK, BFU-E and CFU-GM) in essential
thrombocythemia patients [9]. Leukemia (2006). doi:10.1038/sj.1eu.2404341

McMullin, M. F. et al. Amendment to the guideline for diagnosis and
investigation of polycythaemia/erythrocytosis [6]. British  Journal of
Haematology (2007). doi:10.1111/j.1365-2141.2007.06741.x

Miller, R. L., Purvis, J. D. & Weick, J. K. Familial polycythemia vera. Cleve.
Clin. J. Med. (1989). doi:10.3949/ccjm.56.8.813

Caldwell, G. G., Kelley, D. B., Heath, C. W. & Zack, M. Polycythemia Vera
Among Participants of a Nuclear Weapons Test. JAMA J. Am. Med. Assoc.
(1984). doi:10.1001/jama.1984.03350050050026

Marchioli, R. et al. Vascular and neoplastic risk in a large cohort of patients with

polycythemia vera. J. Clin. Oncol. (2005). doi:10.1200/JC0.2005.07.062

Finazzi, G. et al. Acute leukemia in polycythemia vera: An analysis of 1638
patients enrolled in a prospective observational study. Blood (2005).
doi:10.1182/blood-2004-09-3426

Passamonti, F. et al. Leukemic transformation of polycythemia vera: A single

center study of 23 patients. Cancer (2005). doi:10.1002/cncr.21297

Vainchenker, W. & Constantinescu, S. N. A unique activating mutation in JAK2
(V617F) is at the origin of polycythemia vera and allows a new classification of
myeloproliferative diseases. Hematology Am. Soc. Hematol. Educ. Program
(2005). doi:10.1182/asheducation-2005.1.195

Lakey, M. A. et al. Bone marrow morphologic features in polycythemia vera
with  JAK2 exon 12 mutations. Am. J. Clin. Pathol. (2010).
doi:10.1309/AJCP3Z2AKUWRGTNM

Hussein, K. et al. Chronic myeloproliferative diseases with concurrent BCR-
ABL  junction and JAK2V617F  mutation. Leukemia  (2008).
doi:10.1038/sj.1eu.2404993

Pingali, S. R. K., Mathiason, M., Lovrich, S. & Go, R. Emergence of chronic
myelogenous leukemia from a background of myeloproliferative disorder:

JAK2V617F as a potential risk factor for BCR-ABL translocation. Clin.



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

47

Lymphoma Myeloma (2009). doi:10.3816/CLM.2009.n.080

Andrieux, J. L. & Demory, J. L. Karyotype and molecular cytogenetic studies in
polycythemia vera. Current hematology reports (2005).

Sever, M. et al. Significance of cytogenetic abnormalities in patients with
polycythemia vera. Leuk. Lymphoma (2013).
doi:10.3109/10428194.2013.784970

Mesa, R. A. et al. Primary myelofibrosis (PMF), post polycythemia vera
myelofibrosis (post-PV MF), post essential thrombocythemia myelofibrosis
(post-ET MF), blast phase PMF (PMF-BP): Consensus on terminology by the
international working group for myelofibrosis research and. Leuk. Res. (2007).
doi:10.1016/j.leukres.2006.12.002

Cervantes, F. & Barosi, G. Myelofibrosis with myeloid metaplasia: Diagnosis,
prognostic factors, and staging. Semin. Oncol. (2005).
doi:10.1053/j.seminoncol.2005.04.011

Tefferi, A. Novel mutations and their functional and clinical relevance in
myeloproliferative neoplasms: JAK2, MPL, TET2, ASXL1, CBL, IDH and
IKZF1. Leukemia (2010). doi:10.1038/1eu.2010.69

Tefferi, A. & Vainchenker, W. Myeloproliferative neoplasms: Molecular
pathophysiology, essential clinical understanding, and treatment strategies.

Journal of Clinical Oncology (2011). doi:10.1200/JC0.2010.29.8711

Tefferi, A. et al. Long-term survival and blast transformation in molecularly

annotated essential thrombocythemia, polycythemia vera, and myelofibrosis.

Blood (2014). doi:10.1182/blood-2014-05-579136

Milosevic Feenstra, J. D. et al. Whole-exome sequencing identifies novel MPL
and JAK2 mutations in triple-negative myeloproliferative neoplasms. Blood

(2016). doi:10.1182/blood-2015-07-661835

Pardanani, A. D. et al. MPL515 mutations in myeloproliferative and other
myeloid disorders: A study of 1182 patients. Blood (2006). doi:10.1182/blood-
2006-04-018879

Dingli, D. et al. Der(6)t(1;6)(q21-23;p21.3): A specific cytogenetic abnormality



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

48

in myelofibrosis with myeloid metaplasia. Br. J. Haematol. (2005).
doi:10.1111/5.1365-2141.2005.05593 .x

Reilly, J. T. Cytogenetic and molecular genetic aspects of idiopathic

myelofibrosis. Acta Haematologica (2002). doi:10.1159/000064708

Tefferi, A. et al. Cytogenetic findings and their clinical relevance in
myelofibrosis  with myeloid metaplasia. Br. J. Haematol. (2001).
doi:10.1046/j.1365-2141.2001.02796.x

Tefferi, A. & Pardanani, A. Essential thrombocythemia. N. Engl. J. Med. (2019).
doi:10.1056/NEJMcp1816082

Jones, A. V. et al. Widespread occurrence of the JAK2 V617F mutation in
chronic myeloproliferative disorders. Blood (2005). doi:10.1182/blood-2005-03-
1320

Murphy, S., Peterson, P., Iland, H. & Laszlo, J. Experience of the Polycythemia
Vera Study Group with essential thrombocythemia: A final report on diagnostic

criteria, survival, and leukemic transition by treatment. Semin. Hematol. (1997).

Menezes, J. & Cigudosa, J. C. Chronic neutrophilic leukemia: A clinical

perspective. OncoTargets and Therapy (2015). doi:10.2147/OTT.S49688

Weide, R. et al. Chronic eosinophilic leukaemia (CEL): A distinct
myeloproliferative disease. Br. J. Haematol. Suppl. (1997). doi:10.1046/j.1365-
2141.1997.d01-1991.x

Li, Y., Zhang, Y., Li, X., Yi, S. & Xu, J. Gain-of-Function Mutations: An
Emerging Advantage for Cancer Biology. Trends in Biochemical Sciences
(2019). doi:10.1016/j.tibs.2019.03.009

Kurzrock, R., Kantarjian, H. M., Druker, B. J. & Talpaz, M. Philadelphia
Chromosome-Positive Leukemias: From Basic Mechanisms to Molecular
Therapeutics. Annals of Internal Medicine (2003). doi:10.7326/0003-4819-138-
10-200305200-00010

Greuber, E. K., Smith-Pearson, P., Wang, J. & Pendergast, A. M. Role of ABL
family kinases in cancer: From leukaemia to solid tumours. Nature Reviews

Cancer (2013). doi:10.1038/nrc3563



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

49

Ren, R. Mechanisms of BCR-ABL in the pathogenesis of chronic myelogenous
leukaemia. Nature Reviews Cancer (2005). doi:10.1038/nrc1567

Baxter, E. J. et al. Acquired mutation of the tyrosine kinase JAK2 in human
myeloproliferative disorders. Lancet (2005). doi:10.1016/S0140-6736(05)74230-
6

Imada, K. & Leonard, W. J. The Jak-STAT pathway. Molecular Immunology
(2000). doi:10.1016/S0161-5890(00)00018-3

Stark, G. R. & Darnell, J. E. The JAK-STAT Pathway at Twenty. Immunity
(2012). doi:10.1016/j.immuni.2012.03.013

Rawlings, J. S., Rosler, K. M. & Harrison, D. A. The JAK/STAT signaling
pathway. J. Cell Sci. (2004). doi:10.1242/jcs.00963

Levy, D. E. & Darnell, J. E. STATs: Transcriptional control and biological
impact. Nature Reviews Molecular Cell Biology (2002). doi:10.1038/nrm909

Murray, P. J. The JAK-STAT Signaling Pathway: Input and Output Integration.
J. Immunol. (2007). doi:10.4049/jimmunol.178.5.2623

Shuai, K. & Liu, B. Regulation of JAK-STAT signalling in the immune system.
Nature Reviews Immunology (2003). doi:10.1038/nri1226

James, C. et al. A unique clonal JAK2 mutation leading to constitutive signalling

causes polycythaemia vera. Nature (2005). doi:10.1038/nature03546

de Freitas, R. M. & da Costa Maranduba, C. M. Myeloproliferative neoplasms
and the JAK/STAT signaling pathway: An overview. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 37, 348-353 (2015).

Passamonti, F. et al. Molecular and clinical features of the myeloproliferative
neoplasm associated with JAK2 exon 12 mutations. Blood (2011).
doi:10.1182/blood-2010-11-316810

Scott, L. M. et al. JAK2 exon 12 mutations in polycythemia vera and idiopathic
erythrocytosis. N. Engl. J. Med. (2007). doi:10.1056/NEJMo0a065202

Staerk, J. et al. An amphipathic motif at the transmembrane-cytoplasmic junction

prevents autonomous activation of the thrombopoietin receptor. Blood (2006).



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

50

doi:10.1182/blood-2005-06-2600

Pikman, Y. et al. MPLWS5I5L is a novel somatic activating mutation in
myelofibrosis ~ with  myeloid  metaplasia. PLoS  Med. (20006).
doi:10.1371/journal.pmed.0030270

Defour, J. P., Chachoua, 1., Pecquet, C. & Constantinescu, S. N. Oncogenic
activation of MPL/thrombopoietin receptor by 17 mutations at W515:
Implications  for  myeloproliferative  neoplasms.  Leukemia  (2016).
doi:10.1038/1eu.2015.271

Ding, J. et al. Familial essential thrombocythemia associated with a dominant-
positive activating mutation of the c-MPL gene, which encodes for the receptor

for thrombopoietin. Blood (2004). doi:10.1182/blood-2003-10-3471

Klampfl, T. et al. Somatic mutations of calreticulin in myeloproliferative

neoplasms. N. Engl. J. Med. (2013). doi:10.1056/NEJMoal311347

Chachoua, I. et al. Thrombopoietin receptor activation by myeloproliferative
neoplasm associated calreticulin mutants. Blood (2016). doi:10.1182/blood-2015-
11-681932

Elf, S. et al. Mutant calreticulin requires both its mutant C-terminus and the
thrombopoietin receptor for oncogenic transformation. Cancer Discov. (2016).
doi:10.1158/2159-8290.CD-15-1434

Cabagnols, X. et al. Differential association of calreticulin type 1 and type 2
mutations with myelofibrosis and essential thrombocytemia: Relevance for

disease evolution. Leukemia (2015). doi:10.1038/leu.2014.270

Pietra, D. et al. Differential clinical effects of different mutation subtypes in
CALR-mutant myeloproliferative neoplasms. Leukemia (2016).
doi:10.1038/1eu.2015.277

Pardanani, A. et al. CSF3R T618I is a highly prevalent and specific mutation in
chronic neutrophilic leukemia. Leukemia (2013). doi:10.1038/leu.2013.122

Rumi, E. & Cazzola, M. Diagnosis, risk stratification, and response evaluation in
classical myeloproliferative neoplasms. Blood (2017). doi:10.1182/blood-2016-
10-695957



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

51

Cabagnols, X. et al. Presence of atypical thrombopoietin receptor (MPL)
mutations in triple-negative essential thrombocythemia patients. Blood (2016).

doi:10.1182/blood-2015-07-661983

Zhang, X. et al. DNMT3A and TET2 compete and cooperate to repress lineage-
specific transcription factors in hematopoietic stem cells. Nat. Genet. (2016).

doi:10.1038/ng.3610

Stegelmann, F. et al. DNMT3A mutations in myeloproliferative neoplasms.

Leukemia (2011). doi:10.1038/leu.2011.77

Ortmann, C. A. et al. Effect of mutation order on myeloproliferative neoplasms.

N. Engl. J. Med. (2015). doi:10.1056/NEJMoal412098

Grinfeld, J., Nangalia, J. & Green, A. R. Molecular determinants of pathogenesis
and clinical phenotype in myeloproliferative neoplasms. Haematologica (2017).
doi:10.3324/haematol.2014.113845

Abdel-Wahab, O., Tefferi, A. & Levine, R. L. Role of TET2 and ASXL1
Mutations in the Pathogenesis of Myeloproliferative Neoplasms.
Hematology/Oncology Clinics of North America (2012).
doi:10.1016/j.hoc.2012.07.006

Guglielmelli, P. et al. EZH2 mutational status predicts poor survival in

myelofibrosis. Blood (2011). doi:10.1182/blood-2011-06-363424

Jang, M. A. & Choi, C. W. Recent insights regarding the molecular basis of
myeloproliferative ~ neoplasms.  Korean J. Intern. Med. (2020).
doi:10.3904/kjim.2019.317

Seyfried, T. N. & Huysentruyt, L. C. On the origin of cancer metastasis. Crit.
Rev. Oncog. (2013). doi:10.1615/CritRevOncog.v18.i1-2.40

Yilmaz, M. & Christofori, G. Mechanisms of motility in metastasizing cells.

Molecular Cancer Research (2010). doi:10.1158/1541-7786.MCR-10-0139

Friedl, P. & Wolf, K. Proteolytic interstitial cell migration: A five-step process.
Cancer and Metastasis Reviews (2009). doi:10.1007/s10555-008-9174-3

Chiang, S. P. H., Cabrera, R. M. & Segall, J. E. Tumor cell intravasation.
American  Journal of  Physiology - Cell Physiology (2016).



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

52

doi:10.1152/ajpcell.00238.2015

Ashworth, T. A case of cancer in which cells similar to those in the tumours were
seen in the blood after death. Aust. Med. J. (1869). doi:10.1111/j.1528-
1167.2011.03138.x

Steeg, P. S. Tumor metastasis: Mechanistic insights and clinical challenges.

Nature Medicine (2006). doi:10.1038/nm1469

Bockhorn, M., Jain, R. K. & Munn, L. L. Active versus passive mechanisms in
metastasis: do cancer cells crawl into vessels, or are they pushed? Lancet

Oncology (2007). doi:10.1016/S1470-2045(07)70140-7

Stoletov, K. et al. Visualizing extravasation dynamics of metastatic tumor cells.

J. Cell Sci. (2010). doi:10.1242/jcs.069443

Pantel, K., Alix-Panabiéres, C. & Riethdorf, S. Cancer micrometastases. Nature
Reviews Clinical Oncology (2009). doi:10.1038/nrclinonc.2009.44

Aman, J., Weijers, E. M., van Nieuw Amerongen, G. P., Malik, A. B. & van
Hinsbergh, V. W. M. Using cultured endothelial cells to study endothelial barrier
dysfunction: Challenges and opportunities. American Journal of Physiology -
Lung Cellular and Molecular Physiology (2016).
doi:10.1152/ajplung.00393.2015

Michiels, C. Endothelial cell functions. Journal of Cellular Physiology (2003).
doi:10.1002/jcp.10333

Reglero-Real, N., Colom, B., Bodkin, J. V. & Nourshargh, S. Endothelial Cell
Junctional Adhesion Molecules: Role and Regulation of Expression in
Inflammation. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. (2016).
doi:10.1161/ATVBAHA.116.307610

Yau, J. W., Teoh, H. & Verma, S. Endothelial cell control of thrombosis. BMC
Cardiovascular Disorders (2015). doi:10.1186/s12872-015-0124-z

Cerutti, C. & Ridley, A. J. Endothelial cell-cell adhesion and signaling.
Experimental Cell Research (2017). doi:10.1016/j.yexcr.2017.06.003

Kong, D. H., Kim, Y. K., Kim, M. R., Jang, J. H. & Lee, S. Emerging roles of

vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) in immunological disorders and



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

53

cancer. International  Journal of  Molecular  Sciences  (2018).
doi:10.3390/ijms19041057

Dinarello, C. A. The IL-1 family and inflammatory diseases. Clin. Exp.
Rheumatol. (2002).

Haass, N. K., Smalley, K. S. M., Li, L. & Herlyn, M. Adhesion, migration and
communication in melanocytes and melanoma. Pigment Cell Research (2005).
doi:10.1111/4.1600-0749.2005.00235.x

Flanagan, K. et al. Laminin-411 is a vascular ligand for MCAM and facilitates
TH17 cell entry into the CNS. PLoS One (2012).
doi:10.1371/journal.pone.0040443

Shibuya, M. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and Its Receptor
(VEGFR) Signaling in Angiogenesis: A Crucial Target for Anti- and Pro-
Angiogenic Therapies. Genes and Cancer (2011).
doi:10.1177/1947601911423031

Miettinen, M., Rikala, M. S., Rys, J., Lasota, J. & Wang, Z. F. Vascular
endothelial growth factor receptor 2 as a marker for malignant vascular tumors
and mesothelioma: An immunohistochemical study of 262 vascular endothelial
and 1640 nonvascular tumors. Am. J. Surg. Pathol. (2012).
doi:10.1097/PAS.0b013e318243555b

Lawson, C. & Wolf, S. ICAM-1 signaling in endothelial cells. in
Pharmacological Reports (2009). doi:10.1016/S1734-1140(09)70004-0

Yang, L. et al. ICAM-1 regulates neutrophil adhesion and transcellular migration
of TNF-a-activated vascular endothelium under flow. Blood (2005).
doi:10.1182/blood-2004-12-4942

Jin, K., Luo, Z., Zhang, B. & Pang, Z. Biomimetic nanoparticles for
inflammation  targeting. = Acta  Pharmaceutica  Sinica B  (2018).
doi:10.1016/j.apsb.2017.12.002

Glaria, E. & Valledor, A. F. Roles of CD38 in the Immune Response to Infection.
Cells (2020). do0i:10.3390/cells9010228

Loghmani, H. & Conway, E. M. Exploring traditional and nontraditional roles for



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

54

thrombomodulin. Blood (2018). doi:10.1182/blood-2017-12-768994

Witkowski, M., Landmesser, U. & Rauch, U. Tissue factor as a link between
inflammation and coagulation. Trends in Cardiovascular Medicine (2016).
doi:10.1016/5.tcm.2015.12.001

Goldin-Lang, P. et al. Tissue factor expression pattern in human non-small cell
lung cancer tissues indicate increased blood thrombogenicity and tumor

metastasis. Oncol. Rep. (2008). doi:10.3892/0r.20.1.123

Eisenreich, A. et al. Regulation of pro-angiogenic tissue factor expression in
hypoxia-induced human lung cancer cells. Oncol. Rep. (2013).
doi:10.3892/0r.2013.2413

Boltzen, U. et al. Alternatively spliced tissue factor and full-length tissue factor
protect cardiomyocytes against TNF-a-induced apoptosis. J. Mol. Cell. Cardiol.
(2012). doi:10.1016/j.yjmec.2012.01.015

Nguyen, D. & Coull, B. M. in Primer on Cerebrovascular Diseases: Second
Edition (2017). doi:10.1016/B978-0-12-803058-5.00021-7

Etheridge, S. L. et al. JAK2V617F-positive endothelial cells contribute to
clotting abnormalities in myeloproliferative neoplasms. Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. (2014). doi:10.1073/pnas.1312148111

Cosgrove, M. E. et al. Endothelial JAK2V617F Expression Drives Inflammation
and Cellular Senescence; New Evidence for the Roles of Endothelial Cells in
MPN-Related Clotting Abnormalities? Blood (2016).
doi:10.1182/blood.v128.22.3134.3134

Guy, A. et al. Vascular endothelial cell expression of JAK2 V617F is sufficient
to promote a pro-thrombotic state due to increased P-selectin expression.

Haematologica (2019). doi:10.3324/haematol.2018.195321

Lacaud, G. & Kouskoff, V. Hemangioblast, hemogenic endothelium, and
primitive versus definitive hematopoiesis. Experimental Hematology (2017).
doi:10.1016/j.exphem.2016.12.009

Majesky, M. W., Landerholm, T. E. & Lu, J. Origins of Endothelial Cells. J.
Vasc. Interv. Radiol. (1999). doi:10.1016/s1051-0443(99)70148-x



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

55

The development in vitro of the blood of the early chick embryo. Proc. R. Soc.
London. Ser. B, Contain. Pap. a Biol. Character (1932).
doi:10.1098/rspb.1932.0070

Xiong, J. W. Molecular and developmental biology of the hemangioblast.
Developmental Dynamics (2008). doi:10.1002/dvdy.21542

Ciraci, E. et al. Adult human circulating CD34-Lin-CD45 -CD133- cells can
differentiate into hematopoietic and endothelial cells. Blood (2011).
doi:10.1182/blood-2010-10-316596

Gritz, E. & Hirschi, K. K. Specification and function of hemogenic endothelium
during embryogenesis. Cellular and Molecular Life Sciences (2016).
doi:10.1007/s00018-016-2134-0

Jaffredo, T., Gautier, R., Eichmann, A. & Dieterlen-Liévre, F. Intraaortic
hemopoietic cells are derived from endothelial cells during ontogeny.

Development (1998).

Sugiyama, D. et al. Erythropoiesis from acetyl LDL incorporating endothelial
cells at the preliver stage. Blood (2003). doi:10.1182/blood-2002-09-2799

Lancrin, C. et al. The haemangioblast generates haematopoietic cells through a

haemogenic endothelium stage. Nature (2009). doi:10.1038/nature07679

Kocana, C. C., Toprak, S. F., Yasa, B., Hekimoglu, H. & Tokdemir, S. S. Cell
Free DNA and Genometastasis. Experimed (2019).
doi:10.26650/experimed.2019.19015

Jung, A. & Kirchner, T. Liquid biopsy in tumor genetic diagnosis. Deutsches
Arzteblatt International (2018). doi:10.3238/arztebl.2018.0169

Norton, M. E. et al. Cell-free DNA analysis for noninvasive examination of

trisomy. N. Engl. J. Med. (2015). doi:10.1056/NEJMoa1407349

Heitzer, E., Auinger, L. & Speicher, M. R. Cell-Free DNA and Apoptosis: How
Dead Cells Inform About the Living. Trends in Molecular Medicine (2020).
doi:10.1016/j.molmed.2020.01.012

Gurioli, G. in Methods in Molecular Biology (2019). doi:10.1007/978-1-4939-
8973-7 10



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

56

Lehmann-Werman, R. et al. Identification of tissue-specific cell death using
methylation patterns of circulating DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. (2016).
doi:10.1073/pnas.1519286113

Hyun, K. A., Gwak, H., Lee, J., Kwak, B. & Jung, H. Il. Salivary exosome and
cell-fr,e DNA  for cancer  detection. ~ Micromachines  (2018).
d0i:10.3390/mi9070340

MANDEL, P. & METAIS, P. Les acides nucléiques du plasma sanguin chez
I’homme. C. R. Seances Soc. Biol. Fil. (1948).

Bendich, A., Wilczok, T. & Borenfreund, E. Circulating DNA as a possible
factor in oncogenesis. Science (80-. ). (1965). doi:10.1126/science.148.3668.374

Tan, E. M., Schur, P. H., Carr, R. I. & Kunkel, H. G. Deoxybonucleic acid
(DNA) and antibodies to DNA in the serum of patients with systemic lupus
erythematosus. J. Clin. Invest. (1966). doi:10.1172/JC1105479

Leon, S. A., Shapiro, B., Sklaroff, D. M. & Yaros, M. J. Free DNA in the Serum
of Cancer Patients and the Effect of Therapy. Cancer Res. (1977).

Vasioukhin, V. et al. Point mutations of the N-ras gene in the blood plasma DNA

of patients with myelodysplastic syndrome or acute myelogenous leukaemia. Br.

J. Haematol. (1994).

Sorenson, G. D. et al. Soluble Normal and Mutated DNA Sequences from
Single-Copy Genes in Human Blood. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev.
(1994).

Grunt, M., Hillebrand, T. & Schwarzenbach, H. Clinical relevance of size
selection  of  circulating DNA. Transl. Cancer Res. (2018).
doi:10.21037/tcr.2017.10.10

Mouliere, F. et al. High fragmentation characterizes tumour-derived circulating

DNA. PLoS One (2011). doi:10.1371/journal.pone.0023418

Gahan, P. B., Anker, P., El Messaoudi, S., Stroun, M. & Thierry, A. R. Origins,
structures, and functions of circulating DNA in oncology. Cancer Metastasis
Rev. 35, 347-376 (2016).

Bronkhorst, A. J. et al. Characterization of the cell-free DNA released by



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

57

cultured cancer cells. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. (2016).
doi:10.1016/j.bbamcr.2015.10.022

Cai, J. et al. Transferred BCR/ABL DNA from K562 extracellular vesicles
causes chronic myeloid leukemia in immunodeficient mice. PL0S One (2014).

doi:10.1371/journal.pone.0105200

Vermes, I., Haanen, C., Steffens-Nakken, H. & Reutellingsperger, C. A novel
assay for apoptosis Flow cytometric detection of phosphatidylserine expression
on early apoptotic cells using fluorescein labelled Annexin V. J. Immunol.

Methods (1995). doi:10.1016/0022-1759(95)00072-1

Philpott, N. J. et al. The use of 7-amino actinomycin D in identifying apoptosis:
Simplicity of use and broad spectrum of application compared with other

techniques. Blood (1996). doi:10.1182/blood.v87.6.2244 .bloodjournal8762244

Testa, U., Saulle, E., Castelli, G. & Pelosi, E. Endothelial progenitor cells in
hematologic malignancies. Stem Cell Investigation (2016).
doi:10.21037/5¢1.2016.06.07

Necula, L. et al. Recent advances in gastric cancer early diagnosis. World J.

Gastroenterol. (2019). doi:10.3748/wjg.v25.i117.2029

Ulz, P. et al. Inference of transcription factor binding from cell-free DNA enables
tumor subtype prediction and early detection. Nat. Commun. (2019).
doi:10.1038/s41467-019-12714-4

Nuzzo, P. V. et al. Detection of renal cell carcinoma using plasma and urine cell-

free DNA methylomes. Nat. Med. (2020). doi:10.1038/s41591-020-0933-1

Trejo-Becerril, C. et al. Cancer Progression Mediated by Horizontal Gene
Transfer in an In Vivo Model. PLoS One (2012).
doi:10.1371/journal.pone.0052754

Mittra, 1. et al. Circulating nucleic acids damage DNA of healthy cells by
integrating into their genomes. J. Biosci. (2015). doi:10.1007/s12038-015-9508-6

Abdouh, M. et al. Transfer of malignant trait to immortalized human cells
following exposure to human cancer serum. J. Exp. Clin. Cancer Res. 33, 1-12
(2014).



175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

58

Leroyer, A. S. et al. CD146 (Cluster of Differentiation 146): An Adhesion
Molecule Involved in Vessel Homeostasis. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
(2019). doi:10.1161/ATVBAHA.119.312653

Yan, X. et al. A novel anti-CD146 monoclonal antibody, AA98, inhibits
angiogenesis and tumor growth. Blood (2003). doi:10.1182/blood-2002-04-1004

Martin, K. Risk Factors for and Management of MPN-Associated Bleeding and
Thrombosis. Current Hematologic Malignancy  Reports  (2017).
doi:10.1007/s11899-017-0400-3

Arachchillage, D. R. J. & Laffan, M. Pathogenesis and Management of
Thrombotic Disease in Myeloproliferative Neoplasms. Semin. Thromb. Hemost.
(2019). doi:10.1055/s-0039-1693477

B., R. et al. Upregulation of tissue factor may contribute to thrombosis in
polycythemia vera and essential thrombocythemia. Blood (2018).
doi:10.1182/blood-2018-99-117812 LK - http://be-
primo.hosted.exlibrisgroup.com/openurl/BCL/services page?&sid=EMBASE&is
sn=00064971&id=doi:10.1182%2Fblood-2018-99-
117812&atitle=Upregulation+of+tissue+factor+may+contribute+to-+thrombosis+
intpolycythemia+vera+and-+essential+thrombocythemia&stitle=Blood&title=Bl
ood&volume=132&issue=&spage=&epage=&aulast=Reeves&aufirst=Brandi&a
uinit=B.&aufull=Reeves+B.&coden=&isbn=&pages=-
&date=2018&auinit]=B&auinitm=

Ruf, W. & Riewald, M. in Molecular Mechanism of Disseminated Intravascular
Coagulation (2003).

Wan, D., Jiang, W. & Hao, J. Research Advances in How the cGAS-STING
Pathway Controls the Cellular Inflammatory Response. Frontiers in Immunology
(2020). doi:10.3389/fimmu.2020.00615

Nakhaei, P., Hiscott, J. & Lin, R. STING-ing the antiviral pathway. J. Mol. Cell
Biol. (2010). doi:10.1093/jmcb/mjp048

Taverna, S. et al. Curcumin modulates chronic myelogenous leukemia exosomes
composition and affects angiogenic phenotype, via exosomal miR-21.

Oncotarget (2016). doi:10.18632/oncotarget.8483



184.

185.

186.

187.

188.

59

Taverna, S. et al. Role of exosomes released by chronic myelogenous leukemia

cells in angiogenesis. Int. J. Cancer (2012). doi:10.1002/ijc.26217

Merten, M. & Thiagarajan, P. P-selectin in arterial thrombosis. Zeitschrift fur
Kardiologie (2004). doi:10.1007/s00392-004-0146-5

Bendas, G. & Borsig, L. Cancer cell adhesion and metastasis: Selectins, integrins,
and the inhibitory potential of heparins. International Journal of Cell Biology
(2012). doi:10.1155/2012/676731

Kustanovich, A., Schwartz, R., Peretz, T. & Grinshpun, A. Life and death of
circulating cell-free DNA. Cancer Biology and Therapy (2019).
doi:10.1080/15384047.2019.1598759

Thakur, B. K. et al. Double-stranded DNA in exosomes: a novel biomarker in

cancer detection. Cell Res. (2014). doi:10.1038/cr.2014.44



HAM VERILER

60



FORMLAR

61



ETiK KURUL KARARI

62



PATENT HAKKI iZNi

63



64

INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

MIYELOPROLIFERATIF NEOPLAZI KOKENLI HUCRE DISI
GENOMIK MATERYALLERIN ENDOTEL HUCRELERE
ETKISININ INCELENMESI

ORIJINALLIK RAPORU

%6 %4 %2 %4

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI
BIRINCIL KAYNAKLAR
Submitted to Istanbul University 7
Ogrenci Odevi Yo
istanbulsaglik.gov.tr a1
internet Kaynagi Yo
Selcuk Sozer, Ronald Hoffman. "Chapter 34 o .
0

Laser-Capture Microdissection and Analysis of
Liver Endothelial Cells from Patients with Budd—
Chiari Syndrome", Springer Science and
Business Media LLC, 2011

Yayin

nek.istanbul.edu.tr:4444 y
internet Kaynagi <0/0

Submitted to Uludag Universit 4
Ogrenci Odevi . ; <0/0

Submitted to Canakkale Onsekiz Mart University < .
o]

Ogrenci Odevi




65

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Cemal Cagil Soyadi Kocana
Dog.Yeri |Izmir Dog.Tar.  [02/01/1993
Email cagil.kocana@gmail.com Uyrugu T.C.
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora - -
Yiik.Lis. Istanbul Universitesi 2020
Lisans Istanbul Teknik Universitesi 2016
Lise Escola Secundaria de Mongao 2011

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1l)
Yabanca |Okudugunu . % KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
Ingilizce |Cok iyi Iyi Cok Iyi YDS:83,75
Portekizce |Iyi Orta Iyi
Ispanyolca | Orta Zayif Orta
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
MS Office Iyi

R Zayif

Python Zayif
HTMLS5/CSS Orta

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Kocgana CC, Toprak SF, Yasa B, Hekimoglu H, Tokdemir SS. Cell Free DNA




and Genometastasis. Experimed 2019; 9(2): 69-74

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):

66



