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OZET

Tokcan, B. (2021). Miyeloproliferatif Neoplazilerde JAK2 ve JAK2V617F mRNA
Hedefli Nanopartikiil Uygulamasinin cGAS-STING Yolagima Etkilerinin Arastirilmasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Calismada miyeloproliferatif neoplaziler ile 06zdeslesmis JAK2V617F
mutasyonu varliginda, bir sitozolik DNA tespit sinyal yolagi olan cGAS-STING
yolaginin etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla JAK2V617F mutasyonu
tasiyan HEL ve SET2 hiicre hatlar1 ile yabani tip JAK2’ye sahip K562 hiicre hattinda,
CGAS-STING yolagi, mutant ve yabani tip JAK2 mRNA’siyla esleserek cift zincirli
yapilarin olusmasini saglayan Nanoflare partikiilleriyle uyarildi. Nanopartikiillerle farkl
stirelerde muamele edilmis hiicrelerde, cGAS-STING ve JAK-STAT yolaklartyla iligkili
genlerin anlatimlar1 gergek zamanlh kantitatif PZR uygulamasiyla test edildi. Calismada
cGAS, STING, TBK1, IRF3, TLR9, JAK2, STAT1 ve STATZ genlerinin anlatimlar1 her {i¢
hiicre hattinda incelendi. HEL ve SET2 hiicrelerine nanopartikiillerle yapilan uyarim
sonucu test edilen genlerin anlatimlarinda degisimler gozlendi. K562 hiicre hattinda ise
degisimlerin sinirli oldugu gozlendi. Gen anlatimlarinin kisa siireli inkiibasyonlarda,
yarim saatlik dilimlerde degiskenlik gosterdigi gozlendi. Genel olarak mutant JAK2
mRNA’sma 6zgii nanopartikiillerin cGAS-STING yolagindaki genlerin anlatimini
yabani tipe gore daha yliksek seviyelere ¢ikardig1 gozlendi. Bu sonuglar nanopartikiiller
ile mutant JAK2 mRNA’sinin bloklanmasiin ¢cGAS-STING yolagmin aktivasyonunu
pozitif yonde etkiledigini gostermis oldu. Bu durum MPN’lerde siirekli aktif halde olan
JAK2 proteinin cGAS-STING yolaginda baskilayict etkisinin gostergesi olarak

yorumlandi.

Anahtar Kelimeler: cGAS-STING, Sitozolik DNA, Nanoflare, Miyeloproliferatif
Neoplaziler, JAK2

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 37928
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ABSTRACT

Tokcan, B. (2021). Effects of JAK2 and JAK2V617F mRNA Targeting Nanoparticule
Application on cGAS-STING Pathway in Myeloproliferative Neoplasms . Istanbul
University, Institute of Health Science, Genetics. MSC Thesis. Istanbul.

In this study, it was aimed to investigate the activity of cCGAS-STING cytosolic
DNA detection pathway in presence of JAK2V617F mutation which is one of the
indicator mutations of myleproliferative neoplams. With this purpose, HEL and SET2
cell lines carrying JAK2V617F and K562 cell line possessing wild type JAK2, were
stimulated with Nanoflare particles that form double stranded structures by matching
JAK2 and JAK2V617F mRNAs. The expressions of genes related with cGAS-STING
and JAK-STAT pathways were analised with real time PCR in cell lines which were
incubated with Nanoflares for various time. The expressions of cGAS, STING, TBK1,
IRF3, TLR9, JAK2, STAT1 ve STAT2 genes were investigated all three cell lines.
Expression changes were observed for tested genes in HEL and SET2 as result of
nanoparticle application. Limited expression changed was observed in K562 cell line. In
short termed incubations variable expression values were observed with in half hour
periods. In general, the expressions of cGAS-STING pathway genes were reached
higher values for mutant nanoparticles than wild type ones. This result showed that the
blockage of mutant JAK2 mRNA affected cGAS-STING pathway positively. This
situation might be the result of suppresive effect of continuously active JAK2 on cGAS-
STING pathway.

Key Words: cGAS-STING, Cytosolic DNA, Nanoflare, Myeloproliferative neoplasms,
JAK?2

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37928



1. GIRIS VE AMAC

Saglikli bir hiicrede, normal sartlar altinda sitozolde DNA molekiili
bulunmazken, viral enfeksiyon veya genomik stabilitenin kaybedilmesi durumunda
sitozolde DNA molekiillerine rastlamak miimkiindiir (Hopfner ve Hornung 2020).
Ozellikle kanserlerde gdzlenen kontrolsiiz bélinme dongiisii ve artmis metabolik
aktivite DNA’nin ¢ekirdek disina gegmesine elverisli bir ortam olusturur. Bir diger
yandan, Olii hiicrelerden hiicrelerarasi ortama yayilan hiicre dist DNA’lar ve kanserli
hiicrelerden  salgilanan  vesikiillerin  igindeki niikleik asitler endositotik
mekanizmalarla saglikli hiicrelere girebilir. Bu yolla farkli hiicrelere aktarilan DNA
ve RNA molekiilleri Toll benzeri reseptorler (TLR) araciligiyla taninarak hiicresel
bagisiklik mekanizmalariin uyarilmasini saglar (Niu ve ark. 2018). cGAS-STING
yolag1 ise, sitozolde DNA molekiillerini tespit ederek inflamatuar cevabin
tetiklenmesinde sorumludur (Niu ve ark. 2018). cGAS enzimi interferon genlerinin
regiilasyonundan sorumlu STING proteinini uyararak kanser gelisimini baskilayici
mekanizmalarin devreye girmesini saglar. cGAS-STING yolaginin aktivasyonu tip I
interferon salimimini tektikleyerek bagisiklik cevabinin olusmasini saglar (Kwon ve
Bakhoum 2019). Kanser baskilayici roliine ragmen ¢esitli ¢alismalarda bu yolagin
kronik aktivasyonunun timor gelisimini ve metastazi hizlandirilabilecegi
gosterilmistir (Khoo ve Chen 2018; Ng ve ark 2018; Kwon ve Bakhoum 2019).
CGAS-STING vyolagmin iki yonli dogasi, farkli kanser tiirlerindeki etkisinin
belirlenmesini 6nemli kilmaktadir.

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), kemik iliginde bulunan hematopoetik
kok hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu kan hiicrelerinin iiretiminin
kontrolden c¢ikmasiyla gelisen kan hastaliklaridir. Kok hiicrelerin  kontrolsiizce
boliinmesiyle periferik kanda olgunlasmis kan hiicrelerinin sayisinda asir1 bir artis
gozlenir. MPN’lerin ortaya g¢ikmasinda hiicre bdliinmesini kontrol eden sinyal
yolaklarinda meydana gelen mutasyonlar etkilidir. JAK, MPL ve CALR genleri
MPN’lerde mutasyonlarin gozlendigi genler olarak &ne ¢ikmaktadir. Ozellikle JAK2
geninde gozlenen JAK2V617F mutasyonu MPN’lerin bliyiik kisminda gdézlenir
(Tremblay ve ark. 2021). Bu mutasyon sonucunda siirekli aktif hale JAK-STAT

yolag1 hiicrelere boliinme sinyalinin dis uyarilarda bagimsiz olarak verilmesine sebep



olur. Diizensiz boliinme dongiisii ve artmis metabolik aktivite hiicrelerde genom
stabilitesinin kaybolmasina sebep olur. Béliinmede meydana gelen hatalar ve artmis
reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu ¢ift zincir kiriklar1 yeni mutasyonlarin
kazanilmasina sebebiyet vererek tiimor gelisimini hizlandirict etki gosterir (Scott ve
Rebel 2012).

Calismanin hipotezi: “ JAK2V617F tasiyicisi kanserli hiicre hatlarinda CGAS
— STING yolagmin uyarilmasinin, yolak tizerindeki ve iligkili genlerin anlatimina
etkisinin bulunacagidir”. Bunu test etmek igin CGAS-STING yolagt ve TLR
reseptorlerinin miyeloproliferatif neoplazilerdeki (MPN) etkisi arastirilmistir. Bu
amagla MPN’lerde siklikla rastlanan JAK2V617F mutasyonun varliginda cGAS-
STING yolag1 ve ilgili TLR reseptdr genlerinin anlatimi incelenecektir. Bunun igin
JAK2V617F mutasyonunu biallelik olarak bulunduran HEL, monoallelik olarak
bulunduran SET2 ve yabani tip JAK2 bulunduran K562 hiicre hatlarindan
calisilacaktir. Calisilmak iizere se¢ilen cGAS, STING, IRF3, NFKB1, TBK1, TLR9,
STAT1, STATZ2, JAK2 genlerinin anlatimindaki degisimler arastirilacaktir. Calismada
ilgili yolaklarin uyariminin saglanmasi igin dis yiizeyi oligoniikleotit zincirleri ile
kapli altin nanopartikiiller kullanilacaktir. Nanoflare olarak adlandirilan kiiresel
niikleik asitler olan bu nanopartikiiller iizerinde tasidigi oligoniikleotit zincirleri
araciligiyla yabani ve mutant JAK2 mRNA’lariyla esleserek c¢cGAS enzimini
uyarabilecek ¢ift zincirli yapilar olusturacaktir. Ayrica bu partikiiller ilgili
mRNA’lar1 tutarak bu proteinlerin sentezinin inhibe edilmesini saglayacaktir.
Boylelikle JAK2 inhibisyonunda cGAS-STING yolagindaki etkiler gozlenerek iki
yolak arasindaki iligki arastirilacaktir.

Literatiirde ilk defa altin Nanoflare nanopartikiillerinin, tzerilerindeki
oligoniikleotitler ~ vasitasylla c¢cGAS-STING yolagmi etkileme kapasitesi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglar ilgili genlerin anlatiminda degismeler oldugunu
gostermis ve bu degisimlerin JAK2V617F mutasyonunun farkl: allelik durumlarinda

cesitlilik gosterdigi saptanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Niikleik Asit Sensdorleri ve Sinyal Yolaklar:

Hiicreler bulunduklar1 ortam ile siirekli bir etkilesim halindedir. Hiicre dis1
ortamdan gelen uyarilara ve tehditlere yanit olusturabilmek, hiicrenin i¢ dengesinin
korunmas: ve sag kalimi i¢in gereklidir. Hiicreler, ozellikle patojenik faktorleri
tanimakla gorevli dogal bagisiklik sistemi mekanizmalart  bulundurur. Bu
mekanizmalar, patojene O6zgii belirli bir yapiyr kalip tanima reseptorleri (PRR)
araciligiyla tespit ederek gerekli bagisiklik yanitini olusturacak sinyal yolaklarini aktive
eder. PRR’ler tarafindan taninan faktorler patojen-iliskili molekiiler desen (PAMP)
olarak tanimlanir (Mogensen 2009).

PRR’lar ¢aligma fonksiyonlarina gore {i¢ temel gruba ayrilirlar. Hiicre yiizeyinde
bulunan endositotik PRR’lar mikrop iliskili molekiillerin taninmasini ve hiicre igine
alinarak yikimini saglar. Opsonin olarak adlandirilan PRR’lar yabanci molekiillere
baglanarak bu faktorleri fagositoz yoluyla eliminasyona duyarli hale getirir. Son olarak
sinyal reseptorleri ligandlarma baglanmalari durumuda cesitli hiicresel bagisiklik
yolaklarini aktive edici sinyaller olugturarak hiicrelerin yabanci molekiillere kars1 aktif
hale gegmesini saglar (Jeannin ve ark. 2008).

Niikleik asitler, dogal bagisiklik sistemi tarafindan ¢esitli mekanizmalar
aracihifryla tanmabilen patojenik molekiillerdendir. Ozellikle viral ve bakteriyal
enfenksiyonlara karsi evrimlesmis bu mekanizmalar, patojen iliskili DNA ve RNA
molekiillerini tespit ederek tip I interferonlari iiretimini ve salinimini tetikler (Giirtler ve
Bowie 2013). Enfekte olan hiicrelerde iiretilen tip I interferonlar, interferon uyariml
genlerin (ISG) transkripsiyonunu arttirir. Sitokin salinimini artmasiyla ¢evre hiicrelerin
enflamatuvar yolaklarinin aktive olmasi saglanir. Ayrica tip I interferonlar adaptif
bagisiklik sisteminin uyarilmasinda rol oynar (Ivanhkiv ve Donlin 2014). Enflamatuvar
yolaklarin aktivasyonuna ek olarak niikleik asit sensdrleri, apoptoz, piroptoz ve
nekroptoz gibi programli hiicre 6liimii mekanizmalarini tetikleyerek enfekte olan

hiicrelerin eliminasyonunu saglar (Maelfait 2019).



Niikleik asit sensorleri, hiicresel lokalizasyonlarina goére endozomal ve
sitoplazmik olmak iizere iki temel gruba ayrilir. Endozomal niikleik asit sensorleri
hiicre yiizeyi, ER zar ve endozomal zarlarda lokalize olur. Bir kalip tanima reseptorii
ailesi olan Toll-benzeri reseptorlerin (TLR) baz1 iiyeleri endozomal niikleik asit sensorii
olarak gorev yapar (Mogensen 2009). TLR3 viral kaynakli ¢ift zincirli RNA’lar
(dsRNA), TLR8 bakteriyel ve viral RNA’lari, TLR13 bakteriyel 23S rRNA’lar1i, TLR9
ise metillenmemis CpG bolgelerince zengin DNA dizilerini tanir (Wu ve Chen 2014).
TLR’ler liganlarma baglanmalari durumunda, MyD88, TRIF, TIRAP ve TRAM gibi
adaptor proteinler araciligyla sinyal iletiminin olugsmasini saglar. Tiim TLR’lerin ortak
olarak kullandig1t MyD88 araci proteini NF-KB ve MAPK yolaklariin aktivasyonunda
rol oynar. Bir diger TLR araci proteini olan TRIF, TLR’lardan aldig: sinyali TRAF3 ve
TRAF6’ya iletir. TRAF6 iizerinden iletinlen sinyaller NF-KB ve MAPK yolaginin
uyarirken, TRAF3, TBK1 ve IKKi ile birlikte IRF3 fosforilasyonun saglayarak IRF3
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bu yolaklarin aktivasyonu sitokin tiretimini
tetikleyerek inflamatuvar cevabin olugsmasini saglar (Kawasaki ve Kawai 2014).

Sitozole sizmay1 basarmis eksojenik niikleik asitlerin tespitinden sorumlu olan
cesitli niikleik asit sensorleri bulunmaktadir. Bu sensorler ligadlarmma baglanmalar
durumunda dogal bagigiklik sistemini uyarici sinyaller olusturur. En bilinenlerinden
olan cGAS — STING ve AIM?2 yolaklari ¢ift zincirli DNA (dsDNA) dizilerini tespitinde
gorevli iken RLR-MAVS yolagi RNA dizilerini tanimakla gorevlidir (lurescia ve ark.
2018; Sharma ve ark. 20019). Yabanci niikleik asitlerin yani sira Sitozolik sensorler
yanlis lokalize olmus endojenik DNA molekiillerini hasar iliskili molekiiler desen
(DAMP) olarak tanir. Bu yolaklar ¢ekirdekte meydana gelen bir hasar sonucu sitozole
sizmis veya komsu hiicrelerden yayilan DNA molekiillerine kars1 inflamatuvar cevabin

olusturulmasinda rol oynar (Roers ve ark. 2016).

2.2. cGAS — STING Yolag

Sitozolik ortamdan faaliyet gosteren cGAS — STING yolag: ¢ift zincirli DNA
molekiillerinin taninmasindan sorumludur. Genomik stabilitenin kaybolmasi, kanser ve
viral enfeksiyon gibi durumlar sitozolik DNA’nin kaynagi olarak gosterilebilir. Ayrica
Oli hiicrelerden hiicrelerarasi ortama yayilan DNA zincirleri endositotik yolaklar

araciligiyla diger hiicrelerin sitoplazmalarina girebilir (Asada ve ark. 2018).



Ilk olarak, 2008 yilinda yapilan ¢alismalarda immiin uyarici DNA
molekiillerinin varliginda hiicrelerde tip I interferonlarin iiretiminde gézlenen artisin
endoplazmik retikuliimde bulunan yeni bir tip protein ile iliskili oldugu kesfedildi
(Iskikawa ve Barber 2008). interferon genlerinin uyaricisi olarak adlandirilan STING
proteininin, cGAS enzimi tarafindan sentezlenen cGAMP sinyal molekiilleri tarafindan

uyarildigi 2013 yilinda ortaya ¢ikarildi (Sun ve ark. 2012).
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Sekil 2-1: cGAS — STING yolagi isleyis semas1 (Kwon ve Bakhoum 2019).

Sitozolik ortama giren DNA molekiilii ilk olarak cGAS enzimi tarafindan taninir. DNA ile birlesmesi tizerine
dimerize olan cGAS enzimleri, cGAMP sinyal molekiillerinin iretimini gergeklestirir. ER’de lokalize halde bulunan

STING proteini cGAMP’lerce uyarilarak golgiye gecis yapar. Burada kendisine baglanan TBK1’ler araciligiyla IRF3
transkripsyon faktorlerinin fosforilasyonunu gergeklestirir. Dimerize olan IRF3’ler ¢ekirdege gecerek gen anlatimini
etkiler (Kwon ve Bakhoum 2019).

Bir niikleotidil transferaz enzimi olan cGAS B-tipi ¢ift zincirli DNA molekiiliine
baglanarak aktif forma gecer. Sekil 2.1’de gosterildigi tizere cGAS’in aktif forma
gecmesine sebep olan DNA molekiilleri hiicreye disaridan, DNA viriisleri veya hiicre-

dis1 vezikiiller araciligiyla aktarilabilecegi gibi hiicrenin c¢ekirdeginden sitozele sizan



kendi DNA’s1 da ¢cGAS’in uyarilmasina sebep olabilir. Aktif cGAS enzimi substratlari
olan GTP ve ATP molekiillerini kullanarak c¢cGAMP molekiillerinin sentezini
gerceklestirir (Wan ve ark. 2020). cGAMP sinyal molekiilleri, ER’de bulunan STING
proteinine baglanarak, STING’in aktivasyonunu saglar. Aktive olan STING, ER’den
golgiye transloke olur. Golgi iizerideki STING’e, TBK1 veya IKK kinazlari baglanarak
STING’i fosforile eder. STING iizerindeki TBKI1, IRF3 transkripsyon faktoriinii
fosforile ederek aktive ederek dimerizasyonuna sebep olur. Diger yandan IKK, NF-kB
inhibitoriinii (IkBa) fosforile ederek bu inhibitoriin ubikiitinasyonuna neden olur.
Ubikiitillenen 1kBa proteozomlarca pargalanmasiyla, NF-kB transkripsiyon faktorii
inhibisyondan kurtularak serbest kalir. Aktive olan IRF3 dimerleri ve NF-kB ¢ekirdege
gecerek tip I interferonlarin promotor bolgelerine baglanir ve bu genlerin anlatimini
tetikler (Zitvogel 2015). Tip | interferonlar, antiviral etkili genlerin anlatimini arttirir.
Ayrica dogal oldiiriicii hiicreler ve T lenfositler gibi bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonunu saglayarak adaptif ve dogal bagisiklik sisteminin etkinligini saglar

(Wang ve ark. 2017).

2.2.1. Kanser ve cGAS — STING Yolag Tliskisi

Tiimdr hiicreleri saglikli hiicrelerin aksine yogun miktarda sitozolik DNA’ya
sahiptir. Bu durumun temel sebebi kanserlerde gozlenen genomik stabilitenin kaybidir.
Kontrolsiiz boliinme dongiisii ve artmis metabolik faaliyet hiicrenin cekirdeginden
sitozole DNA gegisine sebep olur. Kromozomlarin ayrilmasi sirasinda meydana gelen
hatalar, iginde DNA barindiran mikroniikleer yapilari olusturur. Oldukg¢a hassas olan bu
yapilarda meydana gelen yirtilmalar DNA’y1 sitozole tasir. Kanserlerde gozlenen artmis
sitozolik DNA’nin bir diger kaynagi da mitokondriyal DNA (mtDNA)’dir. Timor
hiicrelerindeki  yiiksek metabolik aktiviteden dolayr olusan oksidatif stres
mitokondrilerden sitozole DNA geg¢isine sebep olmaktadir (Asada ve ark. 2018).

Timor hiicrelerinde gozlenen sitozolik DNA ve kromatin pargaciklari, cGAS —
STING yolagmi aktivasyonunu tetikler (Asada ve ark. 2019). Ayrica, dentritik hiicreler
gibi fagositotik hiicrelerce yutularak sitoplazmaya alinan tiimor hiicrelerine ait DNA nin
bir kismi sitozole gecerek c¢GAS’in uyarilmasimi saglayabilir (Wang ve ark. 2017).
STING aktivasyonuyla stimiile olan tip I interferon liretimi ve hiicresel yaslanma iliskili

fenotip (SASP) faktorlerinin salinimi timdr gelisiminin baskilanmasinda etkilidir (Yang



ve ark. 2017). Tip I interferonlar tiimor hiicrelerinin immiinojenitesini arttirarak, bu
hiicrelerin bagisiklik hiicreleri tarafindan tespitini kolaylastirir. STING aktivasyonu
sonucu artan sitokin salinimi, tiimor mikrocevresine daha ¢ok sayida bagisiklik
hiicresinin girmesini saglayarak tiimor gelisimini yavagslatici etki gosterir (Schadt ve
ark. 2019). cGAS — STING yolaginda gorevli protein ve genlerin cesitli kanserlerde
baskilandig1 ve bu durumun hiicrelerin tiimor baskilama kapasitelerini azalttig1 gesitli

calismalarda gosterilmistir (Xia ve ark. 2016; Yang ve ark. 2016; Song ve ark. 2017).

2.3. Miyeloproliferatif Neoplaziler

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), kan hiicrelerinin iiretiminden sorumlu
hemotopoetik kok hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu hematopoez
dengesinin bozulmasiyla ortaya c¢ikan kan hastaliklaridir. Mutasyonlar sonucu, kan
hiicrelerinin tiretimini kontrol eden hiicresel yolaklar dis sinyallerden bagimsiz olarak
stirekli aktif hale geger. Bu durum olgunlasmis kan hiicreleri olan lenfosit, eritrosit ve
plateletlerin bir ya da birka¢inin asir1 tiretimine sebep olur (Tremblay ve ark. 2021).

MPN’lerin siniflandirilmasinda kullanilan temel ayrimlardan biri Phildelphia
kromozomunun (Ph) bulunma durumdur. 9. ve 22. kromozomlar arasinda gerceklesen
t(9;22)(q34;q11) translokasyonu sonucu olusan hibrit Philedelphia kromozomunu
varliginda gelisen MPN’ler Ph-pozitif olarak simiflandirilir. Kronik miyeloid 16semi
(KML) Ph-pozitif bir MPN’dir (Van Etten ve ark. 2011). Ph kromozomu iizerindeki
BCR-ABL1 fiizyon geni KML hastaliginin temel molekiiler belirtecidir (Ross ve
Mgbemena 2014). Ph-negatif MPN’ler olarak siniflandiralan ii¢ temel hastalik
bulunmaktadir. Bunlar polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET) ve
miyelofibroz (MF)’dur (Nangali ve Green 2017). PV, eritrositlerin asir1 bir sekilde
iiretilmesiyle karakterize olan bir hastaliktir. Buna bagh olarak kanda artmis hematokrit
oran1 ve yiiksek hemoglobin konsantrasyonu gozlenir. ET’lerde, kan pihtilagmasinda
gorevli trombosit hiicreleri ve megakaryositlerin asir1 tiretimi s6z konusudur. MF’lerde,
kemik iliginin fibrotik bir yapiya biiriinmesi ile beraber anormal megakaryosit ve
graniilositlerin tiretimi g6zlenir (Viny ve Levine 2014).

Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerde gerceklesen somatik mutasyonlar
MPN’lerin ortaya cikmasina sebep olur. Ph-negatif MPN’ler karsilagilan baslica
mutasyonlar JAK2, CALR ve MPL genlerinde gézlenen mutasyonlardir. Karsilagilan

mutasyonlart sikligr  farkli tip MPN’lerde degisiklik gosterir.  MPN iliskili



mutasyonlardan en sik karsilagilani olan JAK2V617F mutasyonu PV’lerin %95’inde,
ET ve MF’lerin ise yaklasik olarak yarisinda gézlenmektedir. Mutasyon sonucu JAK2-
STAT yolag: siirekli aktif hale gelerek kontrolsiiz hiicre boliinmesini tetikler (Viny ve
Levine 2014). JAK2V617F negatif PV’lerde nadir olarak JAK2 geninde ekzon 12
mutasyonlart gozlenir. ET lerin, % 50 — 60 ‘inda JAK2V617F, %30’unda CALR ve
yaklasik % 5’inde MPL geni mutasyonlar1 goriiliir. MF’de ise JAK2 ve CALR oranlari
ET’lerle benzer olup MPL geni mutasyonlar1 %8 olarak gozlenir (Grabek ve ark. 2020).

2.3.1. JAK — STAT Yolag

JAK — STAT yolagi, hiicrenin sitokinler ve biiyiime faktorlerini gibi sinyallerin
alinmasinda ve iletilmesinde sorumlu bir sinyal ileti yolagidir. Hiicre bdliinmesi,
farklilagsma, migrasyon ve apoptoz gibi pek¢ok dnemli hiicresel yanitin olusumunda rol
oynamaktadir (Harrison 2012).

Janus kinaz (JAK) ailesi sitokin aracili sinyallerin iletiminde goérevli reseptor
olmayan tirozin kinazlardir. Memelilerde JAK ailesi, JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2
olmak tizere dort adet iiyeden olusur. Sitokin reseptorlerinin sitozolik kisimlarinda
lokalize olan JAK proteinleri, amino uglarinda bulunan FERM alanlart araciligiyla
reseptore baglanir. Sitokine reseptoriine ligandin baglanmasi durumunda aktive olan
JAK lar, reseptorii fosforile ederek diger sinyal molekiillerinin reseptore baglanmasi

i¢in uygun ortami olusturur (Yamaoka ve ark. 2004).
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Sekil 2-2: JAK-STAT yolaginin ¢alisma mekanizmasi (Hin Tang ve ark. 2020)

Ligandin reseptore baglanmasi {izerine aktive olan JAK’lar reseptorii fosforile ederek STAT proteinlerinin
baglanmasini saglar. Reseptore baglanan STAT proteinleri JAK larca fosforile edilmeleri sonucu dimer olusturarak

cekirdege gecis yapar (Hin Tang ve ark. 2020)

Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) ailesi sitokin sinyal
yolaklarinda gorevli sitozolik transkripsiyon faktorleri olan proteinlerdir. Memelilerde
STATL, 2, 3, 4, 5a, 5b ve 6 olmak tlizere yedi adettirler. Interferon ve interlokin gibi
sitokinler, biiylime faktorleri ve hormonlar tarafindan gesitli yolaklar iizerinden aktive
edilebilirler (Lim ve Cao 2006)

Interferonlar, JAK-STAT yolagini aktive eden sitokinlerdendir. Dogal bagisilik
sisteminin viral enfeksiyonlara karsi cevap olusturmasinda goérev alir. Tip I ve tip 11
olmak tizere iki temel sinifa ayrilan interferonlarin pek ¢ok alt tipi mevcuttur (Majoros
ve ark. 2017). Hiicre yiizeyinde bulunan interferon reseptorleri (IFNAR) araciligiyla
hiicrelerin uyarilmasini saglarlar. IFNAR’lara baglanan interferonlar, reseptorlere bagh
bulunan JAK’ larin otofosforilasyonunu tetikleyerek JAK-STAT sinyal yolagini
uyarilmasini saglar (Platanias 2005).

Hiicre boliinmesi, farklilasmasi ve apoptoz gibi hiicre i¢in hayati 6nem tasiyan
olaylar1 kontrol etmesi sebebiyle JAK — STAT yolaginda karsilasilan bozulmalar kanser

olusumunu tetiklemeye meyillidir. Yolagin siirekli aktivasyonuna sebep olacak sitokin
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tiretimindeki bozulmalar, yolak tizerindeki genlerdeki mutasyonlar ve STAT lar1 aktive
edebilecek diger onkogenlerdeki mutasyonlar hiicre dongiisiiniin regiilasyonunu bozarak
tiimor gelisimine sebep olabilir. Ozellikle JAK kinazlarinda goriilen aktive edici
mutasyonlar hematolojik malignitelerle iligkilidir (O’shea ve ark. 2015).

JAK2 geninde ortaya ¢ikan JAK2V617F mutasyonu  Ph-negatif
miyeloproliferatif neoplaziler olan polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET)
ve miyelofibroz (MF) siklikla karsilasilan bir mutasyondur. JAK2 proteinin otoregiilator
gorevi goren psddokinaz JH2 alani ligand bagli olmadig1r durumlarda kinaz 6zelligine
sahip JHI alani ile etkileserek aktivitesini durdurur. Mutasyon sonucu JAK2 geninin 14.
ekzonunda bulunan 1849. niikletid olan guanin niikleotidinin timine doniismesi, 617.
aminoasit olan valinin, fenilalanine déniismesine sebep olur (Maddali ve ark. 2020). Bu
doniistim JH2 alaninin otoinhibitor etkisini ortadan kaldirir. Bu durumdan dolay1 JAK2
proteini ligand baglanmasindan bagimsiz olarak sitokin reseptoriinii fosforile eder ve
yolagin alt kademelerine sinyallerin gonderilmesine sebep olur (McLornan ve ark.
2006).

JAK2’nin siirekli aktif hale gelmesi STAT sinyal iletici proteinlerinin
fosforilasyonuna ve bu vyolla hiicreye siirekli olarak bdoliinme sinyallerinin
gonderilmesine sebep olur. Bu durum hematopoetik kok hiicrelerini, eritropoetin ve
trombopoetin gibi biiyiime faktorlerinden bagimsiz olarak yeni kan hiicreleri {iretir hale
getirir.  Hizli ve kontrolsiiz bir sekilde gergeklesen hiicre bolinmesi genom
biitiinliigiiniin bozulmasia sebep olur (Scott ve Rebel 2012). Kromozomlarin anafaz
evresinde ayrilmada gecikmesi bdliinme sonrast mikroniikleus yapilarinin olugmasina
sebep olur (Luzhna ve ark. 2013). Bu yapilarin yirtilmasiyla sitozole gecen DNA
molekiilleri, hiicre tarafindan g¢esitli mekanizmalarla tehdit sinyali olarak algilanarak
inflamasyonun tetiklenmesine sebep olabilir. Bir diger yandan hiicrelerde gozlenen
artmisg metabolik aktivite, genomda ¢ift zincir kiriklarina sebep olabilen reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olugmasina sebebiyet verir. DNA hasarinin onarilmamasi genomda
yeni mutasyonlarin olusmasia neden olarak neoplastik gelisimi hizlandirir (Scott ve

Rebel 2012).
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2.4. Kiiresel Niikleik Asit Teknolojisi

Yasamin temel molekiilleri olan niikleik asitlerin, kanser ve cesitli genetik
bozukluklarin tedavisinde kullanim1 giderek yayginlagsmaktadir. Gen anlatimini
transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde etkileme potasiyeline sahip olan bu
molekiiller etkin tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli role sahiptir (Kapadia ve
ark. 2018). Ancak niikleik asitlerin tedavide kullanimini sinirlandiran bazi faktorler
mevcuttur. Cevresel etkenlerden kolaylikla etkilenebilen molekiiller olan niikleik
asitlerin, hiicrelere etkinlikleri korunmus bir halde aktarimi asilmasi gereken bir engel
olarak 6ne ¢ikmaktadir (Silva ve ark. 2015). Bu soruna kars1 gelistirilen yontemlerden
biri de Chad Mirkin ve meslektaslari tarafindan 1996 yilinda gelistirilen kiiresel niikleik
asitlerdir (Cutler ve ark. 2012).

Kiiresel niikleik asitler (SNA), bir ¢ekirdek etrafinda siki bir sekilde
paketlenerek organize edilmis oligoniikleotit dizileriden olusan nano yapilardir.
SNA’larin boyutlar1 5 — 45 nm civaridan ¢esitlilik gosterir. Temel olarak ¢ekirdek ve
niikleotit kism1 olmak {iizere iki kisimdan olusmaktadirlar. SNA’larinda merkezinde
bulunan ¢ekirdek, niikleotit dizilerinin tutunmasi i¢in bir iskele gorevi goriir. Niikleotit
dizilerinin niikleazlardan korunmasini saglar (Cutler ve ark. 2012). Genellikle altin ve
glimiis gibi soy metallerden iretilir. Metallerin yani sira lipit, protein ve sentetik
polimerlerin kullanildigi SNA’lar da mevcuttur (Li ve ark. 2018). SNA’larin niikleotit
kisminda ise amaclanan hedefler dogrultusunda biyolojik aktivite gosterecek sekilde

dizayn edilmis tek veya ¢ift zincirli niikleotit dizileri bulunmaktadir (Cutler ve ark.
2012).
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Sekil 2-3 Cesitli kiiresel niikleik asit yapilar1 (Barnaby ve ark. 2015)

Hiicre zar1 ve biyolojik bariyerleri gecebilme 6zelligine sahip olan SNA’lar, gen
anlatim ¢aligmalari, ilag molekiillerinin aktarimi ve gen terapisi gibi pek¢ok alanda
kullanilmaktadir (Barnaby ve ark. 2015). Dogada bulunan niikleik asit formlarinin
aksine sahip oldular1 ii¢ boyutlu yapi, SNA’lara artmis stabilite ve hiicre i¢ine aktarim
kolaylig1 saglamaktadir (Cutler ve ark. 2012). Endositoz ile hiicre i¢ine alinan SNA’lar,
bu 6zellikleri sayesinde hiicrelerin transfekte edilmesi agamasinda yardimei bir vektor
kullanilmasi zorunlulugunu ortadan kaldirmaktadir (Li ve ark. 2018). Kan-beyin ve kan-
timor gibi biyolojik bariyerlerden gecebilen SNA’lar ila¢ molekiillerinin viicudun
cesitli noktalarina tasinmasina olanak verir. Yiiksek gecirgenligi, toksik nitelik
tasimamast ve immiin reaksiyon tetiklememesi SNA’lar1 etkili bir ila¢ tasima araci
yapmaktadir (Barnaby ve ark. 2015).

Negatif yukli yapilar olmalarima ragmen hiicre zarindan kolayca gecebilme
ozelligine sahip olan SNA’lar, hiicre zarinda bulunan A sinifi scavenger reseptorlerine
baglanarak endositoz yoluyla hiicre i¢ine girmektedir. SNA’larin endositozu, hiicre zar1
tizerindeki lipit raftlar1 adi verilen OGzellesmis bolgelerden gergeklesmektedir.
Endositotik yolaklarda gorevli hiicre zar1 proteinleri olan kaveolinler SNA

endositozunda rol oynamaktadir (Choi ve ark. 2013).



13

2.4.1. RNA-Hedefli Kiiresel Niikleik Asit Partikiilleri: Nanoflare

Nanoflare, sitoplazmada bulunan belirli bir mRNA’y1 tespit etmeye olanak
saglayan bir kiiresel niikleik asittir. Uzerinde bulunan tanimlayici niikleotit zincirleri,
tespit edilmek istenilen mRNA zinciri ile eslestiginde Nanoflare’in yapisinda bulunan
floresan molekiilleri serbest kalarak i1sima yapar. Bu sinyal florasan mikroskobu ve
akim sitometri gibi yontemler ile takip edilerek mRNA’nin hiicre i¢indeki varligi tespit
edilir. Hicrelerin lize edilmesinin gerektigi mRNA tespit yontemlerinin aksine
Nanoflare’ler ile yapilan g¢alismalarda hiicrelerin canliligi korunur (Seferos ve ark.
2007).

Cy5 Reporter Flare 3-/"\/"§-5

Recognition Sequence 5-5"w/"v™-SH-3'
(Antisense DNA)

Sekil 2-4: Nanoflare calisma prensibi (Seferos ve ark. 2007)

Florasan molekiiliinii tasiyan mesajc1 dizi, tanima dizisine mRNA’nin baglanmasi durumunda ayrilarak isima

olugmasini saglar (Seferos ve ark. 2007).

Nanoflare partikiillerinin boyutlar1 yaklasik 13 nm’dir. Bir partikiil {izerinde
yaklagik 150 — 200 niikleotit zinciri tasiyabilir. Tanimlayic1 niikleotit zincirlerinin
uzunluklar1 18 — 20 baz ¢ifti kadardir. Bu uzun zincirlere, komplementer kisa mesajci
diziler bagli olarak durur. Florasan molekiilleri, ortamda hedef mRNA molekiilii
olmadig1 durumda altin ¢ekirdege yakin konumda bulunurlar. Altin ¢ekirdek, florasan
molekiillerini séniimleyerek sinyal olusumunu engeller. Altin elementinin soniimleyici
etkisi standart olarak kullanilan florasan soniimleyici molekiillere gore yiiksek

oldugundan, Nanoflare’ler daha diisiik oran yanlis pozitif sonu¢ vermektedir (Seferos ve
ark. 2007).
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Nanoflare’ler etkinliklerini gosterebilmeleri i¢in sitozole ge¢melidir. Endositoz
ile hiicre i¢ine alinan Nanoflare’ler ilk olarak erken endozomlarin i¢inde lokalize olur.
Nanoflare’lerin endozomdan kagisi, endozomun olgunlasmasi siirecinde meydana gelen
yirtilmalar sonucu gergeklesir. Endozomdan sizarak etkinlik gosterebilen Nanoflare’ler,

baslangigta uygulanan miktarin diisiik bir kismini olusturur (Wu ve ark. 2014)

2.4.2. Kiiresel Niikleik Asitlerin Kanser ve Gen Anlatim Calismalarinda Kullanimi

Kiiresel niikleik asitlerin ve altin partikiillerin kanser belirteglerinin tespitinde
kullanilmas1 giderek yayginlasan bir strateji olarak One cikmaktadir. Nanoflareler
kanserli hiicrelere has molekiiler belirtecler ile esleserek florasan bazli yontemler ile bu
hiicrelerin tespitine olanak saglamaktadir. Sozer ve ark. (2014) tarafindan yapilan
calismada miyeloproliferatif neoplazilerin belirteci olan mutant JAK2V617F ve yabani
JAK2 mRNA’sma 6zgii Nanoflareler kullanilarak kanserli hiicrelerin tespiti akim dlger
cihaz1yla yapilmistir. Pan ve ark. (2013) TKZ1, survivin, c-myc and GalNAc-T olmak
tizere dort farkli gene 6zgii dizileri tasiyan Nanoflare partkiillerini kullanarak bu dort
genin kanserli hiicrelerdeki mRNA oranlarini florasan bazli metotlar ile tespit etmistir.
Altin Nanoflare partikiillerinin kullanildig1 tedavi ¢alismalar1 da mevcuttur. Chenab ve
ark. (2019) yaptigi calisgmada mitoksantron ve doksorubisin ilag molekiilleri
Nanoflareler araciligiyla kanserli hiicrelere aktarimi yapilmistir.

Kiiresel niikleik asitler, gen anlatiminin diizenlemesinde kullanildig1 ¢alismalar
mevcuttur. Sun ve ark. (2019) yaptig1 calismada, yanlizca kanser hiicrelerinde iiretilen
ve telomeraz aktivitesini arttirarak tiimor gelisimini hizlandiran hTERT enziminin
mRNA’smin  bloklanmasinda SNA’lar kullanilmistir.  hTERT’in  bloklanmasiyla
saglanan telomeraz inhibisyonu kanserli hiicrelerin gelisimini baskiladig1 gosterilmistir.
Holmes ve ark. (2020) yaptig1 ¢alismada SNA’lar cilt gesitli cilt hastaliklarinin tedavisi
amaciyla kullanilmistir. Sedef hastaligiyla iligkili TNF-alfa ve interlokin-17A
reseptorlerine spesifik SNA’lar kullanilarak fare modellerinde bu proteinlerin

anlatiminin azaltilmasi saglanmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Hiicre Hatlar1

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikler Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Tablo 3-1: Kullanilan hiicre hatlar1 ve dzellikleri.

Hiicre Hatti Organizma  Hiicre Tipi Hastahk JAK?2
HEL Homo Sapiens Eritroblast Eritrolosemi JAK2V617F (+) Biallelik
_ Megakaryoblastic )
SET2 Homo Sapiens Megakaryoblast g JAK2V617F (+) Monoallelik
0os€mi

_ Kronik Miyeloid o
K562 Homo Sapiens Lenfoblast . JAK2 Yabanil Tip
Losemi

3.1.2. RNA Hedefli Altin Nanopartikiiller

Calismada kullanilan RNA hedefli nanopartikiiller ticari olarak satin alinmistir.

Iki cesit partikiil kullanilmis olup 6zellikleri asagidaki gibidir.

1. Yabani tip JAK2 mRNA’s1 Hedefli Cy5 Boyasiyla Konjuge Nanoflare
2. Mutant tip JAK2V617F mRNA’st Hedefli Cy3 Boyasiyla Konjuge

Nanoflare



3.1.3. Kullamilan Kitler

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikler Tablo 3.2°de gdsterilmistir.

Tablo 3-2: Kullanilan kitler
SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jenna Bioscience)

gPCR SybrMaster (Jenna Bioscience)

Total RNA Purification Kit (Jenna Bioscience)

3.1.4. Kullamilan Cihazlar

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikler Tablo 3.3°de gdsterilmistir.

Tablo 3-3: Kullanilan Cihazlar

Microfuge 16 Centrifuge (Beckman - Coulter)
Nanodrop 2000 Spectophotometer (Beckman - Coulter)
Allegra X-15R Centrifuge (Beckman - Coulter)

Light Cylcler 480 (Roche)

T100 Thermal Cycler (Bio-rad)

16
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3.1.5. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikler Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3-4: Kullanilan kimsayal maddeler

IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) (Gibco)

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute1640 Medium)
(Gibco)

Etil alkol

izopropanol

PBS (Fosfat Tampon Cozeltisi) (HyClone)
FBS (Fetal Bovine Serum) (HyClone)
DMSO (Dimetil Stilfoksit)

Penisilin/Streptomisin

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Hatlarimin Kiiltiiri

Calismanin ilerdeki adimlar i¢cin gerekli olan sayida canli hiicre elde etmek
tizere SET2, HEL ve K562 hiicre hatlar kiiltliir edilerek ¢ogaltildi. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinin tiimii Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii hiicre kiiltiirii

laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.2.1.1. Hiicre Hatlarimin Eritilmesi

Siv1 azot tankinda -196°C sicaklikta, %10 DMSO iceren dondurma medyasi
icinde muhafaza edilen hiicre hatlar eritilerek kiiltiire baslandi. Eritme asamasinda

hiicreleri DMSO’nun toksik etkisiden korumak ve 1s1 stresinden kaynakli hiicre kaybini
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en aza indirmek i¢in eritme prosediiriiniin adimlar1 hizli bir sekilde gerceklestirildi.

Eritme asamasinda asagidaki adimlar izlendi.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

2 mL’lik cyro tiipler igindeki hiicreler 37°C’deki su banyosunda hizli bir
sekilde eritilir.

Eriyen DMSO’lu dondurma medyas: i¢indeki hiicreler 15 mL’lik santrifiij
tiiptine aktarilir.

Hiicrelerin {izerine 6nceden 37 °C’de bekletilmis 5 mL besi yeri damla damla
eklenir. Ekleme sirasinda tiip hafifce sallanarak hiicrelerin homojen bir sekilde
dagilamasi saglanir.

Tiip 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okmesi saglanir.

Ust s1v1 atilir.

Tiipiin dibinde kalan pellet ikinci yikama asamasi icin 5 mL besi yerinde
tekrardan siispense edilir. 4. ve 5. Adimlar tekrar edilir.

Pellet yeterli miktarda besi yeri ile siispense edilir.

Hiicreler 6-kuyulu plaklara ekilir.

3.2.1.2. Hiicre Hatlarimin Biiyiitiilmesi

Hiicrelerin biiyiime ve canliliklar1 giinliikk olarak 1s1tk mikroskobuyla kontrol

edildi. Her 48 saatlik periyotlarda besi yeri degisimi yapildi. Hiicreler 37°C’de %5 CO-

kosullarinda inkiibe edildi. Her hiicre hatt1 i¢in kullanilan besi yeri icerikleri Tablo

3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3-5: Hiicre hatlarinin kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerikleri

SET?2 K562 HEL
Kiiltiir Medyas1 RPMI-1640 IMDM RPMI-1640
FBS %20 %10 %10

Penisilin+Streptomisin - %1 %1 %1
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3.2.1.3. Hiicre Sayimi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda ve deneylerde hiicre sayimi islemi hemositometre

aletiyle gerceklestirildi. Hemositometre ile hiicre sayiminda asagidaki adimlar izlendi.

1) Sayimi yapilacak hiicre siispansiyonundan alinan 10 uL 6rnek, besiyeri veya

PBS ile %1 oraninda seyreltilir.

2) Seyreltilen 6rnek 1:1 oraninda olacak sekilde trypan mavisi ile karigtirilarak

boyama yapilir.
3) Ornek — boya karisimindan 10 pL alinarak hemositometreye yiiklenir.

4) Isik mikroskobu altinda sayim yapilir. Trypan mavisi tarafidan boyanan

hiicreler 6lii oldugundan sayilmaz.

5) (Sayilan Hiicre/4) x 2 x 102 x10* formiilii kullanilarak 1 mL’lik hacimde

bulunan hiicre sayisi1 belirlenir.

6) Hesaplanan deger sayim yapilan hiicre siispansiyounun hacmi ile ¢arpilarak

toplam hiicre sayis1 belirlenir.

3.2.2. Altin Nanopartikiil Uygulamalari

Ug farkli tip altin nanopartikiilii hiicreler iizerinde test edildi. Bu amagla
hiicreler, 30 dakika, 1, 1.5, 2, 24, 48 ve 72 saat olmak tlizere farkli zaman araliklarinda
partikiillere maruz birakildi. Hiicrelerin partikiiller ile muamelesinde asagidaki adimlar

izlendi.

1) 24-kuyulu kiiltiir plaklarinda her kuyu i¢in 300.000 hiicre 500 pL besiyeri
icinde ekildi. Her kosul i¢in 3 kuyu hazirlandu.

2) JAK2-WT Cy5, JAK2V617F Cy3 ve Scramble nanopartikiiller 200 pM
konsantrasyonda uygulandi. Bunun i¢in 100 nM konsantrayondaki ana stok
1:20 oraninda PBS ile seyreltilerek 5 nM’a diistirtiildii.

3) 500 uL besiyeri igindeki hiicrelere 5 nM’lik nanopartikiil ¢6zeltisinden 20
puL eklenerek 200 pM partikiil konsantrasyonu saglandi.



4)

5)
6)
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Kiiltiir plaklar1 37 °C’de % 5 COz ortaminda belirtilen siirelerde inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda kuyulardaki hiicreler 1.5 mL’lik tiiplerde toplandh.
Hiicreler 2500 rpm’da 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust sivi atildu.

Pellet olarak toplanan hiicreler RNA izolasyonunda kullanildi.

3.2.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Jenna Bioscience Total RNA Purification Kit Kullanildi.

Izolasyon kitin kendi prosediiriindeki adimlar takip edilerek gerceklestirildi.

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

1,5 mL’lik eppendorf tiipii i¢inde pellet halinde bulunan hiicrelerin iizerine
500 pL lysis buffer eklendi. Vorteks cihaziyla 10 saniye boyunca karistirildi.

300 pL isopropanol hiicrelere eklendi. Vorteks cihaziyla 10 saniye boyunca
karigtirildi.

Ornek say1s1 kadar toplama tiipiiniin iizerine izolasyon kolonlar1 yerlestirildi.

100 nL kolon aktivasyon soliisyonu kolonlara eklendi.

Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan siv1 atildi.

Hiicre lizatlar1 kolonlara eklendi.

Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan siv1 atildu.

700 pL birinci yikama soliisyonu kolonlara eklendi.

Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan siv1 atildi

10) 700 uL ikinci yikama soliisyonu kolonlara eklendi.

11) Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan s1v1 atildi

12) Kolonlar 10.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan

s1vi atildi.

13) Kolonlar toplama tiiplerinden alinarak 1,5 mL’lik eppendorflara yerlestirildi.

14) 40 pL eliisyon soliisyonu kolonlara eklenerek 1 dakika bekletildi.
15)Kolonlar 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA alt kisimdaki

eppendorflarda toplandi.

Elde edilen RNA’larm konsantrasyonu Thermo Scientific NanoDrop™ 2000

cihaziyla ol¢iildii.
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3.2.4. cDNA Sentezlenmesi

Elde edilen RNA’lar iizerinden cDNA sentezlendi. cDNA sentezi i¢in baslangi¢
RNA miktar1 100 ng olarak belirlendi. ¢cDNA sentezi Jenna Bioscience SCRIPT cDNA
Synthesis Kit ile yapildi. Sentez kitin kendi prosediiriindeki adimlar takip edilerek
gergeklestirildi.

1) 100 ng RNA igeren hacimde RNA ekstrati, 10 pL.’de 2 uM olacak sekilde
oligo-(dT)20 ve 2 uM random hexamer primerleri ile karistirilir.

2) Tiipdeki karisimin son hacmi 10 pL olacak kadar saf su eklenir.

3) Karisim thermocycler cihazinda 70°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

4) Inkiibasyon sirasinda cDNA sentez karisimi hazirlanir. 20 pL reaksiyon
hacmi i¢in, 1X SCRIPT RT buffer, 2 mM dNTP mix, 5 mM DTT Stock, 40
birim Rnase Inhibitor, 100 birim SCRIPT Reverse Transcriptase olacak
sekilde hazirlanir. Hacim saf su ile 20 pL’ye tamamlanr.

5) Hazirlanan karisim, RNA-primer karisimina eklenir.

6) Karisimlar Thermal Cycler cihazinda Tablo 3.4’te gdsterilen programda

inkiibe edilir.

Tablo 3-6: Thermal cycler cihazi cDNA sentez program ayarlari

Asama Siire (dKk) Sicaklik (C)
On inkiibasyon 10 42
Sentez 60 50
Ters Transkriptaz Inaktivasyonu 10 70

3.2.5. Ger¢cek Zamanh Kantitatif PZR (rt-gPCR)

SET2, HEL ve K562 hiicre hatlar1 JAK2-Cy5, JAK2V617F-Cy3 ve Scramble
partikiilleri olmak tizere {i¢ farkl tip nanopartikiile gesitli inkiibasyon siirelerinde maruz
birakildi. Tim bu kosullar altinda cGAS-STING yolagiyla iligkili genlerin
anlatimindaki degisimler gercek zamanli PZR analiz edildi. Calisilan genler ve primer

dizileri Tablo 3.7’de gosterilmistir. Referans geni olarak ACTB geni kullanildi.



22

Tablo 3-7: Test edilen genler ve ger¢ek zamanli PZR analizinde kullanilan primer dizileri

Genler Diiz Zincir Primer Dizisi (5’- | Ters Zincir Primer Dizisi (5°-3)
3’)
cGAS TAA CCC TGG CTT TGG AAT CAA | TGG GTA CAA GGT AAAATGGCTTT
AA

STING GAG CAG GCC AAACTC TTC TG TGC CCA CAG TAACCTCTT CC

IRF3 TCT GCC CTC AAC CGC AAAGAA | TACTGC CTC CAC CATTGG TGTC
G

NFKB1 GCAGCACTACTTCTTGACCAC | TCT GCT CCT GAG CAT TGACGTC
C

TBK1 CAA CCT GGA AGC GGC AGA GTT ACCTGGAGATAATCTGCTGTCGA
A

TLR9 TGAGCCACAACTGCATCTCGA CAGTCGTGGTAGCTCCGTGAAT

STAT1 ATGGCAGTCTGGCGGCTGAATT CCAAACCAGGCTGGCACAATTG

STAT?2 CAGGTCACAGAGTTGCTACAGC CGGTGAACTTGCTGCCAGTCTT

JAK2 CCAGATGGAAACTGTTCGCTCAG GAGGTTGGTACATCAGAAACACC

ACTB CCA ACC GCG AGA AGA TGA CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG

Gergek zamanli PZR analizi Jenna Bioscience qPCR SybrMaster kiti kullanildi.
Analizler Roche LightCycler 480 cihaziyla yapildi. 96-kuyulu PZR plaklarma her
kuyuya Tablo 3.6°da gosterilen miktarda malzemeler eklendi. 100 ng RNA ile
hazirlanan cDNA’lar Rnaz i¢cermeyen saf su ile 1:10 oraninda seyreltilerek kullanildi.

Reaksiyon hacmi 10 pL olarak belirlendi.
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Tablo 3-8: Gergek zamanli PZR malzemeleri ve miktarlari

Malzemeler Eklenen Hacim Reaksiyon Konsantrasyonu
Sbyr Master Mix (2X) 5uLl 1X

Diiz Zincir Primer (10 pM) 0,5 uL 500 nM

Ters Zincir Primer (10 pM) 0,5 uLb 500 nM

cDNA (%10) 2ul -

Saf Su 2 uL -

45 dongii olarak uygulanan PZR kosullar1 Tablo 3.9’de gosterilmistir.

Tablo 3-9: LC480 qPZR program ayarlari

Asama Sicaklik (°C)  Siire (sn)
Denatiirasyon 95 10
Hibridizasyon 60 10
Uzama 72 10

3.2.6. Gercek Zamanh PZR Verilerinin Analizi

Gergek zamanli PZR analizlerinde her 6rnek ve kosul igin iki es kuyu
hazirlanarak deneyler gerceklestirildi. Es kuyulardan elde edilen ct degerlerinin
ortalamasi alinarak hesaplamalar yapildi. Ct degerlerindeki degisim (Act), her bir genin
ortalama ct degerinden ayni kosullardaki referans genin ortalama ct degeri ¢ikarilarak
hesaplandi. Relatif gen anlatimin hesaplanmasinda AAct metodundan yararlanildi.
Bunun igin herbir gen i¢in elde edilen Act degerinden, o genin herhangi bir uygulama
yapilmamis kontrol grubu hiicrelerindeki Act degeri ¢ikarilarak AAct degeri hesaplandi.
Elde edilen degerler ile 27(-AAct) formiilinden yararlanilarak gendeki degisimin

kontrole gore kag¢ katinda ¢iktig1 hesaplandi.
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Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi asamasinda ANOVA
metodu kullanilmistir. Istatistiksel analizlerde p degeri %5 olarak baz alinmistir.
Istatistiksel analiz ve grafiklerin olusturulmasinda Prism GraphPad yazilimi

kullanimastir.
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4. BULGULAR

4.1. Gen Anlatim Degisimlerinin Degerlendirilmesi
4.1.1. cGAS Geni Anlatiminin Nanopartikiil Uygulamasiyla Periyodik Degisimi

CGAS geni i¢in ger¢ek zamanli PZR sonuclar1 ve Ct degerlerindeki degisimler
asagidaki grafiklerde gosterilmistir. ( Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6)

CGAS - HEL - JAK2 (WT) Partikil CGAS - HEL - JAK2V617F Partikil
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Sekil 4-1: HEL hiicre hattinda rdlatif cGAS anlatiminin degisimi

Sekil 4.1’de HEL hiicre hattinda cGAS geninin relatif gen anlatim degisimi
gosterilmigtir. HEL hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip JAK2 mRNA’larina
spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Her
inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA
ornekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe edilen
hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamig kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmistir. Ik iki saatlik yapilan olgiimlerde gen anlattminin yarim saatlik
dilimlerde degiskenlik gosterdigi gorilmistiir. 72. Saatte her iki partikiil ig¢in anlamli

artis gézlenmistir.
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Sekil 4-2: HEL hiicre hattinda cGAS geninin ACt degeri degisimi

Sekil 4.2’de cGAS geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler CGAS
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi icin 6lgiilen CGAS geninin ct degerinden ACTB’nin ct

degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmustir.
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Sekil 4-3: SET?2 hiicre hattinda relatif cGAS anlatiminin degisimi



27

Sekil 4.3°de SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattinda cGAS geninin
relatif gen anlatim degisimi gosterilmistir. SET2 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani
tip JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA ornekleri ile gergek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmustir.

Sekil 4.3’de SET2 hiicre hattinda CGAS anlattminin ilk iki saatlik
inkiibasyonlarda onemli bir degisim gozlenmemistir. 72. Saatte yabani tip JAK2

MRNA’sina 6zgii partikiille yapilan muamelede anlamli artis gozlenmistir.

SET2 - cGAS B JAK2V617F-Cy3
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Sekil 4-4: SET?2 hiicre hattinda cCGAS ACt degerleri degisimi

Sekil 4.4’de cGAS geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattindaki
Act degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler

CGAS geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine goére degisimini
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gostermektedir. Degerler her zaman dilimi i¢in &lgiilen CGAS geninin ct degerinden
ACTB’nin ct degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. CGAS anlatiminin SET2’de

zamanl azaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 4-5: K562 hiicre hattinda cGAS anlatiminin degisimi

Sekil 4.5°de K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattinda cGAS geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. SET2 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Her
inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA
ornekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe edilen
hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmigtir. K562 hiicrelerinde CGAS geninin anlatiminda mutant partikiil i¢in 48.

saatte, yabani tip igin ise 72. saatte anlaml artis gozlenmistir.
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Sekil 4-6: K562 hiicre hattinda cGAS ACt degeri degisimi

Sekil 4.6’de cGAS geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler CGAS
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi icin 6lgiilen CGAS geninin ct degerinden ACTB’nin ct

degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir.
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4.1.2. STING Geni Anlatimimin Partikiil Uygulamasiyla Periyodik Degisimi

STING geni i¢in ger¢ek zamanli PZR sonuglar1 ve Ct degerlerindeki degisimler
asagidaki grafiklerde gosterilmistir. (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil

4.11 ve Sekil 4.12)
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Sekil 4-7: HEL hiicre hattinda relatif STING anlatiminin degisimi

Sekil 4.7°de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda STING geninin relatif

gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larmma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe

edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde

edilen cDNA ornekleri ile gergek zamanli PZR analizi yapilmigtir. Partikiillerle inkiibe

edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu

hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla

hesaplanmuistir.

Ik iki saatlik inkiibasyon boyunca STING geni anlatiminda dalgalanmalar

gbzlenmistir. Mutant partikiil i¢in 48. Saatte anlamli artis gozlenmistir.



31

HEL - STING mJAK2V617F-Cy3
700 OJAK2-Cy5
600
o 500
o
= 400
k3]
< 300
<
~ 200
100 I_\
. o =
30m 1h 1,5h 2h 24h 4sh 72h

inkiibasyon Siiresi

Sekil 4-8: HEL hiicre hattinda STING geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.8’de STING geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler STING
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in Olglilen STING geninin ct degerinden ACTB’nin ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir.

HEL hiicre hattinda STING anlatiminin erken evrelerde daha yiiksek iken 24 saat

ve listii inkiibasyon stirelerinde daha diisiik oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4-9: SET2 hiicre hattinda STING anlatiminin degigimi

Sekil 4.9’da SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattinda STING geninin
relatif gen anlatim degisimi gosterilmistir. SET2 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani
tip JAK2 mRNA ’larma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe

edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde

edilen cDNA o6rnekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmigtir. Partikiillerle inkiibe

edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu

hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla

hesaplanmustir.

SET2 hiicrelerinde yapilan partikiil uygulamalar1 neticesinde anlamli bir artis

gozlenmemistir.
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Sekil 4-10: SET2 hiicre hattinda STING geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.10°da STING geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattindaki
Act degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler
STING geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini
gostermektedir. Degerler her zaman dilimi i¢in Slglilen STING geninin ct degerinden

ACTB’nin ct degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir.

STING geninin ilk iki saat icerisinde yabani tip Nanoflare i¢in yiisek oldugu
mutant JAK2’ye 6zgii partikiille yapilan muamelede ise bu oranin daha diisiik kaldig1

gozlenmistir.
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Sekil 4-11: K562 hiicrehattinda STING anlatiminin degisimi

Sekil 4.11°de K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattinda STING geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. K562 hatti hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Her
inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA
ornekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmustir. Partikiillerle inkiibe edilen
hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmistir. K562 hiicre hattinda STING geninin anlatiminda her iki tip partikiil i¢in

de anlamli bir degisim gézlenmemistir.
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Sekil 4-12: K562 hiicre hattinda STING geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.12°de STING geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler STING
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in Olglilen STING geninin ct degerinden ACTB’nin ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmigtir. K562 hiicre hattinda STING geninin
anlattminin her iki tip partikiil ig¢in tiim inkiibasyon siirelerinde diisik oldugu

gozlenmistir.
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4.1.3. JAK2 Geni Anlatiminin Partikiil Uygulamasiyla Periyodik Degisimi

JAK2 geni i¢in gercek zamanli PZR sonuglar1 ve ACt degerlerindeki degisimler
asagidaki grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 4-13: HEL hiicre hattinda relatif JAK2 anlatiminin degisimi

Sekil 4.13’da HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda JAK2 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatti hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA ornekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmustir.

Sekil 4.13’te gortildiigl tizere JAK2 anlatiminde ilk 2 saatlik siire¢te dnemli bir
artis gozlenmemistir. 72. saatte mutant partikiil i¢in JAK2 geninin anlatiminda anlamli

artis gozlenmistir.
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Sekil 4-14: HEL hiicrehattinda JAK2 geni Ct degeri degisimi

Sekil 4.14’de JAK2 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler JAK2
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in 6lgiilen JAK2 geninin ct degerinden ACTB’nin ct

degerlerinin ¢gikarilmasiyla hesaplanmustir.
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Sekil 4-15: SET?2 hiicre hattinda relatif JAK2 anlatiminin degisimi
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Sekil 4.15°da SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattinda JAK2 geninin
relatif gen anlatim degisimi gosterilmistir. SET2 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani
tip JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA ornekleri ile gergek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmustir.

SET?2 hiicre hattinda JAK2 anlatimimda mutant partikiil ile yapilan muamelelerde
anlamli bir degisim gozlenmemistir. Yabani tip JAK2 mRNA’sina 6zgii partikiillerle
yapilan inkiibasyonda 24 ve 72. saatlerde anlamli artis gézlenmistir.
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Sekil 4-16: SET2 hiicre hattinda JAK2 geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.16’de JAK2 geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattindaki
ct degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler
JAK2 geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini
gostermektedir. Degerler her zaman dilimi i¢in Olglilen JAK2 geninin ct degerinden

ACTB’nin ct degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. 1k iki saatlik inkiibasyonlarda
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JAK2 anlatiminin yabani tip partikiil muamelesinde, mutanta gore daha yiiksek oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4-17: K562 hiicre hattinda relatif JAK2 anlatiminin degisimi

Sekil 4.17°da K652 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattinda JAK2 geninin relatif

gen anlatim degisimi gosterilmistir. K562 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip

JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Her

inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen CDNA

ornekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe edilen

hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu

hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla

hesaplanmustir.

K562 hiicre hattinda JAK2 anlatiminin yabani tip partikiillerde anlamli degisim

olmadigi, mutant partikiilde ise 48 ve 72. saatlerde anlamli 6l¢iide azaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 4-18: K562 hiicrehattinda JAK2 geninin Ct degeri degisimi

Sekil 4.18’de JAK2 geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler JAK2
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gdstermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in Ol¢iilen JAK2 geninin ct degerinden ACTB’nin ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. K562 hiicre hattinda JAK2 ct degerlerinde

Onemli bir artis gézlenmemistir.

4.1.4. IRF3 Geni Anlatiminin Partikiil Uygulamasiyla Periyodik Degisimi

IRF3 geni i¢in gergek zamanli PZR sonuglar1 ve ACt degerlerindeki degisimler
asagidaki grafiklerde gosterilmistir. ( Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil
4.23, Sekil 4.24)
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Sekil 4-19: HEL hiicre hattinda relatif IRF3 anlatiminin degisimi

Sekil 4.19°da HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda IRF3 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 05, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA o&rnekleri ile ger¢cek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmuistir.

HEL hiicre hattinda yabani tip partikiillerle yapilan uygulamada 1.5 saatlik
inkiibasyon sonucunda IRF3 geninin anlatiminda anlamli artis tespit edilmistir. Mutant

partikiil ile yapilan uygulamada ise 2. Saatte anlamli artis gézlenmistir.
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Sekil 4-20: HEL hiicrehattinda IRF3 geni ACt degeri degisim

Sekil 4.20°de IRF3 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler IRF3
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in dlgiilen IRF3 geninin ct degerinden ACTB’nin ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. ilk 2 saatlik inkiibasyon siirelerinde mutant
JAK2V617F’ye 06zgii partikiill muamelesinde elde edilen IRF3 ct degerlerinin daha

yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4-21: SET2 hiicre hattinda relatif IRF3 anlatiminin degisimi
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Sekil 4.21’de SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattinda IRF3 geninin
relatif gen anlatim degisimi gosterilmistir. SET2 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani
tip JAK2 mRNA’larma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA ornekleri ile gergek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmustir.

SET2 hiicre hattinda yabani tip partikiillerle yapilan uygulamada 1.5 saatlik
inkiibasyon sonucunda IRF3 geninin anlatimida anlamli artis tespit edilmistir.Mutant

partikiil ile yapilan uygulamada ise 2. saatte anlamli artis gézlenmistir.
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Sekil 4-22: SET2 hiicrehattinda IRF3 geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.22°de IRF3 geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattindaki
Act degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler

IRF3 geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine goére degisimini
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gostermektedir. Degerler her zaman dilimi i¢in 6l¢iilen IRF3 geninin ct degerinden

ACTB’nin ct degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmaistir.
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Sekil 4-23: K562 hiicre hattinda relatif IRF3 anlatiminin degisimi

Sekil 4.23’de K652 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattinda IRF3 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. K562 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Her
inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA
ornekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe edilen
hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmigtir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmustir.

K562 hiicre hattinda IRF3 geninin anlatiminda yabani tip partikiiller i¢in anlaml
bir degisim gozlenmezken mutant partikiiller ile yapilan uygulamalarda 24. ve 72.

saatlerde anlaml sekilde azaldig1 gézlenmistir.
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Sekil 4-24: K562 hiicrehattinda IRF3 geni Ct degeri degisimi

Sekil 4.24°de IRF3 geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana goére degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler IRF3
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in Ol¢iilen IRF3 geninin ct degerinden ACTB’nin ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. K562 hiicre hattinda IRF3 ct degerlerinde 48.
saatte mutant partikiil igin gbzlenen azalma disinda anlamli  bir degisime

rastlanmamuistir.

4.1.5. TBK1 Geni Anlatimimin Partikiil Uygulamasiyla Periyodik Degisimi

TBK1 geni i¢in gercek zamanli PZR sonuglart ve ACt degerlerindeki degisimler
asagidaki grafiklerde gosterilmistir. ( Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil
4.29 ve Sekil 4.30)
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Sekil 4-25: HEL hiicre hattinda relatif TBK1 anlatimimin degisimi

Sekil 4.25°de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda TBK1 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatti hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA o&rnekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmuistir.

HEL hiicre hattinda TBK1 geninin anlatiminda her iki partikiilde de anlamli bir

etki gozlenmemistir.
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Sekil 4-26: HEL hiicre hattinda TBK1 geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.26’de TBK1 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler TBK1
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in 6lgiilen TBK1 geninin ct degerinden ACTB’nin ct

degerlerinin ¢gikarilmasiyla hesaplanmstir.
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Sekil 4-27: SET?2 hiicre hattinda TBK1 anlatiminin degisimi
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Sekil 4.27°de SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattinda TBK1 geninin
relatif gen anlatim degisimi gosterilmistir. SET2 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani
tip JAK2 mRNA’larma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA ornekleri ile gergek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmistir.

SET2 hiicre hattinda yabani tip partikiillerle yapilan uygulamalarda TBK1
geninin anlatiminda Onemli bir degisime rastlanmamistir. Mutant JAK2V617F

MRNA’sina 6zgii partikiillerde 2. saatte anlamli artis saptanmustir.
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Sekil 4-28: SET2 hiicre hattinda TBK1 geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.28’de TBK1 geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hiicre hattindaki
ct degerlerindeki zamana goére degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler

TBK1 geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini
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gostermektedir. Degerler her zaman dilimi i¢in 6l¢iilen TBK1 geninin ct degerinden

ACTB’nin ct degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmaistir.
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Sekil 4-29: K562 hiicre hattinda relatif TBK1 anlatimimin degisimi

Sekil 4.29°de K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattinda TBK1 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. K562 hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA'larina spesifik nanopartikiillerle 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Her
inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA
ornekleri ile ger¢ek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe edilen
hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmuistir.

K562 hiicre hattinda yapilan partikiill muameleleri sonucunda anlamli bir

degisime rastlanilmamaistir.
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Sekil 4-30: K562 hiicre hattinda TBK1 geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.30’da TBK1 geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler TBK1
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in Olglilen TBK1 geninin ct degerinden ACTB’nin ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. TBK1 geninin ct degerlerinde anlamli bir

degisim gozlenmemistir.

4.1.6. TLR9 Geni Anlatiminin Partikiil Uygulamasiyla Periyodik Degisimi

TLR9 geni i¢in ger¢ek zamanli PZR sonuglar1 ve ACt degerlerindeki degisimler
asagidaki grafiklerde gosterilmistir. ( Sekil 4.31, Sekil 4.32)
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Sekil 4-31: HEL hiicre hattinda relatif TLR9 anlatiminin degisimi

Sekil 4.31°de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda TLR9 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatti hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24 VE 48 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA &rnekleri ile ger¢cek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmigtir. HEL hiicre hattinda TLR9 geninin anlatiminda anlamli bir degisime

rastlanmamustir.



52

HEL - TLR9 @JAK2V617F-Cy3
16 OJAK2-Cy5
14
12
o
S 10
=
o 8
<]
2 6
~
4
: J_‘ i_|
0 = = N ==
30m 1h 1,5h 2h 24h 48h

inkiibasyon Siiresi

Sekil 4-32: HEL hiicre hattinda TLR9 geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.32°de TLR9 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler TLR9
geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini gostermektedir.
Degerler her zaman dilimi i¢in Olgiilen TLR9 geninin ct degerinden ACTB’nin ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmigtir. TLR9 geninin ct degerindeki degisimin

mutant JAK2V617F partikiilii i¢in sabit kaldig1 gortilmiistiir.

4.1.7. NFKB1 Geni Anlatiminin Partikiil Uygulamasiyla Periyodik Degisimi

NFKB1 geni i¢in ger¢ek zamanli PZR sonuglar1 ve Ct degerlerindeki degisimler
asagidaki grafiklerde gosterilmistir. ( Sekil 4.33, Sekil 4.34)
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Sekil 4-33: HEL hiicre hattinda relatif NFKB1 anlatiminin degisimi

Sekil 4.33°de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda NFKB1 geninin
relatif gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani
tip JAK2 mRNA’larma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24 ve 48 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA ornekleri ile ger¢ek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamig kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmuistir.

NFKB1 geninin anlatiminda 1.5 saatlik yabani tip partikiil inkiibasyonunda
anlamli artis gézlenmistir. Mutant partikiiller ile yapilan uygulamalarda anlamli bir etki

gozlenmemistir.
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Sekil 4-34: HEL hiicre hattinda NFKB1 geni ACt degeri degisimi

Sekil 4.34’de NFKB1 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattindaki Act
degerlerindeki zamana gore degisimler gosterilmistir. Sekilde gosterilen degerler
NFKB1 geninin referans gen olarak kullanilan ACTB genine gore degisimini
gostermektedir. Degerler her zaman dilimi igin dlgiilen NFKB1 geninin ct degerinden

ACTB’nin ct degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir.

4.1.8. STAT1 — STAT2 Genlerinin Anlatminin Partikiil Uygulamasiyla Periyodik
Degisimi

STAT1 ve STATZ2 genleri i¢in ger¢cek zamanli PZR sonuglari ve Ct degerlerindeki
degisimler asagidaki grafiklerde gosterilmistir. ( Sekil 4.35, Sekil 4.36)
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Sekil 4-35: HEL hiicre hattinda relatif STAT1 anlatiminin degisimi

Sekil 4.35’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda STAT1 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatti hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larina spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24 VE 48 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA o&rnekleri ile gergcek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmustir.

STATL1 geninin anlatiminda yabani tip partikiillerle yapilan uygulamlarda 1.5
saatlik inkiibasyon neticesinde anlamli degisime rastlanmistir. Mutant partikiiller ile

yapilan uygulamalarda anlamli bir etki gdzlenmemistir.
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Sekil 4-36: HEL hiicre hattinda relatif STAT2 anlatiminin degisimi

Sekil 4.36’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hiicre hattinda STAT2 geninin relatif
gen anlatim degisimi gosterilmistir. HEL hatt1 hiicreleri JAK2V617F ve yabani tip
JAK2 mRNA’larma spesifik nanopartikiillerle 0,5, 1, 2, 24 VE 48 saat inkiibe
edilmistir. Her inkiibasyon sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA ornekleri ile gercek zamanli PZR analizi yapilmistir. Partikiillerle inkiibe
edilen hiicrelerdeki anlatim degisimi herhangi bir islem uygulanmamis kontrol grubu
hiicreleriyle kiyaslanmistir. Relatif gen anlatimindaki degisim AAct metoduyla
hesaplanmigtir. Yapilan uygulamalarda STAT2 geninin anlatiminda anlamli bir etki

gozlenmemistir.
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5. TARTISMA

Dogal bagisiklik sisteminin bir pargast olan ¢cGAS — STING yolag: sitozolik
DNA molekiilleri tespit ederek tip I interferonlarin salinimini saglayan onemli bir
mekanizmadir. cGAS — STING yolagmin kanser gelisimini Onleyici etkisi birgcok
caligmada gosterilmistir. Bir diger yandan yolagin kronik aktivasyonu neticesinde timor
gelisimine uygun ortam olusmasina sebep oldugunu gosteren ¢alismalar da literatiirde
mevcuttur (Zheng ve ark. 2020). Bu iki yonlii durum ¢cGAS-STING yolagini1 baz alan
tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in, bu yolagin tedavi edilmek istenilen kanser
tirtindeki etkinliginin anlagilmasini gerekli kilmaktadir. Bu c¢alismada ¢cGAS-STING
yolaginin  miyeloproliferatfi neoplazilerdeki rolii hakkinda bilgi edinilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla MPN’lerde siklikla karsilasilan JAK2V617F mutasyonunu
tasiyan hiicre hatlarinda, CGAS-STING yolaginin aktivasyonu durumdaki gen anlatimi
degisimleri incelenmistir. Calismanin hipotezi JAK2V617F tastyicist kanserli hiicre
hatlarinda cGAS — STING yolaginin uyarilmasinin, yolak tizerindeki ve iliskili genlerin
anlatimina etkisinin bulunacagidir.

Calismanin bir diger 6nemli elementi olan Nanoflare partikiilleri belirli bir
mRNA molekiiliiyle eslesebilen oligoniikleotit zincirlerini tasiyan kiiresel niikleik
asitlerdir. Nanoflarelerin kullanildigi RNA bazli uygulamalar, 6zellikle kanser
hiicrelerinin tespit edilmesi ve gen anlatiminin diizenlenmesi amaciyla kullanildigi
calismalar bulunmaktadir (Sidransky, 1997). Calismada mutant JAK2 (JAK2V617F) ve
yabani tip JAK2 mRNA’larina 6zgii olmak tizere iki tip nanopartikiilden faydalanild.
Nanopartikiiller ilgili mRNA’lariyla eslesmeleri sonucu mutant ve yabani tip JAK2
proteinlerinin sentezini bloklayacagindan inhibitor vazifesi gorecegi ongorilmiistiir.

Nanoflare partikiillerinin iizerinde tasidig: oligoniikleotitlerin mutant ve yabanil
tip JAK2 mRNA’lartyla esleserek olusturdugu ¢ift zincirli yapilar cGAS — STING
yolaginin uyarilmasinda kullanildi. Bu yolla yapilan uyarilar sonucunda yolak
tizerindeki temel proteinleri sentezleyen genlerden olan cGAS, STING ve TBK1
genlerinin anlatiminda degisimler gozlendi. Yapilan calismalarda STING ve TBK1’in
aktivayonunun, IRF3 ve NFKB1 transkripsyon faktorleri araciligiyla interferon
tiretimini tetikledigi gosterilmistir (Zheng ve ark. 2020). Bu ¢aligmada da cGAS-STING
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yolaginin aktivasyonu neticesinde bu iki transkripsiyon faktoriindeki degisimler
arastirildi.

Hiicre hatlar1 nanopartikiillerle farkli siirelerde muamele edilerek gen
anlatimindaki degisimlerin kisa ve uzun vadelerdeki etkileri test edildi. Iki saate kadar
yarim saat araliklarla yapilan inkiibasyonlarin temel nedeni hiicrelere endositotik
yolaklar araciligiyla giren nanopartikiillerin hiicrelerde aktivite gosterebildikleri yer
olan sitozole gegisi i¢in gerecken zamanin ¢esitlilik gostermesidir. Scavenger tip A
reseptorlerine baglanarak endozom iginde sitoplazmaya gegen nanopartikiiller daha
sonra endozomdan sizarak sitozolik ortama gecis yapar (Seferos 2007). 72 saate kadar
24 saatlik araliklarla yapilan uzun vadeli inkiibasyonlarda yolaginda kronik
aktivasyonundaki etkilerin gozlemlenmesi amaglanmistir. Yapilan galismalarda cGAS-
STING yolaginin kronik aktivasyonunun tiimor gelisimini ve metastazi hizlandirdigi
goriilmistiir (Bakhoum ve ark. 2018)

Kisa siireli inkiibasyonlarda (0,5h, 1h, 1,5h, 2h) SET2 ve HEL hiicre hatlarinda
yapilan gozlemlerde cGAS, STIING ve TBK1 genlerinin anlatiminda dalgalanmalar
gozlenmekle beraber belli saat araliklarinda Onemli artiglar gozlenmistir. Bu
dalgalanmalara sebep olarak nanopartikiillerin hiicre igine giris oranlarindaki
degiskenlikler gosterilebilir. Partikiillerin hiicrelere girisinde standart bir diizen
olmadigindan belli dilimlerde gen anlatiminda yiiksek anlatim gdzlenirken bir kisminda
artisin az yada gen anlatiminda azalmalarin oldugu gézlenmistir. Zaman araliklarinin
kisa olmasi da bu dalgalanmalarin sebebi olarak diisiiniile bilinir.

Uzun siireli inkiibasyonlarda (24h, 48h, 72h) gozlenen gen anlatimindaki
degisimlerin kisa siirelilere gore daha stabil oldugu goriildii. cGAS geninin anlatimimin
her iki tip Nanoflare i¢in HEL 48. saat haricinde tiim sartlar altinda anlamli 6lgiide
arttig1 gézlemlendi. Ozellikle JAK2V617F mutasyonu biallelik olarak tastyan HEL hatt:
ve monoallelik olarak tasiyan SET2 hattinda mutant JAKZ mRNA’sina 06zgii
nanopartikiiller ile yapilan 72 saatlik muamele sonunda cGAS geninin anlatiminin tepe
degere eristigi goriildii.

STING geni anlatimimi1 HEL hiicre hattinda dalgalanmalar seklinde degistigi
gozlenirken SET2 hiicre hattinda STING geninin anlatimmin genel olarak arttig1
goriildii. Mutant mRNA’ya 6zgii nanopartikiil i¢in SET2 hiicre hattinda 24. saatte en
yiiksek degere ulasan STING anlatiminin ilerleyen zamanda diizenli olarak azaldigi

gozlendi. STING anlataminin azaldig1 bu durumda cGAS geninin anlatiminda gbzlenen
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artts cGAS-STING yolaginda bulanan otoinhibitér bir mekanizmanin sonucu olarak
degerlendirilebilir.

CGAS ve STING geni i¢in elde edilen sonuglarda, gen anlatimlarinin mutant
JAK2 mRNA’sina 6zgii olan nanopartikiillerde, yabani tipe gore daha yiiksek oldugu
genel olarak gozlenmistir. Zhang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada JAK2-STAT3
yolaginin cGAS-STING yolagini baskilayici 6zelligi oldugu tespit edilmistir (Zhang ve
ark. 2020) JAK2V617F mRNA’simin nanopartikiillerce bloklanmasiyla, siirekli aktif
formdaki mutant JAK2 proteininin  cGAS-STING yolagi iizerindeki muhtemel
baskilayici etkisi ortadan kalkabilir. Bu durum cGAS ve STING genlerinin
anlatimlarinin mutant nanopartikiille yapilan muamelelerde daha yiisek olmasin
aciklayabilir. JAK2V617F mutasyonunu tasimayan K562 hiicre hattinda STING geninin
anlatiminin partikiil muamelesinden etkilenmemesi de bu durumu destekler niteliktedir.
STING’in etkilenmedigi halde, K562’deki cGAS anlatimin artmasi ise JAK-STAT
yolaginin cGAS-STING yolagi iizerindeki inhibitor etkisinin STING proteini tizerinden
gerceklesmekte oldugunu gosterebilir.

CGAS-STING yolagiyla JAK2 arasindaki iliskinin aragtirilmasi amacryla JAK2
geninin anlatimindaki degisimler incelendi. Elde edilen sonuglarda biallelik mutant
HEL hiicre hattinda JAK2 anlatiminin ilk iki saat igerisindeki olglimlerde diizensizlik
gosterdigi, 24. saat itibariyle ise her iki nanopartikiiller i¢in genel olarak artis egilininde
oldugu goriildii. Monoallelik SET2 hiicre hattinda ilk 2 saat iginde yabani tip Cy5
nanopartikiilii uygulanan hiicrelerde kademeli bir artis gozlenirken uzun siireli
inkiibasyonlarda gen anlatiminin genel olarak azaldg: gézlendi. JAK2V617F mutasyonu
tasimayan K562’ de ise uzun siireki inkiibasyonlarda hafif azalmalar gézlendi. Mevcut
sartlarda JAK2 anlatimini etkileyebilecek ii¢ faktor One g¢ikmaktadir. Siirekli aktif
mutant JAK2 proteini ve cGAS-STING aktivasyonu sonucu artan interferonlarin JAK-
STAT yolagimm1 uyarmas: JAKZ anlatimimin yiikselmesine sebep olurken yabani ve
mutant JAK2 mRNA’larinin Nanoflare partikiillerince tutulmasi JAKZ anlatiminin
azalmis gériinmesine sebep olabilir.

JAK2 ile baglantili olarak STAT genlerinin anlatimlar1 ¢alismada incelendi.
STAT’larin aktivasyonu pekcok farkli sitokin c¢esidince saglanmakta olup cGAS-
STING uyarilmasiyla iretilen tip I interferonlarin asil etkisi STAT1 ve STAT2 iizerinde
oldugu belirtilmistir (Rauch ve ark. 2013). Bu sebeple bu iki genin anlatimi {izerinde
CGAS-STING ve JAK-STAT yolaklarinin etkinligi arastirildi. HEL hiicre hattinda elde
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edilen sonuglarda, STAT1 ve STAT2 gen anlatimlarinda belli araliklarda artis ve
azalmalar gozlendi. Bu gen anlatim verileri ilgili diger genler olan JAK2 ve STING
anlatimlartyla karsilagtirildiginda anlamli bir iligki gézlenemedi. Bu durum JAK2V617F
mutasyonunu biallelik olarak tagiyan HEL hiicrelerinde, JAK-STAT yolaginin siirekli
aktif olmasindan dogan diizensizlikten kaynakladig: diisiiniilebilir. STAT anlatimlarinin
JAK-STAT yolagi normal isleyen bir hiicre hattinda arastirilmasi ileride yapilacak
calismalarda daha net sonuclar verecektir.

IRF3 ve NFKBL1 transkripsyon faktorleri ¢cGAS-STING yolagi araciligiyla,
STING’e baglanan TBK1 proteinleri iizerinden aktive olmaktadir (Seoyun ve ark. 2021)
Bu sebeple ¢alismada bu genlerin anlatimlari karsilastirilmistir. HEL hiicre hattinda elde
edilen sonuglarda, 2 saatlik mutant Cy3 partikiilleriyle yapilan inkiibasyon neticesinde
STING ve IRF3 genlerinin anlatimlar1 6nemli 6l¢lide artarken, NFKB1’de artisin STING
ve IRF3’e gore daha az oldugu, TBK1’de ise anlaml1 bir degisimin olmadig1 gozlendi.
SET2 hiicre hattinda ise IRF3’lin yine 2. saatte 6nemli dl¢lide arttigi goriildi. Ayni
zamanda HEL’in aksine Cy5 yabani tip JAK2 nanopartikiilleriyle inkiibe kosullarinda
da IRF3’iin, ozellikle erken saatlerde, arttigi gozlendi. HEL hiicre hattinda yabani tip
JAK2 mRNA’s1 bulunmadigindan, bu durum beklentilerle ortiismektedir. K562’de ise
IRF3 anlatiminin degismedigi ve hatta belli saatlerde azaldig1 gézlemlendi. Bu sonugla
K562 hiicre hattinda cGAS-STING aktivasyonu iizerinden IRF3 anlatiminin
etkilenmedigi sonucuna varildi. HEL ve SET2’de ise cGAS-STING yolaginin erken
evrelerde aktif oldugu, bu aktivitenin ilerleyen inkiibasyon siirelerinde azaldigi
gosterildi.

Bu calismayla literatiirde ilk defa Nanoflare partikiillerinin tasidiklari
oligoniikleotitler araciligiyla GAS-STING yolagin1 aktive etme Kkapasitesi test
edilmistir. Sonug olarak nanopartikiiller ile yapilan uygulama sonucunda cGAS-STING
yolagiyla iligkili genlerin anlatimlarinda degisimler gozlendi. Yolak genlerinde
meydana gelen anlatim degisimlerindeki diizensizlik, Nanoflarelerin hiicre igine giris
oranlarindaki farkliliklar sonucu cGAS-STING yolagimi aktive edici ¢ift zincirli
yapilarin farkli oranlarda olusmasina baglandi. Genel olarak mutant Nanoflareler ile
yapilan inkiibasyonlarda elde edilen cGAS ve STING genlerindeki artisin daha ytiksek
olmas siirekli aktif JAK2 proteinlerin liretiminin, nanopartikiillerce mRNA diizeyinde
bloklanmasina baglandi. Bu durum JAK-STAT yolaginin ¢cGAS-STING iizerindeki

baskilayict etkisini destekleyici bir sonu¢ olarak yorumlandi. Literatiire gore
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interferonlar tarafindan interferon reseptorleri aracihiiyla aktive olan JAK-STAT
yolaginin, cGAS-STING tarafindan tretimi tetiklenmis interferonlarca oldugunu
destekleyici net bir sonu¢ alinamamuistir. Test edilen hiicre hatlar1 degistirilerek veya
hasta ve saglikli bireylerden alinan 6rnekler {izerinden bir karsilagtirma yapilmasi bu
konu hakkinda daha kesin verilerin elde edilmesini saglayacaktir. Bu amagla ileride
yapilacak caligmalarda hasta bireylerden alinacak 6rneklerin  kullanilmasi
planlanmaktadir. Bu calismada elde edilen gen anlatim verilerinin daha anlamli ve
degerli kilacak olmasi agisindan ilerideki ¢aligmalarda cGAS-STING yolaginda gorevli

elemanlarin protein diizeyindeki durumlarinin arastirilmasi hedeflenmektedir.
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