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OZET

Uslu, 1. Miyeloproliferatif Neoplazilerde Gen Ekspresyon Degisimleri. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2016

Amac. Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN), BCR-ABL negatif olan, kemik iliginde
bir veya birden fazla kan hiicresinin yiiksek oranda proliferasyonuna sebep olan klonal
kok hiicre hastaligidir. JAK2V617F mutasyonunun varlii MPN tami kriterlerinden
biridir. Bu ¢alismada amag, MPN’de sik goriilen JAK2V617F’in primitif kok hiicre
kompartmanlarindaki karakterinin belirlenip mutasyonun basladigir ilk hiicrelerin
CD133 ve CD34 yiizey markerlar aracilifiyla immiinofenotipini belirlemek, MYC ve
F2R genlerinin belirlenen hiicre kompartmanlarindaki durumunu tespit etmektir.

Yontem. 11 hasta ve 4 kontrol kordon kan1i mononiikleer hiicrelerinden (MNH), CD133
ve CD34 antikorlar1 kullanarak hiicre ayirict yardimiyla CD133*CD34°, CD133'CD34",
CD133'CD34*, CD133'CD34  kompartmanlar1 izole edildi. MNH ve izole edilmis
kompartmanlarin DNA’larinda JAK2V617F allel durumunun belirlenmesi amaciyla
allel spesifik nested PZR, RNA’larinda ise, MYC ve F2R genlerinin anlatim
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla kantitatif PZR yapildi.

Bulgu. Kok hiicre kompartmanlart ve MNH’lerinde JAK2V617F Kkarakterinin
belirlenmesi igin yapilan nested PZR sonucunda MNH’lerinde mutasyon tagiyan
hastalarin kok hiicre kompartmanlarinda farkli karakterde mutasyon tasiyabildigi
goriilmistir. MNH’lerinde mutasyon tasimayan hastalarin ise kok hiicre
kompartmanlarinda mutasyon olmadigi gorilmistir. MNH’ler ve kok hiicre
kompartmanlarinda F2R gen ekspresyon analizi sonucunda primitif ozellikte olan
CD133"CD34°, CD133CD34 kompartmaninda artmis gen anlatimi goriilmektedir.
MYC gen ekspresyon analizi sonucunda ise primitif 6zellikte olan CD133" CD34 ve
CD133"CD34" kompartmaninda artmig gen anlatimi oldugu belirlenmistir.

Sonu¢. Kok hiicre kompartmanlarinda mutasyon karakterinin belirlenmesi ile elde
edilen bulgular MPN’in kok hiicre kaynakli oldugunu destekler niteliktedir. Ozellikle
F2R geninin primitif 6zellikte olan kok hiicre grubunda ekspresyon artisi oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar bize MPN 'nin CD34" den daha primitif hiicre grubundan
kaynaklandigini ve F2R 'in kanserogenez olusumunda ve trombotik komplikasyonlarin
gelismesinde etkili olabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN), JAK2, Polisitemia Vera, Kok
Hiicre, CD133, CD34

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 51224

Ayrica bu ¢alisma Tiirkiye Bilimsel Ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 1125483
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ABSTRACT

Uslu, 1. (2016). Gene Expression Changes in Myeloproliferatif Neoplasms Ingilizce
Ad1. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Genetics. MSc.
Thesis. Istanbul. 2016

Objective. Myeloproliferative Neoplasm (MPN) is clonal disease which causes
proliferation of one or several types of BCR-ABL negative bone marrow cell. The
presence of JAK2V617F is one of the criterias of MPN diagnosis. The aim of this study
IS to determine the presence of JAK2V617F and the expression levels of MYC and F2R
genes in primitive stem cells compartments isolated according to CD133 and CD34 cell
surface markers.

Method. CD133*CD34", CD133'CD34*, CD133"CD34", CD133°'CD34" compartments
of mononulear cells (MNCs) from 4 cord blood and 11 patient samples were obtained
with cell sorter using CD133 and CD34 antibodies. MNCs and respective compartments
were used for DNA to assess JAK2V617F by allel spesific nested PCR and RNA to the
assess the MYC and F2R’s expression levels by quantitavie real time PCR.

Findings. Nested PCR results indicate that JAK2V617F positive MNC exhibit different
genotype characteristics in stem cell compartments. The analysis of F2R gene
expression in CD133'CD34" and CD133* compartments were found to have elevated
F2R gene expression. MYC gene expression analyses revealed that this gene was
elevated in CD133" and CD133'CD34" cells which are primitive stem cell
compartments.

Result. Characterization of genotypes of stem cell compartments indicate that MPN is
originating from primitive stem cells. In particular, expression of F2R was found to be
elevated in primitive stem cell compartments. These results are indicating that MPN is
originating from primitive stem cells in a developmental stage preceding CD34" and
that F2R may have critical role in carsenogenesis and trombic complication formations.

Key words: Myeloproliferative neoplasms (MPN), JAK2, Polistemia Vera (PV), Stem
cell, CD133, CD34
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1. GIRIS VE AMAC

BCR- ABL negatif Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN), multipotent
hematopoietik kok hiicreleri igeren klonal kemik iligi kok hiicre bozukluklardir.
Miyeloid, eritroid ve megakaryositik hiicre soylarinin artimi ile karakterizedir(1).
Philadelphia kromozomu negatif (Ph”) neoplaziler grubunda klonal kemik iligi kok
hiicre bozukluklar1 olan polisitemia vera (PV), esansiyal trombositoz (ET) ve primer
miyelofibrozis (PMF) bulunmaktadir(2).

PV eritroid, miyeloid ve megakaryositik hiicre soylarmi artmasi ile
karakterizedir. Siklikla 16kosit ve trombosit artisi da beraberinde goriilmektedir. PV
hastalarinin %30 kadarinda post-PV miyelofibrozis olarak bilinen miyelofibroz
gelismektedir. PV hastalarinin %10’u akut miyeloid 16semi (AML) transformasyon riski
ile karakterizedir(3).

MPN’lerde, bir sitozolik tirozin kinaz olan Janus Kinaz 2 (JAK2)'de meydana
gelen mutasyonlar siklikla goriilmektedir(4). JAK2 geninin 617. amino asidinde
Valin’den Fenil Alenin’e doniistimii ile olusan V617F mutasyonu MPN'lerde % 50-95
gibi oldukga yiiksek oranda goriiliir(5). V617F, JAK2 geninin hiicre uyarani olmadan

stirekli aktivasyonuna ve devamli hiicre cogalmasina sebep olur(6).

JAK2 mutasyonunun belirlenmesi, MPN' nin molekiiler patogenezini anlamada
onemli bir ilerlemeyi temsil etmektedir. Hastaliklar i¢in yeni bir simiflandirma ve
gelismeye, yeni tedavi stratejilerinin gelismesine olanak tanimistir(7). Gen ekspresyon
profili tanimlamasi1 PV patofizyolojisinde ve hastaligin gelisme etyolojisinde onemli

oldugu goriilmektedir(8).

Hematopoietik kok hiicre antijeni olan CD133, kanser kok hiicreleri ve kanseri
baslatan kok hiicreleri icin biyolojik belirte¢ olarak kullanilan bir transmembran
proteinidir(9),(10). Hematopoietik progenitor hiicre antijeni olan CD34, hematopoietik
progenitor hiicreler tarafindan eksprese edilir. AML’ de 16semi baslatici hiicrelerinin ve

16semi kok hiicrelerinin CD34+ hiicre kompartmanina sahip oldugu goriilmistiir(11).

Bu ¢alismadaki hipotez; MPN hastalarinda malignite, CD34" kok hiicrelerinden
daha primitif Ozellikte olan hiicre grubundan baslamaktadir ve MYC, F2R gen

ekspresyon degisimlerinin primitif hiicrelerde malignitenin baslamasinda etkisi vardir.



Bu hipotez dogrultusunda amag; hematopoietik kok hiicrelerden kaynakli
MPN’lerde oldukga sik goriilen, hastaligin olugmasi ve ilerlemesinde biiyiik rolii oldugu
distiniilen JAK2V617F mutasyonunun daha primitif hematopoietik kok hiicre
kompartmanlarindaki ~ karakterinin  belirlenip  MPN’  lerin  kok  hiicre
kompartmanlarindaki allel durumunu analiz etmek ve hastaligin prognozunda etkili
oldugu diisiiniilen MYC ve F2R genlerinin MPN hastalarindaki ekspresyon seviyelerinin
ve kok hiicre diizeyinde ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi i¢in bir pilot ¢calisma

gergeklestirmektir.

F2R, kanserde, anjiyogenezde, inflamasyonda ve trombozis de kritik rol
oynayan koagiilasyon faktor II reseptoriidiir(12). MYC, hiicre siklusunun ilerlemesinde
ve apoptozunda rol alir. Hiicre homeostazinda ve biiyltimesinde kritiktir fakat diizensiz
regiilasyon i¢in potansiyel onkogenik faktérdiir MYC geninde olusan mutasyonlar, asiri
ekspresyon, yeniden diizenlemeler ve translokasyonu ile hematopoietik tiimorlerle,

16semi, lenfoma ile iligkili bulunmustur(13).

Bu ¢alisma i¢in MPN grubunda yer alan tanis1 konmus 11 goniilliiden flebetomi
ile alinan periferal kanlarindan izole edilen mononiikleer hiicreler kullanilmustir. ilk
olarak mononiikleer hiicreler CD133 ve CD34 hiicre yiizey antikorlari ile muammele
edilerek, CD133'CD34, CD133CD34", CD133'CD34", CD133'CD34  hiicre
kompartmanlari FACS Aria Sort hiicre ayirma cihazinda ayrilmistir. Kontrol olarak
JAK2 yabanil tip olan kordon kami kullanilmigtir. Ayrimi saglanan izole kok hiicre
kompartmanlarinda ve mononiikleer hiicrelerde JAK2V617F karakterinin belirlenmesi
amaciyla elde edilen hiicre gruplarinin DNA’ larinda 2 agsamali allel spesifik nested
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapildi. RNA’ larinda ise hastalik prognozunda etkili
oldugu diistiniilen F2R ve MYC genlerinin ekspresyon seviyelerine bakilmasi amaciyla

kantitatif ger¢ek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Miyeloproliferatif Neoplaziler

2.1.1. Tarihce

Hematalog Wiliam Dameshek 1951’de; PV, ET, PMF ve Kronik Miyeloid
Losemi (KML)’ yi Klasik Miyeloproliferatif Hastaliklar (MPDs) olarak
adlandirmistir(14).

BCR-ABL fiizyon geni veya Philadelphia (Ph) kromozomu 9. Ve 22.
Kromozom translokasyonu ( t( 9;22)(q34;ql1)) ile meydana gelen yiiksek tirokinaz
aktivitesi ile kronik miyeloid 16semiye(KML) sebep olur(15). 1973 yilinda Gilbert, Ph
kromozomu bulunan KML’ yi, Ph kromozomu bulunmayan miyeloproliferatif
hastaliklar olan PV, ET ve PMF’ den ayirmistir(16).

1990 yilinda Hannover kemik iligi smiflandirmasi ile KML diger
miyeloproliferatif hastaliklar olan ET, PV, kronik megakaryositik graniilositik
miyeloproliferasyon  ve  smiflandirilamayan  miyeloproliferatif — hastaliklardan

ayrilmistir(17).

2005 yilinda JAK2 geninde olusan V617F mutasyonunun kesfini takiben MPN
hastalarinda, MPL, TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, CBL, IKZF1 ve LN gibi yeni
mutasyonlar tanimlanmistir. JAK2V617F mutasyonunun PV hastalarinda %95 oraninda,
ET ve PMF hastalarinda ise %60 oraninda goriiliirken, diger mutasyonlar, nadir ve

MPN hastalarinin oldukga az kisminda gériilmektedir(18).

2013 wyilinda, JAK2 ve MPL mutasyonu bulunmayan ET ve PMEF’ lerde

Kalretikulin (CALR) geninin ekzon 9’ unda somatik mutasyonlar saptanmistir(19).

2.1.2. Simflandirma

Gilinlimiizde,  klasik  miyeloproliferatif =~ hastaliklar, = miyeloproliferatif
neoplaziler(MPN) olarak siniflandirilmaktadir. MPN’ ler bir veya birden fazla kan
hiicre hattinin ¢ogalmasina sebep olan kok ve progenitér hiicrelerin klonal
proliferasyonu ile karakterize edilen hematopoietik kok hiicrelerin klonal hastaligi

olarak tanimlanmaktadir(20).



MPN’ lerde siklikla goriilen JAK2V617F mutasyonunun kesfi ile hastaligin
patogenezi ileri diizeyde analiz edilmis ve bu nedenle smiflandirmada diizenleme

yapilmistir(21).

2008 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (WHO), miyeloid malignansileri
simiflandirmak igin gilincelleme yapmustir. Bu diizenleme sayesinde Miyeloproliferatif
Hastaliklar (MPD) yerine yeni gruplandirma ile miyeloproliferasyonun neoplastik
oldugunu belirtmek i¢in Miyeloproliferatif Neoplaziler terimi gegerli hale gelmistir(22).
Yapilan bu gruplandirmaya gore MPN’ ler tasidigi BCR-ABL fiizyon geninin
bulunmasima gore; KML, BCR- ABL fiizyon geni bulundugundan dolay:r Ph(+) MPN
olarak isimlendirilirken, PV, ET, PMF, Kronik Nétrofilik Losemi (KNL), Kronik
Eozinofilik Losemi (KEL), Mast Hiicre Hastaligi (MHH) ve Siniflandirilamayan MPN’
ler BCR- ABL fiizyon geni bulunmadigindan dolayr Ph(-) MPN olarak isimlendirilir.
(Sekil 2-1)
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(PMEF)
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Sekil 2-1: Diinya Saghk Orgtii’ niin (WHO) 2008 yilindaki revizyonuna gore
Miyeloproliferatif Neoplazilerin siniflandirilmasi.

2.1.3. JAK- STAT Sinyal ileti Sistemi
JAK- STAT sinyal ileti sistemi, sitokinler ve biyiime faktorlerine kars
proliferasyon, hiicre farklilasmasi, migrasyon ve apoptoz gibi hiicresel tepkilerin

olugsmasinda ©6nemli rol almaktadir. Hematopoez, hiicre biiylimesi, bagisiklik



hiicrelerinin gelismesi gibi birgok gelisimsel ve homeostatik siire¢ igin JAK- STAT
sinyal yolaginin dnemli oldugu gorilmistiir(23). JAKL, JAK2, JAK3, Tyk2 olmak
tizere dort farkli JAK ve yedi farkli STAT tanimlanmistir. Janus Kinazlar, reseptor
olmayan tirozin kinaz ailesinin tyeleridir(24). JAKlar, STAT molekiillerini fosforile
ederek STAT’ lan aktiflestririler. Aktiflesen STAT’ lar, kalitsal ve edinilmis immiin

cevapta onemlidir.

JAK/STAT sinyal yolagi; reseptor, Janus Kinaz (JAK) ve STAT olmak iizere 3
temel bilesenden olusur. Reseptorler, JAK/ STAT sinyal ileti yolaginin sinyal iletimini
aktive eden hematopoietik sistem sitokinleri (interlokinler, koloni stimiile edici
faktorleri, interferonlar, eritropoietin, trombopoietin) tarafindan aktiflestirilir(25,26).
Janus kinazlar reseptér olmayan tirozin kinazlardir. Sitokin reseptorlerine sitokin
baglandiginda, reseptorlerin sitoplazmik domaininin tirozin fosforilasyonu araciligiyla
Janus kinazlar aktive edilir(27). JAK kinaz fonksiyonunu aktiflestirerek kendi kendini
fosforiller. JAK’ lar aktiflesmesiyle birlikte Ozgiil tirozin rezdileri tizerindeki
fosforilasyonu diizenleyerek STAT ve diger sinyal iletici molekiillerin baglanabilecegi
alanlar olusturur. STAT proteinleri reseptdr aileleri i¢in sinyal iletici olarak gorev
yaparlar. Aktif olmayan STAT transkripsiyon faktorlerinin tirozin rezidiileri tizerinden
fosforillenmesi JAK tarafindan fosforillenen reseptore baglanmasi ile gergeklesir ve
boylece STAT molekiilleri fosforile ve dimerize olarak aktive olur. Fosforillenmis
STAT proteinleri sitoplazmadan niikleusa gecer ve hedef genin promotoruna baglanarak
transkripsiyonun artmasina sebep olur ve tekrar defosforile olarak sitoplazmaya
gecer(28) (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: JAK- STAT Sinyal fleti Sistemi

Sitokin uyarilmasi ile JAK’ larin aktive edilmesinden sonra STAT’ lar fosforile olup dimerize olarak sitoplazmadan
transkripsiyonun yapildig1 niikleusa gecer. JAK yapisi; JH1- JH7 domainlerinden olugsmaktadir. JH1 kinaz domaini
iki tirozin icerir ligand ile uyarilmasindan sonra tirozin fosforile edilir. JH2, kinaz benzeri bdlgedir. JH6 ve JH7

domainleri, JAK’ larin reseptorlere baglanmasina aracilik eder(29).

2.1.4. Janus Kinaz 2

Kinazlar, 6zellikle sinyal iletimi gibi bir¢ok hiicresel yolagin regiilasyonunda
onemlidir. Protein tirozin kinazlar, protein kinazlarn biiyiik bir alt grubudur. Protein
tirozin kinazlar piirin niikleotid trifosfatlarin fosfat grubunu protein substratlarinin
spesifik tirozin rezidiilerinin hidroksil grubuna transfer eder. Tirozin rezidiilerinin
fosforilasyonu proteinler i¢in baglanma bolgesi yaratir ve Src homoloji (SH2)
domainini yapisal degisikliklere sebep olarak enzimatik aktivitesi gibi o6zellikleri
aktiflesir. Bu prensiple protein tirozin kinazlar reseptor olan ve reseptdr olmayan tirozin

kinazlar olmak tizere ikiye ayrilir(20).

JAK, reseptdr olmayan tirozin kinaz ailesindendir. JAK’ lar, JAK-STAT
yolagindaki etkilerini STAT molekiilleri olarak isimlendirilen transkripsiyon
faktorlerini fosforile ederek gosterirler. JAK- STAT yolagi biiyiime faktorlerinin ve
sitokin reseptorlerinin sinyallerini ileten en 6nemli mekanizmadir. Bu mekanizma hiicre

proliferasyonunu, farklilagmasini, apoptozunu regiile eder(23).



Janus Kinaz 2 (JAK2), 9. kromozomun kisa (p) kolunun 24. pozisyonunda
konumlanmig ve JAK/ STAT sinyal yolaginda gorevli bir protein tirozin kinazi
kodlayan bir gendir. JAK ailesinin JAK1, JAK2, JAK3 ve Tyk2 olmak {izere gliniimiize
kadar tanimlanmis 4 iiyesi vardir. JAK geni, 25 ekzonlu, 1132 aminoasit igeren JAK
ailesinden olan JAK2 proteinini kodlar(30,31). JAK1, JAK2 ve Tyk2 memeli
hiicrelerinde eksprese olurken JAK3 sadece hematopoietik hiicrelerde eksprese
olmaktadir. JAK ailesi birgok hiicre tipinin biiylimesi, gelismesi, farklilagmasi igin

gereklidir. Immiin ve hematopoietik hiicreler i¢in de olduk¢a 6nemlidir(23).

JAK?2 proteini, JAK sinyal iletimi ve transkripsiyon sinyal yolagmin aktivatori
olarak gorev yapar(32). Sekil 2- 3’ de goriildiigii gibi JAK2 protein ailesinin 7 homolog
domaini vardir. JH1 domaini, ATP sinyal yolaginda aktivator bolgesi, JH2 domaini
psodokinaz domaini olup JH1 domainine homologdur. JH1 domaini, kinazi
kodlamaktadir. JH2 domaini, JH1 domaininin katalitik aktivitesi i¢in gereklidir. JH2
domaininin, JAK geninin bazal aktivitesini ve sitokin indiiklenmis aktivasyonunu ATP
ve/ veya substratin katalitik bolgeye baglanmasini engelleyerek regiile eden inhibitor

fonkisyonu oldugu goriilmiistiir(33,34) (Sekil 2-3).

JAK2V617F mutasyonu klonal hematopoezi siirdiiren hematopoietik kok
hiicrelerde ve kok hiicrelerden farklilasan hiicrelerde saptanmaktadir ancak AML’ de <
%10 kadarinda goriilmektedir. Avrupa kohortundaki PMF hastalarinda JAK2V617F
mutasyonunun ileri yas, hemoglobin seviyesi ve artan l6kosit degeriyle iliskili oldugu
belirlenmistir. PV hastalarinda JAK2V617F mutasyonun artan hemoglobin ve nétrofil
degerleriyle iliskili goriilmiis ancak bu korelasyonun trombozda onemli olmadigi

goriillmistiir(20).

JAK2 geninin 14. ekzonunda 617. Aminosidinde meydana gelen bir nokta
mutasyonu sonucunda valin den fenilalanine déntismiistiir(35). JAK2V617F mutasyonu,
Jak2 proteininin katalitik aktivitesi olmayan psddokinaz bolgesinde bulunmaktadir.
Ps6dokinaz bdlgesinin otoinhibitér baskilama rolii vardir fakat V617F mutasyonundan
dolayr ortadan kalkmaktadir ve ligand olmadiginda dahi kinaz aktivitesinin siirekliligi
gozlemlenmistir(36). Psédokinaz domaininin aktivasyonunu inhibe eden bu degisim,
kinaz domainini negatif regiile ederek sitokin- reseptor sinyalizasyonunda rol alan JAK-

STAT sinyal yolagmin sitokin olmadan aktivasyonuna sebep olur. JAK2V617F nokta



mutasyonu kronik MPN” lerde olduk¢a sik goriilmektedir; PV, ET ve PMF sirastyla %
96, % 55 ve % 65 oraninda gozlenir(37).

JAK2V617F kromatin yapisinda degisimlere sebep olarak, DNA hasarina,
apoptotik tepkiyi diisiirerek gen ekspresyonunun genetik degisimine neden olur. Bu
mekanizmalar genetik lezyonlarinin olusumunu artirarak maligniteye doniisiime sebep

olabilir(38).

JAK2 geninin JH2 psoddokinaz domaininde V617F mutasyonu saptandiktan
sonra JAK2’nin 12. ekzonu tizerinde ve MPL geninin 10. ekzonu tizerinde mutasyonlar
saptanmistir(39,40). JAK2 geninde goriilen ekzon 12 mutasyonlart Src homoloji 2
(SH2) ve JH2 domaininin baglanma bolgesinde goriilen mutasyonlardir. Mutasyonlar
direkt olarak JH2 domaininde bulunmuyor olmasina ragmen psddokinaz domaininin
yapisini degistirebilir ve JAK2V617F ile benzer olarak eritropoietin hipersensitivitesini
indiikler(41).

JAK2 geninde V617F tasiyan olgularin mutasyonu sonradan somatik olarak
kazandiklar1 ve sadece miyeloid seri hiicrelerinde oldugu gériilmistir. Bu bulgu
JAK2V617F mutasyonunun, miyeloid soyda progenitor kok hiicrede meydana geldikten
sonra farkli hiicrelere aktarildigi hipoteziyle bagdasmaktadir(36).

FERM Pseudokinase Tyrosine Kinase

ﬂ—m_ L, om

1 1R
V617F

(Jak2)

Sekil 2-3: JAK’1n yapisi

JAK’ 1n 4 fonksiyonel domaini vardir; FERM domaini, SH2 domaini, psédokinaz domaini, katalitik aktivitesi olan
tirozin kinaz domainidir. JH2 bolgesi, fonksiyonel kinaz bdlgelsi olmamasina ragmen JAK proteinlerini negatif
regiile eder. JH2 bolgesi, JH1 bolgesinin katatlitik aktivitesini diizenler. FERM ve SH2 domaini sirastyla reseptdr ve
fosfotirozin baglanma bolgesidir(42).



2.2. Hematopoietik Kok Hiicre

Kan ve bagisiklik sistemi hiicrelerini olusturan kok hiicreler, hematopoietik kok
hiicrelerdir(HKH). HKHIer kendini yenileme 6zelligine ayn1 zamanda hiicre boliinmesi
ve farklilasmasi yoluyla porgenitor hiicreleri olusturma 6zelligine sahiptir. Progenitor
hiicreler; eritroid, graniilositik, monositik, megakaryositik ve lenfositik hiicrelerin yer
aldig1 kemik iligi hiicrelerini olusturur. Ana orijini kemik iligi olan, kan dolagiminda
bulunan progenitor hiicreler, endotel hiicreleri olusturabilmektedir. HKH; miyeloid
hiicre soyu (monosit, makrofaj, notrofil, bazofil, eozinofil, eritrosit, megakaryosit,
dendritik hiicreler) lenfoid hiicre soyu (T hiicreleri, B hiicreleri, dogal oldiiriicii

hiicreler) ve bu hiicre soylarinin dnciisii olan multipotent hiicrelerin kokenidir(43,44).

Hematopoietik kok hiicrelerin esas kaynagi kemik iligidir. Kan {iretimi;
kemikler, femurlar, kalga kemikleri, kaburgalar ve sternumun medulla bolgesinde
olmaktadir. HKHler, periferik kan dolasiminda 1:100.000 gibi olduk¢a az sayida
bulundug1 goriilmiistiir. Hematopoietik kok hiicreler, kemik iligi, gobek kordonu ve
periferik kandan elde edilebilir. Giiniimiizde periferik kan, gobek kordon kanindan

sonra kullanilan HKH kaynagi olmustur(44).

HKH, o6zellesmis hiicrelere doniisebilir: Kan ve kemik iligi HKH, ii¢ baslica
beyin hiicresine(néronlar, oligodendrositler ve astrositler), iskelet- kas hiicrelerine,
karaciger hiicrelerine farklilasabilir. HKH, kemik iliginden kan dolasimina gecebilir,
programli hiicre 6liimii olan apoptoza girebilir. Kemik iligi hiicreleri hematopoietik kok
hiicreler, stromal hiicreler ve endotel progenitdr hiicreleri olmak iizere 3 kok hiicre

popiilasyonu igerir(27).

1992 yilinda Irvin Weissman tarafindan hematopoietik kok hiicrelerin
belirlenebilmesi i¢in, insan kok hiicre yiizey markerlarinin kullanilabilecegi gosterildi.
Insan hematopoietik kok hiicrelerinin CD34* oldugu da bu ¢alisma ile gosterilmis oldu.
HKH yiizeyinde bulunan markerlar, floresan etiket tasiyan monoklonal antikorlar ile
isaretlenerek FACS (fluorescence-activated cell sorting) ile kemik iliginden veya
periferal kandan ayrilabilir. Periferal kanda bulunan CD34" hiicre grubunda progenitor

hiicreler ve farkli olgunlukta olan beyaz kan hiicreleri bulunmaktadir(45).

Klonalite, farklilasma ve kendini yenileme Ozellikleri agisindan birden fazla

tirde HKH tanimlanmaktadir.
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Farklilasmamis hematopoietik kok hiicrelerde ve hematopoietik progenitor
hiicreler c-kit, CD34 ve H-2k eksprese eder. HKH isleyisinde rol oynadigi bilinen en
eski molekiil osteoblast zarinda eksprese olan SCF( kok hiicre faktorii) ve HKH zarinda
eksprese olan reseptorii c-Kit” dir. TPO (trombopoietin ) reseptoriiniin kemik iliginde 2
farkli rolii vardir; megakaryosit ve trombositlerin iiretiminin, farklilagsmasini kontrol

altindar tutar digeri ise HKH sessiz konumda kalmasin1 saglar(46).

Hematopoietik kok hiicre yilizey belirteci olan CD34; hiicreler aras1 adhezyonu
saglayan bir hiicre yiizey glikoproteinidir. Kemik iliginde hematopoietik hiicrelerin
ekstraselliiler matrikse ve stromal hiicrelere baglanmasini saglar. Kan hiicreleri disinda
kordon kani, mezenkimal hiicrelerin bazilarinda, endotel progenitor hiicrelerde ve kan
damarlarin1 ¢evreleyen endotel hiicrelerinde bulunur. CD34 hiicre ylizey marker: ayni
zamanda mutipotent ve kendini yenileme 06zelligi olan hiicrelerin izolasyonunda da
kullanilir. CD34" endotelyal progenitérlerin periferal kanda varligi yapilan galismalarda
kanitlanmistir. Postnatal dénemde CD34" hiicreler, ilkel hematopoietik ve endotel

onciilerini igermektedir(47,48).

Kok hiicre yiizey markerlarinin kesfi ile, hiicrelerin taninmasi ve ayrilmasi
saglandi. Hiicre yiizey proteinlerine gére monoklonal antikorlar tarafindan tanimlanir.
Insan hematopoietik kok hiicreleri saflastirma igin hiicre yiizey markerlar;; CD34,
CD38, Lin, CD90, CD133 ve aldehit dehidrogenaz enzimi i¢in floresan substratlar
gelistirilmistir(49,50)

2.3. Kanser Kok Hiicresi

Kanser kok hiicresi, kendini yenileme 6zelligi ve tiimorii olusturan kanser
hiicrelerinin heterojenligine sebep olan bir hiicredir(51). Kanser hiicreleri teorik
olarak kok hiicrelerden, progenitor hiicrelerden ve farklilasmis hiicrelerden koken
alabilir(50,52).

Tilimorler, normal hiicrelerde genetik modifikasyonlarin birikmesi sonucunda
olusur fakat kok hiicrelerin, kanser kok hiicrelerinin orijini olduguna dair kesin bir
kanit bulunmamaktadir. Timor baslatict hiicreler, kok hiicreler ile karsilastirmaya
gore yiiksek oranda kok hiicre benzeri 6zelliklere sahiptir. Metastatik kanser hiicreleri
incelenen deneysel ve klinik davraniglar1 bakimimndan kok hiicrelerinin  klasik
ozelliklerine oldukga benzerdir(50,53).
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Yapilan bir calismada, 16semi baglatici hiicrelerin kok hiicre benzeri hiicreler
ve bu hiicrelerin olgunlagsmis kan hiicrelerine gore hematopoietik kok hiicreler ile

daha yakindan iliskili oldugu goriilmiistiir(50,54).
Kok hiicre ve kanser hiicresi arasindaki iliskiyi gosteren 3 tip goriis vardir:

1. Kok hiicre ve kanser kok hiicresi kendini yenileme 6zelligini regiile etme

mekanizmalar1 bakimindan benzerlik gostermektedir.
2. Kanser kok hiicreleri, normal kok hiicrelerden koken almis olabilir.
3. Tiimorler, kanser kok hiicrelerini i¢erebilir.

Kanser hiicresi proliferasyonu kanser kok hiicresi tarafindan uyarilir. Normal
kok hiicrelerin transforme mutasyonlarin hedefi oldugunun en iyi kanit1 hematopoietik

sistem kanserileri(16semi)’dir(55).

CD133; AC133 olarakta bilinen bir glikoprotein molekiiliidiir. Baslangicta
CD133 antijeninin ekspresyonunun sadece CD34" kok hiicrelerde oldugu bilinirken
artik hematopoietik hiicrelerde, endotel progenitor hiicrelerinde, glioblastomada,
noronal ve glial kok hiicrede, ¢cocukluk caginda goriilen cesitli beyin tliimorlerinde,
meme dokusunda, bobrekte, tiikiiriik glandlarinda, sindirim sisteminde, testislerde ve
farklh diger dokularda eksprese oldugu tespit edilmistir. CD133 antijeni hematopoietik
progenitor hiicreler tarafindan eksprese edilir ve eriskin kok hiicre yiizey markendir.
Yakin zamandaki c¢alismalar, CD133" hiicre toplulugunun kanser kok hiicre markeri
olarak beyin tiimorlerinde ve kolon kanserlerinde izole edilebildigi yoniindedir(56).
CD133" pozitif hiicrelerin endotel hiicrelere ve hematopoietik hiicrelere farklilagma
potansiyeline sahip oldugu, G-CSF ile uyarilmis periferal kandan elde edilen CD133*

hiicrelerde yapilan ¢alismada gosterilmistir(57).

Miyeloprolifetaif neoplazilerin, multipotent kok hiicreden olustugu klonal
miyelopoiezis ile desteklenmektedir(58). PMF’ deki neoplastik kok hiicrelerde, PMF’
nin karakteristigi olarak periferal kanda oldukga sik goriilen CD34" hematopoietik kok/

progenitor hiicreler tanimlanmistir(59).

Primer miyelofibrozis ile iliskili potansiyel kok hiicre marker1 olarak CD133
yiizey antijeni arastirilmis, kok hiicre hiyerarsisinde CD34’ den 6nce eksprese oldugu
gosterilmistir(60,61). PMF hastalarinda periferal kan dolasiminda CD133" ve/ veya
CD34" hiicrelerin sagliklilara gére 6nemli oranda yiiksek oldugu belirlenmigtir. CD133"
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hiicrelerin genelde CD34" olmadigi goriillmiistiir. Hematopoietik kok/ progenitor hiicre
ve CD133/ CD34 ekspresyonu arasinda PMF’ de belirgin bir korelasyon goriilmemistir.
PMF hastalarinin periferal kan dolasiminda bulunan CD133 antijeni olmayan CD34"
hiicrelerin aksine, CD133™ hiicreler megakaryosit / eritrosit soylar1 dahil olmak tizere

tiim miyeloid hiicre tiplerine farklilagsma potansiyeline sahiptir(62).

Normal CD133" CD34" hiicrelerin multipotent farklilagsma kapasitesi 6zellikle

megakaryosit farklilasmasinda daha dnce in vitro ¢alismalarda gosterilmistir(63,64).

Hematopoietik kok/ progenitdr hiicrelerin  farklilasma potansiyeline gore;
CD133" CD34" hiicrelerin multipotent,bipotent ve unipotent miyeloid hiicrelere
(eritroid ve endotel benzeri monositler dahil), CD133~ CD34" hiicreler ise agirlikli
olarak graniilosit/ monosit hattiyla sinirli progenitdrlere veya endotel benzeri

progenitorlere kaynak olusturmaktadir(57,65).

Yapilan bir arastirmada; CD34" Lin® CD45 CD133 hiicre grubunun
hematopoietik progenitor hiicreleri olusturabildigi in vitro kiiltiir ortaminda tespit
edilmigtir. CD34" Lin~ CD45 CD133"  hiicreler farelere transplant edildiginde
hematopoietik ve endotel hiicre farklilasabildigi gézlemlenmistir. CD34" Lin~ CD45
CD133 hiicreler pluripotent hiicrelerin belirli fenotipik markerlarii eksprese ettigi
goriilmistiir. Hematopoietik kok hiicre marker1 podokalaksin kontrol olarak kullanilan
hematopoietik hiicrelerde eksprese olurken CD34" Lin" CD45 CD133" hiicre grubunun
podokalaksin ekspresyonundan yoksun oldugu gériilmiistiir. In vivo olarak fareler
kullanilarak yapilan ¢aligmada ise, CD34" Lin" CD45 CD133 kan ve kan damarlarinin
formasyonununa katkida bulundugu tespit edilmistir. Bu hiicre grubunun yetiskin

hemangioblast 6zelliginde oldugu yapilan bu ¢alismada belirlenmistir(66).

Losemik hiicrelerde JAK2V617F mutasyonu saptanmamigstir fakat CD133*
hiicrelerde EZH2 geninde D265H mutasyonu saptanmistir. JAK2V617F mutasyonunu
tastmayan CD133" hiicrelerin akut miyeloid 16semiye doniistimii hasta 6rneklerindeki

bulgularla uyumlu epigenetik mutasyon ile meydana gelmektedir. (62)

Yakin zamanda PMF hastalarinin  mononiikleer hiicrelerindeki CD133"
popiilasyon ile ilgili yapilmis calismadaki sonuglar bu hiicrelerin PMF kronik
hastaligina sebep olan mutasyonlar1 barindiran neoplastik kok hiicre klonu igerdigidir.

PMF hastalar1 kok hiicre havuzu heterojenite gostermektedir ve bu fenotipik ve
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genotipik  farkliliklarin ~ spektrumu  gelisen  hastaligi  yansitmakta  oldugu
diistintilmektedir. (62)

PMF’ de eslik eden mutasyonlardan dolayr kok hiicre kompartmanlarinda
heterojenite goriilmiis ve buna kanmit olarak JAK2V617F mutasyonunun Kklonal
miyelopoiezisinin gelismesi, erken hematopoietik kok hiicre kompartmanlarinin
gelismesinin -~ veya miyeloprolifetatif neoplazilerin  karakteristik  fenotiplerinin

aciklanmasinda yetersiz oldugu gosterilmistir(67,68).

2.4. Miyeloprolifetaif Neoplaziler Goriilen Farkli Gen Mutasyonlar:

Ph- MPN’ lerde JAK2 geninin 14. Ekzonunda yiiksek siklikla goriilen
JAK2V617F en onemli tani marker:1 olarak kullanilmaktadir. MPN’ lerde yiiksek
siklikla goriilen JAK2V617F mutasyonu tanimlandiktan sonra farkli genlerin de
hastalikla iligkisi berlirlenmeye baslamistir. JAK2V617F pozitif MPN hastalarinin %70’
I JAK2V617F negatif akut miyeloid 16semiye doniismektedir(69). MPN progenitor
hiicrelerinde TET2, ASXL1, IDH1/2 somtatik mutasyonlar1 tanimlanmis ve bu
mutasyonlarin hastaligin gelisiminde, pre- 16semik klon olusumunda JAK2V617F ile
birlikte etkili oldugu bilinmektedir(70).

2.4.1. JAK2 Ekzon 12 Mutasyonu

JAK2V617F negatif PV hastaalrinda JAK2 geninde ekzon 12 mutasyonu ilk
olarak 2007’ de tamimlanmigtir(71). PV hastalarinin yaklasik %5’ inde JAK2V617F
mutasyonu goriillmemektedir. V617F mutasyonu tasimayan MPN hastalarinda 12.
ekzonunda farkli mutasyonlarinin varligi tespit edilmistir. Ekzon 12 mutasyonlarina
cerceve kaymasi mutasyonlari, nokta mutasyonlar ve duplikasyonlar dahildir. Bu
mutasyonlarin JH2 ve JH3 domaini ile iligkili olan bdlgede oldugu psddokinaz
bolgesinde bulunmadigi tespit edilmistir. Ekzon 12 mutasyonlari, sitokin bagimsiz
EpoR ekspresyonunun proliferasyonunu indiiklemektedir(20). Farede yapilan
caligmalarda, bu mutasyonlarin eritrositozu indiikledigi goriilmiistiir(71). PV hastalar

JAK2V617F pozitif veya negatif olsa da benzer klinigi gosterdigi tespit edilmistir(72).

2.4.2. MPL Mutasyonlari
MPL, sitokin reseptor ailesi i¢inde yer almaktadir. MPL, Megakaryositler i¢in
yasamsal ve ana biiylime faktorli olan trombopoietin reseptoriidiir. MPL mutasyonlari

%5- 10 oraninda JAK2V617F(-) ET ve PMF’ de goriilmiis ancak PV hastalarinda
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goriilmemistir(20). MPN fenotipi ile iliskili olarak,dalak biiylimesi, miyelofibrozis ve
artmig tromboz riski olusturur(73). Somatik MPL mutasyonlar1 nadir ve bunlarin
olusumu yiiksek oranda MPN hastalar1 ile smirlidir(74). MPLW515L, triptofandan
16sine dontisiime sebep oldugu ilk olarak JAK2V617F negatif PMF’ de tanimlanmustir.
JAK2 mutasyonlarinda oldugu gibi, MPL515 mutasyonlar1 da kok hiicre kaynaklidir ve
miyeloid, lenfoid progenitérlerde meydana gelir(75,76). MPL kaynakli onkongenez
JAK- STAT aktivasyonuna sebep olur, spesifik MPL mutant varyantlar1 (MPLW515) ve
reseptor rezidileri (Y112) gerektirebilir(77,78). MPL mutasyonlari %5- 10 oraninda
JAK2V617F(-) ET ve PMF’ de goriilmiis ancak PV hastalarinda goériilmemistir. ET
veya PMF hastalarinin bazilarinda bircok MPL mutasyonu bulundurmaktadir. Bazilar
ise disiik allel yiikii olan JAK2V617F klonu ile yiiksek allel yiike sahip MPL

mutasyonunu birlikte bulundurmaktadir(79).

MPL mutasyonu tastyan ET’ nin ileri yas, yilksek hemoglobin seviyesi, yiiksek
trombosit sayisi, mikrovaskiiler semptomlar ile iligkili oldugu belirlenmis. MPL
mutasyon varligt MPN hastalarinda fibrotik veya 16semik transformasyonu
etkilememektedir(80).

2.4.3. TET2 Mutasyonlan

TET2 geni, metilsistein dioksigenaz enzimini kodlamaktadir ve DNA
metilasyonunda rolii vardir. TET2 mutasyonlar1 somatik mutasyonlardir(20). Ilk olarak
2008’ de tanmimlanmis olan TET2 mutasyonlart JAK2V617F pozitif ve JAK2V617F
negatif MPN’ lerde goriilmektedir(81). TET2 mutasyonlarinin JAK2V617F
mutasyonunun olusumundan 6nce meydana geldigi belirlenmistir. Mutant TET2 nin PV
ve PMF’ de 16semik transformasyon veya trombozisde, sitogenetik profilini etkisi
olmadigi, diisiik hemoglobin ve ileri yas ile korelasyon gosterdigi goriilmiistiir(20).

TET2 mutasyonunun MPL mutasyonu ile birlikte bulundugu gosterilmistir(81).

2.4.4. CALR Mutasyonlari

Calretiikilin, yliksek oranda korunmus endoplasmik retikulum proteinidir.
Saperon  aktivitesi, kalsiyum homeostezisinde hiicresel proliferasyonda ve
farklilasmasinda, apoptozun 6nemli rolii vardir. Cergeve kaymasi mutasyonlarina sebep
olan CALR mutasyonlari, hematopoietik kok ve progenitor hiicrelerde gozlenmistir. ET
hastalarinda JAK mutasyonlarina sahip olan hastalara gore diisiik tromboz riski

bulunmaktadir. JAK2, MPL, CALR mutasyonlar1 sadece teshisde degil prognozda da
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onemlidir(20). 2013 yilina kadar yapilmis caligmalarda JAK2 ve MPL mutasyonu
olmayan MPN hastalarindaki ana mutasyon tanimlanamamistir. 2013 yilinda, JAK2
veya MPL mutasyonlari olmayan MPN hastalarinin biiyiikk ¢ogunlugunda CALR
mutasyonlart tanimlanmistir. CALR mutasyonlar1 IL-3 den bagimsiz STATS
fosforilasyonuna sebep olarak JAK- STAT yolaginin aktivasyonuna sebep olur ve MPN
patogenezi ile iliskili bulunmustur. Ailesel MPN’ lerde MPN somatik mutasyonlarini
gelistirmede kalittimsal yatkinlik oldugu belirlenmistir. CALR mutasyonunun da bu

sekilde ayni1 ailedeki olgularda goriildiigii tespit edilmistir(82).

2.5. Calismada Analiz Edilen Genler

Laboratuvar es zamanl olarak yiiriitiilen diger bir projede MPN hastalarinda
JAK2V617 mutasyonunun bulundugu mononiikleer hiicreler se¢ilmis ve bu secilen
hiicre gruplar tizerinde JAK- STAT sinyal yolagi PZR array ¢alismasi ile MYC ve F2R
genlerinde gen anlatim seviyelerinin arttigi goriilmiistiir. Bu veriler 1s18inda bu
calismada da hem hasta mononiikleer hiicrelerinde hem de hematopoietik kok hiicre

kompartmanlarinda bu genlerin ekspresyon seviyeleri degerlendirilmek istenmistir.

2.5.1. MYC Geni

MYC geni 8q24.21 bolgelerinde lokalize 3 ekzondan olusan proto- onkogendir.
Miyelositomatozis (16semi ve lenfoma) viral onkogen homologu olup C-MYC, MRTL,
MYCC, BHLHe39 gibi farkli isimlerle de bilinmektedir.

MYC geni tarafindan kodlanan ¢ok fonksiyonlu niikleer fosfoprotein, hiicre
dongiisii progresyonunda, apoptozda ve hiicresel donilisimde rol almaktadir. Bu gende
olusan mutasyonlar, artmis ekspresyon, yeniden diizenlemeler ve translokasyonlar
hematopoietik tiimorler, 16semi ve lenfoma ile iligskili bulunmustur. MYC geninde
alternatif translasyon baslama bolgelerinin kodladigi proteinlerin N- terminal bolgeleri
birbirinden farkli olmasina ragmen ayni okuma gergevesinde bulunmaktadir. AUG ile
baglamayan protein sentezi, Burkitt lenfomada baskilandig1 goriilmiis ve bu nedenle
genin normal fonksiyonunun 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Proto-onkogen MYC,
insanlarda gelisen bir ¢ok kanser tiiriine sebep olmaktadir. MYC’ nin tiimor
gelisimindeki roliine ek olarak, fibroblastlardan pluripotent kok hiicreye yeniden
diizenlemede yer alan 4 genden (SOX2, OCT4, KLF4) biri olarak tanimlanmistir(83).
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JAK-STAT yolaginda da rol alan STATS5, biiyiime ve canlilik proteinlerinin
sentezini direkt regiile eder. MYC gibi biiylime ile iligkili proteinler STATS araciligiyla
regiile edilebilir(84). MYC ckspresyonu biiyiime faktor reseptorleri igerisinde
Eritropoietin reseptorii gibi benzer yapisal elementleri gerektirebilir. MYC protein
sentezinin JAK2 kinaz aktivasyonuna bagli oldugu gorilmistir. JAK2 yolaginin
aktivasyonu MY C protein seviyesinin optimal indiiksiyonu i¢in gereklidir(85).

MY C ailesinin tiyeleri olan; c-Myc, N-Myc ve L-Myc tarafindan kodlanan heliks-
loop- heliks 16sin fermuar transkriptleri potansiyel onkogenlerdir. MYC proteinleri
hiicre proliferasyonu, hiicre biiylimesi anjiyogenez apoptoz, kromatin yapisinin
regililasyonu ve farklilasmasi gibi birgok biyolojik siiregte gosterilmistir. c-MYC ( ya da
N-MYC) yetiskin fibroblastlarin indiiklenerek yeniden diizenleme ile embriyonik kok
hiicre olusturmasinda anahtar elementtir(86). Ayrica  MYC genindeki yiiksek

ekspresyonun tiimorogenezi tetikledigi belirlenmistir(87).

Kemik iliginde c-Myc ativitesinin diizgiin hematopoietik kok hiicre fonksiyonu
icin gerekli oldugu gosterilmistir. c-Myc’ de meydana gelen delesyon fonksiyonel
olarak hasarli hematopoietik kok hiicrelerin olusmasi ile sonuglanmaktadir(88). Ilging
olarak c-Myc yoksun hematopoietik kok hiicrelerin bolinmeye devam ettigi ve
proliferasyon kapasitelerinin degismedigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin ise N-Myc’ nin
c-Myc yoksun hematopoietik hiicrelerde normal seviyede eksprese olabilmesidir(88).
Hematopoietik kok hiicrelerde c-Myc ve N-Myc’ nin 6nemli rolii oldugu berlirlenmistir.
c-Myc ve N-Myc olgunlagmamis hematopoietik progenitor hiicre popiilasyonlarinda
birlikte eksprese oldugu ve total MYC aktivitesinin hematopoietik kok hiicre
fonksiyonunu etkiledigi belirlenmistir. Olgunlasmamis hematopoietik kok hiicrelerde c-
myc ve N-myc esit seviyede mRNA eksprese ettigi goriilmiistiir. Kemik iliginde N-myc
delesyonu hematopoezi etkilemiyor olmasina ragmen N-myc ve c-Myc delesyonu
pansitopeni ve hizli 6lime sebep olur. Hematopoietik kok hiicre proliferasyonu ilging
olarak homeostazide her iki Myc geninin de ekspresyonuna baglidir fakat yaralanma
sonras1 kemik iligi onariminda c-Myc ve N-Myc birbirinden bagimsizdir. Hi¢ bir
hematopoietik hiicre tipi c-Myc olmadan yalnizca N-myc veya L-myc eksprese
edememektedir.  Olgunlasmamis hematopoietik kok hiicrelerde total MYC
ekspresyonunun artmis oldugu fakat progenitérlerde ve daha olgun hiicre tiplerinde

ekspresyonun azalmis oldugu goriilmiistiir. MYC geni homeostatik hematopoietik kdk
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hiicre siklusunu kritik ve pleitropik konrol elementleri ile regiile etmenin yani sira kdk

hiicrelerin farklilasmasinda ve canli kalimini da regiile eder(89).

Normal endotel hiicrelerden eksprese edilen Myc, endotel hiicrelerinin
cogalmasini ve vaskiilojeneze katilim i¢in gerekli degildir fakat  kemik iligi

progenitdrlerinden endotelyal 6nciilerinin olusumu igin gereklidir(90).

2.5.2. F2R Geni
Koagiilasyon faktor II (trombin) reseptérii olan F2R geni kromozun 5q13
bolgelerinde lokalizedir ve 2 ekzondan olugmaktadir. HTR, PAR-1, CF2R, PAR1, TR

isimleri ile de bilinmektedir.

Koagiilasyon faktor II reseptorii, trombotik tepkisinin diizenlenmesinde rol
oynayan bir transmembran reseptoriidiir. Reseptérde meydana gelen protelolitik
kirpilma sonucunda reseptor aktiflesmektedir. PAR-1, N- terminal bolgesinde hiicre dist
trombin benzeri proteazlar araciligiyla gerceklesen proteolitik kirpilma sonucunda
aktiflesir. Bu kirpilma sonucunda ligand bagl yeni N- terminal bolge, hiicre igi sinyal

aktivasyonunu saglar/ izin verir(91,92).

Megakaryosit gelisimi plazma membran reseptorleri tarafindan uyarilmaktadir.
Megakaryosit hiicrelere doniisiim igin indiiklenen yetiskin hematopoietik CD34+/CD38'"
hiicrelerinde, i¢inde F2R da bulunan plazma membran genlerinin yiiksek oranda
eksprese oldugu goriilmiistiir. Megakaryositlerin ve trombositlerin gelisiminde,

fonksiyonunda 6nemli biyolojik rolii oldugu gosterilmistir(93).

Koagiilasyon faktorleri ve trombin kanser invazyonunda esas rol almaktadir.
F2R tarafindan eksprese edilen PAR-1 proteininin insanlarda gelisen bir¢ok kanser tipi
ile iligkili oldugu ve hem birincil hem de metastatik tiimorlerde invazivliginin derecesi
ile dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir. PAR proteinleri neredeyse tiim damar
hiicreleri (endotel hiicreleri, fibroblastlar, miyositler) ve kan hiicreleri ( kirmizi kan
hiicreleri hari¢) tarafindan eksprese edilmektedir. Ayrica PAR-1, epitel hiicreleri, sinir

hiicreleri ve bagigiklik sistem hiicrelerinde de ekprese olmaktadir(94).

PAR, yedi transmembran o - heliks, G-proteini birlestirmek igin bir sitoplazmik
alan ve hiicre dis1 N-terminal sekansindan olugmaktadir. Trombin, PAR-1 reseptoriiniin
N-terminal sekansina baglanarak PAR-1’ i aktiflestirmektedir(94,95). Trombin aracili

proteoliz tarafindan ortaya ¢ikan ligand-reseptdr kompleksi bagka bir PAR molekiiliinii
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direkt uyarabilir ve etkili bir sekilde hiicre i¢i sinyali indiikleyebilir. Trombin ve tripsin

PAR aktivatorleri arasinda yer almaktadir(94,96).

Trombin, fibrinojenden fibrin olusmasini saglar ve damar yaralanmalarinda kan
trombositlerini aktive eden koagililasyon yolaginda esas role sahiptir. Trombin bu
roliiniin yani sira PAR-1 aktivatoriidiir. Birgok kanser hiicresine karsi hiicresel cevapta
rol oynar. Trombin aracili PAR-1 aktivasyonu kanser progresyonu gibi enflamasyon
yolagini regiile eder. Trombin aktive edilmis PAR proteinleri, damar gecirgenligini
arttirir, endotel ve kanser hiicre invazyonunu ve gociinii indiikler. Lipid iiretimini,
sitokinlerin ekspresyonunu ve adezyon molekiillerini artmasi endotel hiicre
proliferasyonunu, trombositlerin toplanmasini ve malignant hiicre tutunmasini

tetikler(97).

Trombin tiimor hiicreleri tizerinde PAR-1 ile dogrudan etkilesim yoluyla sinyal
yanitin1 ortaya cikarabilir. GoOglis kanserinde PAR-1 azalmis ekspresyonu kanser

hiicrelerinin invazyonunun azalmasi ile iligkili bulunmustur(98).

Malign melanoma, gogilis kanseri ve bir cok kanser hiicre soyunda PAR-1
ekspresyonunun artmig oldugu goriilmektedir. Bu nedenle PAR-1 onkogen olarak
goriilebilmektedir(92).

PAR-1  hematopoietik  sistemde rol aldigit  yapilan  calismalarda
belirlenmistir(99). Hematopoietik kok hiicrelerde PAR1, miyeloid ve lenfoid progenitor
hiicrelere farklilagana kadar yiiksek oranda eksprese olmaktadir(92).

Yapilan bir ¢alismada; PAR-1" in ozellikle sagliklikli hematopoietik kok
hiicrelerde eksprese oldugu goriiliirken akut miyeloid 16semi (AML) hastalarinda PAR-
1 ekspresyonunun ciddi bir sekilde distigi goriilmiistir. PAR-1 ekspresyonunun
diisiisli, in vivo 16semik kok hiicre fonksiyonunu arttirdigi goriilmistiir. Saglikl
goniilliilerden izole edilmis olan CD34" hiicre grubu ile AML hastalarindaki alt
gruplariin kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonuna gore ekspresyonlari
karsilastirilmis ve AML hastalarinin alt gruplarinda PAR-1 ekspresyonunun azalmis
oldugu goriilmiistir. AML’ de I6semi baglatici hiicreler PAR-1 tarafindan regiile
edilmektedir. AML hastalarinda, PAR-1 kok hiicre fonksiyonunu baskiladigi gortiliirken

diger kanserlerde onkogenik faktor olarak goriillmektedir. (92).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cahiymaya Dahil Edilen Hastalar

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Boliimii’nde Miyeloproliferatif
Neoplazi grubunda olan 11 goniilliiden flebetomi ile alinan periferik kan mononiikleer
hiicreleri kullanildi. Hastalardan alinan periferal kan orneklerinin ¢aligmaya dahil
edilebilmesi i¢in hastalara gereken bilgilendirme yapilarak, goniillii onam formu
okutuldu ve onaylari alindi. Calismaya dahil edilen hastalar igin degerlendirmede

kullanilan klinik parametreler ve hasta degerleri Tablo 3-2” de 6zetlenmistir.

3.1.2. Deneylerde kullamilan Kontrol Ornekleri

MPN” lerde JAK2V617 mutasyon karakterinin allel diizeyinde belirlenmesi
amaciyla deneylerde kontrol olarak 2 farkli hiicre soyu kullanildi. Bunlar; JAK2V617F
mutasyonunu heterozigot formda tasiyan SET-2 (Insan esansiyel tromboz hiicre soyu)
ve JAK2V617F mutasyonunu tasimadigi bilinen K562 (Insan kronik miyeloid 16semi
hiicre soyu) hiicre soylaridir, Tablo 3-1’ de 6zetlenmistir.

JAK2V617F heterozigot SET-2 hiicre soylar1 DSMZ (Leibniz Enstitlisii Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu) firmasindan alindi. JAK2 yabanil tip
K562 hiicre soyu, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik
Anabilim Dali’nda Dog. Dr. Duran USTEK ’ten temin edildi.

Tablo 3-1: Hiicre Hatlan

Hiicre | Alindigi Hastahk Morfolojisi | Kiiltiir JAK2V617F
Hatt Organizma tipi
K562 Homo Kronik Miyeloid Lenfoblast Siispanse | -
sapiens Loésemi(KML)
SET-2 | Homo Esansiyel Megakaryosit | Siispanse | Heterozigot

sapiens Trombositemi(ET)



Tablo 3-2: Hastalarin Klinik Parametreleri
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Mlgili 1.
Hasta Yast | Tam | Tam | donem @ HCT | Lokosit | Trombosit = Klinik risk | basamak Giincel | HCT | Lékosit | Trombosit | Tromboz
No Yasi HGB skoru tedavi HGB Oykisii
H11 64 59 | NA 145 47 25,000 195,000 | PV very low | F-H-A 12.70 38 39,000 162,000 Veri yok
H34 56 56 PV 175 | 532 7,500 18,600 | PV verylow | F 14.1 43 7,200 200,000 Var
H26 59 45 | ET 144 | 46.1 8,300 856,000 PV | F-H-T-U- 14.2 44 4,800 709,000 Yok

intermediate | A

H15 66 63 PV 155 | 50.9 10,200 378,000 | PV highrisk | F-H-A 12.7 40 10,600 381,000 Yok
H23 51 35 PV 14.2 45.1 5,600 206,000 | PV highrisk | F-H-V 14.9 48 11,600 229,000 Var
H10 27 21 PV 14.9 46.2 7,100 165,000 | PV verylow | F-A 16.4 | 50.6 7,900 196,000 Yok
H7 53 46 | PV 14.9 46.3 7,100 385,000 PV low | F-H-A 14.1 45 9,300 521,000 Yok
H35 69 68 PV 15.1 47.3 6,600 232,000 | PV highrisk | F-H-A-U 139 | 40.9 5,900 209,000 Yok
H27 49 40 | ET 14.9 45.3 7,300 554,000 PV low F-H-A-f 12.8 38.4 4,800 506,000 Yok

Tabloda Kullanilan Kisaltmalar:

F: Flebetomi
H: Hidroksiiire

T: Tromborediiktin

U: Urikoliz

A: Asetilsalisilik asit

V: Varfarin
f: Felbial

NA: Tanimlanamayan Kronik MPN
HGB: Hemoglobin
HCT: Hematokrit



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

Tablo 3-3: Kullamlan kimyasal maddeler.

Agaroz (Sigma)

IMDM (lIscove’s Modified Dulbecco’s Medium)(Gibco)

Etidyum Bromid (M.Biotech)

Etil alkol (Merc)

Izopropanol (Merc)

DPBS (Fosfat Tampon Cozeltisi) (Gibco)

Fikol (GE Lifesciences)

FBS (Fetal Bovine Serum)

Tris baz (BioChemika)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Gibco)

Steril, niikleaz icermeyen su

Ultra Piir Su (Biochrom)

50 bp Ladder (BioRad)

Propidium lodide

CD133/1 (AC133)- APC Antikor (BD Pharming)

CD34 PE (8G12) Antikor (BD Pharming)

CD45 FITC Antikor (BD Pharming)

Universal Probe Library gPCR Probe 17 (Roche)

Universal Probe Library gPCR Probe 66 (Roche)

Universal Probe Library gPCR Probe 64 (Roche)

3.1.4. Kullamlan Kitler
Kullanilan kitler Tablo 3-4’de gosterilmistir.




Tablo 3-4: Kullanilan Kitler.

Pico Pure RNA lIsolation Kit (Applied Biosystems KIT 0204)

SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience)

ORA gPCR Probe Master Mix, 2X (HighQu)

Quick gDNA Micro Prep (Zymo Research D3021)

Extract-N-Amp Blood PCR Kit (Sigma, XNAB2R)

Sigma PZR Mix

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 3-5’de gosterilmistir.

Tablo 3-5: Kullanilan cihazlar.

Buzdolabi ve Derin Dondurucular (+4°C,-20°C, -80°C) (Samsung, Haier,Haier)

Buz Makinasi (Cornelius)

Ceker ocak (Kermanlar)

Otoklav (Kermanlar)

Jel goriintiileme sistemi (UVP)

Vorteks (Kermanlar)

Otomatik Pipetler (Eppendorf)

PZR Aleti (Thermo-Cycler) (Bio-Rad T100)

Elektroforez Aleti (Bio-Rad)

Gii¢ Kaynagi (E-C Apparatus Corporation)

Distile Su Cihazi (Millipore)

Masaiistii Mini Santrifiij (Beckman Coulter)

Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter)

Su Banyosu (Memmert)

Laminer Akis Kabini (NUAIRE)

Hiicre Ayirim Unitesi ( FACSAria Akim Sitometri Cihazi, BD Bioscience)

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)

Mikroskop (Olympus)

Hassas Terazi (Shimadzu)

Mikrodalga Firin (Argelik)

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

22
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3.1.6. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

% 70°lik Etil Alkol
70 ml Etil alkol

Steril distile su ile 100mI’ye tamamlandi.

50 X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA)
o 242 g Tris baz

e 57,1 g Glasiyal asetik asit

e 100 ml EDTA (0,5M)

Distile su ile 1 1t’ye tamamlandi1 ve otoklav ile steril edildi.

MACS Soliisyonu
500 ml PBS

% 0.5 (7.5 M) BSA
2Mm (0.5M) EDTA
Filtrelendi.

Propidoum lodide Soliisyonu
10ul Propidoum iodide
10 ml’ ye MACS soliisyonu ile tamamlandi.

Hiicre Dondurma Soliisyonu
%80 FCS (Fetal Calf Serum)
%20 DMSO ile tamamlaninr.
20 dkk buzda bekletilir.

Hiicre Dondurma Soliisyonu 2
%80 IMDM
%20 FCS (Fetal Calf Serum) ile tamamlanir. 0,20 ym membranl filtreden

gegirilir.

Hiicre Cozdiirme Soliisyonu
%2 FCS (Fetal Calf Serum)

IMDM ile tamamlanir. 0,20 ym membranl filtreden gegirilir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Istanbul ~ Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Béliimii'nde toplanarak
laboratuvarimiza getirilen 11 MPN tanist almis hastanin flebetomi ile alinmis periferal
kan ve kontrol olarak kullanilan 4 kordon kani, fikol iizerine yayildi, fikol-gradient
santrifiij yontemi ile ayristirildi ve fikol igindeki periferal kan mononiikleer hiicreleri,
pastor pipet ile toplandi. Toplanan bu periferal kan mononiikleer hiicreleri yiizey
belirteglerine gore hiicre ayrimi ayrilip DNA ve RNA izolasyonunda kullanildi, kalan
kismui ise hiicre dondurma protokoliine uygun olarak dondurulup sonraki ¢alismalarda
kullanildi.

1) Kan 6rnegi PBS ile 1:1 oraninda sulandirilir.

2) 15 ml fikol iizerine serolojik pipet ile 35 ml kan 6rnegi yavas yavas yayilir.

3) 2000 rpm’ de 30 dakika yilikselme ve durma hizi minimumda olacak sekilde
santrifiijlenir.

4) Fikol- gradient santrifiij teknigi ile sirasiyla plazma, mononiikleer hiicre, fikol,
graniilosit fazlarma ayrilir. Ayrimi net bir sekilde santriifiij sonrasinda goriilen
mononiikleer hiicreler 15 ml MACS igerisine toplanir. Serum ve graniilositler
gerektigi kadar bagka calismalarda kullanilmak iizere saklanir.

5) 2000 rpm’ de 15 dakika santrifiijlenir.

6) Santrifiij sonrasinda siipernatanti dikkatli bir sekilde atilarak, pellet 10 ml
MACS ile ¢o6ziiliir ve tiim tiipler birlestirilir.

7) 2000 rpm’ de 15 dakika santriiftijlenir.

8) Santrifiij sonrasinda siipernatant atilir, pellet 10 ml IMDM ile ¢oziiliir.

9) IMDM igerisindeki hiicrelerden 10 pl alinarak 90 pl IMDM’ e alindi ve 10° luk
diliisyonlar hazirlanir. Seyreltilen bu hiicrelerden 10 pl alinip 10 pl trypan blue
ile karigtirilip hematocytometer ile sayilir (Tablo 3- 6).

Tablo 3-6: Hiicre sayim

Hiicre sayist /ml = (SAYILAN DORT KARENIN ORTALAMASI) X 10* X (DILUSYON
ORANI)
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3.2.2. Hiicre Dondurma

Mononiikleer hiicre izolasyonundan sonra kalan hiicre sayisina gore hiicre

dondurma soliisyonlar1 1:1 oranda hazirlanir.

1) Hiicre dondurma soliisyonu 1, hazirlandiktan sonra 20 dakika buzda bekletilir.

2) Hicreler 2000 rpm 15 dakika santrifiijlendi, hiicre dondurma soliisyonu 2 ile

pellet ¢oziiliir ve damla damla hiicre dondurma soliisyonu 1 eklenir.

3) 2ml ve 5 ml dondurma tiiplerine alinir. 1 gece -80 buzdolabinda bekletilir ve

ertesi giin uzun siire saklamak i¢in siv1 azot tankina alinir.

3.2.3. Hiicre Cozdiirme

Hasta ve kordon kan1 mononiikleer hiicre izolasyonu esnasinda mononiikleer

hiicrelerin kalan kismi sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere dondurulur. Hiicrelerin

caligmalarda kullanilmas1 gerektiginde hiicreler azot tankindan alinir ve hiicre ¢6zdiirme

icin agagidaki protokol takip edilir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Azot tankindan alinan hiicreler 37 su banyosunda eritilir.

Hiicre siispansiyonuna %10 oraninda 1mg/ 1ml olarak hazirlanan Dnaz

eklenir ve 37 su banyosunda 90 saniye bekletilir.

Filtrelenmis %2 oraninda FBS iceren IMDM damla damla 10 ml eklenir.
1500 rpm/ 6 dakika santrifiijlenir.

Pellet, %7 oraninda Dnaz ile ¢ozilir ve tekrar FBS’ 1i IMDM damla damla
10 ml eklenir. 1500 rpm/ 6 dakika santrifiijlenir.

Pellet, %4 oraninda Dnaz ile ¢oziiliir ve hiicrelerin dondurulma sayisina

gore 100 milyon hiicreye 5ml olacak sekilde MACS eklenir.

MACS igerisinde olan hiicreler hiicre sayim1 protokoliine uygun bir bi¢gimde
sayilir ve calismalarda kullanmak {izere hiicreler hazir duruma getirilmis

olur.

3.2.4. Hiicre Ayrim (Sorting)

MPN hastalarindan ve kordon kanlarindan fikol-gradient santrifiij yontemi ile

ayrilan mononiikleer hiicreler CD45, CDI133, CD34 hiicre ylizey antikorlari
kullanilarak, hiicre yizey belirteglerine gore; CD133CD34*"CD45
, CD133"CD34"CD457, CD133'CD34'CD45", CD133"CD34°CD45 kok hiicre
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kompartmanlarinin ayrimi saglanmistir. (Tezin diger kisimlarinda bu kompartmanlardan

CD133'CD34"%, CD133"CD34*, CD133'CD34 CD133"CD34 olarak bahsedilecektir.)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Hiicre sayimi1 yapilmis MACS igerisinde bulunan hiicre siispansiyonuna 500 pl
MACS eklenerek 1500rpm/ 6dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda pellet
2 ml MACS ile ¢oziiliir ve filtreli sort tiiptinde filtrelenir.

Hiicre sayisina gore 1 milyon hiicreye 1 pl olacak sekilde CD45 FITC, CD34
PE ve 1 milyon hiicreye 2 ul olacak sekilde CD133APC antikorlar1 eklenir.

45 dakika buzda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda her bir sort tiipiine 2 ml
MACS soliisyonu eklenir.

1500 rpm/ 6 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasinda pellet iizerine 2 ml propidoum iodide (PI) soliisyonu
eklenir, filtreli sort tiipiinde filtrelenir ve hiicre ayirma cihazina ( FACSAria
Akim Sitometri Cihazi, BD Bioscience) verilir.

Oncelikle hiicre i¢ yapis1 ve hiicre biiyiikliigiine gore hiicreler secilir daha sonra
CD45  ve PI ile boyanmayan canli hiicreler secildi ve ardindan CD133"
CD34*CD45, CD133"CD34'CD45", CD133'CD34 CD45", CD133*CD34 CD45
kok hiicre kompartmanlarinin hiicre ayirict (FACSAria Akim Sitometri Cihazi,

BD Bioscience) ile ayrimi saglanmustir.

3.2.5. Hiicrelerden DNA izolasyonu
MPN hastalarindan flebetomi ile toplanan periferal kanlardan izole edilen

mononiikleer hiicrelerde ve hiicre ayirict ile ayrimi saglanmig CD133'CD347CD45

, CD133"CD34"CD45", CD133CD34° CD45", CD133*CD34 CD45 kok hiicre

kompartmanlarinda DNA izolasyonu yapildi.

1)

2)

3)

Hiicre siispansiyonlar1 masatistii mini santriftij kullanarak 3 000 x g, 5 dk
santriftij edilir, tist stvi mikropipet ile dikkatlice cekilerek hiicrelerin pellet
haline gelmesi saglanir.

Pellet olarak saklanmis 6rnekler tizerine 200 pl “’Lysis Buffer’” eklendi ve 4- 6
saniye vortekslenip 5- 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

Zymo Spin kolona aktarilir ve 10.000 x g/ 1 dakika santrifiijlenir ve yikama

asamasina gegilir.
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Yikama Asamalart;
1) Spin Kkolon tizerine 200 pul “’Pre- Wash Buffer’” eklendi ve 10.000 x g/ 1 dakika
santrifiijlenir.
2) 500 ul “’g-DNA Wash Buffer’’ spin kolona eklendi tekrar 10.000 x g/ 1 dakika
santrifiijlenir.
3) Kolon Rnase- Dnase olmayan 1,5 ml ependorflara alinip 10 pl <’Elution Buffer”
eklenir.
4) 2- 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir ve en yiiksek hizda 30 saniye
santrifiijlenir. Eger gerek duyulursa eliisyon basamagi tekrarlanabilir.
DNA’nin Saklanmasi
Uzun siireli saklama i¢in -20 °C’de, kisa siire i¢inde kullanilacaksa +4 °C’de

muhafaza edilebilir.

3.2.6. iki Asamah Allel Spesifik Nested PZR

MPN hastalarindan izole edilen mononiikleer hiicrelerinden ve hiicre ayrimi
saglanmis ~ CD133'CD34CD45', CD133"CD34'CD45", CD133'CD34CD45
, CD133"CD34°CD45 kok hiicre kompartmanlarindan izole edilmis DNA’larinda
JAK2V617F mutasyonunun allel diizeyinde tespit edilmesi amaciyla 2 farkli primer seti
kullanilarak 2 asamali allel spresifik nested PZR yapildi. Mutasyona 6zel tasarlanmis
primerler kullanilarak PCR gergeklestirilir. PZR’nin ilk asamasinda mutasyonu igeren
bolgenin c¢ogaltilmasinin haricinde spesifik olmayan baglanmalardan kaynakli farkli
bolgeler de cogaltilir. Ilk asamadan sonra jelde 521 bazlik DNA fragmentlerinin
goriilmektedir. Ilk asama sonunda mutant ve yabani tipteki JAK2 genini ayirt
edilememektedir. PZR islemi 2. asamasinda mutasyon bolgesine 6zgii farkli primer seti
kullanilir. Bu sekilde sadece istenilen bolgenin gogaltilmasi saglanarak spesifik bantlar

elde edilir.
Iki asamal: allel spesifik nested PZR’de su protokol izlendi:

1) Sigma PZR karisimi, primerler ve kalip DNA -20°C’ de tutulur. Calisma
sirasinda tiim komponentler buz icerisinde tutulmalidir.

2) Allel spesifik nested PZR 1. Asamasinda Tablo 3-7° de belirtilen miktarlarla
calismada coklu ornekle c¢alisildigindan homojen bir karisim hazirlanip Dnaz/
Rnaz icermeyen PZR tiiplerine 18 pl dagitildi.

Ortak karisimda bulunanlar: steril su, Sigma PZR karisimi, primerler.
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3) Allel spesifik nested PZR’nin 1. asamasinda P1 ve P2 primerleri, ikinci
asamasinda ise P3, P4, P5 ve P6 primerleri kullanildi (Tablo 3-9).

Tablo 3-7: Allel Spesifik Nested PZR 1. Asama bilesenleri

Bilesen Miktar
Sigma PZR Mix 10 ul
Primer 1 (Forward) 1ul
Primer 2 (Reverse) 1ul
Kahp DNA 2 ul
H,O 20 pl’ ye tamamlandi.

4) 2 ul kalip DNA negatif kontrol tiipii haricindeki tim tiiplere dagitilir. Negatif

kontrol tiipiine de DNA yerine 2 pl steril su eklenir.

5) Allel spesifik nested PZR’ nin 1. Asamasi i¢in uygun programda reaksiyon

baglatilir. (Tablo 3-8).

Tablo 3-8: iki asamal PZR 1. asama kosullar

94°C 1 dakika
95°C 30 saniye
60°C 30 saniye
35 Siklus
72°C 30 saniye
72°C 2 dakika




Tablo 3-9: Iki asamah PZR i¢in tasarlanan primer setleri
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Primer Dizisi Uriin
1.ASAMA P1 (Forvard) |5-GATCTCCATATTCCAGGCTTACACA-3’
PRIMER 453 be
SETI P2 (Reverse) |5-TATTGTTTGGGCATTGTAACCTTCT-3’
P3 (Forvard) |5-CCTCAGAACGTTGATGGCA-3’
2. ASAMA | Mutant 279 b
. .. ) > ¥
PRIMER  |Spesifik | pg (Reverse) 5*-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGA-3
SETI Primerler
P5 (Forvard) |5 -AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATG-3
Yabani
Tip 5. GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAAAA3 229 D¢
Spesifik P6 (Reverse)
Primerler

6) PZR’ nin 1. Asamasindan sonra elde edilen tiriin, 1:40 oraninda diliic edilerek

PZR’ nin 2. Asamasinda kullanilir.

7) Tablo 3-10’ da belirtilen miktarlarda 1. asamada oldugu gibi DNA haricinde bir

8) Uygun kosullarda nested PZR’ nin 2. asamas1 gergeklestirilir (Tablo 3-11).

karisim hazirlanir ve 18 pl steril tiiplere dagitilir ve diliie edilen DNA’ lardan 2

ul karigima dagitilir. Negatif kontrol tiiplerine de 2 pl steril su eklenir.

Tablo 3-10: Allel Spesifik Nested PZR 2. asama bilesenleri

Bilesen Miktar (20 pl)

Sigma PZR Mix 10 ul

Primer 3 (Forward) 0,8 ul

Primer 4 (Reverse) 0,8 ul

Primer 5 (Forward) 0,8 ul

Primer 6 (Reverse) 0,8 ul

Kalip DNA(1. asama PZR firiinii 1:40 diliie) |2 pl

H.0 20 ul’ye tamamlandi




30

Tablo 3-11: Allel spesifik Nested PZR 2. asama kosullari

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

3.2.7. Agaroz Jelde Goriintiileme

JAK2 mutasyon karakterinin tespit edilmesi amactyla yapilan iki agamali Allel
Spesifik Nested PZR sonrasinda ornekler agaroz jelde yiiriitiiliir ve goriintiisii alinir.
Jele yiliklenen Ornegin mutant alleli (JAK2V617F) tasimasi durumunda 279 bg
uzunlugunda bant goriiliir, yabanil tip allel tasimasi durumunda ise 229 b¢ uzunlugunda

bant goriliir.

3.2.7.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Allel spesifik Nested PZR 2. agsamasinin {iriinlerinin jelde yiiriitiilmesi igin; 1 gr
agaroz, 50 ml 1X TAE tamponuna eklenerek %2’ lik jel hazirlanir. Agarozun TAE
igerisinde tam olarak ¢oziinmesini igin Karisim mikrodalga firinda isitilir. Karigim tam
olarak ¢oziindiikten sonra 2,5 pl etidyum bromiir ilave edilerek karigtirtlir. Tarakli jel

kasedine karisim dokiiliir ve jelin donmasi beklenir.

3.2.7.2. Jelin Yiiklenmesi Ve Goriintillenmesi
Tarakli jel kasedinde agaroz jel donduktan sonra taraklar ¢ikartildi. Jel kasediyle
birlikte yiirlitme tankina alindi ve yiiriitme tamponu 1X TAE eklendi. Allel spesifik
nested pzr iirlinlerinden 2 pl alind1 ve 6,5 pl jel yiikkleme tamponuyla karistirilip jeldeki
kuyulara yiiklendi. Orneklerin uygun biiyiikliigiine gére marker yiiklenip, 65 voltta 45

dakika yiiriitiildii ve sonrasinda U.V. 151k altinda goriintii alindi.
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3.2.8. RNA izolasyonu

3.2.8.1. Mononiikleer Hiicrelerden RNA izolasyonu
MPN hastalarindan alinan periferal kanlardan ve kontron kordon kanlarindan
izole edilen mononiikleer hiicrelerin RNA izolasyonunun yapilmasinda RNA
Purification Kit (Jena Bioscience) kullanimistir. Mononiikleer hiicre RNA izolasyon

asamasinda asagidaki adimlar izlenmistir:

1) 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tlipii i¢indeki hiicre stispansiyonu, 3 000 x g’ de 5 dk

santrifiij edilir ve st siv1 atilarak hiicreler pellet haline getirilir.

2) Hiicre pelletine 500 ul “Lysis Buffer” eklenir ve vortekslenerek hiicreler buffer

igerisinde pargalanir.

3) Hiicre lizatina 300 pl (hiicre lizatinin 0.6 kati olacak sekilde) izopropanol

eklenir ve vorteks uygulanir ve karisim spin kolonuna alinir.

4) Spin kolondaki karisim 10 000 x g’ de 30 sn santrifiijlenir ve toplama haznesine
gecen sivi atilir. Bu asamada RNA, spin kolon igerisindeki membranda

bulunmaktadir.
Yikama Asamalari

1) Spin kolon tekrar toplama haznesine alinir ve spin kolonuna 700 pl “Primary
Washing Buffer” eklenir.

2) Spin kolon 10 000 x g’ de 30 sn santrifiijlenir ve santrifiij sonrasinda toplama

haznesindeki siv1 atilir.
3) 700 pl “Secondary Washing Buffer” spin kolonuna eklenir.

4) Spin kolon 10 000 x g’ de 30 sn santrifiijlenir ve toplama haznesine gecen sivi

atilir.

5) Spin kolonu igerisindeki sivinin elimine olmasi i¢in 10 000 x g’ de 2 dk daha

santrifiij yapilir.
RNA Eliisyonu

1) Spin kolon igerisindeki sivi tamamen uzaklastirildiktan sonra, Dnaz/ Rnaz

icermeyen 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline aktarilir.
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2) Mikrosantrifiij tlipli igerisindeki spin kolon membranina mikropipet ucu temas

edecek sekilde 30- 40 pl “Elution Buffer” eklenir ve 10 dk inkiibe edilir.

3) 10000 x g’ de 1 dk 2 defa santrifiij yapilir ve santrifiij sonrasinda mikrosantrifiij
tiipi igerisinde RNA elde edilmis olur.

4) RNA -20 °C’ de kisa siireli olarak veya -80 °C’de uzun siire saklanir.

3.2.8.2. Hiicre Kompartmanlarinda RNA Izolasyonu
MPN hastalar1 ve kordon kanlart mononiikleer hiicrelerinden hiicre ayirici ile
ayrimi  saglanmis CD133°CD34'CD457, CD133"CD34"CD457, CD133'CD34'CD45
, CD133"CD34°CD45  kok hiicre kompartmanlarinin her bir hiicre grubu, MPN
hastalarindan izole edilen toplam mononiikleer hiicre grubuna gore oldukca az sayida
hiicre igerdiginden izole edilen bu kompartmanlarin RNA izolasyonu Pico Pure RNA
Extraction Kit ( Applied Biosystems) ile asagidaki protokole uygun olarak yapilmaistir.
1) Hiicre siispansiyonlart masaiistii mini santrifiij kullanarak 3 000 x g, 5 dk
santrifiij edilir, list sivi mikropipet ile dikkatlice g¢ekilerek hiicrelerin pellet
haline gelmesi saglanir.
Hiicre Pelletlerinden RNA Ekstraksiyonu:
2) Hiicre pelleti tizerine 100 pl “’Extraction Buffer (XB)’’ eklenir ve hiicre pelleti
vortekslenmeden pipetaj yapilarak Extraction buffer igerisinde ¢oziiliir.
3) 42 °C/ 30 dakika inkiibe edilir ve masaiistii mini santrifiijde 3,000 x g/ 2 dk
santrifiijlenir.
4) Siipernatan pellete temas etmeden dikkatlice mikropipetle ¢ekilerek yeni bir 1,5
ml epenforfa alinir.
5) Bu agamada RNA izolasyon basamagina ge¢ilebilir veya -70 °C” de daha sonra
caligmaya devam edilmek {izere dondurulabilir.
RNA Izolasyon Asamasi;
6) 100 pl Etanol (EtOH) hiicre ekstraktina eklenir ve pipetaj ile yavas¢a karistirilir.
Toplam hacim ortalama 200 pl olmus olacaktir.
RNA Piirifikasyon Kolonlariin Hazirlanmasi;
i) Pirifikasyon kolonu filtre membranlarina 250 ul <’Conditioning Buffer (CB)”’
eklendi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
i) Piirifikasyon kolonu toplama tiipiiniin igerisinde 16,000 x g’ de 1 dkk

santrifiijlendi.
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RNA izolasyon Asamasi Devam;
7) EtOH eklenmis hiicre ekstrakti iyice Kkaristirilir ve Onceden hazirlanmig
purifikasyon kolonlarina aktarilir.
8) RNA’ nin filtreye baglanmasi i¢in Oncelikle 100 x g’ de 2 dk santrifiijlenir

sonrasinda 16,000 x g’ de 30 saniye santrifiijlenir.

Yikama Asamalari;
9) Piirifikasyon kolonuna 100 pl “>Wash Buffer 1 (W1)’’ eklenir ve 8,000 x g/ 1dk
santrifiijlenir.
10) 100 ul >Wash Buffer 2 (W2)’’ piirifikasyon kolonuna eklenir ve 8,000 x g/ 2dk
santrifiijlenir.
11) Piirifikasyon kolonuna tekrar 100 pl “’Wash Buffer 2 (W2)”* eklenir ve 8,000 x
g/ 1dk santrifiijlenir. Santrifiij sonrasinda yikama soliisyonlarindan herhangi bir
kalint1 kalmadigina dikkat edilir eger ki bir kalint1 varsa 16,000 g/ 1 dk tekrar
santrifiijlenmelidir.
12) Piirifikasyon kolonu kit igerisinde bulunan steril 0,5 pl mikrosantrifiij tiipiine
aktarilir.
RNA Eliisyon Asamasi;
13) Piirifikasyon kolonu filtre membranina en az 11 ul ve en fazla 30 pl olacak
sekilde ©* Elution Buffer (EB)’’ eklenir. 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.
14) Inkiibasyon sonrasinda piirifikasyon kolonu 1,000 x g/ 1 dk santrifiijlenir, gerek
duyulursa santrifiij basamagi tekrarlanabilir.
RNA’ nin saklanmas1

Uzun siireli saklama i¢in -80 °C’ ye en kisa siirede alinmalidir.

3.2.9. Ters Transkriptaz PZR

Hasta ve kordon kani mononniikleer hiicrelerinden ve CD133'CD347CD45
, CD133"CD34'CD45", CD133'CD34°CD45", CD133"CD34 CD45 kok hiicre
kompartmanlarindan izole edilen RNA, cDNA’ya ¢evrilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
“ScriptcDNA Sentez Kiti” (Jena Bioscience) kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi ve
asagidaki protokol izlendi:
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Kalip RNA/ Primer Karisiminin Hazirlanmast;

1.) Tablo 3-12’de belirtilen miktarlar DNaz/RNaz igermeyen steril PZR tiiplerine
eklenilerek RNA/ primer karisimi hazirlanir. Islemlerin tamami buz iizerinde
gergeklestirilir.

2.) RNA/ primer karisimi hazirlandiktan sonra 65-70 °C” de 5 dakika inkiibe edilip
hemen buza alinir.

Reaksiyon karigiminin hazirlanmas:

3.) Inkiibasyon sirasinda Tablo 3-13’ de yazan bilesenler ile 6rnek sayisina gore bir
reaksiyon karisimi hazirlanir.

4.) inkiibasyondan sonra primer/ kalip RNA karisimma, inkiibasyon esnasinda
Tablo 3-13’ e gore hazirlanmig reaksiyon karisimindan 10 pl eklenir. Toplam

hacim bu asamada 20 ul olmus olur.

Tablo 3-12: Kalip RNA/ Primer Karisimi

Bil Bilesenin Stok Reaksiyon Miktar
1 n

e3¢ Konsantrasyonu| Konsantrasyonu (10 1)
H.0 10 pul’ye tamamlanir.
Primer:

Oligo- dTis.25 - 50 pmol (300ng) |0,5 ul

Random Hexamer 50 pmol (100ng) (0,5 ul

Kahp RNA - 55 ng Xul

Tablo 3-13: Reaksiyon Karisimi

Bilesen Bilesenin Stok Reaksiyon Miktar
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (20 ul)

H:0 ‘ila(inilm}imr.
SCRIPT-RT Tampon Soliisyonu |5X 1X 4 ul
dNTP Karisimi Herbiri i¢in 10 mM | Herbiri i¢in 500 pM |1 pl
DTT Soliisyonu 100 mM 5mM 1 ul
RNaz inhibitorii 40 {inite/pl 40 iinite 1 pl
SCRIPT Ters Transkriptaz 200 tinite/pl 100 tinite 0,5 ul
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5.) Belirtilen miktarlarda bilesenleri iceren PZR tiipleri, PZR cihazina yerlestirilir
ve uygun kosullarda reaksiyon gergekleltirilir (Tablo 3-14).

Tablo 3-14: ¢DNA Sentez Kosullar:

42°C 10 dakika
50°C 30- 60 dakika
70°C 10 dakika

c¢cDNA’ nin saklanmasi;

6.) PZR sonucunda elde edilen cDNA -20°C’ de saklanur.

3.2.10. Gerg¢ek Zamanh Kantitatif PZR (Q-PCR)

Laboratuvarda diger arastiricilar tarafindan es zamanl yiiriiyen JAK-STAT yolag:
ile ilgili yapilan Ekspresyon Array calismasinda, F2R, MYC, genlerinde ekspresyon
degisikligi saptandi. Polisitemia Vera hastaliginin prognozunda etkili oldugu diisiiniilen
F2R, MYC genlerinin degisen ekspresyon seviyelerinin hastalikla iligkilerini incelemek
lizere ekspresyon analizi yapildi.

Gergek zamanli kantitatif PZR ile rolatif kantifikasyon yapilmistir. Calismada,
hidroliz prob ilkesine goére ¢alisan UPL problar kullanilarak PZR islemi
gerceklestirilmistir. Hidroliz problar; DNA’ ya komplementer, fluoresan isaretli tek
zincirli problardir. Her bir probun 5' ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-
FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-karboksitetrametil-rodamin=TAMRA) olarak
isimlendirilen isaretli eklentiler yer almaktadir. Problarin 3’ ucunda floresan 11k
yaymayan, baskilayict TAMRA (quencher) molekiilii, 5’ ucunda bulunan florasan 1s1ma
yapan FAM boyasinin sinyal olusturmasina engel olmaktadir. Bu sekilde prob floresan
1s1ma yapamamaktadir. Primerlerin baglanmasi ile yeni zincir olugsmaya basladiginda
Taq polimeraz, 5'—3' yoniinde polimerizasyon yaparken ekzoniikleaz aktivitesiyle
probu keser. FAM molekiili, TAMRA baskilayicit molekiilinden ayrilmasi sonucunda
floresan 1s1ma yapar. Her PZR dongiisiinde amplifikasyon iiriinii ¢ogaldikga floresan
1s1ma miktar1 da artarak devam eder.

Kantitatif PZR’ da ekspresyon analizi i¢in kok hiicre komrpartmanlarindan ve

mononiikleer hiicrelerden elde edilen ¢cDNA’ lar kullanilmistir. Ekspresyon analizi,
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F2R, MYC genlerinden her birine 6zgii tasarlanmig primerler, UniversalProbeLibrary
(UPL) problar ve PZR karigsimi olarak ’ORA qPZR Prob Mix’’kullanilarak yapilmstir.
Kantitatif PZR i¢in su basamaklar izlendi;
1.) PZR islemleri laminer akigh kabin igerisinde yapilir ve kullanilacak malzemeler
(filtreli pipet uglari, steril su, 96 kuyulu PZR plate, 1,5 ml’lik steril tiipler) 10-
15 dk kabinde U.V. 151k altinda bekletilir.
2.) PZR bilesenlerini igeren ortak bir reaksiyon karisimi 6rnek miktarindan %10
fazla olacak sekilde hazirlanir (Sekil 3-1)(Sekil 3-2)(Sekil 3-3).
Ortak karisimda; prob, ORA PZR karisimi, primer, steril su bulunmaktadir.

Bilesenlerin konsantrasyonu Tablo- 3- 15’ te gdsterilmektedir.

3.) Hazirlanan reaksiyon karigimindan 96 kuyulu PZR plagindaki her bir kuyuya 8
ul dagitildi ve 2 pl cDNA kuyulara eklenerek plate folyosu yapistirilir.

4.) Hazirlanan plate, 1.500 x g’ de 2 dk santrifiij edilir. Tablo 3-16’de gosterilen
PZR kosullarinda amplifikasyon gergeklestirilir.

e OragPZR Probes Master Mix )
e Primer Forward F2R)

. Ortak bilesenleri i¢eren
e Primer Reverse (F2R) >

karigim (8 pl
e UPL Prob 17 B ub

e Su _J
e CcDNA

2 ul

v

Sekil 3-1: F2R geni ekspresyon analizi icin PZR bilesenleri

e OraPZR Probes Master Mix )
e Primer Forward (MYC)

e Primer Reverse (MYC) >
e UPL Prob 66

Ortak bilesenleri i¢eren
karisim (8 pl)

e Su _J
e CcDNA

v

2 ul

Sekil 3-2: MYC geni ekspresyon analizi icin PZR bilesenleri



e OragPZR Probes Master Mix
e Primer Forward (Beta- Aktin)
e Primer Reverse (Beta- Aktin)
e UPL Prob 66

e Su

e CcDNA

v

> Ortak bilesenleri igeren
karigim (8 pl)

2 ul

Sekil 3-3: Referans gen Beta-Aktin geni ekspresyon analizi i¢in PZR bilesenleri

Tablo 3-15: Kantitatif gercek zamanli PZR Reaksiyon Bilesenleri

Icerik Konsantrasyon Miktar Son konsantrasyon
High Q:A:: gPZR ox 5l X
Forward Primer 100 uM 0,8 ul 200 nM
Reverse Primer 100 uM 0,8 ul 200 nM
UPL Prob 20U 0,2 ul 0,04 U
dH,O - 1,2 ul -
ToplamMiktar - 8 ul -

Tablo 3-16: Kantitatif Gercek Zamanh PZR Program

Baslangi¢
95°C 2 dk 1 Dongii
Denatiirasyonu
95°C 5sn
Amplifikasyon 45 Dongii
60°C 20 sn
Sogutma 40°C 30 sn 1 Dongii
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Kantitatif ger¢ek zamanli PZR i¢in MYC, F2R ve referans gen olarak da Beta-
Aktin kullanilmistir.

MYC geni i¢in, NM_002467.4 kodlu transkript varyant1 kullanilmistir. Varyantin
boyu 2379 bp olup 454 aminoasit kodlamaktadir. Genin 7 farkli transkrip varytanti
bulunmaktadir(Ensembl release 84). NM_002467.4 dizisi referans alinarak, 66 no’lu
UPL prob ve primerleri kullanilmistir. Amplikon boyutu 73 niikleotittir. MYC primer
dizileri Tablo 3-17° te gosterilmektedir.

F2R geni i¢cin ENST00000319211.4 kodlu transkript varyanti kullanilmistir.
Varyantin boyu 3821 bp ve 425 aminoasit kodlamaktadir. Genin toplam 2 farklh
transkript varyanti bulunmaktadir.( Ensembl release 84)ENST00000319211.4 dizisi
referans alinarak, 17 no’lu UPL prob ve primerleri kullanilmistir. F2R primer dizileri

Tablo 3-17’ te gosterilmektedir.

Referans gen Beta-Aktin i¢in NM_001101.3 dizisi referans alinarak, 64 no’ lu
UPL prob ve primerleri kullanilmistir. ACTB primer dizileri Tablo 3-17° te
gosterilmektedir.

Tablo 3-17: MYC, F2R ve ACTB Primer Dizileri

Primer Primer Dizileri
MYC ileri Primer 5" GCTGCTTAGACGCTGGATTT 3’
MYC Geri Primer 5’ TAACGTTGAGGGGCATCG 3°
F2R ileri Primer 5’ TCAGAAGATGCCTCCGGATA 3’
F2R Geri Primer 5 CACAGATGGGACAAAGAGTGTC 3’
ACTB ileri Primer 5> CCAACCGCGAGAAGATGA 3°

ACTB Geri Primer :5° CCAGAGGCGTACAGGGATAG 3’
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3.2.11. Gen Anlatim Verilerinin Istatiksel Analizi

Hasta mononiikleer hiicreleri ve ayrimi saglanmis kok hiicre kompartmanlarsi,
kontrol olarak kullanilan kordon kanit mononiikleer hiicreleri ve hiicre ayrimi saglanmis
kordon kani kok hiicre kompartmanlarinin her birinden elde edilen c¢cDNA’ lar
kullanilarak ger¢ek zamanli kantitatif PZR yapildi. Gen ekspresyon analizi i¢in yapilan
kantitatif PZR’ da 6rnekler duplike ¢alisildi. Belirlenen PZR verimi 2’ dir. Rolatif PZR
yapilan 6rneklerde F2R ve MYC gen ekspresyonlart ACTB referans geni kullanilarak, 2°
ACt= 2«(CTOmek — CTReferans) yisntemi jle hesaplanmustir(100). Gen ekspresyon verilerinin
istatiksel analizi i¢cin GraphPad Prism 7.0 yazilimi kullanilmistir. Hasta ve kordon kani
orneklerinin rolatif mRNA diizeylerinin kiyaslanmasi amaciyla parametrik olmayan
istatistik testi olarak Mann- Whitney U testi kullanilmistir. Mann- Whitney U testi, 2
bagimsiz grubun medyanlarini Kiyaslayarak iki 6rnegin verilerinin ayni anakiitleden

gelip gelmedigini analiz etmek amaciyla kullanilir.
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4. BULGULAR

Calisma igin secilen 11 MPN hastasinda ve kontrol olarak 4 kordon kaninda
CD34 ve CD133 markerlarinin yiizey ekspresyonu tespiti ve ayrimi i¢in CD45 ve Pl
yardimiyla akim Olger cihazinda okutulmus ve analiz edilmistir. CD45+ popiilasyonda
olgunlagmis hiicreler, PI" 6lii hiicreler elimine edilmistir. Asagida heterozigot hasta
hiicre ayrim1 6rnegi Sekil 4-1° de yabanil tip hasta hiicre ayrimi 6rnegi sekil 4-2° de,

kordon kani hiicre ayrimi1 6rnegi Sekil 4-3° de gosterilmistir.

4.1. Hiicre Ayirma (sorting) Sonuclari
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Sekil 4-1: Heterozigot karakterde olan hastanin hiicre ayrimi (sorting) sonuclari

A: Hiicreler 6ncelikle hiicre i¢ yapisi ve biiyiikliigiine gore P1 kapisinda segildi. B: P1 kapisi igindeki hiicrelere P2
kapisi alind1 ve CD45 olan PI ile boyanmayan canli hiicreler secildi. C: P2 kapisi i¢indeki hiicrelere, CD133/ CD34
hiicre yilizey antikoruna gore sirasiyla P3 (CD133:CD34*), P4 (CD133*CD34*), P5 (CD133CD347), P6
(CD133*CD34") kapist alind1.
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Sekil 4-2: Yabanil tip karakterde olan hastanin hiicre ayrimi (sorting) sonuglari

A: Hiicreler dncelikle hiicre i¢ yapist ve biiyiikliigiine gére P1 kapisinda secildi. B: P1 kapist igindeki hiicrelere P2
kapist alindi ve CD45 olan PI ile boyanmayan canli hiicreler segildi. C: P2 kapisi i¢indeki hiicrelere, CD133/ CD34
hiicre ylizey antikoruna gore sirasiyla P3 (CD133'CD34*), P4 (CD133*CD34*), P5 (CD133CD34), P6
(CD133*CD34") kapist alind1.
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Sekil 4-3: Kordon kaninin hiicre ayrimi (sorting) sonuclari
A: Hiicreler dncelikle hiicre i¢ yapist ve biiyiikliigiine gére P1 kapisinda secildi. B: P1 kapist igindeki hiicrelere P2
kapisi alindi ve CD45" olan Pl ile boyanmayan canli hiicreler secildi. C: P2 kapisi igindeki hiicrelere, CD133/ CD34

hiicre ylizey antikoruna goére sirasiyla P3 (CD133'CD34*), P4 (CD133*CD34*), P5 (CD133CD34), P6
(CD133*CD34") kapist alind1.

4.2. DNA izolasyon Sonugclar

4.2.1. Mononiikleer Hiicrelerden DNA izolasyon Sonuclar

Hastalardan flebetomi ile alinan periferal kan 6rneklerinden mononiikleer hiicre
izolasyonu yapildi. Mononiikleer hiicrelerden DNA izolasyon sonuglar1 Tablo 4-1 ¢ de

gosterilmektedir.



43

Tablo 4-1: Mononiikleer Hiicrelerden DNA izolasyonu

Ornek ng/ ul 260/280 260/230
Hasta 7 104,2 1,84 1,70
Hasta 8 77,8 1,88 0,40
Hasta 10 58,7 1,83 0,16
Hasta 11 31,8 1,82 0,19
Hasta 15 32,3 1,78 1,12
Hasta 23 311,9 1,87 1,31
Hasta 26 196,6 1,89 1,82
Hasta 27 41,1 1,97 0,18
Hasta 29 42,1 1,68 0,07
Hasta 34 299,4 1,84 1,03
Hasta 35 82,4 1,98 0,42

4.2.2. Hiicre Kompartmanlarinin DNA izolasyon Sonnuglar

Hiicre ayirma cihazi (sorting) ile izole edilen hiicre gruplarindan DNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen DNA larin konsantrasyonlar1 ve kaliteleri Tablo 4-2 , Tablo 4-3 ,
Tablo 4-4 , Tablo 4-5 ‘de goriilmektedir.

Tablo 4-2: CD133° CD34*CD45  Hiicre Kompartmanimin DNA izolasyon Sonuglar

Ornek Hiicre Sayis1 ng/ ul 260/280 260/230
Hasta 7 1421.000 18,1 1,84 0,70
Hasta 8 500 000 14,6 1,68 0,06
Hasta 10 358 000 4,0 2,72 0,10
Hasta 11 690 000 10,7 1,96 0,19
Hasta 15 191 000 9,4 2,55 0,09
Hasta 23 369 000 4,4 2,16 0,09
Hasta 26 108 000 4,5 2,19 0,02
Hasta 27 1 500.000 7,3 1,97 0,09
Hasta 29 244 000 7,3 2,12 0,10
Hasta 34 308 000 6,8 1,65 0,48

Hasta 35 463 190 9,8 1,56 0,42



Tablo 4-3: CD133* CD34* CD45 Hiicre Kompartmaninin DNA izolasyon Sonuglar
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Ornek Hiicre Sayisi ng/ pl 260/280 260/230
Hasta 7 11976 3,8 1,71 0,03
Hasta 8 80 000 10,3 1,59 0,11
Hasta 10 13700 74 2,15 0,03
Hasta 11 320 000 18,8 1,78 0,56
Hasta 15 1673 8,5 2,28 0,06
Hasta 23 842 6,7 1,71 0,04
Hasta 26 3800 4,4 2,31 0,01
Hasta 27 33000 55 2,48 0,02
Hasta 29 5800 4,8 2,02 0,04
Hasta 34 66 800 8,5 1,89 0,31
Hasta 35 22 100 16,9 1,53 0,39

Tablo 4-4: CD133:CD34 CD45 Hiicre Kompartmaninin DNA izolasyon Sonuclar

Ornek Hiicre Sayis1 ng/ pl 260/280 260/230
Hasta 7 750 000 26,1 1,58 0,15
Hasta 8 12 260 000 31,6 1,73 0,34
Hasta 10 1590 000 15,5 1,89 0,36
Hasta 11 1133000 16,8 1,78 0,56
Hasta 15 518 000 10,7 2,20 0,12
Hasta 23 7534 900 11,8 1,80 0,07
Hasta 26 830 000 12,3 1,72 0,05
Hasta 27 1 000 000 15,3 1,62 0,16
Hasta 29 6 632 000 13,6 2,02 0,21
Hasta 34 5888 000 25,7 1,73 0,58
Hasta 35 8 600 000 11,8 1,73 0,07



Tablo 4-5: CD133*CD34'CD45 Hiicre Kompartmaninin DNA izolasyon Sonuclari
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Ornek Hiicre Sayisi ng/ ul 260/280 260/230
Hasta 7 44 000 6,8 1,34 0,11
Hasta 8 520 000 8,3 1,41 0,10
Hasta 10 65 100 6,8 1,87 0,05
Hasta 11 541 000 14,6 1,66 0,09
Hasta 15 14 500 11,9 2,62 0,11
Hasta 23 41 000 7,2 2,19 0,08
Hasta 26 231 000 5,8 2,25 0,01
Hasta 27 3900 6,1 2,06 0,02
Hasta 29 87 100 4,5 1,72 0,03
Hasta 34 173 000 17,3 1,51 0,45
Hasta 35 197 220 4,1 1,58 0,23

4.3. RNA Izolasyon Sonuclar

4.3.1. Mononniikleer Hiicrelerden RNA izolasyon Sonuclari

Hastalardan flebetomi ile alinan periferal kan 6rneklerinden ve kordon kanlarindan

mononiikleer hiicre izolasyonu yapildi. Bu hiicrelerden RNA izolasyonu sonucunda elde

edilen RNA larin konsantrasyonlar1 ve kaliteleri Tablo 4-6° da goriilmektedir.

Tablo 4-6: Mononiikleer Hiicreleden RNA izolasyon Sonuclari

Ornek ng/ pl 260/280 260/230
Hasta 7 456,9 2,03 1,46
Hasta 8 89,7 1,99 0,28
Hasta 10 88,1 2,01 0,42
Hasta 11 47,3 2,03 0,09
Hasta 15 101,5 2,04 0,53
Hasta 23 201,3 2,10 0,37
Hasta 26 51,6 2,09 0,13
Hasta 27 96,0 1,98 0,25
Hasta 29 85,8 2,06 0,37
Hasta 34 180,0 1,93 1,18
Hasta 35 102,4 2,00 0,85
Kordon Kani 1 82,0 2,07 0,13
Kordon Kam 3 2941 1,92 1,03
Kordon Kam 4 225,7 2,05 0,84
Kordon Kam 5 398,8 2,03 1,59



4.3.2. Hiicre Kompartmanlariin RNA izolasyon Sonuclar

Hiicre ayiric1 (sorting) ile izole edilen hiicre gruplarindan RNA izolasyonu yapildi. Elde
edilen RNA larin konsantrasyonlar1 ve kaliteleri Tablo 4-7,Tablo 4-8, Tablo 4-9, Tablo
4-10° da gosterilmistir. Her bir kok hiicre kompartmaninda bulunan hiicrelerin yiizde

ortalamasi Tablo 4- 11° de gosterilmistir.

Tablo 4-7: CD133'CD34*CD45" Hiicre Kompartmaninin RNA izolasyon Sonuclar

Ornek Hiicre Sayisi ng/ pl 260/280 260/230
Hasta 7 4 890 000 10,6 1,58 0,77
Hasta 8 11000 000 2,1 2,24 0,24
Hasta 10 690 000 12,5 1,60 0,54
Hasta 11 690 000 16,5 1,46 0,50
Hasta 15 635 000 14,7 1,61 0,19
Hasta 23 3400 000 7,2 1,50 0,12
Hasta 26 23 000 14,7 1,61 0,37
Hasta 27 4 142 000 59 1,48 0,43
Hasta 29 307 000 14,2 1,52 0,17
Hasta 34 1013000 30,8 1,62 0,40
Hasta 35 258 000 15,1 1,58 0,69
Kordon Kani 1 325 000 35,3 1,49 0,44
Kordon Kam 3 57 000 30,1 1,49 0,32
Kordon Kam 4 132 000 38,7 1,53 0,42
Kordon Kam 5 698 000 25,8 1,87 0,22



Tablo 4-8: CD133*CD34*CD45 Hiicre Kompartmaninin RNA izolasyon Sonuglari
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Ornek Hiicre Sayisi ng/ pl 260/280 260/230
Hasta 7 29 000 7,0 1,49 0,40
Hasta 8 120 000 12,6 1,42 0,16
Hasta 10 24 800 31,4 1,48 0,44
Hasta 11 320 000 14,7 1,40 0,33
Hasta 15 6 000 57 1,58 0,27
Hasta 23 3200 24,2 1,43 0,46
Hasta 26 23000 24,3 1,45 0,34
Hasta 27 100 000 8,5 1,41 0,42
Hasta 29 15 000 15,1 1,53 0,06
Hasta 34 77 000 18,4 1,57 0,06
Hasta 35 8 300 22,7 1,55 0,56
Kordon Kam 1 600 000 14,2 1,46 0,12
Kordon Kam 3 22 400 14,0 1,49 0,42
Kordon Kam 4 13 200 15,4 1,47 0,10
Kordon Kam 5 30 000 6,0 1,62 0,41

Tablo 4-9: CD133-CD34 CD45 Hiicre Kompartmanimin RNA izolasyon Sonuclar

Ornek Hiicre Sayisi ng/ pl 260/280 260/230
Hasta 7 1525 000 24,3 1,74 1,13
Hasta 8 1700 000 19,8 1,96 0,59
Hasta 10 2 565 000 26,4 1,72 0,39
Hasta 11 1133000 25,4 2,05 0,04
Hasta 15 1514 000 14,1 1,58 0,68
Hasta 23 10 500 000 12,7 1,39 0,04
Hasta 26 4 244 000 21,8 1,88 0,72
Hasta 27 2926 000 64,1 1,53 0,69
Hasta 29 906 000 47,6 1,74 0,56
Hasta 34 1 460 000 28,3 1,70 0,32
Hasta 35 4 830 000 18,4 2,15 0,25
Kordon Kani 1 8 800 000 36,3 1,86 0,08
Kordon Kam 3 741 000 11,6 1,57 0,30
Kordon Kam 4 1200 000 18,0 2,06 0,03
Kordon Kam 5 1 500 000 12,20 2,04 0,10
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Tablo 4-10: CD133*CD34 CD45 Hiicre Kompartmaninin RNA izolasyon Sonuglar

Ornek Hiicre Sayisi ng/ pl 260/280 260/230
Hasta 7 100 000 16,5 1,49 0,42
Hasta 8 740 000 6,5 1,52 0,94
Hasta 10 129 000 20,3 1,49 0,32
Hasta 11 541 000 14,7 1,68 0,04
Hasta 15 24 400 3,8 1,70 0,23
Hasta 23 450 000 10,5 1,47 0,18
Hasta 26 280 000 19,7 1,50 0,33
Hasta 27 161 000 10,7 1,48 0,51
Hasta 29 24100 10,4 1,38 0,28
Hasta 34 95 600 25,6 1,51 0,70
Hasta 35 343 000 19,1 1,51 0,32
Kordon Kam1 1270000 13,7 1,48 0,49
Kordon Kam 3 | 94 000 17,7 1,51 0,19
Kordon Kam 4 | 245 000 23,6 1,51 0,57
Kordon Kam 5 | 1100 000 29,9 191 0,66

Tablo 4-11: Hiicre ayirma sonrasi her bir kok hiicre kompartmaninda elde edilen hiicre
sayllarinin yiizdelerinin ortalamasi.

Kordon Kam
Hiicre sayilari

(Yortalama)

Hiicre kompartmanlari

Hasta Hiicre Sayilar
(Yoortalama)

09+04
0.18 + 0.09
41.8 +24.42
1.28 +1.37

4.4. Tki Asamal Allel Spesifik Nested PZR Sonuglar

Hasta periferal kanlarindan

CD133CD34*CD45
CD133"CD34*CD45

CD133CD34 CD45%

CD133"CD34 CD45

4,49 + 4.44
0.20 +0.30
23.40 + 18.45
0.62 +0.45

izole edilen mononiikleer hiicrelerden ve hiicre

kompartmanlarindan elde edilen DNA larima JAK2V617F karakterinin belirlenmesi

amaciyla yapilan allel spesifik iki asamal1 nested pzr sonuclar1 Sekil 4-4, Sekil4-5, Sekil



49

4-6 ve Sekil 4-7° de gosterilmektedir. PZR’ da negatif kontrol olarak yabanil tip K562
hiicre soyu ve pozitif kontrol olarak heterozigot karakterde olan Set- 2 hiicre hatti
kullanilmistir. JAK2V617F tasiyan hiicrelerin 279 bg¢ uzunlugunda ve mutasyon

tasimayan hiicrelerin ise 229 b¢ uzunlugunda bant vermistir.
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279 bg JAK2V617F+
229 bg JAK2 Yabanil tip

Sekil 4-4: Hasta 7- Hasta 8 MNH ve hiicre kompartmanlarinin nested pzr jel goriintiisii

Hasta 7 mononiikleer hiicrelerinin ve CD133'CD34" kompartmaninin
heterozigot karakterde oldugu goriiliitken diger izole edilmis ti¢ kok hiicre
kompartmaninin ise yapanil tip karakterde oldugu goriilmiistiir. Hasta 8 mononiikleer
hiicreleri ve kok hiicre kompartmanlar1 heterozigot karakterde oldugu ancak CD133"
CD34" ve CD133"CD34" kompartmanimin diger kompartmanlara kiyasla mutant allel
yogunlugunun oldugu goriilmiistiir (Sekil 4-4).
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Sekil 4-5: Hasta 10- Hasta 11 MNH ve hiicre kompartmanlarinin nested pzr jel goriintiisii
Mutasyon tasimayan hasta 10 mononiikleer hiicreleri ve diger kok hiicre
kompartmanlar1 arasinda bir fark goriilmemistir. Mononiikleer hiicreleri heterozigot

karakterde olan hasta 11, kok hiicre kompartmanlar1 da heterozigot karakterde oldugu
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ozellikle CD133°CD34" ve CD133"CD34" kompartmaninda mutant allel dominantlig
bulunmaktadir(Sekil 4-5).

Hasta 15 CD1337/ CD34*
Hasta 15 CD133*/ CD34*
Hasta 15 CD133/ CD34-
Hasta 15 CD133*/ CD34

T
z
=
w0
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3
0
]
I

279 bg JAK2V617F+
229 bg JAK2 Yabanil tip

Sekil 4-6: Hasta 15 MNH ve hiicre kompartmanlarinda nested pzr jel goriintiisii

Mononiikleer hiicreleri heterozigot karakterde olan hasta 15° in CD133°CD34"
ve CD133'CD34" kompartmaninda mutant allel yogunlugu goriilirtken CD133"CD34"
kompartmaninin yabanil tip karakterde oldugu gortilmiistiir(Sekil4-6).

Hasta 23 CD1337/ CD34*
Hasta 23 CD133*/ CD34*
Hasta 23 CD133/ CD34

Hasta 23 CD133*/ CD34-
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279 bg JAK2VE17F+
229 bg JAK2 Yabanil tip

Sekil 4-7: Hasta 23 MNH ve hiicre kompartmanlarinda nested pzr jel goriintiisii

Hasta 23 mononiikleer hiicreleri heterozigot karakterde oldugu, CD133'CD34"
ve CD133"CD34  kompartmanmin mutant allel yogunlugu tasidigi, CD133"CD34"
kompartmaninin ise yabanil tip allel karakterinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4-7).
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Hasta 27 CD133/ CD34*
Hasta 27 CD133*/ CD34*

50 bg Ladder
' Hasta 26 CD133/ CD34*
' Hasta 26 CD133*/ CD34*
. Hasta 26 CD133/ CD34-
' Hasta 26 CD133*/ CD34-
' Hasta 27 CD133/ CD34-
t Hasta 27 CD133*/ CD34-

' Hasta 26 MNH
t Hasta 27 MNH

:
.

279 bg JAK2VE17F+
229 bgJAK2 Yabanil tip

:
.

Sekil 4-8: Hasta 26- Hasta 27 MNH ve hiicre kompartmanlarinda nested pzr jel goriintiisii

Hasta 26 mononiikleer hiicreleri heterozigot karakterde iken CD133°CD34" ve
CD133*CD34" kok hiicre kompartmanmin mutant allel yogunlugunun daha fazla
oldugu gorilmiistir. CD133*CD34" kompartmani ise yabanil tip allel tagimaktadir.
K562 yabanil tip alleli tasiyan (229 bg), Set-2 ise heterozigot karakterde (279 bg) olan
kontroldiir (Sekil 4-8).

Hasta 29 CD133/ CD34*
Hasta 29 CD133*/ CD34*
Hasta 29 CD133/ CD34-
Hasta 29 CD133*/ CD34-
Hasta 34 CD133/ CD34*
Hasta 34 CD133*/ CD34*
Hasta 34 CD1337/ CD34-
Hasta 34 CD133*/ CD34

Hasta 34 MNH

5 2
2 =
- &N
O

3 3
o ®©
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Sekil 4-9: Hasta 29- Hasta 34 MNH ve hiicre kompartmanlarinda nested pzr jel goriintiisii

Hasta 29’ un, mononiikleer hiicrelerine kiyasla heterozigot karakteri daha baskin
olan kok hiicre kompartmanlar1 oldugu goriilmiistiir. Ozellikle CD133°CD34",
CD133"CD34" ve CD133"CD34" hiicre kompartmanlarindaki mutant allelin baskin
oldugu goriilmiistiir. Mononiikleer hiicreleri yabanil tip karakterde olan hasta 34 kok

hiicre kompartmanlarinda da bir farklilik gériilmemistir (Sekil 4-9).
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Hasta 35 CD1337/ CD34*
Hasta 35 CD133*/ CD34*
Hasta 35 CD1337 CD34-
Hasta 35 CD133*/ CD34-

I
g 2
T w
©
&8
o 3
g 3
3 T

K562
Set-2

279 bg JAK2V617F+
229 bg JAK2 Yabanil tip

Sekil 4-10: Hasta 35 MINH ve hiicre kompartmanlarinda nested pzr jel goriintiisii

Mononiikleer  hiicrelerinde mutasyon tasimadigi gorillen hasta 35’ in
mononiikleer hiicreleri ile kok hiicre kompartmanlar1 arasinda bir farklilik olmadig:
goriilmiistiir. K562 yabanil tip alleli tasiyan (229 bg), Set-2 ise heterozigot karakterde
(279 bg) olan kontroldiir (Sekil 4-10).

MPN hastalarinin  mononiikleer hiicrelerinde ve izole kok hiicre
kompartmanlarinda JAK2  geninde V617F mutasyonunun allel bazinda
degerlendirilmesi Tablo 4-12° de gosterilmektedir.
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Tablo 4-12: Hastalarin Mononiikleer Hiicre ve Kok Hiicre Kompartmanlarimin
JAK2V617F mutasyon durumu.

Ornek | Mononiikleer CD133- CD133+ CD133- CD133+
Hiicre CD34+ CD34+ CD34- CD34-
Hasta 7 + /- +/- - - -
Hasta 8 + /- +/- 1 +/- 1 +/- +/-
Hasta 10 - - - - -
Hasta 11 +/- +/- +/- 1 +/- +/-
Hasta 15 +/- +/- - +/- 1 +/-1
Hasta 23 +/- +/-1 - +/- | +/-1
Hasta 26 +/- +/-1 +/- 1 +/-] -
Hasta 27 +/- +/- 7 +/- 1 +/- +/- 1
Hasta 29 +/- +/- 1 +/-1 +/- +/- 1
Hasta 34 - - - - -
Hasta 35 - - - - -

Tabloda bulunan kisaltmalar:

- : JAK2 Yabanil tip allel

- : JAK2 Yabanil tip allel

+/- : Heterozigot JAK2V617F allel

+/- 1 - : Heterozigot JAK2V617F allel ve JAK2V617F mutasyon yogunlugunun daha fazla olmasi

+ /- | : Heterozigot JAK2V617F allel ve JAK2V617F mutasyon yogunlugunun daha diisiik olmasi

4.5. Gen Anlatim Sonuglari

Calismaya dahil edilen 11 MPN hastasinda ve 4 kontrol kordon kan1 6érneginden
izole edilen monotikleer hiicrelerinde ve CD133/ CD34 hiicre yiizey belirtecine gore
hiicre ayrimi saglanan kompartmanlarinda rolatif F2R ve MYC gen ekspresyon

seviyeleri analiz edilmistir.
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4.5.1. F2R Gen Anlatim Sonugclari

11 goniillii hasta ve kontrol olarak 4 kordon kani 6rnegi mononiikleer hiicreleri
ve izole edilen kok hiicre kompartmanlarinda F2R gen anlatim diizeylerinin analizi

yapilmustir.

Mononiikleer Hiicre
1.5

1.0

0.51
[ ]

Hasta Kordon Kani

Rdolatif F2R Gen Anlatim Diizeyl

Sekil 4-11: Hasta ve kordon kan1 mononiikleer hiicrelerinde F2R gen anlatimi

Sekil 4-11° de hasta ve kordon kani mononiikleer hiicrelerin F2R gen anlatinmi
incelenmistir. Hasta ve kordon kani mononiikleer hiicrelerindeki gen anlatim diizeyi
karsilastirilmistir. mRNA seviyeleri ACTB referans geni ile normalize edilmistir. Hasta
mononiikleer hiicrelerinde F2R geni anlatim diizeyi kordon kani mononiikleer
hiicrelerinin gen anlatim diizeyine gore arttig1 tespit edilmistir.(p=0,49 Mann-Whitney
U testi)

CD133- CD34+

Rdalatif F2R Gen Anlatim Duzeyi
-

Hasta Kordon Kani

Sekil 4-12: Hasta ve kordon kami CD133°CD34" kok hiicre kompartmaminda F2R gen
anlatim

Sekil 4-12° de PV hasta ve kordon kam1 CDI133'CD34" kok hiicre

kompartmaninda F2R gen anlatim diizeyi incelenmistir. mMRNA seviyeleri ACTB
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referans geni ile normalize edilmistir. CD133°CD34" kompartmaninin hastalardaki gen
anlatim seviyesinin kordon kanimna gore daha yiiksek oldugu goriilmistiir.(p=0.95

Mann-Whitney U testi)
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Hasta Kordon Kani

Sekil 4-13: Hasta ve kordon kam1 CD133*CD34" kok hiicre kompartmaninda F2R gen
anlatim

Sekil 4-13° de PV hastalarindan ve kordon kanlarindan izole edilmis
CD133"CD34" kok hiicre kompartmaninda F2R gen anlatim diizeyi analiz edilmis ve
karsilastirilmigtir. CD133"CD34" kok hiicre kompartmaninin F2R  gen anlatim
diizeyinin hastalarda kordon kanina gore artmis oldugu belirlenmistir. (p=0,75 Mann-

Whitney U testi)

CD133- CD34-

Rolatif F2R Gen Anlatim Duzeyl
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Sekil 4-14: Hasta ve kordon kam1 CD133" CD34" kok hiicre kompartmanminda F2R gen
anlatim

Sekil 4-14° te mMRNA seviyeler ACTB referans geni kullanilarak normalize
edilmistir. PV hastalar1 ve kontrol olarak kullanilan kordon kanindan CD133"CD34" kok

kompartmani1 izole edilmis ve F2R gen ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
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Hastalardaki CD133'CD34  kok hiicre kompartmaninda artmis F2R gen anlatimi oldugu
belirlenmistir.(p=0,04 Mann-Whitney U testi)

CD133+ CD34-

Rdlatif F2R Gen Anlatim Diizeyi

Hasta Kordon Kani

Sekil 4-15: Hasta ve kordon kam1 CD133"CD34 kok hiicre kompartmaninda F2R gen
anlatimi

Sekil 4-15” te hasta ve kordon kan1 CD133*CD34" kok hiicre kompartmaninda
F2R gen anlatim dizeyleri incelenmistir mMRNA seviyeleri ACTB referans geni
kullanilarak normalize edilmistir. PV hastalarindaki F2R gen anlatim diizeyinin kordon

kanina gore artmis oldugu goriilmistiir.(p=0,05 Mann-Whitney U testi)

4.5.2. MYC Gen Anlatim Sonuglar:

11 goniilli hasta, kontrol olarak 4 kordon kani 6rnegi mononiikleer hiicreleri ve
izole edilen kok hiicre kompartmanlarinda MYC gen anlatim diizeyleri qRT- PCR

kullanilarak arastirilmistir.

Mononiikleer Hiicre
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Sekil 4-16: Hasta ve kordon kan1 moneoniikleer hiicrelerinde MYC gen anlatimi
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Sekil 4-16° da MPN hastalari ve kontrol olarak kullanilan kordon kani
orneklerinden izole edilen mononiikleer hiicrelerde MYC gen anlatim diizeyi
incelenmistir. mRNA seviyelerinin normalize edilmesi amaciyla ACTB referans geni
kullanilmistir. MPN hastalarina ait mononiikleer hiicrelerde MYC gen anlatim diizeyinin

artmis oldugu goriilmiistiir.(p=0,85 Mann-Whitney U testi)

CD133-CD34+
0.6

0.4 .

0.2

004" Poogeee™ . T

Rdlatif MYC Gen Anlatim Diizeyl

-0.2

Hasta Kordon Kani

Sekil 4-17: Hasta ve kordon kam1 CD133'CD34" kok hiicre kompartmaninda MYC gen
anlatim

Sekil 4-17° de MPN hastalarinin ve kontrol kordon kani 6rneklerinden izole
edilmis CD133°CD34" kok hiicre kompartmaninda MYC gen anlatim diizeyi incelenmis
ve karsilastirmali olarak analiz edilmistir. mRNA seviyelerinin normalize edilmesinde
ACTB referans geni kullanilmistir. Hasta 6rneklerinde MYC gen anlatim diizeyinin
kordon kanina kiyasla artmis oldugu goriilmiistiir.(p=0,23 Mann-Whitney U testi)

CD133+ CD34+
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Rolatif MYC Gen Anlatim Diizeyi

Hasta Kordon Kani

Sekil 4-18: Hasta ve kordon kam1 CD133"CD34* kok hiicre kompartmanminda MYC gen
anlatim
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Sekil 4-18° de MPN hastalarindan ve kontrol kordon kani 6rneklerinden izole
edilmis CDI133"CD34" kok hiicre kompartmaninda MYC gen anlatim diizeyi
incelenmis ve karsilastirmali olarak analizi yapilmistir. mRNA seviyeleri ACTB
referans geni kullanilarak normalize edilmistir. MPN hastalarinda MYC gen anlatim
diizeyinin kordon kanina gore daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir.(p=0,60 Mann-
Whitney U testi)
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Sekil 4-19: Hasta ve kordon kam1 CD133'CD34" hiicre kompartmaninda MYC gen
anlatimi

Sekil 4-19° da MPN hastalarindan ve kontrol kordon kani 6rneklerinden izole
edilen CD133°'CD34  hiicre kompartmaninda rélatif MYC gen anlatimi analiz edilmistir.
ACTB mRNA seviyelerinin normalize edilmesi i¢in referans gen olarak kullanilmistir.
Kordon kaninda MYC gen anlatim diizeyinin MPN hastalarina gore daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir. (p=0,34 Mann-Whitney U testi)
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Sekil 4-20: Hasta ve kordon kam1 CD133"CD34 kok hiicre kompartmaninda MY C gen
anlatimi
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Sekil 4-20° de MPN hastalarinden ve kordon kanindan izole edilen
CD133*"CD34" kok hiicre kompartmaninda MYC gen anlatimi diizeyi analiz edilmistir.
mRNA seviyelerinin normalizasyonunda ACTB referans geni kullanilmistir. MPN
hastalarindaki MYC gen anlattmi kordon kanmna kiyasla artmis oldugu
goriilmiistiir.(p=0,84 Mann-Whitney U testi)
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5. TARTISMA

Yapmis oldugum bu yiiksek lisans tez projesinde, hipotezim; MPN hastalarinda
malignite, CD34" kok hiicrelerinden daha primitif Ozellikte olan hiicre grubundan
baslamaktadir ve MYC, F2R gen ekspresyon degisimlerinin primitif hiicrelerde

malignitenin baglamasinda etkisi vardir.

Bu hipotez dogrultusunda MPN’ lerde CD45-FITC, CD133-APC, CD34-PE
antikorlar1 kullanilarak CDA45  popiilasyonda, CD133*CD347, CD133CD34",
CD133"CD34", CD133 CD34" kok hiicre kompartmanlar1 hasta periferal kanlarindan
elde edilen mononiikleer hiicrelerden izole edilerek kok hiicre immiinfenotiplemesi
yapilmistir. Bunun yaninda izole edilen herbir grupta F2R ve MYC genlerinin gen
ekspresyon degerlendirilmesi de gergeklestirilmistir. Bu ¢alismanin 6nemi, kok
hiicreden kaynaklanip klonal proliferasyonla yayildigi disiiniilen myeloproliferatif
hastaliklarin CD34 progenitér marker haricinde CD133 kok hiicre markeri da
kullanarak hastaligin daha primitif bir seviyeden baslama ihtimalini irdelemek ve farkl
CD34/ CDI133 kombinasyonlart kullanarak CD133"' iin = mutasyon basladigi

popiilasyonla iliskisini ortaya ¢ikarmaktir.

CD133'CD34" kok hiicre kompartmaninda ortalama 559.290 + 47.853 hiicre,
CD133*CD34" kok hiicre grubunda 50.881 + 93.137 hiicre, CDI133°CD34
kompartmaninda 424.8718 + 4.092.165 ve CD133* CD34" kok hiicre kompartmaninda
174.346 + 191.459 hiicre ayrimi yapilmistir. MPN hasta grubunda primitif 6zellikte
olan CD133" hiicre grubunun en az siklikla goriildiigi belirlenmistir(Tablo 4-11).

Bu baglamda literatiirde yapilmis ¢aligmalarda MPN grubunda yer alan primer
miyelofibroz (PMF) hastalarindaki periferal kandan izole edilen mononiikleer
hiicrelerde yapilmis olan ¢aligmalarda saglikli donorlerde periferal kanda bulunan
CD133" hiicre grubunun hasta grubunda nerdeyse tamaminin CD133* CD34" hiicreler
oldugu tespit edilmistir. CD133" ve/ veya CD34" hiicre popiilasyonunun saglikli

donorlerden daha fazla oldugu belirlenmistir(62).

Primer miyelofibroz hastalarinda periferal kanda bulunan CD133"
hematopoietik progenitor hiicrelerin genellikle CD34" ekspresyonundan yoksun oldugu

goriilmiistiir. CD133™ hiicre grubunun farkli mutasyonlar1 barindiran neoplastik kok
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hiicre klonu igerdiginden PMF hastaliginin seyrini etkiledigi bulunmustur(62). Periferal
kan dolasiminda CD133 neoplastik kok hiicre aktivitesini gdsteren marker olarak
goriilebilir. Bu arastirma MPN grubundan primer miyelofibrozda CD133
ekspresyonunu analiz eden ilk ve tek literatiirdiir(62). Miyeloid metaplazisi olan PMF
hastalarinin ~ periferal kandaki CD133"CD34"VEGFR2" hiicrelerin ~ saglikh
goniilliilerdeki ve diger kronik MPN hastalardaki CD133"CD34"VEGFR2" hiicre
popiilasyonundan daha fazla oldugu tespit edilmis ve olgunlasmamis hematopoietik
progenitér (CD45°CD34°CD38") hiicre grubu ile arasinda ters korelasyon oldugu
belirlenmistir. Periferal kan dolagiminda bulunan endotel progenitor hiicrelerin sayist

azaldik¢a hematopoietik progenitdr hiicrelerin sayisinin arttigi belirlenmistir(101).

Bu c¢alismada; toplam 11 MPN hastasi cahisilmistir (9 PV, 1 ET, 1
siiflandirilamayan MPN). Bu hastalarin mononiikleer hiicreleri ve izole edilmis olan
CD133'CD34, CD133CD34", CD133'CD34", CD133CD34  kok hiicre
kompartmanlar1 arasinda JAK2V617F allel karsilastirilmasi: yapilmistir. Elde edilen
verilerin degerlendirilmesi sonucunda; hastalarin 8’inin mononiikleer hiicrelerinin
JAK2V617F heterozigot allel karakterinde, 3’{iniin ise JAK2 yabanil tip allel tasidigi
goriilmistiir. Mononiikleer hiicrelerde mutasyon tasimayan 3 hastanin analiz edilen
herbir kdk hiicre kompartmanlarinda da mutasyon olmamasi hastaligin gelismesine
JAK2V617F mutasyonu haricinde baska mutasyonlarin da etki ettigini
diistindirmektedir(20).

Mononiikleer hiicreleri heterozigot karakterde olan 8 hastanin 8'inde de
CD347CD133" kompartmaninda JAK2V617F heterozigot allel tespit edilmis ve bu
hastalardan 5' inde mutant bandin daha yogun olmasiyla orantili olarak mutant allel
dominantlig1 goriilmiistiir. Bu sonu¢ simdiye kadar yapilan ¢alismalarla 6rtiismektedir.
Nitekim, CD34" progenitér hiicre grubu periferal kan dolagiminda yaygin olarak
goriilmekte(47) ve CD34" progenitor hiicre grubu kanseri baslatici hiicre grubu olarak
bilinmektedir(102).

Mononiikleer hiicreleri heterozigot karakterde olan 8 hastanin 5 inde CD34"
CD133" kok hiicre grubunda mutant allel dominantligi goriilmiistir. CD34" hiicre
grubuna gore daha primitif 6zellikte oldugu diisiiniilen CD133* CD34" kompartmaninin
baglantili olarak burada goriilen mutasyonun CD34'den daha primitif kok hiicreden

basladigimi  diisiindiirmektedir. CD133"CD34" hiicre grubu multipotent, bipotent,
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unipotent Ozellikte miyeloid Oncii  hiicrelerine farklilasma potansiyeli vardir.
CD347CD133" hiicre grubu ise graniilosit/ monosit progenitorleri veya endotel benzeri

progenitor hiicre hatlarina farklilagsma ile sinirlidir(62).

Mononiikleer hiicrelerinin heterozigot karakterde oldugu belirlenen 8 hastanin
7'sinde CD34 CD133 hiicre grubunda mutant allel goriilmiis ve bunun sadece 3'i allel
dominantligi olarak kendini gdstermistir. Bu bulgu, hiicre grubunda mutasyon
karakterinin periferal kandaki mononiikleer hiicre grubundan farkli olabilecegini

gostermistir.

Mononiikleer heterozigot karakterde olan 8 hastanin 6 sinda CD34'CD133"
hiicre grubunda heterozigot mutant allel tespit edilmis ve bunun 4’linde mutant allel
dominanthigr gériilmistiir. Primitif 6zellikte olan CD133* kok hiicre grubunda mutasyon
tagiyan allelin baskin olmasi kanserin, kok hiicre seviyesine yakin primitif hiicre

grubunda olusup malignite ile iliskilendirildigini gostermektedir.

Bu calismada analiz edilen hastalar mutasyon karakteri bakimindan heterozigot
ve yabanil tip allel tasimaktadir. Bu ¢alismanin eksik oldugunu diisiindiigiimiiz bir yonii
de homozigot allel tasiyan hasta gurubunu calisamamizdir. Bu o6zellige sahip hasta
grubunun da ilerki ¢alismalarda eklenmesi sonuglar1 katkida bulunacak ve kok hiicre

kompartmanlarinin karakteri daha net bir sekilde belirlenebilecektir.

Tim bu ¢alismalara ek olarak, izolasyonlar1 yapilan CD133*CD347, CD133
CD34*, CD133*CD34", CD133'CD34" kompartmanlarinda ve karsilagtirmali olarak da
mononiikleer hiicrelerde hastaligin patogenezinde etkili oldugu diisiiniilen F2R ve MYC

rOlatif gen anlatimlari incelenmistir.

Hasta  mononiikleer hiicrelerinde, CD133CD34 ve CD133*CD34
kompartmanin F2R anlatim diizeyinde diger CD133°'CD34* ve CD34°'CD133*
kompartmana kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu bulunmustur. CD133"
CD34" ve CD133"CD34" kompartmani diginda goriilen artigin istatiksek olarak anlamli
olmadig1 (p>0.05) belirlenmistir. Onceki yillarda yapilmis olan ¢alismalarda ise saglikli
dondrlerden izole edilen CD34" hiicreler ile AML hastalarindaki blast hiicrelerinde F2R
ekspresyonu karsilastirildiginda  AML  hastalarindaki  blast  hiicrelerinin  F2R
ekspresyonunun azalmis oldugu ve F2R’ in AML’ de kok hiicre fonksiyonlarini
baskilayici rolii oldugu goriilmiistiir(92). Ancak yapmis oldugum bu ¢alismada F2R’ da

bulunan artisin nedeni olarak MPN’ de goriilen trombotik komplikasyonlar etkili olmus



63

olabilir sdyle ki; trombin reseptdrii olan F2R, trombin benzeri proteazlar tarafindan
kirpilma ile aktifleserek trombotik tepkinin diizenlenmesini saglar. AML’ de azalmis
ekspresyonu olan F2R’ in MPN’ de ekspresyonu ¢oklu trombotik komplikasyonlarinin
gelismesini trombin {izerinden indiikleyebilir. Bu farkliik MPN’ lerin kok hiicre
kaynakli olmasindan dolay1r kok hiicre kompartmanlarinda F2R ekspresyonunun

goriilmesi F2R, hastaligin gelismesinde etkili olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Hasta mononiikleer hiicrelerinde ve CD133" CD34" kok hiicre grubunda MYC
gen anlatiminda artis oldugu, CD133" CD34" kok hiicre kompartmaninda kordon kani
ile ayn1 oranda eksprese oldugu, CD133" CD34" hiicre kompartmaninda ise kordon
kanindaki ekspresyonunun artmis oldugu, CD133" CD34 kok hiicre kompartmaninda
ise kordon kanina gore yiiksek oranda eksprese oldugu goriilmiistlir ancak istatiksel
anlamlilik yakalanamamistir. Ozellikle primitif hiicre grubu olan CD133* CD34,
CD133" CD34" kok hiicre kompartmaninda MYC protoonkogeninin ekspresyonunun

artmis olmasinin kanserogenezi arttirdigini diisiindiirmektedir(87).

JAK- STAT array ¢alismasinda belirlenen bu MYC ve F2R genlerinin mutasyon
varligr tespit edilen hiicrelerde saptanmast ve calismada kullanilan kok hiicre,
mononiikleer hiicrelerin mutasyon tasityan-tasimayan hiicreler iizerinde yapilmasindan

dolay1 6ngoriilen anlamli degisikligin saptanamadigi diisiiniilmektedir.

Deneylerde kontrol olarak kullanilan kordon kani 6rneklerinin ve heterozigot,
homozigot, yabanil tip hasta sayisinin arttirilmasinin ¢alismanin istatiksek anlamliligini
arttiracagl dislinlilmektedir. Bunun yaninda bu calisma i¢in kullanilacak kontrol
grubunun kordon kami yeride G-CSF ile uyarilmis insan perifer kan MNH' lerinin
olmast sonuglart anlamh olarak degistirecegi seklindedir. Ancak maddi olarak ek biitce

gerektirecek boyle bir islem bu asamada gergeklestirilememistir.

Mononiikleer hiicrelerin CD133 ve CD34 hiicre yiizey antikorlarina gore
secildigi CD133'CD34", CD34'CD133", CD34'CD133", CD133"CD34 kok hiicre
kompartmanlarinin  her birinin farkli hiicre sayisinda oldugu belirlenmistir ve
kompartmanlarda az hiicre sayis1 goriildiigiinden dolay1 az sayida hiicrelerden Kaliteli
izolasyonunun yapilabilmesi ve gen eksprespreyon analizi siirecinde sikintilar

yasanmistir.

Gelecek donemlerde yapilacak caligmalarda; hasta sayisinin arttirilarak istatiksel

olarak anlamli bir sonug yakalanacag diislinlilmektedir ve hasta sayisinin arttirilmasiyla
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genlerle ilgili fonksiyonel ¢alismalar yapilarak genlerin MPN ile ilgili gercek roliiniin
tespit edilmesi planlanmaktadir. MPN’ de PAR-1 protenin de rol aldig1 diisliniilen
trombotik olaylarla ilgili calismlar yapilmasi ve bu trombotik parametrelerin 6l¢iimii ve
degerlendirilmesi gibi ¢alismalarin da yapilmasi planlanmaktadir.Bu c¢alismaya dahil
edilen hasta grubu i¢cinde 9 PV ve 1 ET ve 1 tanimlanamayan MPN grubunda yer alan
hasta ile calisilmistir. ileriki dénemlerde yapilacak calismalarda hasta cesitliliginin
arttiritlarak MPN grubundaki PV, ET ve PMF hastalar1 da ¢aligmalara dahil edilmesiyle

anlamli sonuglara ulasilabilecegi diisiiniilmektedir.
Sonug olarak bu ¢alisma ile literatiirde ilk defa olarak PV hastalarinda;

e CDI33 ve CD34 antikorlar1 kullanilarak se¢ilmis CD133°CD34",
CD347CD133*, CD34°CD133", CD133"CD34" kompartmanlari analiz edilmistir
ve farkli siklikta goriilen her allel kompartmaninin farkli JAK2V617F mutasyon

karakterinde oldugu belirlenmistir

e MPN’ lerde en az siklhikta goriilen CD133"CD34" kok hiicre kompartmani

analizi yapilmistir.

e Ayni zamanda MPN’ lerde de ilk defa F2R gen anlatim diizeyi analiz edilmis ve
kordon kanina kiyasla CDI133"CD34 primitif o6zellikte olan kok hiicre

kompartmaninda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu berlilenmistir.
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FORMLAR

Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

"Miyeloproliferatif Neoplazilerde Gen Ekspresyon Degisimleri" baslikli deneysel bir

arastirma igin sizin vereceginiz damardan alinan kana ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu arastirma ile miyeloproliferatif bir hastalik olan Polisitemia Vera hastaligin1 baslatan

kan hiicreleri arastirilacaktir.

Polistemia vera tedavisinin bir pargast olan "Flebotomi-damardan kan verme"
isleminde vermis oldugunuz kan toplanarak laboratuvar ortaminda isleme tabi tutulacak
ve bu arastirmada degerlendirilecektir. Tedaviniz siiresince viicut sagliiniz i¢in vermis
oldugunuz bu kan normal sartlarda imha edilerek atilir. Ancak sizin vereceginiz bu
olurla damardan vereceginiz bu kan degerlendirilerek bu hastaligin nasil ve hangi

olaylar neticesinde olustugu konusunu anlamakta arastirmacilara yardimci olacaktir.

Bu aragtirmaya katilmanin Size higcbir zorlugu veya ekstra verecegi agri, aci veya
istenmeyen bir sonucu olusturmayacaktir. Bu arastirma size uygulaniyor olan tedavinin
bir parcasi veya alternatifi degildir. Atilacak olan kanimiz toplanarak laboratuvar

ortaminda arastirma i¢in kullanilacaktir.

Belirtilen aragtirma 1 yillik bir siire¢ te gerceklesecektir. En az 4 hastadan elde edilen
kanlar toplanacak ve laboratuvar ortaminda gergeklestirilen deneysel ¢aligsmalar igin

kullanlacaktir.

Bu arastirmaya katilmayr reddetme hakkina sahipsiniz. Siz istediiniz anda
arastirmaciya haber vererek calismadan cekilebilir ya da arastirmaci tarafindan gerek

goriildiiglinde arastirma dis1 birakilabilirsiniz.

Goniillii olarak bu arastirmaya katiliminiz kendi isteginize baglidir ve kabul etmeme
durumunda veya herhangi bir nedenle ¢alisma programindan ¢ikarilmaniz veya

istediginiz zaman ¢ikmamz halinde, herhangi bir cezaya veya yaptirirma maruz
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kalmaksizin, hi¢bir hakkinizi kaybetmeksizin arastirmaya katilmay:1 reddedebileceginiz
veya arastirmadan cekilebileceginiz, hastaliginiz ile ilgili yapilan tedavinizde herhangi

bir aksama olmayacagi giivencesi verilmekteyiz.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmeyeceksiniz ayrica size bu arastirmaya katildiginiz ig¢inde bir Odeme

yapilmayacaktir.

Sizden alinacak bu kan Ornekleri sadece belirtilen aragtirma i¢in kullanilacaktir.
izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanhk ve diger ilgili saghk
otoritelerinin sizin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erigimleri bulur, ancak bu bilgiler
gizli tutulacak, yazili bilgilendirilmis goniillii olur formunun imzalanmasiyla sizin veya

yasal temsilcisinin s6z konusu erisime izin vermis olacaksiniz.

Ilgili mevzuat geregince kimlik bilgileriniz ortaya cikaracak kayitlar gizli tutulacak,
hicbir sekilde kamuoyuna aciklanamayacak; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi

halinde dahi sizin kimliginin gizli kalacaktir.

ikinci boliim

Saymn Dr.....ccccovveveveeerrerennnns tarafindan Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisi  Genetik Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
aragtirma 1ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir

arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi1 gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagia
inantyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan

cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan
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cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma

dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirli
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi

miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof.Dr
Akif Selim Yavuz'u (0533-4942914, istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ Hastahklar,

Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali) 'dan arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin

arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis
bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diistinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma
projesinde “katilimc1” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti

bliyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1

kabul ediyorum.
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Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Miyeloproliferatif Neoplazilerde Gen Ekspresyon Degisimleri caliymasi

kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin (kan);

(GOniillii tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

- Sadece yukarida bahsi gegen calismada kullanilmasina izin veriyorum.

- Ileride yapilmasi planlanan tiim calismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

- Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Arastirma Ekibinde Yer Alan ve Yetkin Bir Arastirmacinin Adi / Soyadi / Imzas1 /
Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyadi / imzas1 / Tarih
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