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Miyeloproliferatif Neoplazilerde JAK2V617F Mutasyonunun Endotel Hücresine Etkisi 
ve SOCS1-4 Gen Anlatımlarına Yansıması
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ÖZ
Amaç: Miyeloproliferatif neoplazi (MPN)’li hastalar morbidite ve mortalitesi yüksek 
tromboz riski taşırlar. Tromboza olan bu yatkınlık, artmış kan hücre sayısı ile bağdaştırılmış 
olsa da, endotel hücre (EH) fonksiyon bozukluğu gibi faktörler de önemli rol oynamaktadır. 
EH’nin miyeloproliferatif bozukluklarla olan bağlantısını göstermek üzere yapılan önceki 
çalışmalarda EH’nin MPN kan hücrelerinde %50-95 oranında mevcut olan JAK2V617F 
mutasyonunu taşıdığı gösterilmiş, ancak sitozolik tirozin kinaz olan Janus kinase 2 (JAK2) 
de meydana gelen bu mutasyonun EH üzerinde göstermiş olduğu morfolojik ve fonksiyonel 
değişiklik gösterilmemiştir. Ayrıca epigenetik faktörlerden Sitokin Sinyal Süpresör (SOCS) 
proteinleri‘nin MPN’deki etkisi de tam olarak bilinmemektedir. Bu çalışma ile JAK2V617F 
mutasyonunun EH'de yapmış olduğu etkileri epigenetik açıdan önemli olan, SOCS 1-4 gen 
anlatımları ve metilasyon durumları incelenmiştir.
Gereç ve Yöntem: In vitro yeşil floresan proteini (GFP) ile işaretlenmiş JAK2 (yabanil 
formu) veya JAK2V617F mutasyonu taşıyan lentivirusün insan kordon veni endotel hücresi 
(HUVEC) içine transdüksiyon metodu kullanılmıştır. Genetik olarak modifiye edilmiş 
EH populasyonunda,  akımölçer cihazı ile GFP tespit edilmiş ve analizleri yapılmıştır. 
Ardından hücre ayırıcı ile seçilmiş olan GFP+ hücrelerde DNA ve RNA izolasyonları 
gerçekleştirilmiştir. SOCS1-4 genlerinin anlatım değerleri gerçek zamanlı RT-PZR tespit 
edilmiş ve bisülfit modifikasyona maruz bırakılan DNA yardımıyla metilasyona özgü PZR 
yapılmıştır.
Bulgular: JAK2, JAK2V617F ve GFP taşıyan lentiviral vektörlerle başarılı bir şekilde 
EH enfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Genetiği modifiye edilmiş EH'ler birbirleri ile 
kıyaslandığında morfolojik bir farklılık saptanmamıştır. SOCS1-4 genlerinde, mutant EH 
de JAK2 ve GFP'e göre gen anlatım düzeyinde anlamlı artış tespit edilmiştir. GFP ve JAK2 
de tespit edilen SOCS1-4 gen anlatım baskılanmasında bu genlerde oluşması muhtemel bir 
metilasyon olmadığı tespit edilmiştir.
Sonuç: Bu konuda gelecekte yapılacak çalışmalar, JAK2V617F’in EH’ler üzerindeki etkilerini 
ve trombotik olaylarla bağlantılısını açıklamamıza yardımcı olacaktır. 
Anahtar Kelimeler: Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN), JAK2V617F, Endotel Hücre, 
Lentivirüs, 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 
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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 SOCS1-4 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 



Göksu A, Hekimoğlu H, Sözer Tokdemir S

137Journal of Advanced Research in Health Sciences, October 2020; Volume 3, Issue 3

GİRİŞ
Philadelphia kromozom negatif (Ph-) olan miye-

loproliferatif neoplaziler (MPN) polistemia vera, esan-
siyel trombositemi ve Primer miyelofibrozis'den oluşur. 
Ph- MPN’ler, sitozolik tirozin kinaz olan Janus kinaz 
2 (JAK2) de meydana gelen mutasyonlar ile bağdaştı-
rılmıştır. Oluşan bu mutasyon, eritroid, miyeloid ve 
megakaryosit progenitorlerin büyüme hormonuna 
karşı hassaslaşmasına neden olur. Bu kazanılmış mu-
tasyonlar içerisinde en sık görüleni JAK2V617F ise 
PV’ de >95%, ET’de ~50% ve PMF ~50% oranlarında 
görülür (1-3). MPN’li hastalarda görülen çok sayıda 
komplikasyon artmış trombotik olaylar neticesinde-
dir(4,5). Yakın bir tarihte yüksek JAK2V617F allel 
yoğunluğuna bağlı artmış trombotik olaylar bildiril-
miştir(6). Mevcut olan bu trombotik olaylar etiyoloji-
sinde kesin bir etmen saptanamamış olmasına rağmen 
artmış kan hücreleri düşünülmektedir (7-12). Endotel 
hücre (EH) fonksiyon bozukluğu ise trombotik olay-
larda büyük rol oynayan bir etmendir (13-15). Bu 
konuda yapılan önceki çalışmalarda MPN endotel 
hücresinde MPN hastalarının kan hücrelerinde mev-
cut olan JAK2V617F mutasyonunu taşıdığı tespit edil-
miştir (16). EH’nin MPN'deki rolü ile ilgili çalışma-
larda farklı bir grup tarafından doğrulanmış ve MPN 
de EH’nin önemi bir kez daha kanıtlanmıştır (17).

MPN’ de JAK2V617F gibi genetik mutasyonların 
önemli hastalık başlatıcı etkileri olsa da primer deo-
ksiribonükleik asit (DNA) dizisini değiştirmeden gen 
anlatımını değiştiren epigenetik değişimler de mev-
cuttur. Bu epigenetik değişimler kromatinin yeniden 
şekillendirilmesi ve DNA’nın metilasyonunu içeren 
temel iki yoldan etkinlik gösterirler (18).

Sitokin Sinyal Süpresör (SOCS) proteinleri sitokin 
sinyalinin inhibitörleridir, JAK-STAT yolağı ile in-
düklenirler ve JAK-STAT yolağının negatif regülas-
yonunda rol alırlar. 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 diğer-
lerinden farklı olarak SH2- domaine bitişik kinaz 
inhibitör bölgesi (Kinase inhibitory Region; KIR) 
bulunmaktadır. SH2 bölgesi JAK’larla etkileşerek 
tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder (19). SOCS’lar 
aynı zamanda proliferasyon, farklılaşma ve hemato-

poez’de de görevlidir. SOCS proteinlerinin kanser 
gelişiminde rol oynayabilecekleri birçok merkez ta-
rafından bildirilmiştir. Büyüme faktörlerine aşırı 
duyarlılık göstermeleri ve onkogenezde rol alan çe-
şitli sitokinler tarafından modüle edilmeleri sonucu 
kansere neden oldukları düşünülmektedir. SOCS’ 
ların anlatımının susturulması sitokin sinyalinin bo-
zulmasına yol açan epigenetik bir düzenlemedir (20). 
SOCS1 ve SOCS3’ ün SH2 bölgeleri direkt JAK’ ların 
aynı bölgesi ile etkişime girerek onları inhibe ettik-
leri bilinmektedir. Bu direkt bağlantıdan dolayı me-
tilasyon çalışmaları daha çok bu iki protein üzerine 
yoğunlaşmıştır. Birçok Ph- MPN vakasında değişen 
oranlarda SOCS metilasyonları tesbit edilmiştir (21-
24). SOCS4-7‘ nin fonksiyonları hakkında diğer 
SOCS’ lara nazaran daha az bilgi ve çalışma vardır. 
Fakat bu grup içinden SOCS4’ ün JAK/STAT yolağı 
ile ve metilasyonunun gastrik kanserle ilişkisine dair 
çalışmalar mevcuttur (25,26).

Bu çalışmada lentiviral vektörler aracılığıyla JAK2 
geninin yabanil formu (WT) ve mutasyon taşıyan JAK-
2V617F formunun EH’ ye enfeksiyonu sağlanarak 
EH’de genetik değişiklik hedeflenmiş ve bu aktarım 
sonucu oluşan epigenetik etki araştırılmıştır. Bu amaç-
la başarılı bir şekilde genetiği değiştirilmiş EH üzerin-
de, SOCS1 ve SOCS3 ‘ün yanında, benzer özellikler 
taşıyan SOCS2 ve SOCS4 ‘ün gen anlatım değişimleri 
ve metilasyon profili incelenmiştir. JAK2V617F mu-
tasyonu homozigot olarak taşıyan HEL (Human Ery-
throleukemia Cell Line) hücre hattı ile kıyaslanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM
Plazmit DNA’larının Çoğaltılması
Daha önceden tasarlanarak istenilen genler içe-

risine sokulmuş olan FIV tabanlı lentiviral plazmitler 
pCDF1-GFP, pCDF1-JAK2wt-GFP, pCDF1-JAK-
2V617F-GFP ve yardımcı vektörler pCI-VSVG, 
pCPRDEnv Dr. C. Iancu-Rubin (Mount Sinai Scho-
ol of Medicine, New York, ABD) tarafından bu çalış-
mayı yapmak üzere hediye edildi. 

Transformasyon (Aktarım)
Bakteriyel transformasyonda, önceden hazırlan-

mış olan kompetan hücreler olan E.coli DH5α trans-
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formasyon için kullanıldı. Öncelikle, kompetan hüc-
reler -80°C’den alınarak buz üzerinde erimeye 
bırakıldı. Lentiviral vektörler (1-2 μl) ile kompetan 
hücreler (100 μl) karıştırılarak 30 dakika buz üzerin-
de tutuldu. Hücreler 1-1,5 dakika (dak) kadar 42°C’de 
bekletildikten sonra tekrar 2 dak buzda bekletildi. 
Bakteri hücreleri ile transforme olmuş ligasyon ürün-
lerini içeren tüpler oda sıcaklığında 900 μl’ lik SOC 
besiyeri ile karıştırılarak 60 dakika 37°C’deki çalka-
layıcıda 200 rpm’ de tutuldu. Önceden hazırlanmış 
olan Ampisilinli LB Agar petrilere yayma yapıldı. 
Petriler 37°C’de gece boyu inkübe edildi. Ertesi sabah 
petrilerden koloni seçilip LB sıvı besiyerine ekim 
yapıldı. 8-10 saat sonra 1 ml alınarak 1 ml %60’ lık 
gliserol ile karıştırıldı ve örnekler -80°C saklandı. 

Plazmit DNA İzolasyonu
Ampisilinli 5ml LB içine petrilerden seçmiş ol-

duğumuz bir koloni eklendi ve yaklaşık 10 saat çal-
kalamalı inkübatörde 37°C’de (220 rpm) çoğalması 
için bekletildi. Çoğalan bu hücrelerden 1 ml alınıp 
250 ml ampisilinli LB içerisine konularak gece boyu 
çalkalamalı inkübatörde 37°C’de (220 rpm) çoğalma-
sı sağlanıldı. Ardından, elde edilen kültürden plazmit 
izolasyon kiti (Endofree Maxiprep Plasmid Mini Kit, 
QIAGEN) kullanilarak DNA izolasyonu yapıldı. Kı-
saca, çalkalamalı inkübatörden alınan örnekler 10 
dak 3200 rpm’de santrifüj edildi. Çöken hücrelerden 
kit içerisindeki buffer’lar kullanılarak DNA elde edil-
di ve en son 1/5 ml %70 etanol ile yıkanarak TE tam-
ponunda çözünmeye bırakıldı.

Enzim Kesimi
Elde edilen plasmit DNA sının doğruluğunu test 

etmek için enzim kesimi yapıldı. XbaI 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 kullanıldı ve her bir enzimin uygulama 
protokolü tatbik edildi.

Hücre Transfeksiyonlari
Transfeksiyondan 3 gün önce 293T hücreleri 100 

mm tabaklara 3x106 hücre olacak şekilde ekim ger-
çekleştirildi. Transfeksiyon esnasında hücre yoğun-

luğu %90-95 civarında olmasına özen gösterildi. 
Steril bir tüpte 60 μl Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 
kullanılarak transfeksiyon protokolü uygulandı. Kı-
saca, 12 μg yapısal vektör (CPRD), 7 μg transfer vek-
törü ( GFP, JAK2wt, JAK2mut), 5 μg zarf vektörü 
(VSVG) 1.5 ml serum-free, DMEM içerisinde 5 dak 
inkübe edildi. Dilüe edilmiş DNA ve Lipofectamine 
karıştırıldı ve 30 dak oda ısısında bekletildi. Ardından 
bu karışım tabaklardaki hücrelerin üzerine eklendi 
ve hücre yüzeyine eşit oranda dağılmasına özen gös-
terilerek kültüre edildi. Kontrol tabakları vektör ek-
lenilmemiş olarak bırakıldı veya sadece transfer ve 
envelope vektörleri transfekte edildi. Hücreler 6-7 
saat 37 °C’ de inkübe edildi. Analizden 6-8 saat önce 
tabaklar 32°C’ye alındı. Transfeksiyondan sonra 48-
72 saat içerisinde kültüre edilmiş hücrelerden super-
natant toplanıldı. Lentivirüsleri içeren supernatant 
toplandıktan sonra 5 dak 1500 rpm’de santrifüj edi-
lerek hücre kalıntıları ve debristen arındırılma işlemi 
gerçekleştirildi. Ardından, 0.45 um filtreden geçiril-
di ve kullanıma kadar -800C saklandı.

Endotel Hücre Enfeksiyonu
Enfeksiyon için Human Umbilical Vein Endothe-

lial Cells (HUVEC) hücre hattı (ATCC Firması) kul-
lanıldı. Enfeksiyon için kısaca; 12 kuyucuklu tabaklara 
kuyu başına 18x105 hücre olacak şekilde %10 FBS, 
DMEM, %1 Penisilin/Streptomisin(Pen/Strep) besiye-
ri kullanılarak ekim yapıldı. Ekim enfeksiyon işlemin-
den en az 24 saat önce yapılmış olmalıdır. Enfeksiyon 
ajanı olan 5 mg Polybrene (Sigma-Aldrich) 1 ml disti-
le suda iyice çözündürüldü ve 0,45 um filtre ile filtre-
lendi. 24 saat önce ekilmiş olan hücrelere bu çözeltiden 
1 µl polybrene eklendi. Önceden elde edilmiş olan 200 
µl hacimdeki lentivirüsler sırası ile kuyulara eklendi. 
2500 rpm’de 90 dk 30°C’de santrifujlendi. Santrifuj son-
rası 32°C’ye alındı ve 12-13 saat sonrası medyası %10 
FBS-DMEM, %1 Pen/Strep içeren medya ile değişti-
rildi. Hücreler 32°C’de 6-36 saat bekletildi.

Genomik Entegrasyon Kontrolü
Virüs DNA’sının HUVEC genomuna entegre olup 

olmadığını tespit etmek amacı ile primerler tasarlan-
dı; JAK2 ve JAK2V617F için tasarlanan primerler 
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Forward 5’CGA AGA GAA GTA GGA GAC TAC 
G3’, Reverse 5’ TCT CCT GAA GAA TGT CCT TTG 
GC3’ , GFP için ise, Forward 5’GAC GCC ACC ATG 
GAG AG3’; Reverse 5’GAT TGT CGA CTT AGC 
GAG ATC3’ primerleri kullanılarak PZR reaksiyonu 
hazırlandı. Reaksiyon bileşenleri AccuPrime Taq DNA 
Polimeraz (High Fidelity) (Invitrogen) tavsiye edilen 
protokol kullanılarak gerçekleştirilmiştir. PZR reak-
siyonunun koşulları ise 94oC 3 dak , 30 Siklus, (94oC 
30 saniye, 57oC 60 saniye, 72oC 50 saniye) ve 72oC 2 
dak‘ dir. MUT ve WT için V671F mutasyonunu da 
içeren 454 baz çifti (bç), GFP için ise 800 bç uzunlu-
ğunda bir alan çoğaltıldı. Yapılan PZR ile istenen 
bantın görüldüğü örneklerin (WT, MUT, GFP) PZR 
ürünlerinin dizilenmesi için Sentromer (İstanbul) 
firmasından dizileme hizmeti satın alındı. Dizileme 
sonuçları CLC Genomic Workbench analiz progra-
mında incelendi.

Akım Ölçer ve Hücre Ayırım 
Tripsin ile muamele edilen hücreler kültür taba-

ğından kaldırıldı ve PBS ile yıkandı. Analize hazır 
hale getirilen hücreler Akım Ölçer (FACS Calibur, 
BD BioScience) cihazına okutuldu. Hücrelerdeki ana 
popülasyon belirlendi ve bu popülasyon üzerinden 
PI ile canlı/ölü hücre ayırımı sağlandı. Canlı hücreler 
GFP pozitif ve GFP negatif olarak incelendi. İlgili 
deneylerde kullanılmak üzere ayrıca hücre ayırıcı 
(FACS Aria, BD BioScience) kullanılarak GFP+ hüc-
reler izole edildi.

Enfekte Hücrelerde Morfolojik Analiz 
GFP anlatımına göre enfeksiyon sonrası hücreler 

ışık mikroskobunda (10X, Olympus CKX41) ve im-
münofloresans (Olympus, U-RFLT50) altında göz-
lenerek morfolojik olarak incelendi.

Gerçek zamanlı RT-PZR
Yukarda belirtilen yöntemlerle izole edilen saf 

JAK2V617F, JAK2 ve GFP içeren EH grupları RNA 
izolasyonuna tabi tutuldu ve RNA Purification Kit 
(Jena Bioscience) yardımıyla izole edildi. cDNA sen-
tezi SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience) 
yardımıyla gerçekleştirildi. SOCS1-4 genlerinin trans-

kript değişimlerini görmek maksadıyla SYBR Green 
(RT² SYBR Green qPCR Mastermix, Qiagen) kulla-
nılarak gerçek zamanlı RT-PZR ile karşılaştırmalı 
ölçümler LightCycler 480 (Roche) cihazında yapıldı. 
Bu metot kullanılarak tüm bu genlerin anlatımlarının 
JAK2 ve JAK2V617F etkisiyle EH'de oluşturdukları 
değişimler tespit edildi. Bunun sonucunda birer Ct 
değeri elde edildi. Bu Ct değerleri kullanılarak, mutant 
ve yabanil tip gen anlatım oranları GAPDH referans 
geni kullanılarak araştırıldı. Yapılan gerçek zamanlı 
kantitatif PZR deneyi 2 kez tekrarlandı ve Ct değer-
lerinin aritmetik ortalaması alındı.

Metilasyon Spesifik PZR (MSP)
Metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu 

(MSP) epitect fast DNA bisülfit kit (Qiagen) ile tav-
siye edilen koşullar sağlanarak gerçekleştirilmiştir. 
Bu çalışma kapsamında SOCS1, SOCS2, SOCS3 ve 
SOCS4 genlerinin metilasyon profilleri MSP yöntemi 
ile tespit edilmesi için kullanılan primer dizileri ve 
verdikleri bant uzunlukları şu şekildedir: SOCS-1 
metile için: 5’-TTC GCG TGT ATT TTA GGT CGG 
TC- 3’ ve 5’-CGA CAC AAC TCC TAC AAC GAC 
CG-3’ (160 bç); SOCS-1 unmetile için: 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’ için (175 bç); SOSC-2 metile için: 5’-TTT 
TAG GAT TTG ATT AAG GGG ATC-3’ve 5’-TAC 
GAA AAA TAA ACG TAC AAA AAC G-3’(147 bç); 
SOCS-2 unmetile için: 5’-TTT TTT AGG ATT TGA 
TTA AGG GGA TT-3’ ve 5’-CAA AAA ATA AAC 
ATA CAA AAA CAA-3’ (148 bç); SOSC-3 metile için: 
5’-TAT ATA TTC GCG AGC GCG GTT T-3’ ve 5’ 
CGC TGC GCC CAG ATG TT-3’(268 bç); SOCS-3 
unmetile için: 5’TG TGG TGG TTG TTT ATA T-3’ 
ve 5’-ATT TGT GAG TGT GGT T-3’ ve 5’CAA CCA 
ACA ATA ACC CAC ACT ACA CCC A-3’ (298 bç); 
SOSC-4 metile için: 5’TCG GGT GAT CGA GTT 
TTC GT-3’ ve 5’-ACG AAT CGA CGC AAA CAC 
AA-3’ (90 bç); SOCS-4 unmetile için: 5’-GTG GAT 
GTG GGT AGT TGG AT-3’ve 5’AAC ACC ACC ACC 
CAA CAA CC-3’ (166 bç) primerler kullanıldı.

PZR’ de kalıp materyal olarak genomik DNA’ları 
izole edilen enfekte HUVEC kullanıldı. Transdükte 
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olmayan HUVEC dahili kontrol olarak kullanıldı. 
İkinci bir kontrol olarak H2O kullanıldı. JAK2V617F 
mutasyonunu homozigot olarak taşıyan HEL hücre 
hattı (Human Erythroleukemia), DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)’ 
den temin edildi ve diğer örneklerle kıyasa tabi tu-
tulmak için kullanıldı.

DATA Analizi 
JAK2, JAK2V617F ve GFP taşıyan lentiviral vektör-

ler ile genetiği değiştirilmiş EH RNA’larına uygulanan 
gerçek zamanlı kantitatif PZR ve SOCS gen amplifikas-
yonları neticesinde elde edilen Ct değerleri ile hesapla-
malar yapıldı. Bu amaçla ΔCt hesaplama yöntemi kul-
lanıldı. 2-ΔCt= 2-(CtDeney–CtReferans) yöntemi ile hesaplandı (27) 
ve her bir anlatım içerisinde en düşük anlatıma göre 
normalize edilerek HeatMap haritası oluşturuldu. Gra-
fikleri oluşturma ve istatiksel analizler için by GraphPad 
Prism v.8 (GraphPad Prism Inc.) yazılım kullanıldı. 

BULGULAR
Horizontal transfer için kullanılan JAK2-Yaba-

nil Tip ve JAK2V617F Plazmitler’in doğruluğu 
tespit edildi

Tüm deneylerde kullanılmak üzere beş farklı plaz-
mit, E.coli temelli DH5α ırkına ait hücrelere ısı şoku 
metodu kullanılarak transforme edildi ve çoğaltıldı. 
Akabinde her bir plazmit için gerçekleştirilen DNA 
izolasyonu ve bunu takiben elde edilen plazmit 
DNA’larının doğrulanması için enzim kesim işlemi 
uygulandı (Şekil 1).

JAK2V617F-mutant, Notl, EcoRI enzimleri ile mu-
amele edildi (Şekil 1a). JAK2 – yabanıl tip ‘ e ise, NotI, 
XbaI ve NotI ve XbaI ile ikili kesim uygulandı. Sonuç-
ta, 6720-2038-1483 bç uzunluğunda bantlar elde edil-
di (Şekil 1b). GFP plazmiti ise XbaI enzime tabii tutu-
larak lineer plazmit elde edildi (Şekil 1c). VSVG ve 
pCPRD plazmitlerine EcoRI ile lineer, BamHI ve XbaI 
enzimleri ile çoklu kesimler yapıldı ve beklenilen bant 
uzunlukları elde edildi (Şekil 1d ve e).

Enzim kesimleri neticesinde, bundan sonra yapı-
lacak tüm deneylerde kullanılacak olan GFP-Kontrol, 
JAK2- yabanıl tip ve JAK2V617F ve VSVG ve pCPRD 
kontrol plazmitlerin doğruluğu tespit edildi. Enfek-

siyon sonrası JAK2-yabanil tip ve JAK2V617F taşıyan 
lentivirüslerin endotel hücrelerine genomik enteg-
rasyonu gerçekleştirdi 

Endotel hücre (EH) ‘lerine uygulanan GFP-Kont-
rol, JAK2 yabanıl tip ve JAK2V617F mutant lentiviral 
süpernatantlar kullanılarak EH enfeksiyona maruz 
bırakıldı. Ardından enfeksiyon sonrası genomik en-
tegrasyonun kontrolü için farklı yaklaşımlar uygu-
landı. Her bir enfeksiyona karşı EH’ nin göstermiş 
olduğu enfeksiyon başarısı ve tepkisi PZR, akım ölçer 
ve ışık mikroskopu yardımıyla gözlemlendi. Önce-
likle enfekte EH’sinde JAK2 geni için tasarlanmış 
primerler ile PZR gerçekleştirildi. Bu PZR sonucu 
oluşan ürünlerin agaroz jel elektroforezindeki görün-
tüleri Şekil 2a’ de gösterildi. Burada JAK2 geni ile 
uyumlu bant görüntüsü görülmektedir. JAK2V617F 
mutasyonu nokta mutasyon olduğu için tek aşamalı 
PZR da bu mutasyonun tespiti beklenmemektedir. 

Işık mikroskopu ile gerçekleştirilen analizler ne-
ticesinde, fenotipik ve morfolojik değişim tespitleri 
yapıldı. Bu gözlemler sonucunda, hücreler sağlıklı 

Şekil 1. Plazmitlerin doğruluğunun Tespiti. DNA 
izolasyonları sonucunda elde edilen GFP, JAK2-yabanıl 
tip, JAK2V617F- mutant, VSVG ve pCPRD plazmitlerine 
spesifik enzimler kullanılarak kesimleri yapıldı ve  %1’lik 
Etidium Bromid’li jel üzerinde yürütülüp UV ışığı altında 
görüntüsünün alındı. Resimlerde görülen her bir kolon 
da yürütülen resmin sağ alt köşesinde adı yazılı plazmit 
DNA’sı kolonların üzerinde belirtilmiş enzimlerle muamele 
edilmiştir.  Görülmesi beklenilen plazmit parçaları ise 
şöyledir: Sırasıyla; a. JAK2V617F-mutant (10241 bp): (1) 
NotI: lineer,(2) EcoRI:2562-7679 , (3) Uncut; b. JAK2 –
yabanıl tip (10241 bp) : NotI: lineer, XbaI: 8203-2038, NotI 
ve XbaI (İkili kesim): 6720-2038-1483, (3)Uncut; c. GFP : 
(1) Uncut, (2) XbaI: lineer; d. VSVG ( 12905 bp): (1) EcoRI: 
lineer, (2)BamHI: 7313-4889-703, (2) XbaI 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.
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bulundu, kopma veya şekil değişikliği tespit edilme-
di. Üç farklı lentiviral vektörün enfeksiyonları neti-
cesinde oluşturdukları morfolojik etki, enfekte olma-
yan hücrelerle kıyaslandığında, ne kendi aralarında 
ne de kontrol grubunda fark gözlenmedi (Şekil 2b). 
Enfeksiyon sonrası genomik entegrasyon kontrolü, 
genetiği değiştirilmiş EH DNA’sının dizilenmesi ile 
gerçekleştirildi ve mutant lentivirus süpernatantıyla 
enfekte EH ‘de mutasyon tespit edildi (Şekil 2c).

Endotel Hücre Genom Entegrasyon Başarısının 
Değerlendirilmesi

Lentiviral aktarım sonucu enfekte olan EH’nin 
GFP anlatımı yapması beklenir. Bu parametreye bağ-
lı olarak aktarmak istenilen ilgili genin enfeksiyon 
oranları ölçülebilir ve analiz edilebilir. Şekil 3’de fark-
lı zamanlarda yapılan transfeksiyonlar sonucu elde 
edilen MUT, WT ve GFP lentivirüslerin, EH enfek-
siyonları sonucunda akımölçer yardımıyla elde edilen 
GFP analiz stratejisi gösterilmiştir (Şekil 3a). Farklı 
zamanlarda yapılan bu enfeksiyonların GFP oranları 
Şekil 3b'de gösterilmiştir. Hata barları standart sap-
mayı göstermektedir. Grafiği oluşturan veriler Lipo-
fektamin ile toplamda 16 transfeksiyondan üretilen 
lentivirüslerle yapılan enfeksiyonları kapsamaktadır. 

Şekil 3’de görüldüğü gibi üç lentivirüs tipi için de 
GFP’ ye bağlı enfeksiyon oranları MUT için ortalama 
% 54 ±21, WT için % 43 ±10 ve GFP için % 47±13. 

Her bir enfeksiyon grupları arasında istatistiksel bir 
fark görünmedi (MUT- WT arasında p=0.3, WT-GFP 
arasında p=0.6, MUT-GFP p=0.5’ tir).

Endotel Hücrelerinde SOCS1-4 genlerinin Gen 
Anlatımlarının Değerlendirilmesi

JAK2, JAK2V617F ve GFP içeren EH’ler enfeksi-
yondan 72 saat sonra hücre ayırıcı yardımıyla EH 
içerisinde GFP pozitif olanlar seçildi ve her bir durum 
için hücre RNA izolasyonu yapılarak RT-PCR reak-
siyonu ile SOCS genlerinin anlatımlarına bakıldı.

Elde edilen sonuçlarda özellikle JAK2V617F EH’ 
inde SOCS1-2 ve SOCS4 gen anlatım ifadelerinde JAK2 
ve GFP ‘ye göre anlamlı bir artış olduğu tespit edildi. 
JAK2V617F EH ile GFP-EH arasında tespit edilen kat 
farkı SOCS1 için 4.5, SOCS3 için 3.2 ve SOCS4 için 3.3 
‘tür. SOCS3 te ise GFP entegre olmuş EH’ de JAK2’ye 
göre daha fazla anlatım tespit edildi (Şekil 4a).

JAK2, JAK2V617F ve GFP entegre olmuş EH ‘inde 
SOCS1-4 genlerinde bulunan epigenetik modifikas-
yonların tespiti amacıyla epigenetik metilasyon spe-
sifik pzr metilasyon profilleri (MSP) yapılmış ve her 
reaksiyonda HUVEC (enfekte olmayan), MUT, WT, 
GFP ve HEL birlikte incelendi. Sonuçlar iki kez tek-
rarlandı. Jel görüntüleri aşağıdaki şekillerde belirtil-

Şekil 2. Genomik entegrasyonun tespiti: a. Enfeksiyon 
sonucu genetiği değiştirilmiş endotel hücre DNA ları 
ile yapılan PZR’ nin ürünlerinin agaroz jel görüntüsü, 
JAK2wt ve JAKV617F bant uzunluğu: 454 bç. ve GFP bant 
uzunluğu 800bç ‘dir. b. Transfekte endotel hücrelerin ışık 
mikroskobu altındaki(10X)  morfolojik analizi. MUT: 
JAK2V617F plazmiti ile; WT: JAK2-wt ile ve GFP: vektör 
kontrol transfekte edilmiş endotel hücreler. Olympus CKX41 
ile mikroskopik analiz gerçekleştirilmiştir. c. Dizileme 
sonuçları. CLC Genomic Workbench analiz programında 
incelenmiştir.

Şekil 3. Endotel Hücrelere entegre olmuş Lentiviral 
vektörlerin enfeksiyon oranları.a. Akım ölçerde kullanılan 
hücre canlılığı ve enfeksiyon başarısını gösteren GFP pozitif 
temelli kapılama stratejileri b. Lentivirus vektörlerinin 
endotel hücre enfeksiyon sonucu 5 ayrı deneyden elde 
edilen endotel hücre entegrasyonu gerçekleşmiş GFP+  
hücre yüzdelikleri (%). Hata barları standart sapmayı 
göstermektedir.
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miştir (Şekil 4b). SOCS2-4 analizinde enfekte olan 
hücre hatları ve enfekte olmayan HUVEC HEL un-
metile bant verdi. SOCS1 de ise, hücre hatları ve en-
fekte olmayan HUVEC unmetile çıkarken, HEL 
metile bant verdi (Şekil 4b).

TARTIŞMA
 MPN’ ler klonal hematopoietik kök hücre hasta-

lığıdır. 2005 yılında keşfedilen JAK2V617F mutasyonu 
MPN’ ler ile ilişki kurulabilen ve şu ana kadar tanım-
lanan ilk genetik markerdır. Hastalığın patolojisinin 
izinin sürülmesinde önemli bir yeri vardır. Oluşturu-
lan hayvan modellerinde JAKV617F mutasyonunun 
bariz bir şekilde MPN karakterini oluşturduğu göste-
rilmiştir. MPN’ ler aynı zamanda trombotik olaylar ve 
bunun sonucu meydana gelen ölümlerin sıkça yaşan-
dığı bir hastalık grubudur. Bunun sebebi olarak artan 
kan hücresi sayısı düşünülse de MPN hastalarının 
endotel hücrelerinde tespit edilen V617F mutasyonu 
bizi bu hücrelerin tromboz ve MPN ile olan ilişkisini 
daha detaylı bir biçimde araştırmaya yöneltmiştir. Bu 
çalışma iki aşamadan oluşur: (1) in vitro kültür orta-
mında mutasyonun EH’leri üzerindeki etkilerini tespit 
etmek ve (2) JAK2V617F mutasyonunun endotel hüc-
resi üzerinde yapmış olduğu değişimleri SOCS1-4 
genlerin anlatım analizlerini yaparak incelemek.

İlk aşama olan (1) in vitro kültür ortamında mu-
tasyonun EH’leri üzerindeki etkilerini tespit etmek 
amacıyla yaptığımız çalışmalarda, V617F mutasyonun 
taşıyan formu, yabanıl formu ve JAK2 genini taşıma-
yan lentiviral vektörler kullanılarak HUVEC’ e en-
feksiyon yapıldı.

Lipofektamin transfeksiyon ajanı kullanılarak elde 
edilen lentivirüslerle gerçekleştirilen enfeksiyonların 
sonucunda gözlenen GFP yüzdeleri sonucunda Li-
pofectamin’ in yeterli enfeksiyon kabiliyetini sağla-
dığını gösterdik. Lipofektamin deneylerde kullandı-
ğımız üç lentivirüs tipi için de GFP’ ye bağlı 
enfeksiyon oranları MUT için ortalama %54 ±21, 
WT için %43 ±10 ve GFP için %47 ±13 oranında 
enfekte olabilen lentivirüsler üretilmesini sağladı.

Enfeksiyon sonrasında ışık mikroskopu altında mor-
folojik gözlem yapıldı. Lentiviral vektörlerin birbirleri ile 
ve kontrol olarak kullanılan enfekte olmayan hücreler ile 
kıyaslanması sonucu herhangi bir farklılık saptanmadı.

Morfolojik gözlem sonrası akım ölçer cihazında 
PI ile canlı olduğu tespit edilen hücreler GFP anlatı-
mı yapması özelliğine göre enfeksiyon oranları ölçül-
dü. Bu deneylerde yaklaşık % 40 hedeflenerek ger-
çekleştirilen enfeksiyonlarda MUT için %43 ±21, WT 
için %42 ±10 ve GFP için %43 ±13 oranında enfek-
siyon yüzdesine sahip hücreler elde edilmiştir. Bu 
hücrelerin genomik DNA’ ları izole edildi. Lentiviral 
entegrasyonun başarısını test etmek için spesifik ola-
rak tasarlanan primerler ile PZR yapıldı. Jel görün-
tüsü üzerinden çalışılacak materyal doğrulandı. Aka-
binde enfekte edilerek genetiği GFP, JAK2 ve 
JAK2V617F vektörleriyle modifiye edilen endotel 
hücrelerle yapılan fonksiyonel deneylere geçildi.

Mikroskop altında görsel olarak yapılan analizler-
de ise her bir vektör enfeksiyonları arası büyüme ve 
çoğalmalarda farklılık bulunmaması mutasyonun 
morfolojik olarak endotel hücresini pek etkilemediği-
ni belki de belli süre sonunda hücrelerde morfolojik 
tahribata yol açtığı fikrini akla getirmektedir. Nitekim 
hastalığın prognozu dikkate alındığında uzun ve yavaş 
ilerleyerek ileri yaş düzeyinde semptomatik olduğu 
bilinmektedir. Bu nedenle elde edilen sonuçlar kliniği 
destekler niteliktedir. Deneysel çalışmalarımızda en-
feksiyon protokolünde kullandığımız 72 saat hücre 
genomuna entegre edilmek istenen genin stabil enteg-
rasyonunu sağlaması için gerekli süredir. Başarılı en-
feksiyon sonucunda kültür süresinin uzatılarak belli 
zaman aralıklarında hücre morfolojisini yeniden tespit 
etmek bu soruya açıklık getirebilir. İleriki çalışmala-
rımızda bu konuyu dikkate alacağız. 

Şekil 4. SOCS1-4 Gen anlatımı ve metilasyon profili. a. 
Genetiği değiştirilmiş EH’de gerçek zamanlı RT-PCR ile 
yapılan SOCS1-4 genlerinin anlatım karşılaştıması, b. 
Genetiği değiştirilmiş EH’de SOCS1-4 genlerinin metilasyon 
profilleri.
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Birçok farklı araştırma grubu da EH fonksiyon 
bozukluğunun MPN’li hastalarda görülen artmış trom-
botik olaylara neden olduğu hipotezini savunmuştur 
(13-15). JAK2 aktivasyonu aterosikleroza (28), anji-
ogeneze(29) ve oxidatif strese bağlı aortik endotel 
hücre (30), vaskuler düz kas hücreleri ve astrosit apop-
tozuna neden olduğu geçmiş yıllarda gösterilmiştir 
(30-32). Neria ve arkadaşları, JAK2 inhibitörlerinin, 
kültür endotel hücrelerinin serum eksikliğine bağlı 
yapışma özelliklerini kaybetmesi ile oluşan hücre ölü-
müne karsı endotel hücrelerini koruduklarını ve ye-
niden yapışıp çoğalabilme özelliklerini artırdığını 
bildirmiştir (33). Ayrıca, renal endotel hücrelerinin 
oksidatif strese bağlı hücre ölümünden JAK2 inhibis-
yonu ile kurtuldukları bulunmuştur (34). Tawfik ve 
arkadaşları aortik endotel hücrelerde hiperglisemi ve 
reaktif oksijen species aracılı apoptozun JAK2 inhibi-
törü ile korunduğunu göstermiştir(30). Günümüzde 
de birçok araştırmacı JAK2 ve JAK2V617F'nin tromboz 
oluşumundaki rolü hakkında araştırmalarını sürdür-
mektedir (14,35,36). Bunun yanında, yapılan bir ça-
lışmada, kullandığımız model sistem kullanılarak 
HUVEC hücreleri JAK2wt ve JAK2V617F mutant 
içeren lentivirus ile enfekte edilmiş ve gen ekspresyon-
ları incelenmiştir. Elde ettikleri sonuçlara göre JAK-
2V617F mutant enfekte hücrelerde JAK2, STAT3 and 
STAT1 genlerinin JAK2 yabanil tip’e göre daha fazla 
arttığı yönündedir. Ardından yapılan RNAseq anali-
zinde ise serine protease inhibitor B2 (SERPINB2), 
early growth response protein 1 (EGR1), ve chemoki-
ne ligand 2 (CCL2) artış bulunmuş ancak bu çalışma-
da SOCS1-4 genleri hakkında bilgi verilmemiştir (37). 

SOCS’ lar JAK/STAT yolağının negatif regülasyo-
nunda rol oynarlar. SOCS metilasyonu değişimleri 
bu yolağı etkiler. Yapılan çalışmalar MPN vakalarının 
bir kısmının aynı zamanda SOCS metilasyon farklı-
lıklarına sahip olduğunu göstermiştir. Bu çalışmalar 
daha çok SOCS-1 ve SOCS-3 üzerine odaklanmış 
hatta SOCS-3 için terapötik stratejiler geliştirilmeye 
başlanmıştır (38). SOCS-2 üzerine kısmen eğilinmiş 
fakat belirgin ve anlamlı metilasyon profilinine rast-
lanılmamıştır (39). Bu şartlar göz önüne alınarak, 
epigenetik bir farklılığın fonsiyonel bozukluk da ya-
pabileceği düşüncesiyle elde edilen hücreler epige-

netik açıdan incelendi. İnceleme SOCS 1,2,3,4 gen-
lerinin metilasyonları üzerinden yapıldı.

Bulgularımıza göre SOCS-1 metilasyon profili en-
fekte olmuş hücreler ile olmamış hücreler arasında fark 
yok iken JAK2V617F mutasyonunu homozigot olarak 
barındıran HEL hücre hattında metile olarak tespit 
edilmiştir. Bu durum JAK2V617F mutasyonunun hüc-
reler üzerinde oluşturduğu farklı etki mekanizmaların-
dan kaynaklanabilir. HUVEC’lerin tamamında enfek-
te olsun olmasın, metilasyon görülmemesine rağmen 
HEL’ de görülmesi hücrelerin kökensel farklılığına 
işaret ediyor olabilir. HEL bir kan, HUVEC endotel 
hücre hattıdır. EH'de mutasyonun etkilediği farklı yo-
lakların ve/veya farklı etkileşimlerin sonucu etkisini 
gösteriyor olabilir. Aynı zamanda HEL’ in V617F mu-
tasyonunu homozigot olarak bulundurması da bu fark-
lılıkta rol oynayan nedenlerden bir diğeri olabilir. Zira 
hastalığın patogenezinde allel yükü ve patolojinin şid-
deti ilişkisine dair birçok yayın mevcuttur. Bunun ya-
nında bazı çevresel uyarılar, bu deney platformunda 
kullanılmamıştır ve bunlar SOCS metilasyon profille-
rini etkileyebilir. Sonucu etkileyen nedenler arasında, 
JAK2 ve JAK2V617F geni enfekte olmuş hücrelerin 
hücre ayırıcı ile seçilmesi sonucu elde edilen JAK2V617F 
mutasyonunu % 90’ dan fazla taşıyan hücreler üzerin-
den analiz yapılmış olması da olabilir. Diğer bir açıdan 
lentivirüslerin genoma rastgele bir biçimde entegre 
olması da bu sonuca neden olmuş olabilir. Zinc-finger 
rekombinaz gibi farklı plasmitleri daha spesifik şekilde 
hedefe yönlendiren metotlar kullanılarak daha etkili 
sonuçlar alınabilir. Nitekim son dönemlerde bu çeşit 
çalışmalar artmaktadır. Tüm bunlara ek olarak unutul-
mamalıdır ki, kısa süreli enfeksiyon neticesinde yapılan 
bu analizler hastalığın uzun süreli oluşum tablosunu 
tam yansıtmıyor olabilir. Enfekte EH’ni daha uzun sü-
reler kültüre ederek göstermiş oldukları değişime ba-
kabilecek bir platform oluşturmak daha sağlıklı sonuç-
lar elde etmemizi sağlayabilir. 

SOCS-2,3 ve 4 genleri için tüm örnekler unmeti-
le bir tablo çizmesi yorum yapmamızı zorlaştırsa da 
farklı grupların yapmış olduğu tüm genom düzeyin-
de yapılan çalışmalarda kontrol bireylerde bu sonuca 
benzer bir sonuç bulunmuş, belirgin ve ayırt edici bir 
farklılık kaydedilememiştir (40) Ayrıca NF-κB gibi 
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bazı yolaklarla ilişki saptanmıştır. NF-Κb’ nin infla-
masyonla tetiklenen karsinogenezde anahtar rolü 
vardır ve ileri miyeloproliferatif hastalık gelişiminde 
etkindir (41). Bu durum göz önüne alındığında SOCS’ 
ların böyle bir sonuç vermesinde farklı yolaklarında 
olası rolü hesaba katılmalıdır (42).

Bu çalışmada literatürde pek bilgi içermeyen JAK-
2V617F mutasyonun EH’i üzerinde yapmış olduğu 
etki ile SOCS gen anlatımlarına etkisini irdelemiştir. 
Daha önce yapılmış EH metilasyon çalışmaları vardır 
(43,44). Fakat bu çalışmalarda JAK2V617F mutasyo-
nunun SOCS metilasyonu üzerindeki etkisi incelen-
memiştir. Çalışmamız bu açıdan özgündür. 

SONUÇ
Sonuç olarak, EH üzerinde JAK2V617 mutasyon 

etkisi ile meydana gelen SOCS1-4 gen anlatım artış 
bağlantısı henüz bilinmemektedir. Burada SOCS gen-
leri metilasyon rolü olmadığı anlaşılmıştır. Bu çalış-
malara ek olarak gelecekte SOCS benzeri, kanseroge-
nezede rolü olan birçok genin ve mutasyonun 
varlığından hareketle bu genlerin metilasyon profil-
lerinin incelenmesi MPN patogenezine ışık tutacaktır.
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