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ÖZET 

Tokcan, B. (2021). Miyeloproliferatif Neoplazilerde JAK2 ve JAK2V617F mRNA 

Hedefli Nanopartikül Uygulamasının cGAS-STING Yolağına Etkilerinin Araştırılması. 

İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik ABD. Yüksek Lisans. İstanbul.  

Çalışmada miyeloproliferatif neoplaziler ile özdeşleşmiş JAK2V617F 

mutasyonu varlığında, bir sitozolik DNA tespit sinyal yolağı olan cGAS-STING 

yolağının etkinliğinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaçla JAK2V617F mutasyonu 

taşıyan HEL ve SET2 hücre hatları ile yabani tip JAK2’ye sahip K562 hücre hattında, 

cGAS-STING yolağı, mutant ve yabani tip JAK2 mRNA’sıyla eşleşerek çift zincirli 

yapıların oluşmasını sağlayan Nanoflare partikülleriyle uyarıldı. Nanopartiküllerle farklı 

sürelerde muamele edilmiş hücrelerde, cGAS-STING ve JAK-STAT yolaklarıyla ilişkili 

genlerin anlatımları gerçek zamanlı kantitatif PZR uygulamasıyla test edildi. Çalışmada 

cGAS, STING, TBK1, IRF3, TLR9, JAK2, STAT1 ve STAT2 genlerinin anlatımları her üç 

hücre hattında incelendi. HEL ve SET2 hücrelerine nanopartiküllerle yapılan uyarım 

sonucu test edilen genlerin anlatımlarında değişimler gözlendi. K562 hücre hattında ise 

değişimlerin sınırlı olduğu gözlendi. Gen anlatımlarının kısa süreli inkübasyonlarda, 

yarım saatlik dilimlerde değişkenlik gösterdiği gözlendi. Genel olarak mutant JAK2 

mRNA’sına özgü nanopartiküllerin cGAS-STING yolağındaki genlerin anlatımını 

yabani tipe göre daha yüksek seviyelere çıkardığı gözlendi. Bu sonuçlar nanopartiküller 

ile mutant JAK2 mRNA’sının bloklanmasının cGAS-STING yolağının aktivasyonunu 

pozitif yönde etkilediğini göstermiş oldu. Bu durum MPN’lerde sürekli aktif halde olan 

JAK2 proteinin cGAS-STING yolağında baskılayıcı etkisinin göstergesi olarak 

yorumlandı. 

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

Neoplaziler, JAK2 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. 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 . İstanbul 

University, Institute of Health Science, Genetics. MSC Thesis. İstanbul.   

In this study, it was aimed to investigate the activity of cGAS-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, 

JAK2 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Sağlıklı bir hücrede, normal şartlar altında sitozolde DNA molekülü 

bulunmazken, viral enfeksiyon veya genomik stabilitenin kaybedilmesi durumunda 

sitozolde DNA moleküllerine rastlamak mümkündür (Hopfner ve Hornung 2020). 

Özellikle kanserlerde gözlenen kontrolsüz bölünme döngüsü ve artmış metabolik 

aktivite DNA’nın çekirdek dışına geçmesine elverişli bir ortam oluşturur. Bir diğer 

yandan, ölü hücrelerden hücrelerarası ortama yayılan hücre dışı DNA’lar ve kanserli 

hücrelerden salgılanan vesiküllerin içindeki nükleik asitler endositotik 

mekanizmalarla sağlıklı hücrelere girebilir. Bu yolla farklı hücrelere aktarılan DNA 

ve RNA molekülleri Toll benzeri reseptörler (TLR) aracılığıyla tanınarak hücresel 

bağışıklık mekanizmalarının uyarılmasını sağlar (Niu ve ark. 2018). cGAS-STING 

yolağı ise, sitozolde DNA moleküllerini tespit ederek inflamatuar cevabın 

tetiklenmesinde sorumludur (Niu ve ark. 2018). cGAS enzimi interferon genlerinin 

regülasyonundan sorumlu STING proteinini uyararak kanser gelişimini baskılayıcı 

mekanizmaların devreye girmesini sağlar. cGAS-STING yolağının aktivasyonu tip I 

interferon salınımını tektikleyerek bağışıklık cevabının oluşmasını sağlar (Kwon ve 

Bakhoum 2019). Kanser baskılayıcı rolüne rağmen çeşitli çalışmalarda bu yolağın 

kronik aktivasyonunun tümör gelişimini ve metastazı hızlandırılabileceği 

gösterilmiştir (Khoo ve Chen 2018; Ng ve ark 2018; Kwon ve Bakhoum 2019). 

cGAS-STING yolağının iki yönlü doğası, farklı kanser türlerindeki etkisinin 

belirlenmesini önemli kılmaktadır. 

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), kemik iliğinde bulunan hematopoetik 

kök hücrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu kan hücrelerinin üretiminin 

kontrolden çıkmasıyla gelişen kan hastalıklarıdır. Kök hücrelerin kontrolsüzce 

bölünmesiyle periferik kanda olgunlaşmış kan hücrelerinin sayısında aşırı bir artış 

gözlenir. MPN’lerin ortaya çıkmasında hücre bölünmesini kontrol eden sinyal 

yolaklarında meydana gelen mutasyonlar etkilidir. JAK, MPL ve CALR genleri 

MPN’lerde mutasyonların gözlendiği genler olarak öne çıkmaktadır. Özellikle JAK2 

geninde gözlenen JAK2V617F mutasyonu MPN’lerin büyük kısmında gözlenir 

(Tremblay ve ark. 2021). Bu mutasyon sonucunda sürekli aktif hale JAK-STAT 

yolağı hücrelere bölünme sinyalinin dış uyarılarda bağımsız olarak verilmesine sebep 
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olur. Düzensiz bölünme döngüsü ve artmış metabolik aktivite hücrelerde genom 

stabilitesinin kaybolmasına sebep olur. Bölünmede meydana gelen hatalar ve artmış 

reaktif oksijen türlerinin sebep olduğu çift zincir kırıkları yeni mutasyonların 

kazanılmasına sebebiyet vererek tümör gelişimini hızlandırıcı etki gösterir (Scott ve 

Rebel 2012). 

Çalışmanın hipotezi: “ JAK2V617F taşıyıcısı kanserli hücre hatlarında cGAS 

– STING yolağının uyarılmasının, yolak üzerindeki ve ilişkili genlerin anlatımına 

etkisinin bulunacağıdır”. Bunu test etmek için cGAS-STING yolağı ve TLR 

reseptörlerinin miyeloproliferatif neoplazilerdeki (MPN) etkisi araştırılmıştır. Bu 

amaçla MPN’lerde sıklıkla rastlanan JAK2V617F mutasyonun varlığında cGAS-

STING yolağı ve ilgili TLR reseptör genlerinin anlatımı incelenecektir. Bunun için 

JAK2V617F mutasyonunu biallelik olarak bulunduran HEL, monoallelik olarak 

bulunduran SET2 ve yabani tip JAK2 bulunduran K562 hücre hatlarından 

çalışılacaktır. Çalışılmak üzere seçilen cGAS, STING, IRF3, NFKB1, TBK1, TLR9, 

STAT1, STAT2, JAK2 genlerinin anlatımındaki değişimler araştırılacaktır. Çalışmada 

ilgili yolakların uyarımının sağlanması için dış yüzeyi oligonükleotit zincirleri ile 

kaplı altın nanopartiküller kullanılacaktır. Nanoflare olarak adlandırılan küresel 

nükleik asitler olan bu nanopartiküller üzerinde taşıdığı oligonükleotit zincirleri 

aracılığıyla yabani ve mutant JAK2 mRNA’larıyla eşleşerek cGAS enzimini 

uyarabilecek çift zincirli yapılar oluşturacaktır. Ayrıca bu partiküller ilgili 

mRNA’ları tutarak bu proteinlerin sentezinin inhibe edilmesini sağlayacaktır. 

Böylelikle JAK2 inhibisyonunda cGAS-STING yolağındaki etkiler gözlenerek iki 

yolak arasındaki ilişki araştırılacaktır. 

Literatürde ilk defa altın Nanoflare nanopartiküllerinin, üzerilerindeki  

oligonükleotitler vasıtasyıla cGAS-STING yolağını etkileme kapasitesi 

araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlar ilgili genlerin anlatımında değişmeler olduğunu 

göstermiş ve bu değişimlerin JAK2V617F mutasyonunun farklı allelik durumlarında 

çeşitlilik gösterdiği saptanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Nükleik Asit Sensörleri ve Sinyal Yolakları 

 

Hücreler bulundukları ortam ile sürekli bir etkileşim halindedir. Hücre dışı 

ortamdan gelen uyarılara ve tehditlere yanıt oluşturabilmek, hücrenin iç dengesinin 

korunması ve sağ kalımı için gereklidir. Hücreler, özellikle patojenik faktörleri 

tanımakla görevli doğal bağışıklık sistemi mekanizmaları bulundurur. Bu 

mekanizmalar, patojene özgü belirli bir yapıyı kalıp tanıma reseptörleri (PRR) 

aracılığıyla tespit ederek gerekli bağışıklık yanıtını oluşturacak sinyal yolaklarını aktive 

eder. PRR’ler tarafından tanınan faktörler patojen-ilişkili moleküler desen (PAMP) 

olarak tanımlanır (Mogensen 2009).  

PRR’lar çalışma fonksiyonlarına göre üç temel gruba ayrılırlar. Hücre yüzeyinde 

bulunan endositotik PRR’lar mikrop ilişkili moleküllerin tanınmasını ve hücre içine 

alınarak yıkımını sağlar. Opsonin olarak adlandırılan PRR’lar yabancı moleküllere 

bağlanarak bu faktörleri fagositoz yoluyla eliminasyona duyarlı hale getirir. Son olarak 

sinyal reseptörleri ligandlarına bağlanmaları durumuda çeşitli hücresel bağışıklık 

yolaklarını aktive edici sinyaller oluşturarak hücrelerin yabancı moleküllere karşı aktif 

hale geçmesini sağlar (Jeannin ve ark. 2008).  

Nükleik asitler, doğal bağışıklık sistemi tarafından çeşitli mekanizmalar 

aracılığıyla tanınabilen patojenik moleküllerdendir. Özellikle viral ve bakteriyal 

enfenksiyonlara karşı evrimleşmiş bu mekanizmalar, patojen ilişkili DNA ve RNA 

moleküllerini tespit ederek tip I interferonları üretimini ve salınımını tetikler (Gürtler ve 

Bowie 2013). Enfekte olan hücrelerde üretilen tip I interferonlar, interferon uyarımlı 

genlerin (ISG) transkripsiyonunu arttırır. Sitokin salınımını artmasıyla çevre hücrelerin 

enflamatuvar yolaklarının aktive olması sağlanır. Ayrıca tip I interferonlar adaptif 

bağışıklık sisteminin uyarılmasında rol oynar (Ivanhkiv ve Donlin 2014). Enflamatuvar 

yolakların aktivasyonuna ek olarak nükleik asit sensörleri, apoptoz, piroptoz ve 

nekroptoz gibi programlı hücre ölümü mekanizmalarını tetikleyerek enfekte olan 

hücrelerin eliminasyonunu sağlar (Maelfait 2019). 
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Nükleik asit sensörleri, hücresel lokalizasyonlarına göre endozomal ve 

sitoplazmik olmak üzere iki temel gruba ayrılır.  Endozomal nükleik asit sensörleri 

hücre yüzeyi, ER zarı ve endozomal zarlarda lokalize olur. Bir kalıp tanıma reseptörü 

ailesi olan Toll-benzeri reseptörlerin (TLR) bazı üyeleri endozomal nükleik asit sensörü 

olarak görev yapar (Mogensen 2009). TLR3 viral kaynaklı çift zincirli RNA’ları 

(dsRNA), TLR8 bakteriyel ve viral RNA’ları, TLR13 bakteriyel 23S rRNA’ları, TLR9 

ise metillenmemiş CpG bölgelerince zengin DNA dizilerini tanır (Wu ve Chen 2014). 

TLR’ler liganlarına bağlanmaları durumunda, MyD88, TRIF, TIRAP ve TRAM gibi 

adaptör proteinler aracılığyla sinyal iletiminin oluşmasını sağlar. Tüm TLR’lerin ortak 

olarak kullandığı MyD88 aracı proteini NF-KB ve MAPK yolaklarının aktivasyonunda 

rol oynar. Bir diğer TLR aracı proteini olan TRIF, TLR’lardan aldığı sinyali TRAF3 ve 

TRAF6’ya iletir. TRAF6 üzerinden iletinlen sinyaller NF-KB ve MAPK yolağının 

uyarırken, TRAF3, TBK1 ve IKKi ile birlikte IRF3 fosforilasyonun sağlayarak IRF3 

transkripsiyon faktörlerini aktive eder. Bu yolakların aktivasyonu sitokin üretimini 

tetikleyerek inflamatuvar cevabın oluşmasını sağlar (Kawasaki ve Kawai 2014).  

Sitozole sızmayı başarmış eksojenik nükleik asitlerin tespitinden sorumlu olan 

çeşitli nükleik asit sensörleri bulunmaktadır. Bu sensörler ligadlarına bağlanmaları 

durumunda doğal bağışıklık sistemini uyarıcı sinyaller oluşturur. En bilinenlerinden 

olan  cGAS – STING ve AIM2 yolakları çift zincirli DNA (dsDNA) dizilerini tespitinde 

görevli iken RLR-MAVS yolağı RNA dizilerini tanımakla görevlidir (Iurescia ve ark. 

2018; Sharma ve ark. 20019). Yabancı nükleik asitlerin yanı sıra sitozolik sensörler 

yanlış lokalize olmuş endojenik DNA moleküllerini hasar ilişkili moleküler desen 

(DAMP) olarak tanır.  Bu yolaklar çekirdekte meydana gelen bir hasar sonucu sitozole 

sızmış veya komşu hücrelerden yayılan DNA moleküllerine karşı inflamatuvar cevabın 

oluşturulmasında rol oynar (Roers ve ark. 2016). 

 

2.2. cGAS – STING Yolağı 

Sitozolik ortamdan faaliyet gösteren cGAS – STING yolağı çift zincirli DNA 

moleküllerinin tanınmasından sorumludur. Genomik stabilitenin kaybolması, kanser ve 

viral enfeksiyon gibi durumlar sitozolik DNA’nın kaynağı olarak gösterilebilir. Ayrıca 

ölü hücrelerden hücrelerarası ortama yayılan DNA zincirleri endositotik yolaklar 

aracılığıyla diğer hücrelerin sitoplazmalarına girebilir (Asada ve ark. 2018).  
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İlk olarak, 2008 yılında yapılan çalışmalarda immün uyarıcı DNA 

moleküllerinin varlığında hücrelerde tip I interferonların üretiminde gözlenen artışın 

endoplazmik retikulümde bulunan yeni bir tip protein ile ilişkili olduğu keşfedildi 

(Iskikawa ve Barber 2008). İnterferon genlerinin uyarıcısı olarak adlandırılan STING 

proteininin, cGAS enzimi tarafından sentezlenen cGAMP sinyal molekülleri tarafından 

uyarıldığı 2013 yılında ortaya çıkarıldı (Sun ve ark. 2012).  

 

 

Şekil 2-1: cGAS – STING yolağı işleyiş şeması (Kwon ve Bakhoum 2019). 

Sitozolik ortama giren DNA molekülü ilk olarak cGAS enzimi tarafından tanınır. DNA ile birleşmesi üzerine 

dimerize olan cGAS enzimleri, cGAMP sinyal moleküllerinin üretimini gerçekleştirir. ER’de lokalize halde bulunan 

STING proteini cGAMP’lerce uyarılarak golgiye geçiş yapar. Burada kendisine bağlanan TBK1’ler aracılığıyla IRF3 

transkripsyon faktörlerinin fosforilasyonunu gerçekleştirir. Dimerize olan IRF3’ler çekirdeğe geçerek gen anlatımını 

etkiler (Kwon ve Bakhoum 2019). 

 

Bir nükleotidil transferaz enzimi olan cGAS B-tipi çift zincirli DNA molekülüne 

bağlanarak aktif forma geçer. Şekil 2.1’de gösterildiği üzere cGAS’in aktif forma 

geçmesine sebep olan DNA molekülleri hücreye dışarıdan, DNA virüsleri veya hücre-

dışı veziküller aracılığıyla aktarılabileceği gibi hücrenin çekirdeğinden sitozele sızan 
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kendi DNA’sı da cGAS’in uyarılmasına sebep olabilir. Aktif cGAS enzimi substratları 

olan GTP ve ATP moleküllerini kullanarak cGAMP moleküllerinin sentezini 

gerçekleştirir (Wan ve ark. 2020). cGAMP sinyal molekülleri, ER’de bulunan STING 

proteinine bağlanarak, STING’in aktivasyonunu sağlar. Aktive olan STING, ER’den 

golgiye transloke olur. Golgi üzerideki STING’e, TBK1 veya IKK kinazları bağlanarak 

STING’i fosforile eder. STING üzerindeki TBK1, IRF3 transkripsyon faktörünü 

fosforile ederek aktive ederek dimerizasyonuna sebep olur. Diğer yandan IKK, NF-kB 

inhibitörünü (IkBa) fosforile ederek bu inhibitörün ubikütinasyonuna neden olur. 

Ubikütillenen IkBa proteozomlarca parçalanmasıyla, NF-kB transkripsiyon faktörü 

inhibisyondan kurtularak serbest kalır. Aktive olan IRF3 dimerleri ve NF-kB çekirdeğe 

geçerek tip I interferonların promotor bölgelerine bağlanır ve bu genlerin anlatımını 

tetikler (Zitvogel 2015). Tip I interferonlar, antiviral etkili genlerin anlatımını arttırır. 

Ayrıca doğal öldürücü hücreler ve T lenfositler gibi bağışıklık hücrelerinin 

aktivasyonunu sağlayarak adaptif ve doğal bağışıklık sisteminin etkinliğini sağlar 

(Wang ve ark. 2017). 

 

2.2.1. Kanser ve cGAS – STING Yolağı İlişkisi 

Tümör hücreleri sağlıklı hücrelerin aksine yoğun miktarda sitozolik DNA’ya 

sahiptir. Bu durumun temel sebebi kanserlerde gözlenen genomik stabilitenin kaybıdır. 

Kontrolsüz bölünme döngüsü ve artmış metabolik faaliyet hücrenin çekirdeğinden 

sitozole DNA geçişine sebep olur. Kromozomların ayrılması sırasında meydana gelen 

hatalar, içinde DNA barındıran mikronükleer yapıları oluşturur. Oldukça hassas olan bu 

yapılarda meydana gelen yırtılmalar DNA’yı sitozole taşır. Kanserlerde gözlenen artmış 

sitozolik DNA’nın bir diğer kaynağı da mitokondriyal DNA (mtDNA)’dır. Tümör 

hücrelerindeki yüksek metabolik aktiviteden dolayı oluşan oksidatif stres 

mitokondrilerden sitozole DNA geçişine sebep olmaktadır (Asada ve ark. 2018). 

Tümör hücrelerinde gözlenen sitozolik DNA ve kromatin parçacıkları, cGAS – 

STING yolağını aktivasyonunu tetikler (Asada ve ark. 2019). Ayrıca, dentritik hücreler 

gibi fagositotik hücrelerce yutularak sitoplazmaya alınan tümör hücrelerine ait DNA’nın 

bir kısmı sitozole geçerek cGAS’in uyarılmasını sağlayabilir (Wang ve ark. 2017).  

STING aktivasyonuyla stimüle olan tip I interferon üretimi ve hücresel yaşlanma ilişkili 

fenotip (SASP) faktörlerinin salınımı tümör gelişiminin baskılanmasında etkilidir (Yang 
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ve ark. 2017).  Tip I interferonlar tümör hücrelerinin immünojenitesini arttırarak, bu 

hücrelerin bağışıklık hücreleri tarafından tespitini kolaylaştırır. STING aktivasyonu 

sonucu artan sitokin salınımı, tümör mikroçevresine daha çok sayıda bağışıklık 

hücresinin girmesini sağlayarak tümör gelişimini yavaşlatıcı etki gösterir (Schadt ve 

ark. 2019). cGAS – STING yolağında görevli protein ve genlerin çeşitli kanserlerde 

baskılandığı ve bu durumun hücrelerin tümör baskılama kapasitelerini azalttığı çeşitli 

çalışmalarda gösterilmiştir (Xia ve ark. 2016; Yang ve ark. 2016; Song ve ark. 2017). 

2.3. Miyeloproliferatif Neoplaziler 

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), kan hücrelerinin üretiminden sorumlu 

hemotopoetik kök hücrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu hematopoez 

dengesinin bozulmasıyla ortaya çıkan kan hastalıklarıdır. Mutasyonlar sonucu, kan 

hücrelerinin üretimini kontrol eden hücresel yolaklar dış sinyallerden bağımsız olarak 

sürekli aktif hale geçer. Bu durum olgunlaşmış kan hücreleri olan lenfosit, eritrosit ve 

plateletlerin bir ya da birkaçının aşırı üretimine sebep olur (Tremblay ve ark. 2021). 

MPN’lerin sınıflandırılmasında kullanılan temel ayrımlardan biri Phildelphia 

kromozomunun (Ph) bulunma durumdur. 9. ve 22. kromozomlar arasında gerçekleşen 

t(9;22)(q34;q11) translokasyonu sonucu oluşan hibrit Philedelphia kromozomunu 

varlığında gelişen MPN’ler Ph-pozitif olarak sınıflandırılır. Kronik miyeloid lösemi 

(KML) Ph-pozitif bir MPN’dir (Van Etten ve ark. 2011). Ph kromozomu üzerindeki 

BCR-ABL1 füzyon geni KML hastalığının temel moleküler belirtecidir (Ross ve 

Mgbemena 2014). Ph-negatif MPN’ler olarak sınıflandıralan üç temel hastalık 

bulunmaktadır. Bunlar polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET) ve 

miyelofibroz (MF)’dur (Nangali ve Green 2017). PV, eritrositlerin aşırı bir şekilde 

üretilmesiyle karakterize olan bir hastalıktır. Buna bağlı olarak kanda artmış hematokrit 

oranı ve yüksek hemoglobin konsantrasyonu gözlenir. ET’lerde, kan pıhtılaşmasında 

görevli trombosit hücreleri ve megakaryositlerin aşırı üretimi söz konusudur. MF’lerde, 

kemik iliğinin fibrotik bir yapıya bürünmesi ile beraber anormal megakaryosit ve 

granülositlerin üretimi gözlenir (Viny ve Levine 2014).    

Kemik iliğindeki hematopoetik kök hücrelerde gerçekleşen somatik mutasyonlar 

MPN’lerin ortaya çıkmasına sebep olur. Ph-negatif MPN’ler karşılaşılan başlıca 

mutasyonlar JAK2, CALR ve MPL genlerinde gözlenen mutasyonlardır. Karşılaşılan 

mutasyonları sıklığı farklı tip MPN’lerde değişiklik gösterir. MPN ilişkili 
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mutasyonlardan en sık karşılaşılanı olan JAK2V617F mutasyonu PV’lerin %95’inde, 

ET ve MF’lerın ise yaklaşık olarak yarısında gözlenmektedir. Mutasyon sonucu JAK2-

STAT yolağı sürekli aktif hale gelerek kontrolsüz hücre bölünmesini tetikler (Viny ve 

Levine 2014). JAK2V617F negatif PV’lerde nadir olarak JAK2 geninde ekzon 12 

mutasyonları gözlenir. ET’lerin, % 50 – 60 ‘ında JAK2V617F, %30’unda CALR ve 

yaklaşık % 5’inde MPL geni mutasyonları görülür.  MF’de ise JAK2 ve CALR oranları 

ET’lerle benzer olup MPL geni mutasyonları %8 olarak gözlenir (Grabek ve ark. 2020). 

 

2.3.1. JAK – STAT Yolağı 

JAK – STAT yolağı, hücrenin sitokinler ve büyüme faktörlerini gibi sinyallerin 

alınmasında ve iletilmesinde sorumlu bir sinyal ileti yolağıdır. Hücre bölünmesi, 

farklılaşma, migrasyon ve apoptoz gibi pekçok önemli hücresel yanıtın oluşumunda rol 

oynamaktadır (Harrison 2012).  

Janus kinaz (JAK) ailesi sitokin aracılı sinyallerin iletiminde görevli reseptör 

olmayan tirozin kinazlardır. Memelilerde JAK ailesi, JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2 

olmak üzere dört adet üyeden oluşur. Sitokin reseptörlerinin sitozolik kısımlarında 

lokalize olan JAK proteinleri, amino uçlarında bulunan FERM alanları aracılığıyla 

reseptöre bağlanır. Sitokine reseptörüne ligandın bağlanması durumunda aktive olan 

JAK’lar, reseptörü fosforile ederek diğer sinyal moleküllerinin reseptöre bağlanması 

için uygun ortamı oluşturur (Yamaoka ve ark. 2004).  
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Şekil 2-2: JAK-STAT yolağının çalışma mekanizması (Hin Tang ve ark. 2020) 

Ligandın reseptöre bağlanması üzerine aktive olan JAK’lar reseptörü fosforile ederek STAT proteinlerinin 

bağlanmasını sağlar. Reseptöre bağlanan STAT proteinleri JAK’larca fosforile edilmeleri sonucu dimer oluşturarak 

çekirdeğe geçiş yapar (Hin Tang ve ark. 2020) 

 

Sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörü (STAT) ailesi sitokin sinyal 

yolaklarında görevli sitozolik transkripsiyon faktörleri olan proteinlerdir. Memelilerde 

STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b ve 6 olmak üzere yedi adettirler. İnterferon ve interlökin gibi 

sitokinler, büyüme faktörleri ve hormonlar tarafından çeşitli yolaklar üzerinden aktive 

edilebilirler (Lim ve Cao 2006)  

İnterferonlar, JAK-STAT yolağını aktive eden sitokinlerdendir. Doğal bağışılık 

sisteminin viral enfeksiyonlara karşı cevap oluşturmasında görev alır. Tip I ve tip II 

olmak üzere iki temel sınıfa ayrılan interferonların pek çok alt tipi mevcuttur (Majoros 

ve ark. 2017). Hücre yüzeyinde bulunan interferon reseptörleri (IFNAR) aracılığıyla 

hücrelerin uyarılmasını sağlarlar. IFNAR’lara bağlanan interferonlar, reseptörlere bağlı 

bulunan JAK’ ların otofosforilasyonunu tetikleyerek JAK-STAT sinyal yolağını 

uyarılmasını sağlar (Platanias 2005). 

Hücre bölünmesi, farklılaşması ve apoptoz gibi hücre için hayati önem taşıyan 

olayları kontrol etmesi sebebiyle JAK – STAT yolağında karşılaşılan bozulmalar kanser 

oluşumunu tetiklemeye meyillidir. Yolağın sürekli aktivasyonuna sebep olacak sitokin 
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üretimindeki bozulmalar, yolak üzerindeki genlerdeki mutasyonlar ve STAT’ları aktive 

edebilecek diğer onkogenlerdeki mutasyonlar hücre döngüsünün regülasyonunu bozarak 

tümör gelişimine sebep olabilir. Özellikle JAK kinazlarında görülen aktive edici 

mutasyonlar hematolojik malignitelerle ilişkilidir (O’shea ve ark. 2015). 

JAK2 geninde ortaya çıkan JAK2V617F mutasyonu Ph-negatif 

miyeloproliferatif neoplaziler olan polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET)  

ve miyelofibroz (MF) sıklıkla karşılaşılan bir mutasyondur. JAK2 proteinin otoregülatör 

görevi gören psödokinaz JH2 alanı ligand bağlı olmadığı durumlarda kinaz özelliğine 

sahip JH1 alanı ile etkileşerek aktivitesini durdurur. Mutasyon sonucu JAK2 geninin 14. 

ekzonunda bulunan 1849. nükletid olan guanin nükleotidinin timine dönüşmesi, 617. 

aminoasit olan valinin, fenilalanine dönüşmesine sebep olur (Maddali ve ark. 2020). Bu 

dönüşüm JH2 alanının otoinhibitör etkisini ortadan kaldırır. Bu durumdan dolayı JAK2 

proteini ligand bağlanmasından bağımsız olarak sitokin reseptörünü fosforile eder ve 

yolağın alt kademelerine sinyallerin gönderilmesine sebep olur (McLornan ve ark. 

2006). 

JAK2’nin sürekli aktif hale gelmesi STAT sinyal iletici proteinlerinin 

fosforilasyonuna ve bu yolla hücreye sürekli olarak bölünme sinyallerinin 

gönderilmesine sebep olur. Bu durum hematopoetik kök hücrelerini, eritropoetin ve 

trombopoetin gibi büyüme faktörlerinden bağımsız olarak yeni kan hücreleri üretir hale 

getirir. Hızlı ve kontrolsüz bir şekilde gerçekleşen hücre bölünmesi genom 

bütünlüğünün bozulmasına sebep olur (Scott ve Rebel 2012). Kromozomların anafaz 

evresinde ayrılmada gecikmesi bölünme sonrası mikronükleus yapılarının oluşmasına 

sebep olur (Luzhna ve ark. 2013). Bu yapıların yırtılmasıyla sitozole geçen DNA 

molekülleri, hücre tarafından çeşitli mekanizmalarla tehdit sinyali olarak algılanarak 

inflamasyonun tetiklenmesine sebep olabilir. Bir diğer yandan hücrelerde gözlenen 

artmış metabolik aktivite, genomda çift zincir kırıklarına sebep olabilen reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) oluşmasına sebebiyet verir. DNA hasarının onarılmaması genomda 

yeni mutasyonların oluşmasına neden olarak neoplastik gelişimi hızlandırır (Scott ve 

Rebel 2012).  
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2.4. Küresel Nükleik Asit Teknolojisi 

Yaşamın temel molekülleri olan nükleik asitlerin, kanser ve çeşitli genetik 

bozuklukların tedavisinde kullanımı giderek yaygınlaşmaktadır. Gen anlatımını 

transkripsiyonel ve translasyonel düzeyde etkileme potasiyeline sahip olan bu 

moleküller etkin tedavi stratejilerinin geliştirilmesinde önemli role sahiptir (Kapadia ve 

ark. 2018). Ancak nükleik asitlerin tedavide kullanımını sınırlandıran bazı faktörler 

mevcuttur. Çevresel etkenlerden kolaylıkla etkilenebilen moleküller olan nükleik 

asitlerin, hücrelere etkinlikleri korunmuş bir halde aktarımı aşılması gereken bir engel 

olarak öne çıkmaktadır (Silva ve ark. 2015). Bu soruna karşı geliştirilen yöntemlerden 

biri de Chad Mirkin ve meslektaşları tarafından 1996 yılında geliştirilen küresel nükleik 

asitlerdir (Cutler ve ark. 2012). 

Küresel nükleik asitler (SNA), bir çekirdek etrafında sıkı bir şekilde 

paketlenerek organize edilmiş oligonükleotit dizileriden oluşan nano yapılardır. 

SNA’ların boyutları 5 – 45 nm civarıdan çeşitlilik gösterir. Temel olarak çekirdek ve 

nükleotit kısmı olmak üzere iki kısımdan oluşmaktadırlar. SNA’larında merkezinde 

bulunan çekirdek, nükleotit dizilerinin tutunması için bir iskele görevi görür. Nükleotit 

dizilerinin nükleazlardan korunmasını sağlar (Cutler ve ark. 2012). Genellikle altın ve 

gümüş gibi soy metallerden üretilir. Metallerin yanı sıra lipit, protein ve sentetik 

polimerlerin kullanıldığı SNA’lar da mevcuttur (Li ve ark. 2018).  SNA’ların nükleotit 

kısmında ise amaçlanan hedefler doğrultusunda biyolojik aktivite gösterecek şekilde 

dizayn edilmiş tek veya çift zincirli nükleotit dizileri bulunmaktadır (Cutler ve ark. 

2012). 
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Şekil 2-3 Çeşitli küresel nükleik asit yapıları (Barnaby ve ark. 2015) 

 

Hücre zarı ve biyolojik bariyerleri geçebilme özelliğine sahip olan SNA’lar, gen 

anlatım çalışmaları, ilaç moleküllerinin aktarımı ve gen terapisi gibi pekçok alanda 

kullanılmaktadır (Barnaby ve ark. 2015). Doğada bulunan nükleik asit formlarının 

aksine sahip olduları üç boyutlu yapı, SNA’lara artmış stabilite ve hücre içine aktarım 

kolaylığı sağlamaktadır (Cutler ve ark. 2012). Endositoz ile hücre içine alınan SNA’lar, 

bu özellikleri sayesinde hücrelerin transfekte edilmesi aşamasında yardımcı bir vektör 

kullanılması zorunluluğunu ortadan kaldırmaktadır (Li ve ark. 2018). Kan-beyin ve kan-

tümör gibi biyolojik bariyerlerden geçebilen SNA’lar ilaç moleküllerinin vücudun 

çeşitli noktalarına taşınmasına olanak verir. Yüksek geçirgenliği, toksik nitelik 

taşımaması ve immün reaksiyon tetiklememesi SNA’ları etkili bir ilaç taşıma aracı 

yapmaktadır (Barnaby ve ark. 2015). 

Negatif yüklü yapılar olmalarına rağmen hücre zarından kolayca geçebilme 

özelliğine sahip olan SNA’lar, hücre zarında bulunan A sınıfı scavenger reseptörlerine 

bağlanarak endositoz yoluyla hücre içine girmektedir. SNA’ların endositozu, hücre zarı 

üzerindeki lipit raftları adı verilen özelleşmiş bölgelerden gerçekleşmektedir. 

Endositotik yolaklarda görevli hücre zarı proteinleri olan kaveolinler SNA 

endositozunda rol oynamaktadır (Choi  ve ark. 2013). 
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2.4.1. RNA-Hedefli Küresel Nükleik Asit Partikülleri: Nanoflare 

Nanoflare, sitoplazmada bulunan belirli bir mRNA’yı tespit etmeye olanak 

sağlayan bir küresel nükleik asittir. Üzerinde bulunan tanımlayıcı nükleotit zincirleri, 

tespit edilmek istenilen mRNA zinciri ile eşleştiğinde Nanoflare’in yapısında bulunan 

floresan molekülleri serbest kalarak ışıma yapar. Bu sinyal florasan mikroskobu ve 

akım sitometri gibi yöntemler ile takip edilerek mRNA’nın hücre içindeki varlığı tespit 

edilir. Hücrelerin lize edilmesinin gerektiği mRNA tespit yöntemlerinin aksine 

Nanoflare’ler ile yapılan çalışmalarda hücrelerin canlılığı korunur (Seferos ve ark. 

2007). 

 

Şekil 2-4: Nanoflare çalışma prensibi (Seferos ve ark. 2007) 

Florasan molekülünü taşıyan mesajcı dizi, tanıma dizisine mRNA’nın bağlanması durumunda ayrılarak ışıma 

oluşmasını sağlar (Seferos ve ark. 2007). 

Nanoflare partiküllerinin boyutları yaklaşık 13 nm’dir. Bir partikül üzerinde 

yaklaşık 150 – 200 nükleotit zinciri taşıyabilir. Tanımlayıcı nükleotit zincirlerinin 

uzunlukları 18 – 20 baz çifti kadardır. Bu uzun zincirlere, komplementer kısa mesajcı 

diziler bağlı olarak durur. Florasan molekülleri, ortamda hedef mRNA molekülü 

olmadığı durumda altın çekirdeğe yakın konumda bulunurlar. Altın çekirdek, florasan 

moleküllerini sönümleyerek sinyal oluşumunu engeller. Altın elementinin sönümleyici 

etkisi standart olarak kullanılan florasan sönümleyici moleküllere göre yüksek 

olduğundan, Nanoflare’ler daha düşük oran yanlış pozitif sonuç vermektedir (Seferos ve 

ark. 2007). 
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Nanoflare’ler etkinliklerini gösterebilmeleri için sitozole geçmelidir. Endositoz 

ile hücre içine alınan Nanoflare’ler ilk olarak erken endozomların içinde lokalize olur. 

Nanoflare’lerin endozomdan kaçışı, endozomun olgunlaşması sürecinde meydana gelen 

yırtılmalar sonucu gerçekleşir. Endozomdan sızarak etkinlik gösterebilen Nanoflare’ler, 

başlangıçta uygulanan miktarın düşük bir kısmını oluşturur (Wu ve ark. 2014) 

 

2.4.2. Küresel Nükleik Asitlerin Kanser ve Gen Anlatım Çalışmalarında Kullanımı 

Küresel nükleik asitlerin ve altın partiküllerin kanser belirteçlerinin tespitinde 

kullanılması giderek yaygınlaşan bir strateji olarak öne çıkmaktadır. Nanoflareler 

kanserli hücrelere has moleküler belirteçler ile eşleşerek florasan bazlı yöntemler ile bu 

hücrelerin tespitine olanak sağlamaktadır. Sözer ve ark. (2014) tarafından yapılan 

çalışmada miyeloproliferatif neoplazilerin belirteci olan mutant JAK2V617F ve yabani 

JAK2 mRNA’sına özgü Nanoflareler kullanılarak kanserli hücrelerin tespiti akım ölçer 

cihazıyla yapılmıştır. Pan ve ark. (2013)  TK1, survivin, c-myc and GalNAc-T olmak 

üzere dört farklı gene özgü dizileri taşıyan Nanoflare partküllerini kullanarak bu dört 

genin kanserli hücrelerdeki mRNA oranlarını florasan bazlı metotlar ile tespit etmiştir. 

Altın Nanoflare partiküllerinin kullanıldığı tedavi çalışmaları da mevcuttur. Chenab ve 

ark. (2019) yaptığı çalışmada mitoksantron ve doksorubisin ilaç molekülleri 

Nanoflareler aracılığıyla kanserli hücrelere aktarımı yapılmıştır. 

Küresel nükleik asitler, gen anlatımının düzenlemesinde kullanıldığı çalışmalar 

mevcuttur. Sun ve ark. (2019) yaptığı çalışmada, yanlızca kanser hücrelerinde üretilen 

ve telomeraz aktivitesini arttırarak tümör gelişimini hızlandıran hTERT enziminin 

mRNA’sının bloklanmasında SNA’lar kullanılmıştır. hTERT’in bloklanmasıyla 

sağlanan telomeraz inhibisyonu kanserli hücrelerin gelişimini baskıladığı gösterilmiştir. 

Holmes ve ark. (2020) yaptığı çalışmada SNA’lar cilt çeşitli cilt hastalıklarının tedavisi 

amacıyla kullanılmıştır. Sedef hastalığıyla ilişkili TNF-alfa ve interlökin-17A 

reseptörlerine spesifik SNA’lar kullanılarak fare modellerinde bu proteinlerin 

anlatımının azaltılması sağlanmıştır.   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Hücre Hatları 

Çalışmada kullanılan hücre hatları ve özellikler Tablo 3.1’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3-1: Kullanılan hücre hatları ve özellikleri. 

Hücre Hattı Organizma Hücre Tipi Hastalık  JAK2  

HEL Homo Sapiens Eritroblast Eritrolösemi JAK2V617F (+) Biallelik  

SET2 Homo Sapiens Megakaryoblast 
Megakaryoblastic 

Lösemi 
JAK2V617F (+) Monoallelik 

K562 Homo Sapiens Lenfoblast 
Kronik Miyeloid 

Lösemi 
JAK2  Yabanil Tip 

 

3.1.2. RNA Hedefli Altın Nanopartiküller 

Çalışmada kullanılan RNA hedefli nanopartiküller ticari olarak satın alınmıştır. 

İki çeşit partikül kullanılmış olup özellikleri aşağıdaki gibidir. 

1. Yabani tip JAK2 mRNA’sı Hedefli Cy5 Boyasıyla Konjuge Nanoflare 

2. Mutant tip JAK2V617F mRNA’sı Hedefli Cy3 Boyasıyla Konjuge 

Nanoflare 
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3.1.3. Kullanılan Kitler 

Çalışmada kullanılan hücre hatları ve özellikler Tablo 3.2’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3-2: Kullanılan kitler 

SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jenna Bioscience) 

qPCR SybrMaster (Jenna Bioscience) 

Total RNA Purification Kit (Jenna Bioscience) 

 

3.1.4. Kullanılan Cihazlar 

Çalışmada kullanılan hücre hatları ve özellikler Tablo 3.3’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3-3: Kullanılan 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) 
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3.1.5. Kullanılan Kimyasallar 

Çalışmada kullanılan hücre hatları ve özellikler Tablo 3.4’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3-4: Kullanılan kimsayal maddeler 

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

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute1640 Medium) 

(Gibco) 

Etil alkol  

İzopropanol 

PBS (Fosfat Tampon Çözeltisi) (HyClone) 

FBS (Fetal Bovine Serum) (HyClone) 

DMSO (Dimetil Sülfoksit) 

Penisilin/Streptomisin 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Hatlarının Kültürü 

Çalışmanın ilerdeki adımları için gerekli olan sayıda canlı hücre elde etmek 

üzere SET2, HEL ve K562 hücre hatları kültür edilerek çoğaltıldı. Hücre kültürü 

çalışmalarının tümü Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü hücre kültürü 

laboratuvarında gerçekleştirildi.   

3.2.1.1. Hücre Hatlarının Eritilmesi 

 

Sıvı azot tankında -196°C sıcaklıkta, %10 DMSO içeren dondurma medyası 

içinde muhafaza edilen hücre hatları eritilerek kültüre başlandı. Eritme aşamasında 

hücreleri DMSO’nun toksik etkisiden korumak ve ısı stresinden kaynaklı hücre kaybını 
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en aza indirmek için eritme prosedürünün adımları hızlı bir şekilde gerçekleştirildi.  

Eritme aşamasında aşağıdaki adımlar izlendi. 

1) 2 mL’lik cyro tüpler içindeki hücreler 37°C’deki su banyosunda hızlı bir 

şekilde eritilir. 

2) Eriyen DMSO’lu dondurma medyası içindeki hücreler 15 mL’lik santrifüj 

tüpüne aktarılır. 

3) Hücrelerin üzerine önceden 37 °C’de bekletilmiş 5 mL besi yeri damla damla 

eklenir. Ekleme sırasında tüp hafifçe sallanarak hücrelerin homojen bir şekilde 

dağılaması sağlanır. 

4) Tüp 2500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek hücrelerin çökmesi sağlanır. 

5) Üst sıvı atılır. 

6) Tüpün dibinde kalan pellet ikinci yıkama aşaması için 5 mL besi yerinde 

tekrardan süspense edilir. 4. ve 5. Adımlar tekrar edilir. 

7) Pellet yeterli miktarda besi yeri ile süspense edilir. 

8) Hücreler 6-kuyulu plaklara ekilir.  

 

3.2.1.2. Hücre Hatlarının Büyütülmesi 

Hücrelerin büyüme ve canlılıkları günlük olarak ışık mikroskobuyla kontrol 

edildi. Her 48 saatlik periyotlarda besi yeri değişimi yapıldı. Hücreler 37°C’de %5 CO2 

koşullarında inkübe edildi. Her hücre hattı için kullanılan besi yeri içerikleri Tablo 

3.3’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3-5: Hücre hatlarının kültüründe kullanılan besiyeri içerikleri 

 SET2 K562 HEL 

Kültür Medyası RPMI-1640 IMDM RPMI-1640 

FBS %20 %10 %10 

Penisilin+Streptomisin %1 %1 %1 
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3.2.1.3. Hücre Sayımı 

 

Hücre kültürü çalışmalarında ve deneylerde hücre sayımı işlemi hemositometre 

aletiyle gerçekleştirildi. Hemositometre ile hücre sayımında aşağıdaki adımlar izlendi. 

 

1) Sayımı yapılacak hücre süspansiyonundan alınan 10 µL örnek, besiyeri veya 

PBS ile %1 oranında seyreltilir. 

2) Seyreltilen örnek 1:1 oranında olacak şekilde trypan mavisi ile karıştırılarak 

boyama yapılır. 

3) Örnek – boya karışımından 10 µL alınarak hemositometreye yüklenir. 

4) Işık mikroskobu altında sayım yapılır. Trypan mavisi tarafıdan boyanan 

hücreler ölü olduğundan sayılmaz. 

5) (Sayılan Hücre/4) x 2 x 102 x104 formülü kullanılarak 1 mL’lik hacimde 

bulunan hücre sayısı belirlenir. 

6) Hesaplanan değer sayım yapılan hücre süspansiyounun hacmi ile çarpılarak 

toplam hücre sayısı belirlenir.  

3.2.2. Altın Nanopartikül Uygulamaları 

Üç farklı tip altın nanopartikülü hücreler üzerinde test edildi. Bu amaçla 

hücreler, 30 dakika, 1, 1.5, 2, 24, 48 ve 72 saat olmak üzere farklı zaman aralıklarında 

partiküllere maruz bırakıldı. Hücrelerin partiküller ile muamelesinde aşağıdaki adımlar 

izlendi. 

1) 24-kuyulu kültür plaklarında her kuyu için 300.000 hücre 500 µL besiyeri 

içinde ekildi. Her koşul için 3 kuyu hazırlandı. 

2) JAK2-WT Cy5, JAK2V617F Cy3 ve Scramble nanopartiküller 200 pM 

konsantrasyonda uygulandı. Bunun için 100 nM konsantrayondaki ana stok 

1:20 oranında PBS ile seyreltilerek 5 nM’a düşürüldü. 

3) 500 µL besiyeri içindeki hücrelere 5 nM’lık nanopartikül çözeltisinden 20 

µL eklenerek 200 pM partikül konsantrasyonu sağlandı. 
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4) Kültür plakları 37 °C’de % 5 CO2 ortamında belirtilen sürelerde inkübe 

edildi. 

5) İnkübasyon sonunda kuyulardaki hücreler 1.5 mL’lik tüplerde toplandı. 

6) Hücreler 2500 rpm’da 5 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Üst sıvı atıldı. 

Pellet olarak toplanan hücreler RNA izolasyonunda kullanıldı. 

3.2.3. RNA İzolasyonu 

RNA izolasyonu için Jenna Bioscience Total RNA Purification Kit kullanıldı. 

İzolasyon kitin kendi prosedüründeki adımlar takip edilerek gerçekleştirildi. 

1) 1,5 mL’lik eppendorf tüpü içinde pellet halinde bulunan hücrelerin üzerine 

500 µL lysis buffer eklendi. Vorteks cihazıyla 10 saniye boyunca karıştırıldı. 

2) 300 µL isopropanol hücrelere eklendi. Vorteks cihazıyla 10 saniye boyunca 

karıştırıldı. 

3) Örnek sayısı kadar toplama tüpünün üzerine izolasyon kolonları yerleştirildi. 

4) 100 µL kolon aktivasyon solüsyonu kolonlara eklendi. 

5) Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Alt tüpte toplanan sıvı atıldı. 

6) Hücre lizatları kolonlara eklendi. 

7) Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Alt tüpte toplanan sıvı atıldı. 

8) 700 µL birinci yıkama solüsyonu kolonlara eklendi. 

9) Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Alt tüpte toplanan sıvı atıldı 

10) 700 µL ikinci yıkama solüsyonu kolonlara eklendi. 

11) Kolonlar 10.000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Alt tüpte toplanan sıvı atıldı 

12) Kolonlar 10.000 g’de 2 dakika boyunca santrifüj edildi. Alt tüpte toplanan 

sıvı atıldı. 

13) Kolonlar toplama tüplerinden alınarak 1,5 mL’lik eppendorflara yerleştirildi. 

14) 40 µL elüsyon solüsyonu kolonlara eklenerek 1 dakika bekletildi. 

15) Kolonlar 10.000 g’de 1 dakika santrifüj edilerek RNA alt kısımdaki 

eppendorflarda toplandı. 

Elde edilen RNA’ların konsantrasyonu Thermo Scientific NanoDropTM 2000 

cihazıyla ölçüldü. 
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3.2.4. cDNA Sentezlenmesi 

Elde edilen RNA’lar üzerinden cDNA sentezlendi. cDNA sentezi için başlangıç 

RNA miktarı 100 ng olarak belirlendi.  cDNA sentezi Jenna Bioscience SCRIPT cDNA 

Synthesis Kit ile yapıldı. Sentez kitin kendi prosedüründeki adımlar takip edilerek 

gerçekleştirildi. 

1) 100 ng RNA içeren hacimde RNA ekstratı, 10 µL’de 2 µM olacak şekilde 

oligo-(dT)20 ve 2 µM random hexamer primerleri ile karıştırılır.  

2) Tüpdeki karışımın son hacmi 10 µL olacak kadar saf su eklenir. 

3) Karışım thermocycler cihazında 70°C’de 5 dakika inkübe edilir. 

4) İnkübasyon sırasında cDNA sentez karışımı hazırlanır. 20 µL reaksiyon 

hacmi için, 1X SCRIPT  RT buffer, 2 mM dNTP mix, 5 mM DTT Stock, 40 

birim Rnase Inhibitor, 100 birim SCRIPT Reverse Transcriptase olacak 

şekilde hazırlanır. Hacim saf su ile 20 µL’ye tamamlanır. 

5) Hazırlanan karışım, RNA-primer karışımına eklenir. 

6) Karışımlar Thermal Cycler cihazında Tablo 3.4’te gösterilen programda 

inkübe edilir. 

 

Tablo 3-6: Thermal cycler cihazı cDNA sentez program ayarları 

Aşama Süre (dk) Sıcaklık (̊C) 

Ön inkübasyon 10 42 

Sentez 60 50 

Ters Transkriptaz İnaktivasyonu 10 70 

 

3.2.5. Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR (rt-qPCR) 

SET2, HEL ve K562 hücre hatları JAK2-Cy5, JAK2V617F-Cy3 ve Scramble 

partikülleri olmak üzere üç farklı tip nanopartiküle çeşitli inkübasyon sürelerinde maruz 

bırakıldı. Tüm bu koşullar altında cGAS-STING yolağıyla ilişkili genlerin 

anlatımındaki değişimler gerçek zamanlı PZR analiz edildi. Çalışılan genler ve primer 

dizileri Tablo 3.7’de gösterilmiştir. Referans geni olarak ACTB geni kullanıldı. 



22 

 

 

 

 

Tablo 3-7: Test edilen genler ve gerçek zamanlı PZR analizinde kullanılan primer dizileri 

 

Gerçek zamanlı PZR analizi Jenna Bioscience qPCR SybrMaster kiti kullanıldı. 

Analizler Roche LightCycler 480 cihazıyla yapıldı. 96-kuyulu PZR plaklarına her 

kuyuya Tablo 3.6‘da gösterilen miktarda malzemeler eklendi. 100 ng RNA ile 

hazırlanan cDNA’lar Rnaz içermeyen saf su ile 1:10 oranında seyreltilerek kullanıldı. 

Reaksiyon hacmi 10 µL olarak belirlendi. 

 

 

 

Genler  Düz Zincir Primer Dizisi (5’-

3’) 

Ters Zincir Primer Dizisi (5’-3’) 

cGAS TAA CCC TGG CTT TGG AAT CAA 

AA 

TGG GTA CAA GGT AAA ATG GCT TT 

STING GAG CAG GCC AAA CTC TTC TG TGC CCA CAG TAA CCT CTT CC 

IRF3 TCT GCC CTC AAC CGC AAA GAA 

G 

TAC TGC CTC CAC CAT TGG TGT C 

NFKB1 GCA GCA CTA CTT CTT GAC CAC 

C 

TCT GCT CCT GAG CAT TGA CGT C 

TBK1 CAA CCT GGA AGC GGC AGA GTT 

A 

ACCTGGAGATAATCTGCTGTCGA 

TLR9 TGAGCCACAACTGCATCTCGA CAGTCGTGGTAGCTCCGTGAAT 

STAT1 ATGGCAGTCTGGCGGCTGAATT CCAAACCAGGCTGGCACAATTG 

STAT2 CAGGTCACAGAGTTGCTACAGC CGGTGAACTTGCTGCCAGTCTT 

JAK2 CCAGATGGAAACTGTTCGCTCAG GAGGTTGGTACATCAGAAACACC 

ACTB CCA ACC GCG AGA AGA TGA CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG 
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Tablo 3-8: Gerçek zamanlı PZR malzemeleri ve miktarları 

Malzemeler Eklenen Hacim  Reaksiyon Konsantrasyonu 

Sbyr Master Mix (2X) 5 µL 1X 

Düz Zincir Primer (10 µM) 0,5 µL 500 nM 

Ters Zincir Primer (10 µM) 0,5 µL 500 nM 

cDNA (%10) 2 µL - 

Saf Su 2 µL - 

 

45 döngü olarak uygulanan PZR koşulları Tablo 3.9’de gösterilmiştir. 

Tablo 3-9: LC480 qPZR program ayarları 

Aşama Sıcaklık (°C) Süre (sn) 

Denatürasyon 95 10 

Hibridizasyon 60 10 

Uzama 72 10 

 

3.2.6. Gerçek Zamanlı PZR Verilerinin Analizi 

Gerçek zamanlı PZR analizlerinde her örnek ve koşul için iki eş kuyu 

hazırlanarak deneyler gerçekleştirildi. Eş kuyulardan elde edilen ct değerlerinin 

ortalaması alınarak hesaplamalar yapıldı. Ct değerlerindeki değişim (∆ct), her bir genin 

ortalama ct değerinden aynı koşullardaki referans genin ortalama ct değeri çıkarılarak 

hesaplandı. Relatif gen anlatımın hesaplanmasında ∆∆ct metodundan yararlanıldı. 

Bunun için herbir gen için elde edilen ∆ct değerinden, o genin herhangi bir uygulama 

yapılmamış kontrol grubu hücrelerindeki ∆ct değeri çıkarılarak ∆∆ct değeri hesaplandı. 

Elde edilen değerler ile 2^(-∆∆ct) formülünden yararlanılarak gendeki değişimin 

kontrole göre kaç katında çıktığı hesaplandı.  
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Elde edilen verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesi aşamasında ANOVA 

metodu kullanılmıştır. İstatistiksel analizlerde p değeri %5 olarak baz alınmıştır. 

İstatistiksel analiz ve grafiklerin oluşturulmasında Prism GraphPad yazılımı 

kullanımıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Gen Anlatım Değişimlerinin Değerlendirilmesi 

4.1.1. cGAS Geni Anlatımının Nanopartikül Uygulamasıyla Periyodik Değişimi 

cGAS geni için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve Ct değerlerindeki değişimler 

aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. ( Şekil 4.1, Şekil 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4, Şekil 4.5, 

Şekil 4.6) 
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Şekil 4-1: HEL hücre hattında rölatif cGAS anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.1’de HEL hücre hattında cGAS  geninin relatif gen anlatım değişimi 

gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip JAK2 mRNA’larına 

spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. Her 

inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA 

örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe edilen 

hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. İlk iki saatlik yapılan ölçümlerde gen anlatımının yarım saatlik 

dilimlerde değişkenlik gösterdiği görülmüştür. 72. Saatte her iki partikül için anlamlı 

artış gözlenmiştir. 
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Şekil 4-2: HEL hücre hattında cGAS geninin ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.2’de cGAS geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler cGAS 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen cGAS geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.   
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Şekil 4-3: SET2 hücre hattında relatif cGAS anlatımının değişimi 



27 

 

 

 

 

Şekil 4.3’de SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattında cGAS  geninin 

relatif gen anlatım değişimi gösterilmiştir. SET2 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani 

tip JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır.  

Şekil 4.3’de SET2 hücre hattında cGAS anlatımının ilk iki saatlik 

inkübasyonlarda önemli bir değişim gözlenmemiştir. 72. Saatte yabani tip JAK2 

mRNA’sına özgü partikülle yapılan muamelede anlamlı artış gözlenmiştir. 

 

 

 

Şekil 4-4: SET2 hücre hattında cGAS ∆Ct değerleri değişimi 

 

Şekil 4.4’de cGAS geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattındaki 

∆ct değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler 

cGAS geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini 
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göstermektedir. Değerler her zaman dilimi için ölçülen cGAS geninin ct değerinden 

ACTB’nin ct değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. cGAS anlatımının SET2’de 

zamanlı azaldığı gözlenmiştir. 

 

Kontrol 24 48 72

0

20

40

60

80

cGAS - K562 - JAK2V617F Partikül

İnkübasyon Süresi (Saat)

R
e
la

ti
f 

G
e
n

 A
n

la
tı

m
ı

✱✱✱

Kontrol 24 48 72

0

20

40

60

80

cGAS - K562 - JAK2 (WT) Partikül

İnkübasyon Süresi (Saat)

R
e
la

ti
f 

G
e
n

 A
n

la
tı

m
ı

✱✱✱

 

Şekil 4-5: K562 hücre hattında cGAS anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.5’de K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattında cGAS  geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. SET2 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. Her 

inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA 

örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe edilen 

hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. K562 hücrelerinde cGAS  geninin anlatımında mutant partikül için 48. 

saatte, yabani tip için ise 72. saatte anlamlı artış gözlenmiştir. 
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Şekil 4-6: K562 hücre hattında cGAS ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.6’de cGAS geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler cGAS 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen cGAS geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  
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4.1.2. STING Geni Anlatımının Partikül Uygulamasıyla Periyodik Değişimi 

STING geni için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve Ct değerlerindeki değişimler 

aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. (Şekil 4.7, Şekil 4.8, Şekil 4.9, Şekil 4.10, Şekil 

4.11 ve Şekil 4.12) 
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Şekil 4-7: HEL hücre hattında relatif STING anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.7’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında STING  geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

İlk iki saatlik inkübasyon boyunca STING geni anlatımında dalgalanmalar 

gözlenmiştir. Mutant partikül için 48. Saatte anlamlı artış gözlenmiştir. 
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Şekil 4-8: HEL hücre hattında STING geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.8’de STING geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler STING 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen STING geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. 

HEL hücre hattında STING anlatımının erken evrelerde daha yüksek iken 24 saat 

ve üstü inkübasyon sürelerinde daha düşük olduğu gözlenmiştir. 
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Şekil 4-9: SET2 hücre hattında STING anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.9’da SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattında STING  geninin 

relatif gen anlatım değişimi gösterilmiştir. SET2 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani 

tip JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

SET2 hücrelerinde yapılan partikül uygulamaları neticesinde anlamlı bir artış 

gözlenmemiştir. 
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Şekil 4-10: SET2 hücre hattında STING geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.10’da STING geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattındaki 

∆ct değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler 

STING geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini 

göstermektedir. Değerler her zaman dilimi için ölçülen STING geninin ct değerinden 

ACTB’nin ct değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  

STING geninin ilk iki saat içerisinde yabani tip Nanoflare için yüsek olduğu 

mutant JAK2’ye özgü partikülle yapılan muamelede ise bu oranın daha düşük kaldığı 

gözlenmiştir. 
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Şekil 4-11: K562 hücrehattında STING anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.11’de K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattında STING  geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. K562 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. Her 

inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA 

örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe edilen 

hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. K562 hücre hattında STING geninin anlatımında her iki tip partikül için 

de anlamlı bir değişim gözlenmemiştir. 
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Şekil 4-12: K562 hücre hattında STING geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.12’de STING geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler STING 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen STING geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. K562 hücre hattında STING geninin 

anlatımının her iki tip partikül için tüm inkübasyon sürelerinde düşük olduğu 

gözlenmiştir. 
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4.1.3. JAK2 Geni Anlatımının Partikül Uygulamasıyla Periyodik Değişimi 

JAK2 geni için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve ∆Ct değerlerindeki değişimler 

aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. 
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Şekil 4-13: HEL hücre hattında relatif JAK2 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.13’da HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında JAK2  geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

Şekil 4.13’te görüldüğü üzere JAK2 anlatımınde ilk 2 saatlik süreçte önemli bir 

artış gözlenmemiştir. 72. saatte mutant partikül için JAK2 geninin anlatımında anlamlı 

artış gözlenmiştir. 
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Şekil 4-14: HEL hücrehattında JAK2 geni Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.14’de JAK2 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler JAK2 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen JAK2 geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  
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Şekil 4-15: SET2 hücre hattında relatif JAK2 anlatımının değişimi 
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Şekil 4.15’da SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattında JAK2  geninin 

relatif gen anlatım değişimi gösterilmiştir. SET2 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani 

tip JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır.  

SET2 hücre hattında JAK2 anlatımında mutant partikül ile yapılan muamelelerde 

anlamlı bir değişim gözlenmemiştir. Yabani tip JAK2 mRNA’sına özgü partiküllerle 

yapılan inkübasyonda 24 ve 72. saatlerde anlamlı artış gözlenmiştir.  

 

 

Şekil 4-16: SET2 hücre hattında JAK2 geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.16’de JAK2 geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattındaki 

ct değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler 

JAK2 geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini 

göstermektedir. Değerler her zaman dilimi için ölçülen JAK2 geninin ct değerinden 

ACTB’nin ct değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. İlk iki saatlik inkübasyonlarda 
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JAK2 anlatımının yabani tip partikül muamelesinde, mutanta göre daha yüksek olduğu 

gözlenmiştir. 
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Şekil 4-17: K562 hücre hattında relatif JAK2 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.17’da K652 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattında JAK2  geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. K562 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. Her 

inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA 

örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe edilen 

hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

K562 hücre hattında JAK2 anlatımının yabani tip partiküllerde anlamlı değişim 

olmadığı, mutant partikülde ise 48 ve 72. saatlerde anlamlı ölçüde azaldığı gözlenmiştir. 
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Şekil 4-18: K562 hücrehattında JAK2 geninin Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.18’de JAK2 geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler JAK2 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen JAK2 geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. K562 hücre hattında JAK2 ct değerlerinde 

önemli bir artış gözlenmemiştir.  

 

4.1.4. IRF3 Geni Anlatımının Partikül Uygulamasıyla Periyodik Değişimi 

IRF3 geni için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve ∆Ct değerlerindeki değişimler 

aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. ( Şekil 4.19, Şekil 4.20, Şekil 4.21, Şekil 4.22, Şekil 

4.23, Şekil 4.24) 
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Şekil 4-19: HEL hücre hattında relatif IRF3 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.19’da HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında IRF3  geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 05, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

HEL hücre hattında yabani tip partiküllerle yapılan uygulamada 1.5 saatlik 

inkübasyon sonucunda IRF3 geninin anlatımında anlamlı artış tespit edilmiştir.Mutant 

partikül ile yapılan uygulamada ise 2. Saatte anlamlı artış gözlenmiştir. 
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Şekil 4-20: HEL hücrehattında IRF3 geni ∆Ct değeri değişim 

 

Şekil 4.20’de IRF3 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler IRF3 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen IRF3 geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  İlk 2 saatlik inkübasyon sürelerinde mutant 

JAK2V617F’ye özgü partikül muamelesinde elde edilen IRF3 ct değerlerinin daha 

yüksek olduğu gözlenmiştir. 
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Şekil 4-21: SET2 hücre hattında relatif IRF3 anlatımının değişimi 
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Şekil 4.21’de SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattında IRF3 geninin 

relatif gen anlatım değişimi gösterilmiştir. SET2 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani 

tip JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

SET2 hücre hattında yabani tip partiküllerle yapılan uygulamada 1.5 saatlik 

inkübasyon sonucunda IRF3 geninin anlatımında anlamlı artış tespit edilmiştir.Mutant 

partikül ile yapılan uygulamada ise 2. saatte anlamlı artış gözlenmiştir. 

 

 

 

Şekil 4-22: SET2 hücrehattında IRF3 geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.22’de IRF3 geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattındaki 

∆ct değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler 

IRF3 geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini 
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göstermektedir. Değerler her zaman dilimi için ölçülen IRF3 geninin ct değerinden 

ACTB’nin ct değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  
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Şekil 4-23: K562 hücre hattında relatif IRF3 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.23’de K652 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattında IRF3 geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. K562 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. Her 

inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA 

örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe edilen 

hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

K562 hücre hattında IRF3 geninin anlatımında yabani tip partiküller için anlamlı 

bir değişim gözlenmezken mutant partiküller ile yapılan uygulamalarda 24. ve 72. 

saatlerde anlamlı şekilde azaldığı gözlenmiştir. 

 



45 

 

 

 

 

Şekil 4-24: K562 hücrehattında IRF3 geni Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.24’de IRF3 geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler IRF3 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen IRF3 geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.K562 hücre hattında IRF3 ct değerlerinde 48. 

saatte mutant partikül için gözlenen azalma dışında anlamlı  bir değişime 

rastlanmamıştır. 

 

4.1.5. TBK1 Geni Anlatımının Partikül Uygulamasıyla Periyodik Değişimi 

TBK1 geni için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve ∆Ct değerlerindeki değişimler 

aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. ( Şekil 4.25, Şekil 4.26, Şekil 4.27, Şekil 4.28, Şekil 

4.29 ve  Şekil 4.30) 
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Şekil 4-25: HEL hücre hattında  relatif TBK1 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.25’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında TBK1 geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

HEL hücre hattında TBK1 geninin anlatımında her iki partikülde de anlamlı bir 

etki gözlenmemiştir. 
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Şekil 4-26: HEL hücre hattında TBK1 geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.26’de TBK1 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler TBK1 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen TBK1 geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  

 

 

K
ontr

ol
0.

5 1
1.

5 2 24 48 72

0

5

10

15

20

TBK1 - SET2 - JAK2 (WT) Partikül

İnkübasyon Süresi (Saat)

R
e
la

ti
f 

G
e
n

 A
n

la
tı

m
ı

K
ontr

ol
0.

5 1
1.

5 2 24 48 72

0

5

10

15

20

İnkübasyon Süresi (Saat)

R
e
la

ti
f 

G
e
n

 A
n

la
tı

m
ı

✱✱✱✱

TBK1 - SET2 - JAK2V617F Partikül

 

Şekil 4-27: SET2 hücre hattında TBK1 anlatımının değişimi 
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Şekil 4.27’de SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattında TBK1 geninin 

relatif gen anlatım değişimi gösterilmiştir. SET2 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani 

tip JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

SET2 hücre hattında yabani tip partiküllerle yapılan uygulamalarda TBK1 

geninin anlatımında önemli bir değişime rastlanmamıştır. Mutant JAK2V617F 

mRNA’sına özgü partiküllerde 2. saatte anlamlı artış saptanmıştır. 

 

 

Şekil 4-28: SET2 hücre hattında TBK1 geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.28’de TBK1 geninin SET2 (JAK2V617F-Monoallelik) hücre hattındaki 

ct değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler 

TBK1 geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini 
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göstermektedir. Değerler her zaman dilimi için ölçülen TBK1 geninin ct değerinden 

ACTB’nin ct değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  
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Şekil 4-29: K562 hücre hattında relatif TBK1 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.29’de K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattında TBK1 geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. K562 hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. Her 

inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA 

örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe edilen 

hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

K562 hücre hattında yapılan partikül muameleleri sonucunda anlamlı bir 

değişime rastlanılmamıştır. 
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Şekil 4-30: K562 hücre hattında TBK1 geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.30’da TBK1 geninin K562 (JAK2V617F-Negatif) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler TBK1 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen TBK1 geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. TBK1 geninin ct değerlerinde anlamlı bir 

değişim gözlenmemiştir. 

 

4.1.6. TLR9 Geni Anlatımının Partikül Uygulamasıyla Periyodik Değişimi 

TLR9 geni için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve ∆Ct değerlerindeki değişimler 

aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. ( Şekil 4.31, Şekil 4.32) 
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Şekil 4-31: HEL hücre hattında relatif TLR9 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.31’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında TLR9 geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24 VE 48 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. HEL hücre hattında TLR9 geninin anlatımında anlamlı bir değişime 

rastlanmamıştır. 
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Şekil 4-32: HEL hücre hattında TLR9 geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.32’de TLR9 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler TLR9 

geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini göstermektedir. 

Değerler her zaman dilimi için ölçülen TLR9 geninin ct değerinden ACTB’nin ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. TLR9 geninin ct değerindeki değişimin 

mutant JAK2V617F partikülü için sabit kaldığı görülmüştür. 

  

4.1.7. NFKB1 Geni Anlatımının Partikül Uygulamasıyla Periyodik Değişimi 

NFKB1 geni için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve Ct değerlerindeki değişimler 

aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. ( Şekil 4.33, Şekil 4.34) 
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Şekil 4-33: HEL hücre hattında relatif NFKB1 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.33’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında NFKB1 geninin 

relatif gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani 

tip JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24 ve 48 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

NFKB1 geninin anlatımında 1.5 saatlik yabani tip partikül inkübasyonunda 

anlamlı artış gözlenmiştir. Mutant partiküller ile yapılan uygulamalarda anlamlı bir etki 

gözlenmemiştir. 
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Şekil 4-34: HEL hücre hattında NFKB1 geni ∆Ct değeri değişimi 

 

Şekil 4.34’de NFKB1 geninin HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattındaki ∆ct 

değerlerindeki zamana göre değişimler gösterilmiştir. Şekilde gösterilen değerler 

NFKB1 geninin referans gen olarak kullanılan ACTB genine göre değişimini 

göstermektedir. Değerler her zaman dilimi için ölçülen NFKB1 geninin ct değerinden 

ACTB’nin ct değerlerinin çıkarılmasıyla hesaplanmıştır.  

 

4.1.8. STAT1 – STAT2 Genlerinin Anlatımının Partikül Uygulamasıyla Periyodik 

Değişimi 

STAT1 ve STAT2 genleri için gerçek zamanlı PZR sonuçları ve Ct değerlerindeki 

değişimler aşağıdaki grafiklerde gösterilmiştir. ( Şekil 4.35, Şekil 4.36) 
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Şekil 4-35: HEL hücre hattında relatif STAT1 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.35’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında STAT1 geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 1,5, 2, 24 VE 48 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. 

STAT1 geninin anlatımında yabani tip partiküllerle yapılan uygulamlarda 1.5 

saatlik inkübasyon neticesinde anlamlı değişime rastlanmıştır. Mutant partiküller ile 

yapılan uygulamalarda anlamlı bir etki gözlenmemiştir. 
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Şekil 4-36: HEL hücre hattında relatif STAT2 anlatımının değişimi 

 

Şekil 4.36’de HEL (JAK2V617F-Biallelik) hücre hattında STAT2 geninin relatif 

gen anlatım değişimi gösterilmiştir. HEL hattı hücreleri JAK2V617F ve yabani tip 

JAK2 mRNA’larına spesifik nanopartiküllerle 0,5, 1, 2, 24 VE 48 saat inkübe 

edilmiştir. Her inkübasyon sonunda toplanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan elde 

edilen cDNA örnekleri ile gerçek zamanlı PZR analizi yapılmıştır. Partiküllerle inkübe 

edilen hücrelerdeki anlatım değişimi herhangi bir işlem uygulanmamış kontrol grubu 

hücreleriyle kıyaslanmıştır. Relatif gen anlatımındaki değişim ∆∆ct metoduyla 

hesaplanmıştır. Yapılan uygulamalarda STAT2 geninin anlatımında anlamlı bir etki 

gözlenmemiştir. 
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5. TARTIŞMA 

Doğal bağışıklık sisteminin bir parçası olan cGAS – STING yolağı sitozolik 

DNA molekülleri tespit ederek tip I interferonların salınımını sağlayan önemli bir 

mekanizmadır. cGAS – STING yolağının kanser gelişimini önleyici etkisi birçok 

çalışmada gösterilmiştir. Bir diğer yandan yolağın kronik aktivasyonu neticesinde tümör 

gelişimine uygun ortam oluşmasına sebep olduğunu gösteren çalışmalar da literatürde 

mevcuttur (Zheng ve ark. 2020). Bu iki yönlü durum cGAS-STING yolağını baz alan 

tedavi stratejilerinin geliştirilebilmesi için, bu yolağın tedavi edilmek istenilen kanser 

türündeki etkinliğinin anlaşılmasını gerekli kılmaktadır. Bu çalışmada cGAS-STING 

yolağının miyeloproliferatfi neoplazilerdeki rolü hakkında bilgi edinilmesi 

hedeflenmiştir. Bu amaçla MPN’lerde sıklıkla karşılaşılan JAK2V617F mutasyonunu 

taşıyan hücre hatlarında, cGAS-STING yolağının aktivasyonu durumdaki gen anlatımı 

değişimleri incelenmiştir. Çalışmanın hipotezi JAK2V617F taşıyıcısı kanserli hücre 

hatlarında cGAS – STING yolağının uyarılmasının, yolak üzerindeki ve ilişkili genlerin 

anlatımına etkisinin bulunacağıdır. 

Çalışmanın bir diğer önemli elementi olan Nanoflare partikülleri belirli bir 

mRNA molekülüyle eşleşebilen oligonükleotit zincirlerini taşıyan küresel nükleik 

asitlerdir. Nanoflarelerin kullanıldığı RNA bazlı uygulamalar, özellikle kanser 

hücrelerinin tespit edilmesi ve gen anlatımının düzenlenmesi amacıyla kullanıldığı 

çalışmalar bulunmaktadır (Sidransky, 1997).  Çalışmada mutant JAK2 (JAK2V617F) ve 

yabani tip JAK2 mRNA’larına özgü olmak üzere iki tip nanopartikülden faydalanıldı. 

Nanopartiküller ilgili mRNA’larıyla eşleşmeleri sonucu mutant ve yabani tip JAK2 

proteinlerinin sentezini bloklayacağından inhibitör vazifesi göreceği öngörülmüştür.   

Nanoflare partiküllerinin üzerinde taşıdığı oligonükleotitlerin mutant ve yabanıl 

tip JAK2 mRNA’larıyla eşleşerek oluşturduğu çift zincirli yapılar cGAS – STING 

yolağının uyarılmasında kullanıldı.  Bu yolla yapılan uyarılar sonucunda yolak 

üzerindeki temel proteinleri sentezleyen genlerden olan cGAS, STING ve TBK1 

genlerinin anlatımında değişimler gözlendi. Yapılan çalışmalarda STING ve TBK1’in 

aktivayonunun, IRF3 ve NFKB1 transkripsyon faktörleri aracılığıyla interferon 

üretimini tetiklediği gösterilmiştir (Zheng ve ark. 2020). Bu çalışmada da cGAS-STING  
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yolağının aktivasyonu neticesinde bu iki transkripsiyon faktöründeki değişimler 

araştırıldı.   

Hücre hatları nanopartiküllerle farklı sürelerde muamele edilerek gen 

anlatımındaki değişimlerin kısa ve uzun vadelerdeki etkileri test edildi. İki saate kadar 

yarım saat aralıklarla yapılan inkübasyonların temel nedeni hücrelere endositotik 

yolaklar aracılığıyla giren nanopartiküllerin hücrelerde aktivite gösterebildikleri yer 

olan sitozole geçişi için gereken zamanın çeşitlilik göstermesidir. Scavenger tip A 

reseptörlerine bağlanarak endozom içinde sitoplazmaya geçen nanopartiküller daha 

sonra endozomdan sızarak sitozolik ortama geçiş yapar (Seferos 2007). 72 saate kadar 

24 saatlik aralıklarla yapılan uzun vadeli inkübasyonlarda yolağında kronik 

aktivasyonundaki etkilerin gözlemlenmesi amaçlanmıştır. Yapılan çalışmalarda cGAS-

STING yolağının kronik aktivasyonunun tümör gelişimini ve metastazı hızlandırdığı 

görülmüştür (Bakhoum ve ark. 2018) 

Kısa süreli inkübasyonlarda (0,5h, 1h, 1,5h, 2h) SET2 ve HEL hücre hatlarında 

yapılan gözlemlerde cGAS, STIING ve TBK1 genlerinin anlatımında dalgalanmalar 

gözlenmekle beraber belli saat aralıklarında önemli artışlar gözlenmiştir. Bu 

dalgalanmalara sebep olarak nanopartiküllerin hücre içine giriş oranlarındaki 

değişkenlikler gösterilebilir. Partiküllerin hücrelere girişinde standart bir düzen 

olmadığından  belli dilimlerde gen anlatımında yüksek anlatım gözlenirken bir kısmında 

artışın az yada gen anlatımında azalmaların olduğu gözlenmiştir. Zaman aralıklarının 

kısa olması da bu dalgalanmaların sebebi olarak düşünüle bilinir.  

Uzun süreli inkübasyonlarda (24h, 48h, 72h) gözlenen gen anlatımındaki 

değişimlerin kısa sürelilere göre daha stabil olduğu görüldü. cGAS geninin anlatımının 

her iki tip Nanoflare için HEL 48. saat haricinde tüm şartlar altında anlamlı ölçüde 

arttığı gözlemlendi. Özellikle JAK2V617F mutasyonu biallelik olarak taşıyan HEL hattı 

ve monoallelik olarak taşıyan SET2 hattında mutant JAK2 mRNA’sına özgü 

nanopartiküller ile yapılan 72 saatlik muamele sonunda cGAS geninin anlatımının tepe 

değere eriştiği görüldü.  

STING geni anlatımını HEL hücre hattında dalgalanmalar şeklinde değiştiği 

gözlenirken SET2 hücre hattında STING geninin anlatımının genel olarak arttığı 

görüldü. Mutant mRNA’ya özgü nanopartikül için SET2 hücre hattında 24. saatte en 

yüksek değere ulaşan STING anlatımının ilerleyen zamanda düzenli olarak azaldığı 

gözlendi. STING anlatamının azaldığı bu durumda cGAS geninin anlatımında gözlenen 
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artış cGAS-STING yolağında bulanan otoinhibitör bir mekanizmanın sonucu olarak 

değerlendirilebilir.  

cGAS ve STING geni için elde edilen sonuçlarda, gen anlatımlarının mutant 

JAK2 mRNA’sına özgü olan nanopartiküllerde, yabani tipe göre daha yüksek olduğu 

genel olarak gözlenmiştir. Zhang ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada JAK2-STAT3 

yolağının cGAS-STING yolağını baskılayıcı özelliği olduğu tespit edilmiştir (Zhang ve 

ark. 2020) JAK2V617F mRNA’sının nanopartiküllerce bloklanmasıyla, sürekli aktif 

formdaki mutant JAK2 proteininin cGAS-STING yolağı üzerindeki muhtemel 

baskılayıcı etkisi ortadan kalkabilir. Bu durum cGAS ve STING genlerinin 

anlatımlarının mutant nanopartikülle yapılan muamelelerde daha yüsek olmasını 

açıklayabilir. JAK2V617F mutasyonunu taşımayan K562 hücre hattında STING geninin 

anlatımının partikül muamelesinden etkilenmemesi de bu durumu destekler niteliktedir. 

STING’in etkilenmediği halde, K562’deki cGAS anlatımın artması ise JAK-STAT 

yolağının cGAS-STING yolağı üzerindeki inhibitör etkisinin STING proteini üzerinden 

gerçekleşmekte olduğunu gösterebilir.  

cGAS-STING yolağıyla JAK2 arasındaki ilişkinin araştırılması amacıyla JAK2 

geninin anlatımındaki değişimler incelendi. Elde edilen sonuçlarda biallelik mutant 

HEL hücre hattında JAK2 anlatımının ilk iki saat içerisindeki ölçümlerde düzensizlik 

gösterdiği, 24. saat itibariyle ise her iki nanopartiküller için genel olarak artış eğilininde 

olduğu görüldü. Monoallelik SET2 hücre hattında ilk 2 saat içinde yabani tip Cy5 

nanopartikülü uygulanan hücrelerde kademeli bir artış gözlenirken uzun süreli 

inkübasyonlarda gen anlatımının genel olarak azaldğı gözlendi. JAK2V617F mutasyonu 

taşımayan K562’ de ise uzun süreki inkübasyonlarda hafif azalmalar gözlendi. Mevcut 

şartlarda JAK2 anlatımını etkileyebilecek üç faktör öne çıkmaktadır. Sürekli aktif 

mutant JAK2 proteini ve cGAS-STING aktivasyonu sonucu artan interferonların JAK-

STAT yolağını uyarması JAK2 anlatımının yükselmesine sebep olurken yabani ve 

mutant JAK2 mRNA’larının Nanoflare partiküllerince tutulması JAK2 anlatımının 

azalmış görünmesine sebep olabilir. 

JAK2 ile bağlantılı olarak STAT genlerinin anlatımları çalışmada incelendi. 

STAT’ların aktivasyonu pekçok farklı sitokin çeşidince sağlanmakta olup cGAS-

STING uyarılmasıyla üretilen tip I interferonların asıl etkisi STAT1 ve STAT2 üzerinde 

olduğu belirtilmiştir (Rauch ve ark. 2013). Bu sebeple bu iki genin anlatımı üzerinde 

cGAS-STING  ve JAK-STAT yolaklarının etkinliği araştırıldı. HEL hücre hattında elde 
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edilen sonuçlarda, STAT1 ve STAT2 gen anlatımlarında belli aralıklarda artış ve 

azalmalar gözlendi. Bu gen anlatım verileri ilgili diğer genler olan JAK2 ve STING 

anlatımlarıyla karşılaştırıldığında anlamlı bir ilişki gözlenemedi. Bu durum JAK2V617F 

mutasyonunu biallelik olarak taşıyan HEL hücrelerinde, JAK-STAT yolağının sürekli 

aktif olmasından doğan düzensizlikten kaynakladığı düşünülebilir. STAT anlatımlarının 

JAK-STAT yolağı normal işleyen bir hücre hattında araştırılması ileride yapılacak 

çalışmalarda daha net sonuçlar verecektir. 

IRF3 ve NFKB1 transkripsyon faktörleri cGAS-STING yolağı aracılığıyla, 

STING’e bağlanan TBK1 proteinleri üzerinden aktive olmaktadır (Seoyun ve ark. 2021) 

Bu sebeple çalışmada bu genlerin anlatımları karşılaştırılmıştır. HEL hücre hattında elde 

edilen sonuçlarda, 2 saatlik mutant Cy3 partikülleriyle yapılan inkübasyon neticesinde 

STING ve IRF3 genlerinin anlatımları önemli ölçüde artarken, NFKB1’de artışın STING 

ve IRF3’e göre daha az olduğu, TBK1’de ise anlamlı bir değişimin olmadığı gözlendi.  

SET2 hücre hattında ise IRF3’ün yine 2. saatte önemli ölçüde arttığı görüldü. Aynı 

zamanda HEL’in aksine Cy5 yabani tip JAK2 nanopartikülleriyle inkübe koşullarında 

da IRF3’ün, özellikle erken saatlerde, arttığı gözlendi. HEL hücre hattında yabani tip 

JAK2 mRNA’sı bulunmadığından, bu durum beklentilerle örtüşmektedir. K562’de ise 

IRF3 anlatımının değişmediği ve hatta belli saatlerde azaldığı gözlemlendi. Bu sonuçla 

K562 hücre hattında cGAS-STING aktivasyonu üzerinden IRF3 anlatımının 

etkilenmediği sonucuna varıldı. HEL ve SET2’de ise cGAS-STING yolağının erken 

evrelerde aktif olduğu, bu aktivitenin ilerleyen inkübasyon sürelerinde azaldığı 

gösterildi. 

Bu çalışmayla literatürde ilk defa Nanoflare partiküllerinin taşıdıkları 

oligonükleotitler aracılığıyla GAS-STING yolağını aktive etme kapasitesi test 

edilmiştir.  Sonuç olarak nanopartiküller ile yapılan uygulama sonucunda cGAS-STING 

yolağıyla ilişkili genlerin anlatımlarında değişimler gözlendi. Yolak genlerinde 

meydana gelen anlatım değişimlerindeki düzensizlik, Nanoflarelerin hücre içine giriş 

oranlarındaki farklılıklar sonucu cGAS-STING yolağını aktive edici çift zincirli 

yapıların farklı oranlarda oluşmasına bağlandı. Genel olarak mutant Nanoflareler ile 

yapılan inkübasyonlarda elde edilen cGAS ve STING genlerindeki artışın daha yüksek 

olması sürekli aktif JAK2 proteinlerin üretiminin, nanopartiküllerce mRNA düzeyinde 

bloklanmasına bağlandı. Bu durum JAK-STAT yolağının cGAS-STING üzerindeki 

baskılayıcı etkisini destekleyici bir sonuç olarak yorumlandı. Literatüre göre 
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interferonlar tarafından interferon reseptörleri aracılığıyla aktive olan JAK-STAT 

yolağının, cGAS-STING tarafından üretimi tetiklenmiş interferonlarca olduğunu 

destekleyici net bir sonuç alınamamıştır. Test edilen hücre hatları değiştirilerek veya 

hasta ve sağlıklı bireylerden alınan örnekler üzerinden bir karşılaştırma yapılması bu 

konu hakkında daha kesin verilerin elde edilmesini sağlayacaktır. Bu amaçla ileride 

yapılacak çalışmalarda hasta bireylerden alınacak örneklerin kullanılması 

planlanmaktadır. Bu çalışmada elde edilen gen anlatım verilerinin daha anlamlı ve 

değerli kılacak olması açısından ilerideki çalışmalarda cGAS-STING yolağında görevli 

elemanların protein düzeyindeki durumlarının araştırılması hedeflenmektedir. 
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