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Amag: Miyeloproliferatif neoplazi (MPN)’li hastalar morbidite ve mortalitesi yiiksek
tromboz riski tagirlar. Tromboza olan bu yatkinlik, artmis kan hiicre sayzsi ile bagdastirilmig
olsa da, endotel hiicre (EH) fonksiyon bozuklugu gibi faktérler de 6nemli rol oynamaktadur.
EH’nin miyeloproliferatif bozukluklarla olan baglantisini gostermek {izere yapilan 6nceki
caligmalarda EH’nin MPN kan hiicrelerinde %50-95 oraninda mevcut olan JAK2V617F
mutasyonunu tagidig1 gosterilmis, ancak sitozolik tirozin kinaz olan Janus kinase 2 (JAK2)
de meydana gelen bu mutasyonun EH {izerinde gostermis oldugu morfolojik ve fonksiyonel
degisiklik gosterilmemistir. Ayrica epigenetik faktorlerden Sitokin Sinyal Stipresér (SOCS)
proteinleri‘nin MPN'deki etkisi de tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢aligma ile JAK2V617F
mutasyonunun EH'de yapmus oldugu etkileri epigenetik agidan énemli olan, SOCS 1-4 gen
anlatimlari ve metilasyon durumlari incelenmistir.

Gereg ve Yontem: In vitro yesil floresan proteini (GFP) ile isaretlenmis JAK2 (yabanil
formu) veya JAK2V617F mutasyonu tasiyan lentivirusiin insan kordon veni endotel hiicresi
(HUVEC) igine transdiiksiyon metodu kullanilmistir. Genetik olarak modifiye edilmis
EH populasyonunda, akimélger cihazi ile GFP tespit edilmis ve analizleri yapilmistir.
Ardindan hiicre ayirici ile segilmis olan GFP+ hiicrelerde DNA ve RNA izolasyonlar:
gerceklestirilmistir. SOCSI1-4 genlerinin anlatim degerleri gercek zamanli RT-PZR tespit
edilmis ve bisiilfit modifikasyona maruz birakilan DNA yardimiyla metilasyona 6zgii PZR
yapilmigtir.

Bulgular: JAK2, JAK2V617F ve GFP tasiyan lentiviral vektorlerle bagarili bir sekilde
EH enfeksiyonu gergeklestirilmistir. Genetigi modifiye edilmis EH'ler birbirleri ile
kiyaslandiginda morfolojik bir farklilik saptanmamugtir. SOCSI-4 genlerinde, mutant EH
de JAK2 ve GFP'e gore gen anlatim diizeyinde anlamli artis tespit edilmistir. GFP ve JAK2
de tespit edilen SOCSI-4 gen anlatim baskilanmasinda bu genlerde olusmasi muhtemel bir
metilasyon olmadig tespit edilmistir.

Sonug: Bu konuda gelecekte yapilacak ¢aligmalar, JAK2V617Fin EH’ler tizerindeki etkilerini
ve trombotik olaylarla baglantilisin1 agiklamamiza yardimer olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN), JAK2V617F, Endotel Hiicre,
Lentiviriis, SOCS

ABSTRACT

Objective: Patients with myeloproliferative neoplasms (MPN) are at an increased risk of
developing thrombosis which leads to significant levels of morbidity and mortality. Although
this propensity for thrombosis has been attributed to increased blood counts, other factors
such as endothelial cell (EC) dysfunction likely play an important role. Previous studies
have provided evidence of EC involvement by JAK2V617F which is known to be present in
blood cells of 50-95% of patients with MPN. Furthermore, the morphological and functional
changes of this mutation, a single nucleotide mutation in the cytosolic tyrosine kinase,
Janus kinase 2 (JAK2) has not been shown in EC. In addition, the role of epigenetic factors
including suppressors of cytokine signaling (SOCS) proteins is also unknown for MPN. In

This work is licensed under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License @' BY NC


https://orcid.org/0000-0002-2035-4050
https://orcid.org/0000-0002-6234-3469
https://orcid.org/0000-0002-5035-4048

JAK2V617F pozitif Endotel Hiicreleri ve SOCS genleri

this study, the effects of the JAK2V617F mutation on EC and the SOCS 1-4 genes expression and their methylation profiles were
investigated.

Materials and Methods: The in vitro transduction method of green fluorescent protein (GFP) labeled lentivirus carrying the JAK2
(wild form) or JAK2V617F mutation into human cord vein endothelial cell (HUVEC) was applied. GFP was determined and analyzed
with the flow cytometer. Afterwards, the genetically modified EC population was isolated, gating for GFP signal by cell sorter and then
DNA and RNA isolations were performed. Gene expressional changes of SOCSI1-4 genes were determined in real time RT-PCR and
methylation specific PCR was performed with bisulfite modification of DNA.

Results: The successful infection of JAK2, JAK2V617F and GFP vectors into EC were achieved. The comparison of the genetically
modified EC revealed no morphological differences. A significant increase in the expressions of SOCS1-4 were detected in mutant
EH compared to JAK2 and GFP. It was determined that methylation had no effect on suppression of SOCS1-4 expression detected in
GFP and JAK2 EC.

Conclusion: Future studies will further enlighten the effects of JAK2V617F on EC and its role in thrombotic events.

Keywords: Myeloroliferative Neoplasm (MPN), JAK2V617F, Endothelial Cells, Lentivirus, SOCS
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GIRIS

Philadelphia kromozom negatif (Ph’) olan miye-
loproliferatif neoplaziler (MPN) polistemia vera, esan-
siyel trombositemi ve Primer miyelofibrozis'den olusur.
Ph- MPN’ler, sitozolik tirozin kinaz olan Janus kinaz
2 (JAK2) de meydana gelen mutasyonlar ile bagdasti-
rilmistir. Olusan bu mutasyon, eritroid, miyeloid ve
megakaryosit progenitorlerin bityiime hormonuna
kars1 hassaslasmasina neden olur. Bu kazanilmig mu-
tasyonlar icerisinde en sik goriileni JAK2V617F ise
PV’ de >95%, ET'de ~50% ve PMF ~50% oranlarinda
gorilir (1-3). MPN'li hastalarda goriilen ¢ok sayida
komplikasyon artmis trombotik olaylar neticesinde-
dir(4,5). Yakin bir tarihte yiiksek JAK2V617F allel
yogunluguna bagli artmis trombotik olaylar bildiril-
mistir(6). Mevcut olan bu trombotik olaylar etiyoloji-
sinde kesin bir etmen saptanamamis olmasina ragmen
artmis kan hiicreleri diistiniilmektedir (7-12). Endotel
hiicre (EH) fonksiyon bozuklugu ise trombotik olay-
larda biiytik rol oynayan bir etmendir (13-15). Bu
konuda yapilan 6nceki ¢alismalarda MPN endotel
hiicresinde MPN hastalarinin kan hiicrelerinde mev-
cut olan JAK2V617F mutasyonunu tagidig: tespit edil-
mistir (16). EH'nin MPN'deki rolii ile ilgili ¢caliyma-
larda farkl bir grup tarafindan dogrulanmis ve MPN
de EH’nin 6nemi bir kez daha kanitlanmigtir (17).

MPN’ de JAK2V617F gibi genetik mutasyonlarin
onemli hastalik baslatici etkileri olsa da primer deo-
ksiriboniikleik asit (DNA) dizisini degistirmeden gen
anlatimini degistiren epigenetik degisimler de mev-
cuttur. Bu epigenetik degisimler kromatinin yeniden
sekillendirilmesi ve DNAnin metilasyonunu igeren
temel iki yoldan etkinlik gosterirler (18).

Sitokin Sinyal Siipresor (SOCS) proteinleri sitokin
sinyalinin inhibitorleridir, JAK-STAT yolag ile in-
diiklenirler ve JAK-STAT yolaginin negatif regiilas-
yonunda rol alirlar. Sekiz CIS/SOCS proteini mev-
cuttur: CIS, SOCS 1, SOCS 2, SOCS 3, SOCS 4, SOCS
5, SOCS 6 ve SOCS 7. SOCS 1 ve SOCS 3’ te diger-
lerinden farkli olarak SH2- domaine bitisik kinaz
inhibitor bolgesi (Kinase inhibitory Region; KIR)
bulunmaktadir. SH2 bolgesi JAK’larla etkileserek
tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder (19). SOCS’lar
ayni zamanda proliferasyon, farklilasma ve hemato-

poezde de gorevlidir. SOCS proteinlerinin kanser
gelisiminde rol oynayabilecekleri birgok merkez ta-
rafindan bildirilmistir. Biiytime faktorlerine asir1
duyarlilik gostermeleri ve onkogenezde rol alan ge-
sitli sitokinler tarafindan modiile edilmeleri sonucu
kansere neden olduklar:1 disiiniilmektedir. SOCS’
larin anlatiminin susturulmasi sitokin sinyalinin bo-
zulmasina yol agan epigenetik bir diizenlemedir (20).
SOCS1 ve SOCS3’ tin SH2 bolgeleri direkt JAK larin
ayni1 bolgesi ile etkisime girerek onlari inhibe ettik-
leri bilinmektedir. Bu direkt baglantidan dolay1 me-
tilasyon ¢alismalar1 daha ¢ok bu iki protein iizerine
yogunlasmustir. Bircok Ph- MPN vakasinda degisen
oranlarda SOCS metilasyonlari tesbit edilmistir (21-
24). SOCS4-7° nin fonksiyonlar1 hakkinda diger
SOCS’ lara nazaran daha az bilgi ve ¢aliyma vardir.
Fakat bu grup i¢cinden SOCS4’ iin JAK/STAT yolag:
ile ve metilasyonunun gastrik kanserle iligkisine dair
calismalar mevcuttur (25,26).

Bu galismada lentiviral vektorler araciligiyla JAK2
geninin yabanil formu (WT) ve mutasyon tastyan JAK-
2V617F formunun EH’ ye enfeksiyonu saglanarak
EHde genetik degisiklik hedeflenmis ve bu aktarim
sonucu olugan epigenetik etki aragtirilmistir. Bu amag-
la bagarili bir sekilde genetigi degistirilmis EH tizerin-
de, SOCSI ve SOCS3 ‘iin yaninda, benzer ozellikler
tagtyan SOCS2 ve SOCS4 lin gen anlatim degisimleri
ve metilasyon profili incelenmistir. JAK2V617F mu-
tasyonu homozigot olarak tagryan HEL (Human Ery-
throleukemia Cell Line) hiicre hatt1 ile kiyaslanmuistir.

GEREC VE YONTEM

Plazmit DNA’larinin Cogaltilmasi

Daha 6nceden tasarlanarak istenilen genler ice-
risine sokulmus olan FIV tabanli lentiviral plazmitler
pCDF1-GFP, pCDF1-JAK2wt-GFP, pCDF1-JAK-
2V617F-GFP ve yardimcr vektorler pCI-VSVG,
pCPRDEnv Dr. C. Iancu-Rubin (Mount Sinai Scho-
ol of Medicine, New York, ABD) tarafindan bu ¢alis-
may1 yapmak iizere hediye edildi.

Transformasyon (Aktarim)
Bakteriyel transformasyonda, 6nceden hazirlan-
mus olan kompetan hiicreler olan E.coli DH5a trans-
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formasyon i¢in kullanildi. Oncelikle, kompetan hiic-
reler -80°C’den alinarak buz tizerinde erimeye
birakildi. Lentiviral vektorler (1-2 pl) ile kompetan
hiicreler (100 pl) karigtirilarak 30 dakika buz tizerin-
de tutuldu. Hiicreler 1-1,5 dakika (dak) kadar 42°Cde
bekletildikten sonra tekrar 2 dak buzda bekletildi.
Bakteri hiicreleri ile transforme olmus ligasyon {iriin-
lerini igeren tiipler oda sicakliginda 900 ul’ lik SOC
besiyeri ile karistirilarak 60 dakika 37°C'deki calka-
layicida 200 rpm’ de tutuldu. Onceden hazirlanmig
olan Ampisilinli LB Agar petrilere yayma yapildu.
Petriler 37°C'de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah
petrilerden koloni secilip LB siv1 besiyerine ekim
yapildL. 8-10 saat sonra 1 ml alinarak 1 ml %60 lik
gliserol ile karistirildi ve 6rnekler -80°C saklandi.

Plazmit DNA Izolasyonu

Ampisilinli 5ml LB igine petrilerden se¢mis ol-
dugumuz bir koloni eklendi ve yaklagik 10 saat ¢al-
kalamali inkiibatérde 37°Cide (220 rpm) ¢ogalmasi
i¢in bekletildi. Cogalan bu hiicrelerden 1 ml alinip
250 ml ampisilinli LB igerisine konularak gece boyu
calkalamali inkiibatorde 37°C'de (220 rpm) ¢ogalma-
s1saglanildi. Ardindan, elde edilen kiiltiirden plazmit
izolasyon kiti (Endofree Maxiprep Plasmid Mini Kit,
QIAGEN) kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Ki-
saca, ¢alkalamali ink{ibatérden alinan 6rnekler 10
dak 3200 rpmde santrifiij edildi. Coken hiicrelerden
kit icerisindeki buffer’lar kullanilarak DNA elde edil-
dive en son 1/5 ml %70 etanol ile ytkanarak TE tam-
ponunda ¢oziinmeye birakildi.

Enzim Kesimi

Elde edilen plasmit DNA sinin dogrulugunu test
etmek i¢in enzim kesimi yapildi. Xbal 10 U/ul (Ther-
mo Fisher) , NotI-HF 3000U/ul (NEB), BamHI 10
U/ul (Thermo Fisher), EcoRI 10 U/ul (Thermo Fis-
her) enzimler kullanild: ve her bir enzimin uygulama
protokoli tatbik edildi.

Hiicre Transfeksiyonlari

Transfeksiyondan 3 giin 6nce 293T hiicreleri 100
mm tabaklara 3x10°hiicre olacak sekilde ekim ger-
ceklestirildi. Transfeksiyon esnasinda hiicre yogun-

lugu %90-95 civarinda olmasina 6zen gosterildi.
Steril bir tiipte 60 ul Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
kullanilarak transfeksiyon protokolii uygulandi. Ki-
saca, 12 pg yapisal vektoér (CPRD), 7 ug transfer vek-
torii ( GFP, JAK2wt, JAK2mut), 5 pg zarf vektorii
(VSVG) 1.5 ml serum-free, DMEM igerisinde 5 dak
inkiibe edildi. Diliie edilmis DNA ve Lipofectamine
karistirildi ve 30 dak oda 1sisinda bekletildi. Ardindan
bu karisim tabaklardaki hiicrelerin iizerine eklendi
ve hiicre ylizeyine esit oranda dagilmasina 6zen gos-
terilerek kiiltiire edildi. Kontrol tabaklar: vektor ek-
lenilmemis olarak birakildi veya sadece transfer ve
envelope vektorleri transfekte edildi. Hicreler 6-7
saat 37 °C’ de inkiibe edildi. Analizden 6-8 saat dnce
tabaklar 32°C’ye alind1. Transfeksiyondan sonra 48-
72 saat igerisinde kiiltiire edilmis hiicrelerden super-
natant toplanildi. Lentivirisleri iceren supernatant
toplandiktan sonra 5 dak 1500 rpmde santrifiij edi-
lerek hiicre kalintilar1 ve debristen arindirilma islemi
gergeklestirildi. Ardindan, 0.45 um filtreden gegiril-
di ve kullanima kadar -80°C sakland.

Endotel Hiicre Enfeksiyonu

Enfeksiyon i¢in Human Umbilical Vein Endothe-
lial Cells (HUVEC) hiicre hatt1 (ATCC Firmas1) kul-
lanild1. Enfeksiyon i¢in kisaca; 12 kuyucuklu tabaklara
kuyu bagina 18x10° hiicre olacak sekilde %10 FBS,
DMEM, %1 Penisilin/Streptomisin(Pen/Strep) besiye-
ri kullanilarak ekim yapildi. Ekim enfeksiyon iglemin-
den en az 24 saat 6nce yapilmis olmalidir. Enfeksiyon
ajani olan 5 mg Polybrene (Sigma-Aldrich) 1 ml disti-
le suda iyice ¢oztindiirtildii ve 0,45 um filtre ile filtre-
lendi. 24 saat 6nce ekilmis olan hiicrelere bu ¢ozeltiden
1 wl polybrene eklendi. Onceden elde edilmis olan 200
wl hacimdeki lentiviriisler sirasi ile kuyulara eklendi.
2500 rpmde 90 dk 30°Cde santrifujlendi. Santrifuj son-
ras1 32°C’ye alind1 ve 12-13 saat sonras1 medyas1 %10
FBS-DMEM, %1 Pen/Strep igeren medya ile degisti-
rildi. Hiicreler 32°Cde 6-36 saat bekletildi.

Genomik Entegrasyon Kontrolii

Viriis DNAsinin HUVEC genomuna entegre olup
olmadigini tespit etmek amaci ile primerler tasarlan-
di; JAK2 ve JAK2V617F icin tasarlanan primerler
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Forward 55CGA AGA GAA GTA GGA GAC TAC
G3), Reverse 5 TCT CCT GAA GAA TGT CCT TTG
GC3’, GFP i¢in ise, Forward ’GAC GCC ACC ATG
GAG AG3’; Reverse 5GAT TGT CGA CTT AGC
GAG ATC3’ primerleri kullanilarak PZR reaksiyonu
hazirlandi. Reaksiyon bilesenleri AccuPrime Taqg DNA
Polimeraz (High Fidelity) (Invitrogen) tavsiye edilen
protokol kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR reak-
siyonunun kosullar1 ise 94°C 3 dak, 30 Siklus, (94°C
30 saniye, 57°C 60 saniye, 72°C 50 saniye) ve 72°C 2
dak® dir. MUT ve WT i¢in V671F mutasyonunu da
iceren 454 baz cifti (b¢), GFP icin ise 800 b¢ uzunlu-
gunda bir alan ¢ogaltildi. Yapilan PZR ile istenen
bantin goriildigi 6rneklerin (WT, MUT, GFP) PZR
iiriinlerinin dizilenmesi i¢cin Sentromer (Istanbul)
firmasindan dizileme hizmeti satin alindi. Dizileme
sonuglart CLC Genomic Workbench analiz progra-
minda incelendi.

Akim Olger ve Hiicre Ayirim

Tripsin ile muamele edilen hiicreler kiiltiir taba-
gindan kaldirildi ve PBS ile yikandi. Analize hazir
hale getirilen hiicreler Akim Olger (FACS Calibur,
BD BioScience) cihazina okutuldu. Hiicrelerdeki ana
popiilasyon belirlendi ve bu popiilasyon iizerinden
PIile canli/6ld hiicre ayirimi saglandi. Canli hiicreler
GFP poritif ve GFP negatif olarak incelendi. Ilgili
deneylerde kullanilmak iizere ayrica hiicre ayiric
(FACS Aria, BD BioScience) kullanilarak GFP* hiic-
reler izole edildi.

Enfekte Hiicrelerde Morfolojik Analiz

GFP anlatimina gore enfeksiyon sonrasi hiicreler
151k mikroskobunda (10X, Olympus CKX41) ve im-
minofloresans (Olympus, U-RFLT50) altinda goz-
lenerek morfolojik olarak incelendi.

Gergek zamanli RT-PZR

Yukarda belirtilen yontemlerle izole edilen saf
JAK2V617F, JAK2 ve GFP igeren EH gruplart RNA
izolasyonuna tabi tutuldu ve RNA Purification Kit
(Jena Bioscience) yardimiyla izole edildi. cDNA sen-
tezi SCRIPT ¢cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience)
yardimiyla gerceklestirildi. SOCS1-4 genlerinin trans-

kript degisimlerini gormek maksadiyla SYBR Green
(RT? SYBR Green qPCR Mastermix, Qiagen) kulla-
nilarak gercek zamanli RT-PZR ile karsilagtirmali
olgtimler LightCycler 480 (Roche) cihazinda yapildi.
Bu metot kullanilarak téim bu genlerin anlatimlarinin
JAK2 ve JAK2V617F etkisiyle EH'de olusturduklar:
degisimler tespit edildi. Bunun sonucunda birer Ct
degeri elde edildi. Bu Ct degerleri kullanilarak, mutant
ve yabanil tip gen anlatim oranlar1 GAPDH referans
geni kullanilarak arastirildi. Yapilan gergek zamanl
kantitatif PZR deneyi 2 kez tekrarlandi ve Ct deger-
lerinin aritmetik ortalamasi alindi.

Metilasyon Spesifik PZR (MSP)

Metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu
(MSP) epitect fast DNA bisiilfit kit (Qiagen) ile tav-
siye edilen kosullar saglanarak gerceklestirilmistir.
Bu ¢aligma kapsaminda SOCSI, SOCS2, SOCS3 ve
SOCS4 genlerinin metilasyon profilleri MSP yontemi
ile tespit edilmesi i¢in kullanilan primer dizileri ve
verdikleri bant uzunluklar1 su sekildedir: SOCS-1
metile i¢in: 5’-TTC GCG TGT ATT TTA GGT CGG
TC- 3’ ve 5-CGA CAC AAC TCC TAC AAC GAC
CG-3’ (160 bg); SOCS-1 unmetile igin: 5-"TTA TGA
GTA TTT GTG TGT ATT TTA GGT TGG TTC-3’
ve 5 -ACT AAC AAC ACA ACT CCT ACA ACA
ACC A-3’i¢in (175 bg); SOSC-2 metile i¢in: 5°-TTT
TAG GAT TTG ATT AAG GGG ATC-3ve 5-TAC
GAA AAATAA ACGTAC AAA AAC G-3’(147 bg);
SOCS-2 unmetile igin: 5-TTT TTT AGG ATT TGA
TTA AGG GGA TT-3’ ve 5°-CAA AAA ATA AAC
ATA CAA AAA CAA-3’ (148 bg); SOSC-3 metile igin:
5-TAT ATA TTC GCG AGC GCG GTT T-3’ ve 5°
CGC TGC GCC CAG ATG TT-3°(268 bg); SOCS-3
unmetile i¢in: 5TG TGG TGG TTG TTT ATA T-3’
ve 5-ATT TGT GAG TGT GGT T-3’ve ’CAA CCA
ACA ATA ACC CAC ACT ACA CCC A-3’ (298 bg);
SOSC-4 metile i¢cin: 5TCG GGT GAT CGA GTT
TTC GT-3" ve 5-ACG AAT CGA CGC AAA CAC
AA-3 (90 bg); SOCS-4 unmetile igin: 5°-GTG GAT
GTG GGT AGT TGG AT-3've SAAC ACC ACC ACC
CAA CAA CC-3’ (166 bg) primerler kullanildi.

PZR’ de kalip materyal olarak genomik DNA’lar1
izole edilen enfekte HUVEC kullanildi. Transdiikte
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olmayan HUVEC dahili kontrol olarak kullanildu.
Ikinci bir kontrol olarak H20 kullanildi. JAK2V617F
mutasyonunu homozigot olarak tastyan HEL hiicre
hatti (Human Erythroleukemia), DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)’
den temin edildi ve diger 6rneklerle kiyasa tabi tu-
tulmak i¢in kullanildi.

DATA Analizi

JAK2, JAK2V617F ve GFP tastyan lentiviral vektor-
ler ile genetigi degistirilmis EH RNAlarina uygulanan
gergek zamanli kantitatif PZR ve SOCS gen amplifikas-
yonlar1 neticesinde elde edilen Ct degerleri ile hesapla-
malar yapildi. Bu amagla ACt hesaplama y6ntemi kul-
lanildy, 2-4¢t= 2-(CtDeney-CiReferans) y5ptemn jle hesaplandi (27)
ve her bir anlatim igerisinde en diisiik anlatima gore
normalize edilerek HeatMap haritasi olusturuldu. Gra-
fikleri olusturma ve istatiksel analizler i¢in by GraphPad
Prism v.8 (GraphPad Prism Inc.) yazilim kullanildu.

BULGULAR

Horizontal transfer i¢in kullanilan JAK2-Yaba-
nil Tip ve JAK2V617F Plazmitler’in dogrulugu
tespit edildi

Tim deneylerde kullanilmak tizere bes farkli plaz-
mit, E.coli temelli DH5a 1rkina ait hiicrelere 1s1 soku
metodu kullanilarak transforme edildi ve gogaltildi.
Akabinde her bir plazmit icin gerceklestirilen DNA
izolasyonu ve bunu takiben elde edilen plazmit
DNAlarinin dogrulanmasi i¢in enzim kesim islemi
uygulandi (Sekil 1).

JAK2V617F-mutant, Notl, EcoRI enzimleri ile mu-
amele edildi (Sekil 1a). JAK2 — yabanil tip ‘ e ise, NotI,
Xbal ve Notl ve Xbal ile ikili kesim uyguland1. Sonug-
ta, 6720-2038-1483 b¢ uzunlugunda bantlar elde edil-
di (Sekil 1b). GFP plazmiti ise Xbal enzime tabii tutu-
larak lineer plazmit elde edildi (Sekil 1c). VSVG ve
pCPRD plazmitlerine EcoRI ile lineer, BamHI ve Xbal
enzimleri ile coklu kesimler yapild: ve beklenilen bant
uzunluklar1 elde edildi (Sekil 1d ve e).

Enzim kesimleri neticesinde, bundan sonra yapi-
lacak tiim deneylerde kullanilacak olan GFP-Kontrol,
JAK2- yabanil tip ve JAK2V617F ve VSVG ve pCPRD
kontrol plazmitlerin dogrulugu tespit edildi. Enfek-

Y E B L .
s Iadder  Notl  Xbal neut
s

pCDF1-JAK2WT-GFP

pCDF1-GFP

PCDF1-JAK2V617F-GFP

pCI-VSVG

PCPRDENY

Sekil 1. Plazmitlerin dogrulugunun Tespiti. DNA
izolasyonlar1 sonucunda elde edilen GFP, JAK2-yabanil
tip, JAK2V617F- mutant, VSVG ve pCPRD plazmitlerine
spesifik enzimler kullanilarak kesimleri yapildi ve %1’lik
Etidium Bromid’li jel tizerinde yiritilip UV 15181 altinda
goriintiisiiniin alindi. Resimlerde goriillen her bir kolon
da yuritilen resmin sag alt kosesinde adi yazili plazmit
DNA’s1 kolonlarin tizerinde belirtilmis enzimlerle muamele
edilmistir.  Gortilmesi beklenilen plazmit pargalar1 ise
soyledir: Sirasiyla; a. JAK2V617F-mutant (10241 bp): (1)
Notl: lineer,(2) EcoRI:2562-7679 , (3) Uncut; b. JAK2 -
yabanil tip (10241 bp) : NotI: lineer, Xbal: 8203-2038, NotI
ve Xbal (Ikili kesim): 6720-2038-1483, (3)Uncut; c. GFP :
(1) Uncut, (2) Xbal: lineer; d. VSVG ( 12905 bp): (1) EcoRI:
lineer, (2)BamHI: 7313-4889-703, (2) Xbal 6727-2577-
1801,(3) Uncut. M: Marker; e. pCPRD (5553 bp): (1): EcoRI:
lineer, (2): BamHI: lineer, (3)EcoR1 ve BamH1 ( ikili kesim):
1580-3973, (4) Uncut.

siyon sonrasi JAK2-yabanil tip ve JAK2V617F tastyan
lentivirtislerin endotel hiicrelerine genomik enteg-
rasyonu gergeklestirdi

Endotel hiicre (EH) ‘lerine uygulanan GFP-Kont-
rol, JAK2 yabanil tip ve JAK2V617F mutant lentiviral
stipernatantlar kullanilarak EH enfeksiyona maruz
birakildi. Ardindan enfeksiyon sonras: genomik en-
tegrasyonun kontrolii i¢in farklr yaklagimlar uygu-
landi. Her bir enfeksiyona kars1 EH’ nin gostermis
oldugu enfeksiyon basarisi ve tepkisi PZR, akim 6l¢er
ve 151k mikroskopu yardimiyla gézlemlendi. Once-
likle enfekte EH’sinde JAK2 geni i¢in tasarlanmig
primerler ile PZR gergeklestirildi. Bu PZR sonucu
olusan tiriinlerin agaroz jel elektroforezindeki goriin-
tileri Sekil 2a’ de gosterildi. Burada JAK2 geni ile
uyumlu bant goériintiisti gortilmektedir. JAK2V617F
mutasyonu nokta mutasyon oldugu i¢in tek agamali
PZR da bu mutasyonun tespiti beklenmemektedir.

Isik mikroskopu ile gerceklestirilen analizler ne-
ticesinde, fenotipik ve morfolojik degisim tespitleri
yapildi. Bu gozlemler sonucunda, hiicreler saglikli
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Sekil 2. Genomik entegrasyonun tespiti: a. Enfeksiyon
sonucu genetigi degistirilmis endotel hiicre DNA lar1
ile yapilan PZR' nin drinlerinin agaroz jel goriintiisi,
JAK2wt ve JAKV617F bant uzunlugu: 454 bg. ve GFP bant
uzunlugu 800b¢ dir. b. Transfekte endotel hiicrelerin 1s1k
mikroskobu altindaki(10X)  morfolojik analizi. MUT:
JAK2V617F plazmiti ile; WT: JAK2-wt ile ve GFP: vektor
kontrol transfekte edilmis endotel hiicreler. Olympus CKX41
ile mikroskopik analiz gergeklestirilmistir. c. Dizileme
sonuglarl. CLC Genomic Workbench analiz programinda
incelenmistir.

bulundu, kopma veya sekil degisikligi tespit edilme-
di. Ug farkli lentiviral vektoriin enfeksiyonlar: neti-
cesinde olusturduklar1 morfolojik etki, enfekte olma-
yan hiicrelerle kiyaslandiginda, ne kendi aralarinda
ne de kontrol grubunda fark gézlenmedi (Sekil 2b).
Enfeksiyon sonrasi genomik entegrasyon kontrold,
genetigi degistirilmis EH DNAsinin dizilenmesi ile
gergeklestirildi ve mutant lentivirus siipernatantiyla
enfekte EH ‘de mutasyon tespit edildi (Sekil 2c¢).

Endotel Hiicre Genom Entegrasyon Bagarisinin
Degerlendirilmesi

Lentiviral aktarim sonucu enfekte olan EH’nin
GFP anlatimi yapmasi beklenir. Bu parametreye bag-
I1 olarak aktarmak istenilen ilgili genin enfeksiyon
oranlari 6l¢tilebilir ve analiz edilebilir. Sekil 3de fark-
l1 zamanlarda yapilan transfeksiyonlar sonucu elde
edilen MUT, WT ve GFP lentiviriislerin, EH enfek-
siyonlar1 sonucunda akimélcer yardimiyla elde edilen
GFP analiz stratejisi gosterilmistir (Sekil 3a). Farkli
zamanlarda yapilan bu enfeksiyonlarin GFP oranlar1
Sekil 3b'de gosterilmistir. Hata barlar1 standart sap-
may1 gostermektedir. Grafigi olusturan veriler Lipo-
fektamin ile toplamda 16 transfeksiyondan iiretilen
lentiviriislerle yapilan enfeksiyonlar: kapsamaktadir.

Sekil 3'de goriildiigi gibi ti¢ lentiviriis tipi i¢in de
GFP’ ye bagli enfeksiyon oranlar1 MUT i¢in ortalama
% 54 +21, WT i¢in % 43 +10 ve GFP i¢in % 47+13.

a. b.

' :L
2 # =

ol I
| s

“ 21 .
- =13
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% PCDF1-GFP E
. %43 GFP s
l N
PCDFIJAK2- PCDELIAK: r o
V617F-GFP . WIGE
%43 GFP &
i,
L i . =

GFP Orantari (%)

GFP, WT ve MUT Vektérlerinin Enfektivite Oranlar

Sekil 3. Endotel Hiicrelere entegre olmus Lentiviral
vektorlerin enfeksiyon oranlarra. Akim 6lgerde kullanilan
hiicre canlilig1 ve enfeksiyon basarisini gosteren GFP pozitif
temelli kapilama stratejileri b. Lentivirus vektorlerinin
endotel hiicre enfeksiyon sonucu 5 ayri deneyden elde
edilen endotel hiicre entegrasyonu gergeklesmis GFP+
hiicre yiizdelikleri (%). Hata barlar1 standart sapmay:
gostermektedir.

Her bir enfeksiyon gruplari arasinda istatistiksel bir
fark gorinmedi (MUT- WT arasinda p=0.3, WT-GFP
arasinda p=0.6, MUT-GFP p=0.5 tir).

Endotel Hiicrelerinde SOCS1-4 genlerinin Gen
Anlatimlarinin Degerlendirilmesi

JAK2, JAK2V617F ve GFP igeren EH’ler enfeksi-
yondan 72 saat sonra hiicre ayiric1 yardimiyla EH
igerisinde GFP pozitif olanlar secildi ve her bir durum
i¢in hiicre RNA izolasyonu yapilarak RT-PCR reak-
siyonu ile SOCS genlerinin anlatimlarina bakildi.

Elde edilen sonuglarda ozellikle JAK2V617F EH’
inde SOCSI-2 ve SOCS4 gen anlatim ifadelerinde JAK2
ve GFP ‘ye gore anlaml bir artis oldugu tespit edildi.
JAK2V617F EH ile GFP-EH arasinda tespit edilen kat
farki1 SOCS1 i¢in 4.5, SOCS3 icin 3.2 ve SOCS4 i¢in 3.3
‘tlir. SOCS3 te ise GFP entegre olmus EH’ de JAK2ye
gore daha fazla anlatim tespit edildi (Sekil 4a).

JAK?2, JAK2V617F ve GFP entegre olmus EH ‘inde
SOCS1-4 genlerinde bulunan epigenetik modifikas-
yonlarin tespiti amaciyla epigenetik metilasyon spe-
sifik pzr metilasyon profilleri (MSP) yapilmis ve her
reaksiyonda HUVEC (enfekte olmayan), MUT, WT,
GFP ve HEL birlikte incelendi. Sonuglar iki kez tek-
rarlandi. Jel goriintiileri asagidaki sekillerde belirtil-
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mistir (Sekil 4b). SOCS2-4 analizinde enfekte olan
hiicre hatlar1 ve enfekte olmayan HUVEC HEL un-
metile bant verdi. SOCS1 de ise, hiicre hatlar1 ve en-
fekte olmayan HUVEC unmetile ¢ikarken, HEL
metile bant verdi (Sekil 4b).

Sekil 4. SOCSI-4 Gen anlatimi ve metilasyon profili. a.
Genetigi degistirilmis EHde gercek zamanli RT-PCR ile
yapilan SOCSI-4 genlerinin anlatim karsilagtimasi, b.
Genetigi degistirilmis EHde SOCSI-4 genlerinin metilasyon
profilleri.

TARTISMA

MPN’ ler klonal hematopoietik kok hiicre hasta-
ligidir. 2005 yilinda kesfedilen JAK2V617F mutasyonu
MPN’ ler ile iliski kurulabilen ve su ana kadar tanim-
lanan ilk genetik markerdir. Hastaligin patolojisinin
izinin stirtilmesinde 6nemli bir yeri vardir. Olusturu-
lan hayvan modellerinde JAKV617F mutasyonunun
bariz bir sekilde MPN karakterini olusturdugu goste-
rilmistir. MPN’ ler ayni zamanda trombotik olaylar ve
bunun sonucu meydana gelen 6liimlerin sik¢a yasan-
dig1 bir hastalik grubudur. Bunun sebebi olarak artan
kan hiicresi sayist diisiiniilse de MPN hastalarinin
endotel hiicrelerinde tespit edilen V617F mutasyonu
bizi bu hiicrelerin tromboz ve MPN ile olan iligkisini
daha detayli bir bicimde arastirmaya yoneltmistir. Bu
calisma iki agamadan olugur: (1) in vitro kiltiir orta-
minda mutasyonun EH’leri tizerindeki etkilerini tespit
etmek ve (2) JAK2V617F mutasyonunun endotel hiic-
resi iizerinde yapmis oldugu degisimleri SOCS1-4
genlerin anlatim analizlerini yaparak incelemek.

Ik agsama olan (1) in vitro kiiltiir ortaminda mu-
tasyonun EHleri tizerindeki etkilerini tespit etmek
amaciyla yaptigimiz ¢caligmalarda, V617F mutasyonun
tastyan formu, yabanil formu ve JAK2 genini tagima-
yan lentiviral vektorler kullanilarak HUVEC’ e en-
feksiyon yapildi.

Lipofektamin transfeksiyon ajani kullanilarak elde
edilen lentiviriislerle gerceklestirilen enfeksiyonlarin
sonucunda gozlenen GFP yiizdeleri sonucunda Li-
pofectamin’ in yeterli enfeksiyon kabiliyetini sagla-
digini gosterdik. Lipofektamin deneylerde kullandi-
gimiz {i¢ lentiviris tipi i¢cin de GFP’ ye bagh
enfeksiyon oranlar1 MUT igin ortalama %54 +21,
WT i¢in %43 +£10 ve GFP i¢in %47 +13 oraninda
enfekte olabilen lentiviriisler tiretilmesini sagladu.

Enfeksiyon sonrasinda 151k mikroskopu altinda mor-
folojik gozlem yapildi. Lentiviral vektorlerin birbirleri ile
ve kontrol olarak kullanilan enfekte olmayan hiicreler ile
kiyaslanmasi sonucu herhangi bir farklilik saptanmadi.

Morfolojik gozlem sonrast akim 6l¢cer cihazinda
Pl ile canli oldugu tespit edilen hiicreler GFP anlati-
mi1 yapmasi Ozelligine gore enfeksiyon oranlari dl¢iil-
dii. Bu deneylerde yaklasik % 40 hedeflenerek ger-
ceklestirilen enfeksiyonlarda MUT i¢in %43 +21, WT
igin %42 £10 ve GFP i¢in %43 £13 oraninda enfek-
siyon ylzdesine sahip hiicreler elde edilmistir. Bu
hiicrelerin genomik DNA' lar1 izole edildi. Lentiviral
entegrasyonun basarisini test etmek i¢in spesifik ola-
rak tasarlanan primerler ile PZR yapildu. Jel goriin-
tiisii tizerinden caligilacak materyal dogrulandi. Aka-
binde enfekte edilerek genetigi GFP, JAK2 ve
JAK2V617F vektorleriyle modifiye edilen endotel
hiicrelerle yapilan fonksiyonel deneylere gecildi.

Mikroskop altinda gorsel olarak yapilan analizler-
de ise her bir vektor enfeksiyonlar: arasi biiyiime ve
cogalmalarda farklilik bulunmamasi mutasyonun
morfolojik olarak endotel hiicresini pek etkilemedigi-
ni belki de belli stire sonunda hiicrelerde morfolojik
tahribata yol actig1 fikrini akla getirmektedir. Nitekim
hastaligin prognozu dikkate alindiginda uzun ve yavas
ilerleyerek ileri yas diizeyinde semptomatik oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle elde edilen sonuglar klinigi
destekler niteliktedir. Deneysel ¢aligmalarimizda en-
feksiyon protokoliinde kullandigimiz 72 saat hiicre
genomuna entegre edilmek istenen genin stabil enteg-
rasyonunu saglamast i¢in gerekli siiredir. Bagarili en-
feksiyon sonucunda kiiltiir stiresinin uzatilarak belli
zaman araliklarinda hiicre morfolojisini yeniden tespit
etmek bu soruya agiklik getirebilir. {leriki ¢aligmala-
rimizda bu konuyu dikkate alacagiz.
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Birgok farkli arastirma grubu da EH fonksiyon
bozuklugunun MPN’li hastalarda goriilen artmig trom-
botik olaylara neden oldugu hipotezini savunmustur
(13-15). JAK2 aktivasyonu aterosikleroza (28), anji-
ogeneze(29) ve oxidatif strese bagl aortik endotel
hiicre (30), vaskuler diiz kas hiicreleri ve astrosit apop-
tozuna neden oldugu ge¢mis yillarda gosterilmistir
(30-32). Neria ve arkadaslari, JAK2 inhibitorlerinin,
kiiltiir endotel hiicrelerinin serum eksikligine bagli
yapisma Ozelliklerini kaybetmesi ile olusan hiicre 6lii-
miine karsi endotel hiicrelerini koruduklarini ve ye-
niden yapisip ¢ogalabilme 6zelliklerini artirdigini
bildirmistir (33). Ayrica, renal endotel hiicrelerinin
oksidatif strese bagli hiicre dliimiinden JAK2 inhibis-
yonu ile kurtulduklar: bulunmustur (34). Tawfik ve
arkadaslari aortik endotel hiicrelerde hiperglisemi ve
reaktif oksijen species aracili apoptozun JAK2 inhibi-
tori ile korundugunu gostermistir(30). Giiniimiizde
de bircok arastirmaci JAK2 ve JAK2V617F nin tromboz
olusumundaki rolii hakkinda arastirmalarini siirdiir-
mektedir (14,35,36). Bunun yaninda, yapilan bir ¢a-
ligmada, kullandigimiz model sistem kullanilarak
HUVEC hiicreleri JAK2wt ve JAK2V617F mutant
iceren lentivirus ile enfekte edilmis ve gen ekspresyon-
lar1 incelenmistir. Elde ettikleri sonuglara gore JAK-
2V617F mutant enfekte hiicrelerde JAK2, STAT3 and
STAT1I genlerinin JAK2 yabanil tipe gore daha fazla
arttig1 yoniindedir. Ardindan yapilan RNAseq anali-
zinde ise serine protease inhibitor B2 (SERPINB?2),
early growth response protein 1 (EGR1I), ve chemoki-
ne ligand 2 (CCL2) artig bulunmus ancak bu ¢alisma-
da SOCS1-4 genleri hakkinda bilgi verilmemistir (37).

SOCS’ lar JAK/STAT yolaginin negatif regiilasyo-
nunda rol oynarlar. SOCS metilasyonu degisimleri
bu yolag etkiler. Yapilan ¢alismalar MPN vakalarinin
bir kisminin ayni zamanda SOCS metilasyon farkli-
liklarina sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmalar
daha ¢ok SOCS-1 ve SOCS-3 tizerine odaklanmis
hatta SOCS-3 i¢in terapétik stratejiler gelistirilmeye
baslanmuistir (38). SOCS-2 lizerine kismen egilinmis
fakat belirgin ve anlamli metilasyon profilinine rast-
lanilmamustir (39). Bu sartlar goz 6niine alinarak,
epigenetik bir farkliligin fonsiyonel bozukluk da ya-
pabilecegi diisiincesiyle elde edilen hiicreler epige-

netik agidan incelendi. Inceleme SOCS 1,2,3,4 gen-
lerinin metilasyonlar tizerinden yapildi.

Bulgularimiza gére SOCS-1 metilasyon profili en-
fekte olmus hiicreler ile olmamus hiicreler arasinda fark
yok iken JAK2V617F mutasyonunu homozigot olarak
barindiran HEL hiicre hattinda metile olarak tespit
edilmistir. Bu durum JAK2V617F mutasyonunun hiic-
reler tizerinde olusturdugu farkl etki mekanizmalarin-
dan kaynaklanabilir. HUVEC lerin tamaminda enfek-
te olsun olmasin, metilasyon goriilmemesine ragmen
HEL de goriilmesi hiicrelerin kokensel farkliligina
isaret ediyor olabilir. HEL bir kan, HUVEC endotel
hiicre hattidir. EH'de mutasyonun etkiledigi farkl: yo-
laklarin ve/veya farkl etkilesimlerin sonucu etkisini
gosteriyor olabilir. Ayni zamanda HEL in V617F mu-
tasyonunu homozigot olarak bulundurmasi da bu fark-
lihikta rol oynayan nedenlerden bir digeri olabilir. Zira
hastaligin patogenezinde allel yiikii ve patolojinin sid-
deti iliskisine dair bir¢ok yayin mevcuttur. Bunun ya-
ninda bazi ¢evresel uyarilar, bu deney platformunda
kullanilmamustir ve bunlar SOCS metilasyon profille-
rini etkileyebilir. Sonucu etkileyen nedenler arasinda,
JAK2 ve JAK2V617F geni enfekte olmus hiicrelerin
hiicre ayirici ile segilmesi sonucu elde edilen JAK2V617F
mutasyonunu % 90’ dan fazla tastyan hiicreler iizerin-
den analiz yapilmis olmasi da olabilir. Diger bir agidan
lentiviriislerin genoma rastgele bir bicimde entegre
olmasi da bu sonuca neden olmus olabilir. Zinc-finger
rekombinaz gibi farkli plasmitleri daha spesifik sekilde
hedefe yonlendiren metotlar kullanilarak daha etkili
sonuglar alinabilir. Nitekim son dénemlerde bu gesit
caligmalar artmaktadir. Tiim bunlara ek olarak unutul-
mamalidir ki, kisa siireli enfeksiyon neticesinde yapilan
bu analizler hastaligin uzun stireli olusum tablosunu
tam yansitmiyor olabilir. Enfekte EH’ni daha uzun sii-
reler kiiltiire ederek gostermis olduklar: degisime ba-
kabilecek bir platform olusturmak daha saglikli sonug-
lar elde etmemizi saglayabilir.

SOCS-2,3 ve 4 genleri i¢in tim 6rnekler unmeti-
le bir tablo ¢izmesi yorum yapmamizi zorlastirsa da
farkli gruplarin yapmis oldugu tiim genom diizeyin-
de yapilan ¢alismalarda kontrol bireylerde bu sonuca
benzer bir sonug bulunmus, belirgin ve ayirt edici bir
farklilik kaydedilememistir (40) Ayrica NF-«B gibi
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bazi yolaklarla iligki saptanmigtir. NF-Kb’ nin infla-
masyonla tetiklenen karsinogenezde anahtar roli
vardir ve ileri miyeloproliferatif hastalik gelisiminde
etkindir (41). Bu durum géz 6niine alindiginda SOCS’
larin boyle bir sonug vermesinde farkl yolaklarinda
olasi rolii hesaba katilmalidir (42).

Bu ¢alismada literatiirde pek bilgi igermeyen JAK-
2V617F mutasyonun EH’i iizerinde yapmis oldugu
etki ile SOCS gen anlatimlarina etkisini irdelemistir.
Daha 6nce yapilmis EH metilasyon ¢aligmalar vardir
(43,44). Fakat bu calismalarda JAK2V617F mutasyo-
nunun SOCS metilasyonu iizerindeki etkisi incelen-
memistir. Calisgmamiz bu agidan 6zglindiir.

SONUC

Sonug olarak, EH tizerinde JAK2V617 mutasyon
etkisi ile meydana gelen SOCS1-4 gen anlatim artis
baglantist heniiz bilinmemektedir. Burada SOCS gen-
leri metilasyon rolii olmadig anlasilmistir. Bu ¢alis-
malara ek olarak gelecekte SOCS benzeri, kanseroge-
nezede rolii olan bir¢ok genin ve mutasyonun
varligindan hareketle bu genlerin metilasyon profil-
lerinin incelenmesi MPN patogenezine 11k tutacaktir.
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