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Amag: Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN), miyeloproliferatif bo-
zukluklar arasinda en sik gorilen hastaliklardandir. Tamamen islevsel
olan ve son asamaya kadar farklilasmis kan hiicrelerinin asiri Gretimi
ile karakterize edilirler. Onceki calismalarda Graniilosit-Makrofaj Ko-
loni Uyaric Faktériin (GM-CSF) saglikli hematopoietik kok hticreler
(HKH)de proliferasyon kontroliinden sorumlu CXCR3 ekspresyonu-
nu arttirdigi gosterilmistir. Bu calismanin amaci, CXCL9-CXCR3 sinyal
yolaginin MPN progresyonunda etkisinin arastirimasidir.

Gereg ve Yontem: Calismada, MPN ve saglikli insan perifer kan
mononukleer hiicrelerinde (MNH) ve kanser HKH de CXCL9 kemo-
kini ve bunun reseptori olan CXCR3'Un iki izoformunun (CXCR3A
ve CXCR3B) gen ifade seviyeleri, MNH ytizeyinde ise CXCR3 resep-
tor varhgr incelenmistir. Ekspresyon seviyelerini arastirmak ama-
ayla kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
hicre ylizey reseptdr durumunun incelenmesi icinse akim olcer
metotlar kullaniimigtir. GM-CSFin MNH ve CD34+ hiicrelerinde
uygulamasinin ardindan CXCR3 ekspresyonu degerlendirilmistir.

Bulgular: MNH'de CXCR3A ifadesinin hastalarda saglklilara gore
istatistiksel olarak anlamli arttigi bulunmusur. Hasta ve saglikli
kontrol gruplari arasinda CXCR3B ve CXCL9 ifade seviyeleri kiyas-
landiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edil-
mistir. CXCR3 Huicre yiizey reseptdr durumuna bakildiginda ise
hastalardan elde edilen MNH'deki anlatimda saglikli gruptan elde
edilenlere gore anlamli bir azalma oldugu gorulmustur.

Sonug: Bu sonuglar MPN'de CXCR3A/CXCR3B dengesi ile bu re-
septorlere 6zgiin olarak baglanan kemokinler CXCL9, CXCL10 ve
CXCL11'in inflamasyon ve kanser progresyonu ile iliskili olabilece-
gini distindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Myeloproliferatif neoplaziler, JAK2V617F, CXCR9-
CXCL3

GiRiS
Myeloproliferatif neoplaziler (MPN) Miyelofibroz (MF), Poli-
sitemia vera (PV) ve Esansiyel trombositemi'den (ET) olusur

(1, 2). BCR-ABL-negatif MPN'ler olarak da adlandirilan klasik
MPN'ler, miyeloproliferatif bozukluklar arasinda en sik go-

ABSTRACT

Objective: Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are among the
most common myeloproliferative disorders. MPNs are character-
ized by excessive production of terminally differentiated blood
cells. The expression of CXCR3, responsible for regulating the
proliferation of healthy hematopoietic stem cells, is known to be
induced by granulocyte-macrophage colony stimulating factor
(GM-CSF). The aim of this study is to investigate the role of CX-
CL9-CXCR3 signaling pathway in the progression of MPN.

Material and Method: We determined the expression of CXCL9
and two isoforms of the CXCR3 receptor (CXCR3A and CXCR3B)
on the surface of human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and cancer stem cells. Real-time polymerase chain re-
action (qPCR) was used to measure expression levels, and flow
cytometry was used to examine the presence of cell surface re-
ceptors. In addition, gPCR was used to quantify CXCR3 expression
after GM-CSF application in cell culture. In PBMC and CD34+ cells,
the mRNA level of CXCR3A expression was found to be elevated
in patients with MPN.

Results: There was no statistically significant difference in mRNA
expression of CXCR3B and CXCL9 between patients and healthy
controls.There was significant reduction in cell surface expression
of the CXCR3 receptor in PBMC obtained from patients. T

Conclusion: hus, these results indicate that imbalance in the ex-
pression of CXCR3A/CXCR3B isoforms and chemokines CXCL9,
CXCL10 and CXCL11 that bind to these receptors, may mediate
inflammation and cancer progression in MPN.

Keywords: Myeloproliferative disorders, JAK2V617F, CXCL9-

CXCR3

rilen hastaliklardir (3). MPN'ler, tamamen islevsel olan, son
asamaya kadar farkllagmis kan hucrelerinin agin Gretimi
ile karakterize edilir. Bu hematopoietik hiicre bozukluklari,
miyeloid soy hiicre tiplerinin (=1) klonal proliferasyonu ile
karakterize edilir (1, 2, 4). Cogunlukla Janus kinaz 2 (JAK2),
kalretikiilin (CALR) veya trombopoietin reseptorii (MPL) gen-
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lerindeki mutasyonlarla iliskilidir (5-11). Klinik bulgular MPN alt
tipine gore degisebilir. Bunlar arasinda polisitemi, anemi, I16ko-
sitoz, trombositoz, yorgunluk ve hepatosplenomegali bulunur
(5, 12, 13). Genel olarak, hastalar trombotik ve tromboembolik
olaylarda artmis risk tasirlar ve genel popilasyona gore daha
yiksek mortalite riskine sahiptirler (14-29). MF'ye (PV veya ET
olanlar icin) veya akut miyeloid |6semiye ilerlemeler hastalar ara-
sinda buylk bir endise kaynagi olmaya devam etmektedir (5, 20).
MPN'ler, cogu hasta icin genellikle diisik yasam kalitesine yol
acan hastaliklardir (20-24). Semptomlar kasinti, gece terlemeleri,
mikrovaskiiler belirtiler, splenomegali ve splenomegali ile iliskili
bulgulari (6rn; karin agrisi, erken tokluk) icerebilir ve yorgunluk
en siddetli gostergelerden biridir (12, 21-23).

Enflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve blytime faktérlerinin
hucresel kaynaklari coktur. Bu kaynaklar, MPN alt tipine ve ilis-
kili komplikasyonlara (tromboz ve kemik iligi fibrozu) bagli ola-
rak degisir. ET, PMF ve PV hastalarinda, saglikl bireylere kiyasla,
cesitli sitokinlerin plazma seviyelerinde yiikselme saptanmistir
(25). Bu bulgu, inflamatuar bir stirecin MPN'nin fizyopatolojisine
dahil olabilecegini, kemokinlerin otokrin, parakrin ve endokrin
davranislarinda rol oynayabilecegini ve hatta hematopoietik nisi
etkileyebilecegini gostermektedir. MPN hastalari ile yapilan ca-
lismalarda saglikl bireylere kiyasla yliksek kemokin tretim sikligi
ile karakterize olan islevsiz kemokin Gretimi gosterilmistir. Ayrica,
kemokin seviyeleri ve hematolojik parametreler arasindaki ko-
relasyon, bagisiklik dizensizliginin hematolojik hiicrelerin tre-
timini etkileyebilecegini ve siddetle cogalmasini destekledigini
gostermektedir. Bulgular ayrica MPN hastalarinda kemokinlerin
asirt prodiksiyonunu, bunun proinflamatuar bir durumla so-
nuclandigini vurgulamaktadir (25). Yapilan bir calismada, Grani-
losit-Makrofaj Koloni Uyarici Faktoriin (GM-CSF) saglikli hema-
topoietik kok hiicrelerde proliferasyon kontroliinden sorumlu
CXCR3 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir.

Bu gelismeler i1siginda, CXCL9-CXCR3 sinyal yolagr MPN prog-
resyonunda etkili olup olmadigi 6nem kazanmaktadir. Calis-
mamizin amaglart MPN'de énemli olduklar distnilen CXCL9
kemokininin ve reseptdrii CXCR3’lin MPN hasta ve kontrol
MNC'lerinde, kanser kék huicrelerinde ve CXCR3’tin MNC hiicre
ylizey anlatim diizeylerinin arastirilmasidir.

Calismamizin hedefi, MPN prognoz ve tedavi sireclerinin ko-
laylastinlmasina katki saglamaktir. Bulgular bilimsel calismalari
yeni kemokin ve kemokin reseptorlerini de prognoz ve tadavi
streclerinde etkili olmalari agisindan aday hale getirebilecektir.
MPN’'de kemokin ve kemokin reseptorlerinin hastalik surecleri-
ne etkisini gosteren herhangi bir bilimsel calisma mevcut de-
gildir. Calismamizda elde edilen veriler MPN'nin yaninda diger
MPN’lere ve farkh kanser tiirlerine kati saglayabilecek potansi-
yeldedir.

GEREC VE YONTEM

Mononiikleer Hiicre izolasyonu ve Hiicre C6zme
istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi Hematoloji Poliklini-
ginde teshis konulmus olan MPN tanisi almis ve onam formu
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imzalatilmis toplam 32 hastada flebetomi uygulanarak topla-
nan periferal kan mononukleer hiicreleri (MNH) ve kontrol ola-
rak kullanilan gonallu olarak calismaya katilan 10 saghkh eris-
kinden elde edilen perifer kan MNH'leri, fikol gradient santrifiij
yontemi ile ayristirildi ve toplandi. Toplanan bu MNH'ler daha
sonra ylzey belirteclerine gore izole edilerek DNA ve RNA izo-
lasyonunda kullanildi.

Saglikli kontrol kanlarindan elde edilen MNH'ler dondurulma-
dan direkt olarak deneylerde kullanildi. Bu nedenle bu grup icin
hiicre ¢cézme islemi uygulanmadi.

Hasta kanindan MNH izolasyonundan sonra kalan MNH’ler
sonraki calismalarda kullanilmak tizere donduruldu. Hicrelerin
calismalarda kullanilmasi gerektiginde hiicreler azot tankindan
alindi ve hiicre ¢dzdiirme protokolii uygulandi. Calisma, istan-
bul Universitesi istanbul Tip Fakdiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Hiicre Ayrimi

Kok hiicre ayrnimi icin iki farkli popilasyon hedeflenmistir. Bun-
lar CD34* ve CD34*Lineage popiilasyonlaridir. ilk olarak,
CD34* hiicreler'CD34 MicroBeads'ile manyetik olarak isaretlen-
di. Daha sonra, hiicre stispansiyonu bir ‘MACS Ayirici’'nin man-
yetik alanina yerlestirilen ‘"MACS® Kolona' yiiklendi. Manyetik
olarak isaretlenmis CD34* hiicreler, kolonnun icerisinde tutu-
nurlar. Kolonu manyetik alandan ¢ikardiktan sonra, tutunmus
olan CD34* hiicreler pozitif secilmis hiicreler olarak saflastirildi.
Manyetik ayrimdan sonra saflik analizi yapildi. Bunun icin bir
miktar hiicre alinip CD34 PE Antikor ile boyandiktan sonra akim
hiicre dlcer cihazinda analiz edildi.

Kok hiicrelerin izolasyonu, iki asamali bir prosediirde gercekles-
tirildi. ik olarak, Lin* hiicreler (CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15,
CD16, CD19, CD56, CD61 ve CD235a (Glikopin A)), spesifik an-
tijenlere ve Anti-Biotin MicroBeads»e karsi biyotin-konjuge an-
tikorlarin bir kokteyli ile manyetik olarak isaretlendi. Hiicreler
manyetik alanina yerlestirilen bir kolon tizerinde manyetik ola-
rak ayrildilar, isaretlenmemis Lin~ hiicreler akip gecerken man-
yetik olarak etiketlenmis Lin* hiicreler kolon icinde kalir. ikinci
adimda, Lin~ kdk hiicreler dogrudan CD34 isaretleyici ile eti-
ketlendi. Ardindan bir manyetik ayirma daha yapildi ve CD34*
kok huicreler, kolonun manyetik alandan ¢ikarilmasindan son-
ra elde edildi. Prosediir elde edilen PBMC sayisi belirlendikten
sonra uygulandi.

Hiicrelerden DNA izolasyonu

Saglikli bireylerden ve MPN hastalarindan toplanan periferal
kanlardan izole edilen MNH'ler ve iki farkli kit kullanilarak, hiic-
re ayirici ile ayrimi saglanmis CD34+, CD34 hiicreler icin DNA
izolasyonu yapildi. DNA, uzun siireli saklama icin -20°C'de, kisa
sure icinde kullanilacaginda +4°C'de saklandi.

iki Asamali Allel Spesifik PZR

iki asamali veya ic ice polimeraz zincir reaksiyonu (allel spesi-
fik PZR), spesifik olmayan baglanmayi azaltarak istenmeyen
Urlinlerin olusmasini engelleyen bir polimeraz zincir reaksiyon
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modifikasyonudaur. iki fakli primer seti gerektirir. ilk primer seti
ile mutasyonu iceren bélge cogaltilir. ilk asamadan sonra jelde
521 b¢'lik DNA parcalari gériilir. ilk asama sonunda mutant ve
yabanil tipteki JAK2 geni ayirt edilememektedir. PZR isleminin
2. asamasinda mutasyon bdlgesine 6zgi farkli primer setleri
kullanilir. Bu sekilde sadece istenilen bolgenin ¢ogaltilmasi sag-
lanarak spesifik bantlar elde edilir. Reaksiyon sonrasinda drnek-
ler agaroz jelde yurutildi ve goruntuleri alindi. Jele yiiklenen
ornegin mutant alleli (JAK2V617F) tasimasi durumunda 279 bg
uzunlugunda bir bant gorilir, yabanil tip allel tasimasi duru-
munda ise 229 b¢ uzunlugunda bir bant gorilir. Allel spesifik
nested PZR'da kullanilan primerler baska calismada belirtilmis-
tir.

RNA izolasyonu ve Gercek Zamanh Kantitatif PZR (q-PCR)
Saglkh kontrollerden ve MPN hastalarindan alinan perifer kan-
lardan izole edilen MNH'lerden, CD34* ve CD34 hiicrelerden
RNA elde etmek amaciyla Jena Bioscience - Total RNA Purifica-
tion Kit’ kullanildi.

Saglikli ve hasta MNH'lerden ve CD34* ve CD34 kok hicre-
lernden izole edilen RNA oOrneklerinden komplementer DNA
(cDNA) elde edildi. cDNA elde etmek amaciyla “Script cDNA
Sentez Kiti (Jena Bioscience)” kullanildi.

CXCR3A, CXCR3B ve CXCL9 genlerinin Polisitemia Vera prog-
nozunda etkili oldugu distnildiginden, bu genlerin olasi
ekspresyon degisimlerinin hastalikla iliskisini incelemek ama-
cyla gen ifade analizleri yapildi. Gercek zamanl kantitatif
PZR ile karsilastirmali 6lciimler SYBR Green kullanilarak elde
edilmistir ve referans gen olarak GAPDH kullanildi. CXCR3A
geni i¢in, ENST00000373693.3 kodlu transkript varyanti kul-
lanildi. Varyantin boyu 1624 bp olup 368 amino asitlik bir
proteini kodlamaktadir. CXCR3A gen dizisi 5 ACCCAGCAGC-
CAGAGCACC 3’ ve 5" TCATAGGAAGAGCTGAAGTTCTCCA 3’
primerler kullanildi. CXCR3B geni icin, ENST00000373691.4
kodlu transkript varyanti kullanildi. Varyantin boyu 1861 bp
olup 415 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir. Amplikon
boyutu 111 nukleotittir. CXCR3B gen 5 CAACCACAAGCACCA-
AAGC 3've 5' TCTTCTGCGTGATCCCATC 3’ primerler kullanildi.
CXCL9 geni icin, ENST00000264888.5 kodlu transkript varyan-
t1 kullanildi. Varyantin boyu 2740 bp olup 125 amino asitlik
bir proteini kodlamaktadir. Amplikon boyutu 73 niikleotittir.
CXCL9 gen 5" CCTTAAACAATTTGCCCCAAG 3've 5'TTGAACTC-
CATTCTTCAGTGTAGC 3’ primerler kullanildi. GAPDH geni igin,
ENST00000229239.9 kodlu transkript varyanti kullanildi. Var-
yantin boyu 1875 bp olup 335 amino asitlik bir proteini kod-
lamaktadir. Amplikon boyutu 66 nukleotittir. GAPDH icin 5’
AGCCACATCGCTCAGACAC 3’ ve 5" GCCCAATACGACCAAATCC
3’ primerleri kullanildi.

Akim Sitometri Cihazinda Hiicre Yiizey Analizi

Saglikl kontrollerden ve hastalardan elde edilen MNH, CD34*
ve CD34 hiicre gruplarinin yiizeylerinde CXCR3 reseptoriniin
durumu incelendi. islem icin her bir tiipte 50 000 - 100 000 hiic-
re kullanildi.
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CD34+ ve CD34+Lin- Hiicrelere GM-CSF Uygulamasi

Literatirde GM-CSF'in (Grantlosit-Makrofaj Koloni Stimulasyon
Faktord) saglikl CD34* hiicrelerde CXCR3 gen ifadesini arttirdigi
bilinmektedir (26). MPN hastalarinda elde edilen CD34* ve CD34*
Lin~ hiicreler 2 gin boyunca GM-CSF ile muamele edilmistir. Uy-
gulanan GM-CSF konsantrasyonu 10 ng/ml'dir. Besi yeri olarak
IMDM-%20 FBS kullaniimistir. 6-kuyulu tabagin her bir kuyusuna
3 mL besiyeri icinde 100 000-150 000 hiicre eklenecek sekilde uy-
gulandi. 2 giin sonunda toplanan hiicrelerden sirasityla RNA izolas-
yonu, cDNA sentezi ve kantitatif PZR islemleri uygulandi. Bu islem
ayrica hasta MNC ve kordon kani hiicreleri icin uygulandi.

Ekspresyon analizi amaciyla uygulanan qPCR'de her bir 6rnek
icin triplike calisma gerceklestirildi. PZR verimi 2 olarak belirlendi.

Ekspresyon Verilerinin istatiksel Analizi

CXCR3A, CXCR3B ve CXCL9 gen ekspresyon diizeyleri GAPDH
referans geni kullanilarak arastirildi, 2-44Ct= Q-(CtHasta-CtReferans)-(CtSag-
ki-CtReferans) y3ntemi ile hesaplandi (27). Grafikleri olusturma ve
istatiksel analizler icin GraphPad Prism 5.0 yazilimi kullanildi.
Saglikli ve hasta 6rneklerin karsilastirmali mRNA diizeylerini in-
celemek icin Mann-Whitney U testi uydulandi. Mann-Whitney
U testi, ayni poptlasyondan gelen iki 6rnegi karsilastirmak icin
kullanilan ve iki 6rnegin esit olup olmadigini test etmek icin
kullanilan, parametrik olmayan bir testtir.

BULGULAR

iki Asamali Allel Spesifik PZR Sonuclar

Tum hastalarda mononukleer hiicre (MNH) DNA ‘larindan JAK-
2V617F mutasyon durumunu tespit etmek amaciyla allel spesifik
nested PZR yapildi. Calismada kullanilan MPN hasta drneklerin-
den 17 hastanin JAK2V617F heterozygot allel tasidig, 15 hasta-
nin ise JAK2 yabanil tip allel tasidigi tespit edilmistir (Tablo 1).

Gen ifadesi Sonuglan

Yapilan gen ifadesi calismalari 6ncelikle hasta ve kontrol top-
lam mononiikleer hiicrelerinde gerceklestirilmistir. Literattirde
belirtildigi Gzere CXCR3'lUin toplam MNH ve lenfosit ekspres-
yonlari arasinda rolatif bir fark olmadigindan (28) lenfosit izo-
lasyonu yapilmayip ifade toplam MNH'de tespit edilmistir.

Yapilan gen ifadesi analizlerinde mononukleer hiicrelerden
elde edilen RNA'lar kullanilarak CXCR3B geni igin: 27 hasta, 10
kontrol (Sekil 1a); CXCR3A geni icin: 27 hasta, 10 kontrol (Sekil
1b) ve CXCL9 geni icin ise 26 hasta 9 kontrol (Sekil 1c) kullanila-
rak monontkleer hiicre RNA'larinda gerceklestirilmistir. Sonug-
lar p degerleriyle birlikte gésterilmistir.

Ardindan kanser kok hiicrelerinde CXCR3 ve CXCL9 gen ifadesi ca-
lismalar gerceklestirilmistir. Toplam 4 hastadan elde edilen CD34*
ve CD34%/Lin" gruplarina ait hlicreler kullanislmistir. Bu hiicre grup-
larinda CXCL9 ve CXCR3 anlatim seviyesi tespit edilememistir.

Hiicre Yiizey CXCR3 Reseptor Anlatimi
CXCRS3 reseptorinin hiicre ylizeyindeki durumu akim élcer ci-
haziyla elde edilen verilerin analizi ile tespit edilmistir.
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Tablo 1. Calismaya katilan hastalarin yas, aldiklari tedavi ve JAK2V617F durumu

Hasta Numarasi Hasta Yasi Tani Yasi Mutasyon Durumu Aldigi Tedavi
H8 62 50 JAK2V617F Heterozigot allel F
H11 27 = JAK2V617F Heterozigot allel F-H-R-A-i
H9 29 - JAK2 Yabani Tip F
H12 66 59 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-U
H15 36 27 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-U
H17 54 44 JAK2 Yabani Tip F-A
H18 52 46 JAK2 Yabani Tip F-H-A-L-At-S
H19 68 63 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-C-U
H20 62 - JAK2 Yabani Tip F
H23 31 27 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-V
H25 48 41 JAK2 Yabani Tip F
H28 83 75 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-U
H29 32 - JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-U
H34 56 43 JAK2 Yabani Tip F
H35 70 66 JAK2V617F Heterozigot allel F
H37 53 35 JAK2 Yabani Tip F-A
H38 63 54 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-U-H
H39 39 - JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A
H43 59 45 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-U
H10 56 48 JAK2 Yabani Tip F
H14 92 64 JAK2 Yabani Tip F
H16 58 -- JAK2 Yabani Tip F
H24 71 = JAK2 Yabani Tip F-A-C
H36 71 63 JAK2 Yabani Tip F-Ko-Cl
H56 55 49 JAK2 Yabani Tip F-A
H13 69 52 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-H
H21 48 41 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-U
H22 65 54 JAK2 Yabani Tip F-A-H-U
H26 55 45 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-T-U-A
H46 55 53 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A
H54 55 55 JAK2V617F Heterozigot allel F-A
H57 55 = JAK2 Yabani Tip F

Tabloda Kullanilan Kisaltmalar: F: Flebetomi, H: Hidroksiiire, T: Tromborediiktin, U: Urikoliz, A: Asetilsalisilik Asit, R: Ruxolitinib, L: Larcadip, At:

Ator, S: Saneloc, C: Coraspin, Ko: Kordexa, Cl: Clexane
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Sekil 2. CXCR3 ‘in monontikleer hiicre yiizey degerlendirmesi

Akim Olcer analizinde kullanilan kapilama 6zellikleri ve 6rnek olarak sunulmus Hasta 22 ve 24 analiz sonuglari (a); hasta ve kontrol siitunlari icin “ortalama + standart
sapma” degerleri sirasiyla 19.33 + 5.39' dir. Toplam hasta sayisi=8 ve 36.78 + 3.35 toplam saglikli kontrol sayisi=10‘dur. p=0,01'dir (b)

Orneklem olarak, 22 ve 24 numarali hasta MNH hiicreleri icin
elde edilen sonuclar Sekil 2'te gésterilmistir. Oncelikle ana hiic-
re populasyonunun bulundugu canl hiicre grubunun bulun-
dugu bolge secilmistir. Ardindan propidium iodiir (Pl) ile boyan-
mamis olan canli hiicrelerin popilasyonunu olusturan bolge
secilerek bu hiicrelerin CXCR3 antikoruyla ifade gére CXCR3
reseptor pozitif/negatif oranlari elde edilmistir. Sekil 2.A'da 6r-
nek olarak gosterilmis H22 CXCR3 reseptori icin %39,71; H24
ise %18,12 oranlarinda pozitif ifade tespit edilmistir.

Toplamda 8 hasta ve 10 saglikli kontrol kullanilarak akimolcer
analizleri tamamlanistir. Verilerin istatistiksel analizi Sekil 2-B'da
gosterilmistir.

CD34+ ve CD34+Lin- Hiicrelere GM-CSF Uygulamasi Sonug-
larn

Amag CD34* hiicrelerde normal sartlarda var olmayan CXCR3
gen ifadesinin MPN hastalarinda GM-CSF uygulamasi ile artip
artmadigini incelemektir. Perifer kandan elde edilen MNH'ler-
den CD34* ve CD34*Lin" hiicre poptlasyonlari GM-CSF ile mua-

mele edildikten sonra RNA izolasyonlari ve kantitatif PZR islemi
gerceklestirildi. Bu deneyler 4 hastada ve saglikli kontrol olarak
kordon kani kullanilarak gerceklestirildi. Yapilan ¢alismalarda
CD34*ve CD34*Lin kok hiicre poplilasyonlarinda CXCR3 anlati-
mi tespit edilememistir. GM-CSF uygulamasinin da bu anlatimi
istatistiksel olarak degistirmedigi gorulmustdir.

Tum bu ¢alismalara ek olarak kullaniimig olan hiicre izolasyon
ve dondurma tekniklerinin bir artefakti sonucu CXCR3 gen an-
latiminda bir farklilik olabilecegi test edilmistir. Bu calisma icin
yeni izole edilmis ve dondurulmus hiicrelerle yapilan deney so-
nuglar karsilastinlmis ve taze veya dondurulmus hiicrelerden
elde edilen CXCR3 ve CXCL9 gen anlatim sonuglari arasinda is-
tatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilmemistir.

TARTISMA

Kemokinler, lenfosit ylizeylerinde bulunan spesifik reseptorler
araciligiyla sinyallerini iletirler (29). MPN hastalarinda, saghkh
bireylere kiyasla, cesitli sitokin ve kemokinlerin plazma seviyel-
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erinde yikselme saptanmigstir. Bu bulgu, inflamatuar bir stirecin
MPN’nin fizyopatolojisine dahil olabilecegini, kemokinlerin rol
oynayabilecegini ve hatta hematopoietik nisi etkileyebilecegi-
ni gostermektedir. Calismamizda, hasta ve saglikl kontrol
orneklerinden elde edilen periferal kan monondikleer hiicrele-
rde (PBMC) CXCR3A gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis tespit edilmistir (p=0,03). Bunun yaninda CXCR3B izo-
formu ve CXCL9 icin gen ifadelerinde hasta ve sagliklilar arasin-
da anlamli bir farkin mevcut olmadigi sonucu elde edilmistir (p
degerleri sirasiyla 0,96 ve 0,51).

Mevcut literatiire gore, CXCR3A hiicre proliferasyonundan ve
kemotaksiden sorumluyken CXCR3B'nin biiylimeyi inhibe ettigi
gosterilmistir (30-32). Tumor olusumunda, PBMC'nin prolifera-
syonu ve migrasyonu engellendiginde bu hiicrelerin istenmey-
en 6limi meydana gelmistir. Bu senaryo, timor hiicrelerinde
metastaz icin proliferasyon ve migrasyonun bu hiicrelerin fi-
zyolojik 6ltim sinyallerinden kacisi ile desteklendigi gortistini
tersine ¢evrilmistir. Bu ortami timor biytmesi lehine korumak
icin, CXCR3A ve CXCR3B'nin ifadesi PBMC ve timor hiicrel-
erinde farkl sekillerde diizenlenmektedir (33).

CXCR3A ekspresyonunun hastalarda artmasi ve CXCR3B ek-
spresyonunun degismemesi MPN'de kemokin aracili gé¢ sin-
yalinin hatali olmasina, MPN-PBMC'nin asiri derecede artmis
kemotaksisine neden olabilir. CXCR3A varyantinin, timor
bolgesine sitotoksik T hiicresi/Dogal éldurtict hiicreler (NK)/
Dogal oldiriict T hiicrelerinin daha fazla migrasyonunu sagla-
mak icin kemokinleri ile daha fazla etkileserek uyarilmak tizere
gen ifade artisi gosterdigi kanitlanmistir (34).

CXCR3 gen ifade profilindeki degisiklikler, kanser gelisiminin
baslangi¢ asamalar veya metastatik hastaliga ilerlemesi ile
iliskili olabilir. CXCR3A, prostat, yumurtalik, meme ve bdbrek
kanserinde tiimor ilerlemesiyle iliskilendirilmistir (35-37). Ayri-
ca, CXCL9, CXCL10 ve CXCL17'in, segici olarak CXCR3A'y1 ek-
sprese eden insan mast hiicre hatti tizerinde proliferasyonu
uyardigi gosterilmistir (38, 39).

MPNde inflamasyon siklikla goriilen bir komplikasyondur.
Kemokinlerin ve reseptorlerinin timor mikrogevresindeki habis
transformasyondaki roll hala tartismalidir. Kronik inflamasyon,
proliferasyona ugrayan hiicrelerde, neoplastik transformasyo-
na yol acan DNA hasarina neden olur (40-42). inflamasyon,
kanserde CXCR3'lin artmis ekspresyonuna; promotdr deme-
tilasyonunu veya intron CpG bolgelerinin demetilasyonunu
uyararak neden olabilir (43-45). Bu kalici inflamasyonun ve
CXCL10un surekli salgilanmasinin, yapisal CXCR3A-kemokin
(CXCL10) sinyallemesi yoluyla malign neoplastik transfor-
masyonu destekleyen epitel hiicrelerde CXCR3A ifadesini art-
tirabilecedi gosterilmistir (46). Bu nedenle calismamizda CX-
CL9'dan sonra CXCL10'un da MPN'deki durumunu arastirmak
yeni kapilar acabilir.

MPN'de dikkat ¢eken 6nemli semptomlardan bir digeri ken-
dini ciltte gosterir. Ozellikle sicak bir dusun ardindan olmak
Uzere hastalarda rahatsiz edici diizeyde bir kasinti semptomu
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gorilmektedir. IL-29'un CXCR3A tasiyan immun hiicrelerin sedef
hastalikli deriye gitmesine katkida bulundugu kanitlanmistir. IL-
29, insan cildindeki hedef hiicreler olan keratinositlerde ve mel-
anositlerde CXCR3Anin ligandlart CXCL9, CXCL10 ve CXCL11'in
ekspresyonunu uyarmaktadir. CXCL9 uyarimi oldukga zayifken,
CXCL10 indUksiyonu biraz daha kuvvetlidir, IL-29 ile muamele
edilmis keratinositlerde CXCL11'in ekspresyon artigi en kuvvetli
sekilde gézlenmistir. Fare derisine enjekte edildiginde, IL-29'un
murin karsihgi, T-hiicrelerinin lokal infiltrasyonuna, T-hiicresinin
sitokin ekspresyonuna ve indiiklenen iltihaplanma sonucunda
deri kalinlasmasina neden olmustur. Sedef hastalikh ciltte CX-
CR3A ligand ekspresyonu, CXCL11 kan plazma duzeylerinde
anlamli artis ile ve artmig CXCL10 seviyeleri ile iliskiliyken, I1L.-29
ile en dusiik uyarimh ligandin (CXCL9) kan konsantrasyonlari
degistirilmemistir. Bu nedenle CXCL11'in kandaki seviyesi, IL-29
ve IFN-y'nin lokal aktivitesi icin bir biyobelirteg olabilir (47). CX-
CL9’un calismamizda da degismedigi sonucuyla paralel olmasiy-
la beraber, bu bilgiler birlikte distnuldiginde, ¢alismamizda
CXCR3A ekspresyonunun hastalarda saglikli bireylere gore
artmis olmasi ve CXCL9 ekspresyonunun dedismemis olmasi
CXCL11 ve CXCL10 ligandlarinin iliskili olabilecegine ve arastiril-
malari gerektigine isaret etmektedir.

MPN'de diger bir semptom hepatomegalidir. Hepatomegali
ile hepatik fibroz arasindaki iliski dnceki calismalarda kanit-
lanmistir (48). CXCR3; fibroblastlar, epitel ve endotel hiicrel-
er, duz kas hicreleri, aktive olmus T lenfositleri ve dendritik
hicreler Gizerinde ifade edilir. Bu hiicreler ya CXCR3A'y1 ya
varyanti olan CXCR3B'yi ya da her ikisinin dengeli bir kom-
binasyonunu ifade eder (49). CXCL4-CXCR3 yolaginin uyaril-
masl, karaciger fibrogenezine katkida bulunan kemokinler-
in de kaynagi olan karaciger hucrelerinin proliferasyonunu
ve aktivasyonunu artirir (50). CXCL4 shRNA'sinin, karaciger
hiicrelerinde fibroz ile iliskili proteinlerin (CXCR3, EGFR, JAK2,
STAT3 ve Collagen IV) ekspresyonunu anlamh dl¢tide azalttigi
bulunmustur (51). Bu durum, hastalarda CXCR3A ekspresyon
artisinin MPN hastalarinda hepatomegaliye katki sagliyor ola-
bilecegini gdstermektedir.

Hlcre ylizey reseptor ekspresyonu sonuglarimiz CXCR3A ve CX-
CR3B mRNA seviyesindeki ekspresyon sonucumuzun tam tersi
ctkmistir. Yani CXCR3A mRNA seviyesini hastalarda artmis du-
rumuda tespit edilmis ancak CXCR3 hiicre ylizey reseptdriniin
hastalarda azalmis durumda oldugu sonucu elde edilmistir.
MRNA sonug olarak proteine cevrildigi icin, genellikle mRNA ve
protein seviyeleri arasinda bir tiir korelasyon oldugu varsayilir.
Ancak, genellikle mRNA diizeyi ve protein seviyesi arasinda
tespit edilen zayif korelasyonlarin nedenleri vardir ve bunlar
karsilikli olarak uyumlu olmayabilir. ilk olarak, heniiz yeter-
ince tanimlanamamis olan ve mRNA'yl proteine cevirmeyle
iliskili cok sayida, karmasik ve cesitli post-transkripsiyonel me-
kanizmalar vardir. Ayrica proteinler in vivo yari dmirlerinde
blyuk olctde farkhhk gosterebilirler. Son olarak hem protein
hem de mRNA deneylerinde teknik olarak net bir sonug elde
etme yeteneg@imizi sinirlandiran 6nemli miktarda hatalar ve
arka plan parazitleri mevcutttur (52, 53).
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Calismamizda, CXCR3 mRNA ve protein dlizeylerinde ifade se-
viyelerinin ters ¢cikmasinin daha olasi bir sebebi reseptor inter-
nalizasyonudur. GPCR'nin internalizasyonu ve geri dontisim
mekanizmalari hakkinda elde edilen bilgiler son zamanlarda
artmistir. internalizasyon bir kez gerceklestiginde, bir GPCR icin
iki durumdan biri miimkiindir; ligandin ayrilmasi ve fonksiy-
onel reseptdriin plazma membranina geri donisi veya bozu-
nmasi gerceklesebilir. Bir transfeksiyon sistemiyle CXCR3'lin
CXCL11 ile indiklenmis internalizasyonunun meydana geldigi
bulunmustur (54). PBMC'ler ile yapilan bir calismada CXCL11'in
taze izole edilmis hicreler Uzerindeki etkinliginin CXCL9 ve
CXCL10'a gore daha yilksek oldugu belirgin bir sekilde tespit
edilmistir. Yani, CXCL11 CXCR3'Un internalizasyonunu énem-
li bir sekilde uyarmistir (55). Bu durum, calisma sonuglarimi-
za gore, CXCL11 ekspresyonunun MPN'de artmis olabilecedi
siphesini dogurmaktadir.

CXCR3B ifadesinin azalmasi timor iliskili-anjiyogenezde azal-
mayla ve timaore bagimli immdnite ile iliskilidir. CXCR3B, an-
ti-migrasyon ve anti-anjiyogenez durumlarini sagladidi icin her
iki izoformu degil de CXCR3A'nin biyobelirteg olarak hedeflen-
mesinin tercih edilebilecegdi ifade edilmistir (56).

Bu calisma MPN hastaliginda CXCR3A/CXCR3B dengesi-
nin bozulmus oldugunu gosteren ilk cahismadir. Calisma, bu
reseptorlere 6zgiin olarak baglanan kemokinlerden CXCL10 ve
CXCL11'in de MPN progresyonunda etkili olabilecegine isaret
etmektedir.

Sonug olarak, MPN'de de CXCR3A/CXCR3B dengesi, inflamas-
yon ve kanser progresyonu ile iliskili olabilir. MPN'de artmigs
CXCR3A ekspresyonunun ve CXCR3B ekspresyon durumunun
altinda yatan mekanizma ile kanser gelisimi ve progresyonun-
daki rollerini anlamak icin ilave calismalar gerekmektedir.
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