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Amaç: Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN), miyeloproliferatif bo-
zukluklar arasında en sık görülen hastalıklardandır. Tamamen işlevsel 
olan ve son aşamaya kadar farklılaşmış kan hücrelerinin aşırı üretimi 
ile karakterize edilirler. Önceki çalışmalarda Granülosit-Makrofaj Ko-
loni Uyarıcı Faktörün (GM-CSF) sağlıklı hematopoietik kök hücreler 
(HKH)’de proliferasyon kontrolünden sorumlu CXCR3 ekspresyonu-
nu arttırdığı gösterilmiştir. Bu çalışmanın amacı, CXCL9-CXCR3 sinyal 
yolağının MPN progresyonunda etkisinin araştırılmasıdır. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmada, MPN ve sağlıklı  insan perifer kan 
mononükleer hücrelerinde (MNH) ve kanser HKH de CXCL9 kemo-
kini ve bunun reseptörü olan CXCR3’ün iki izoformunun (CXCR3A 
ve CXCR3B) gen ifade seviyeleri, MNH yüzeyinde ise CXCR3 resep-
tör varlığı incelenmiştir. Ekspresyon seviyelerini araştırmak ama-
cıyla kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), 
hücre yüzey reseptör durumunun incelenmesi içinse akım ölçer 
metotları kullanılmıştır. GM-CSF’in MNH ve CD34+ hücrelerinde 
uygulamasının ardından CXCR3 ekspresyonu değerlendirilmiştir. 

Bulgular: MNH’de CXCR3A ifadesinin hastalarda sağlıklılara göre 
istatistiksel olarak anlamlı arttığı bulunmuşur. Hasta ve sağlıklı 
kontrol grupları arasında CXCR3B ve CXCL9 ifade seviyeleri kıyas-
landığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı tespit edil-
miştir. CXCR3 Hücre yüzey reseptör durumuna bakıldığında ise 
hastalardan elde edilen MNH’deki anlatımda sağlıklı gruptan elde 
edilenlere göre anlamlı bir azalma olduğu görülmüştür. 

Sonuç: Bu sonuçlar MPN’de CXCR3A/CXCR3B dengesi ile bu re-
septörlere özgün olarak bağlanan kemokinler CXCL9, CXCL10 ve 
CXCL11’in inflamasyon ve kanser progresyonu ile ilişkili olabilece-
ğini düşündürmektedir.

Anahtar Kelimeler: Myeloproliferatif neoplaziler, JAK2V617F,  CXCR9- 
CXCL3

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, qPCR 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
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GİRİŞ

Myeloproliferatif neoplaziler (MPN) Miyelofibroz (MF), Poli-
sitemia vera (PV) ve Esansiyel trombositemi’den (ET) oluşur 
(1, 2). BCR-ABL-negatif MPN’ler olarak da adlandırılan klasik 
MPN’ler, miyeloproliferatif bozukluklar arasında en sık gö-

rülen hastalıklardır (3). MPN’ler, tamamen işlevsel olan, son 
aşamaya kadar farklılaşmış kan hücrelerinin aşırı üretimi 
ile karakterize edilir. Bu hematopoietik hücre bozuklukları, 
miyeloid soy hücre tiplerinin (≥1) klonal proliferasyonu ile 
karakterize edilir (1, 2, 4). Çoğunlukla Janus kinaz 2 (JAK2), 
kalretikülin (CALR) veya trombopoietin reseptörü (MPL) gen-



lerindeki mutasyonlarla ilişkilidir (5-11). Klinik bulgular MPN alt 
tipine göre değişebilir. Bunlar arasında polisitemi, anemi, löko-
sitoz, trombositoz, yorgunluk ve hepatosplenomegali bulunur 
(5, 12, 13). Genel olarak, hastalar trombotik ve tromboembolik 
olaylarda artmış risk taşırlar ve genel popülasyona göre daha 
yüksek mortalite riskine sahiptirler (14-29). MF’ye (PV veya ET 
olanlar için) veya akut miyeloid lösemiye ilerlemeler hastalar ara-
sında büyük bir endişe kaynağı olmaya devam etmektedir (5, 20). 
MPN’ler, çoğu hasta için genellikle düşük yaşam kalitesine yol 
açan hastalıklardır (20-24). Semptomlar kaşıntı, gece terlemeleri, 
mikrovasküler belirtiler, splenomegali ve splenomegali ile ilişkili 
bulguları (örn; karın ağrısı, erken tokluk) içerebilir ve yorgunluk 
en şiddetli göstergelerden biridir (12, 21-23).

Enflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve büyüme faktörlerinin 
hücresel kaynakları çoktur. Bu kaynaklar, MPN alt tipine ve iliş-
kili komplikasyonlara (tromboz ve kemik iliği fibrozu) bağlı ola-
rak değişir. ET, PMF ve PV hastalarında, sağlıklı bireylere kıyasla, 
çeşitli sitokinlerin plazma seviyelerinde yükselme saptanmıştır 
(25). Bu bulgu, inflamatuar bir sürecin MPN’nin fizyopatolojisine 
dahil olabileceğini, kemokinlerin otokrin, parakrin ve endokrin 
davranışlarında rol oynayabileceğini ve hatta hematopoietik nişi 
etkileyebileceğini göstermektedir. MPN hastaları ile yapılan ça-
lışmalarda sağlıklı bireylere kıyasla yüksek kemokin üretim sıklığı 
ile karakterize olan işlevsiz kemokin üretimi gösterilmiştir. Ayrıca, 
kemokin seviyeleri ve hematolojik parametreler arasındaki ko-
relasyon, bağışıklık düzensizliğinin hematolojik hücrelerin üre-
timini etkileyebileceğini ve şiddetle çoğalmasını desteklediğini 
göstermektedir. Bulgular ayrıca MPN hastalarında kemokinlerin 
aşırı prodüksiyonunu, bunun proinflamatuar bir durumla so-
nuçlandığını vurgulamaktadır (25). Yapılan bir çalışmada, Granü-
losit-Makrofaj Koloni Uyarıcı Faktörün (GM-CSF) sağlıklı hema-
topoietik kök hücrelerde proliferasyon kontrolünden sorumlu 
CXCR3 ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiştir.

Bu gelişmeler ışığında, CXCL9-CXCR3 sinyal yolağı MPN prog-
resyonunda etkili olup olmadığı önem kazanmaktadır. Çalış-
mamızın amaçları MPN’de önemli oldukları düşünülen CXCL9 
kemokininin ve reseptörü CXCR3’ün MPN hasta ve kontrol 
MNC’lerinde, kanser kök hücrelerinde ve CXCR3’ün MNC hücre 
yüzey anlatım düzeylerinin araştırılmasıdır.

Çalışmamızın hedefi, MPN prognoz ve tedavi süreçlerinin ko-
laylaştırılmasına katkı sağlamaktır. Bulgular bilimsel çalışmaları 
yeni kemokin ve kemokin reseptörlerini de prognoz ve tadavi 
süreçlerinde etkili olmaları açısından aday hale getirebilecektir. 
MPN’de kemokin ve kemokin reseptörlerinin hastalık süreçleri-
ne etkisini gösteren herhangi bir bilimsel çalışma mevcut de-
ğildir. Çalışmamızda elde edilen veriler MPN’nin yanında diğer 
MPN’lere ve farklı kanser türlerine katı sağlayabilecek potansi-
yeldedir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Mononükleer Hücre İzolasyonu ve Hücre Çözme
İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi Hematoloji Poliklini-
ğinde  teşhis konulmuş olan MPN tanısı almış ve onam formu 

imzalatılmış toplam 32 hastada flebetomi uygulanarak topla-
nan periferal kan mononükleer hücreleri (MNH)  ve kontrol ola-
rak kullanılan gönüllü olarak çalışmaya katılan 10 sağlıklı eriş-
kinden elde edilen perifer kan MNH’leri, fikol gradient santrifüj 
yöntemi ile ayrıştırıldı ve toplandı. Toplanan bu MNH’ler daha 
sonra yüzey belirteçlerine göre izole edilerek DNA ve RNA izo-
lasyonunda kullanıldı. 

Sağlıklı kontrol kanlarından elde edilen MNH’ler dondurulma-
dan direkt olarak deneylerde kullanıldı. Bu nedenle bu grup için 
hücre çözme işlemi uygulanmadı.

Hasta kanından MNH izolasyonundan sonra kalan MNH’ler 
sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere donduruldu. Hücrelerin 
çalışmalarda kullanılması gerektiğinde hücreler azot tankından 
alındı ve hücre çözdürme protokolü uygulandı. Çalışma, İstan-
bul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar  Etik 
Kurulu tarafından onaylanmıştır.

Hücre Ayrımı
Kök hücre ayrımı için iki farklı popülasyon hedeflenmiştir. Bun-
lar CD34+/- ve CD34+/-Lineage- popülasyonlarıdır. İlk olarak, 
CD34+ hücreler ‘CD34 MicroBeads’ ile manyetik olarak işaretlen-
di. Daha sonra, hücre süspansiyonu bir ‘MACS Ayırıcı’nın man-
yetik alanına yerleştirilen ‘MACS® Kolona’ yüklendi. Manyetik 
olarak işaretlenmiş CD34+ hücreler, kolonnun içerisinde tutu-
nurlar. Kolonu manyetik alandan çıkardıktan sonra, tutunmuş 
olan CD34+ hücreler pozitif seçilmiş hücreler olarak saflaştırıldı. 
Manyetik ayrımdan sonra saflık analizi yapıldı. Bunun için bir 
miktar hücre alınıp CD34 PE Antikor ile boyandıktan sonra akım 
hücre ölçer cihazında analiz edildi. 

Kök hücrelerin izolasyonu, iki aşamalı bir prosedürde gerçekleş-
tirildi. İlk olarak, Lin+ hücreler (CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15, 
CD16, CD19, CD56, CD61 ve CD235a (Glikopin A)), spesifik an-
tijenlere ve Anti-Biotin MicroBeads›e karşı biyotin-konjuge an-
tikorların bir kokteyli ile manyetik olarak işaretlendi. Hücreler 
manyetik alanına yerleştirilen bir kolon üzerinde manyetik ola-
rak ayrıldılar, işaretlenmemiş Lin- hücreler akıp geçerken man-
yetik olarak etiketlenmiş Lin+ hücreler kolon içinde kalır. İkinci 
adımda, Lin- kök hücreler doğrudan CD34 işaretleyici ile eti-
ketlendi. Ardından bir manyetik ayırma daha yapıldı ve CD34+ 
kök hücreler, kolonun manyetik alandan çıkarılmasından son-
ra elde edildi. Prosedür elde edilen PBMC sayısı belirlendikten 
sonra uygulandı.

Hücrelerden DNA İzolasyonu
Sağlıklı bireylerden ve MPN hastalarından toplanan periferal 
kanlardan izole edilen MNH’ler ve iki farklı kit kullanılarak, hüc-
re ayırıcı ile ayrımı sağlanmış CD34+, CD34- hücreler için DNA 
izolasyonu yapıldı. DNA, uzun süreli saklama için -20°C’de, kısa 
süre içinde kullanılacağında +4°C’de saklandı.

İki Aşamalı Allel Spesifik PZR
İki aşamalı veya iç içe polimeraz zincir reaksiyonu (allel spesi-
fik PZR), spesifik olmayan bağlanmayı azaltarak istenmeyen 
ürünlerin oluşmasını engelleyen bir polimeraz zincir reaksiyon 
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modifikasyonudur. İki faklı primer seti gerektirir. İlk primer seti 
ile mutasyonu içeren bölge çoğaltılır. İlk aşamadan sonra jelde 
521 bç’lik DNA parçaları görülür. İlk aşama sonunda mutant ve 
yabanil tipteki JAK2 geni ayırt edilememektedir. PZR işleminin 
2. aşamasında mutasyon bölgesine özgü farklı primer setleri 
kullanılır. Bu şekilde sadece istenilen bölgenin çoğaltılması sağ-
lanarak spesifik bantlar elde edilir. Reaksiyon sonrasında örnek-
ler agaroz jelde yürütüldü ve görüntüleri alındı. Jele yüklenen 
örneğin mutant alleli (JAK2V617F) taşıması durumunda 279 bç 
uzunluğunda bir bant görülür, yabanil tip allel taşıması duru-
munda ise 229 bç uzunluğunda bir bant görülür. Allel spesifik 
nested PZR’da kullanılan primerler başka çalışmada belirtilmiş-
tir.

RNA İzolasyonu ve Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR (q-PCR)
Sağlıklı kontrollerden ve MPN hastalarından alınan perifer kan-
lardan izole edilen MNH’lerden, CD34+ ve CD34- hücrelerden 
RNA elde etmek amacıyla ‘Jena Bioscience -  Total RNA Purifica-
tion Kit’ kullanıldı.

Sağlıklı ve hasta MNH’lerden ve CD34+ ve CD34- kök hücre-
lernden izole edilen RNA örneklerinden komplementer DNA 
(cDNA) elde edildi. cDNA elde etmek amacıyla “Script cDNA 
Sentez Kiti (Jena Bioscience)” kullanıldı.

CXCR3A, CXCR3B ve CXCL9 genlerinin Polisitemia Vera prog-
nozunda etkili olduğu düşünüldüğünden, bu genlerin olası 
ekspresyon değişimlerinin hastalıkla ilişkisini incelemek ama-
cıyla gen ifade analizleri yapıldı. Gerçek zamanlı kantitatif 
PZR ile karşılaştırmalı ölçümler SYBR Green kullanılarak elde 
edilmiştir ve referans gen olarak GAPDH kullanıldı. CXCR3A 
geni için, ENST00000373693.3 kodlu transkript varyantı kul-
lanıldı. Varyantın boyu 1624 bp olup 368 amino asitlik bir 
proteini kodlamaktadır. CXCR3A gen dizisi 5’ ACCCAGCAGC-
CAGAGCACC 3’ ve 5’ TCATAGGAAGAGCTGAAGTTCTCCA 3’ 
primerler kullanıldı. CXCR3B geni için, ENST00000373691.4 
kodlu transkript varyantı kullanıldı. Varyantın boyu 1861 bp 
olup 415 amino asitlik bir proteini kodlamaktadır. Amplikon 
boyutu 111 nükleotittir. CXCR3B gen 5’ CAACCACAAGCACCA-
AAGC 3’ ve 5’ TCTTCTGCGTGATCCCATC 3’ primerler kullanıldı. 
CXCL9 geni için, ENST00000264888.5 kodlu transkript varyan-
tı kullanıldı. Varyantın boyu 2740 bp olup 125 amino asitlik 
bir proteini kodlamaktadır. Amplikon boyutu 73 nükleotittir. 
CXCL9 gen 5’ CCTTAAACAATTTGCCCCAAG 3’ ve 5’ TTGAACTC-
CATTCTTCAGTGTAGC 3’ primerler kullanıldı. GAPDH geni için, 
ENST00000229239.9 kodlu transkript varyantı kullanıldı. Var-
yantın boyu 1875 bp olup 335 amino asitlik bir proteini kod-
lamaktadır. Amplikon boyutu 66 nükleotittir. GAPDH için 5’ 
AGCCACATCGCTCAGACAC 3’ ve 5’ GCCCAATACGACCAAATCC 
3’ primerleri kullanıldı. 

Akım Sitometri Cihazında Hücre Yüzey Analizi
Sağlıklı kontrollerden ve hastalardan elde edilen MNH, CD34+ 
ve CD34- hücre gruplarının yüzeylerinde CXCR3 reseptörünün 
durumu incelendi. İşlem için her bir tüpte 50 000 - 100 000 hüc-
re kullanıldı.

CD34+ ve CD34+Lin- Hücrelere GM-CSF Uygulaması
Literatürde GM-CSF’in (Granülosit-Makrofaj Koloni Stimulasyon 
Faktörü) sağlıklı CD34+ hücrelerde CXCR3 gen ifadesini arttırdığı 
bilinmektedir (26). MPN hastalarında elde edilen CD34+ ve CD34+-

Lin- hücreler 2 gün boyunca GM-CSF ile muamele edilmiştir. Uy-
gulanan GM-CSF konsantrasyonu 10 ng/ml’dir. Besi yeri olarak 
IMDM-%20 FBS kullanılmıştır. 6-kuyulu tabağın her bir kuyusuna 
3 mL besiyeri içinde 100 000-150 000 hücre eklenecek şekilde uy-
gulandı. 2 gün sonunda toplanan hücrelerden sırasıyla RNA izolas-
yonu, cDNA sentezi ve kantitatif PZR işlemleri uygulandı. Bu işlem 
ayrıca hasta MNC ve kordon kanı hücreleri için uygulandı.

Ekspresyon analizi amacıyla uygulanan qPCR’de her bir örnek 
için triplike çalışma gerçekleştirildi. PZR verimi 2 olarak belirlendi.

Ekspresyon Verilerinin İstatiksel Analizi
CXCR3A, CXCR3B ve CXCL9 gen ekspresyon düzeyleri GAPDH 
referans geni kullanılarak araştırıldı. 2-ΔΔCt= 2-(CtHasta–CtReferans)-(CtSağ-

lıklı-CtReferans) yöntemi ile hesaplandı (27). Grafikleri oluşturma ve 
istatiksel analizler için GraphPad Prism 5.0 yazılımı kullanıldı. 
Sağlıklı ve hasta örneklerin karşılaştırmalı mRNA düzeylerini in-
celemek için Mann-Whitney U testi uydulandı. Mann-Whitney 
U testi, aynı popülasyondan gelen iki örneği karşılaştırmak için 
kullanılan ve iki örneğin eşit olup olmadığını test etmek için 
kullanılan, parametrik olmayan bir testtir.

BULGULAR

İki Aşamalı Allel Spesifik PZR Sonuçları
Tüm hastalarda mononukleer hücre (MNH) DNA ‘larından JAK-
2V617F mutasyon durumunu tespit etmek amacıyla allel spesifik 
nested PZR yapıldı. Çalışmada kullanılan MPN hasta örneklerin-
den 17 hastanın JAK2V617F heterozygot allel taşıdığı, 15 hasta-
nın  ise JAK2 yabanil tip allel  taşıdığı tespit edilmiştir (Tablo 1).

Gen İfadesi Sonuçları
Yapılan gen ifadesi çalışmaları öncelikle hasta ve kontrol top-
lam mononükleer hücrelerinde gerçekleştirilmiştir. Literatürde 
belirtildiği üzere CXCR3’ün toplam MNH ve lenfosit ekspres-
yonları arasında rölatif bir fark olmadığından (28) lenfosit izo-
lasyonu yapılmayıp ifade toplam MNH’de tespit edilmiştir.

Yapılan gen ifadesi analizlerinde mononükleer hücrelerden 
elde edilen RNA’lar kullanılarak CXCR3B geni için: 27 hasta, 10 
kontrol (Şekil 1a); CXCR3A geni için: 27 hasta, 10 kontrol (Şekil 
1b) ve CXCL9 geni için ise 26 hasta 9 kontrol (Şekil 1c) kullanıla-
rak mononükleer hücre RNA’larında gerçekleştirilmiştir. Sonuç-
lar p değerleriyle birlikte gösterilmiştir.

Ardından kanser kök hücrelerinde CXCR3 ve CXCL9 gen ifadesi ça-
lışmaları gerçekleştirilmiştir. Toplam 4 hastadan elde edilen CD34+ 
ve CD34+/Lin- gruplarına ait hücreler kullanışlmıştır. Bu hücre grup-
larında CXCL9 ve CXCR3 anlatım seviyesi tespit edilememiştir.

Hücre Yüzey CXCR3 Reseptör Anlatımı
CXCR3 reseptörünün hücre yüzeyindeki durumu akım ölçer ci-
hazıyla elde edilen verilerin analizi ile tespit edilmiştir.
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Tablo 1. Çalışmaya katılan hastaların yaş, aldıkları tedavi ve JAK2V617F durumu

Hasta Numarası Hasta Yaşı Tanı Yaşı Mutasyon Durumu Aldığı Tedavi

H8 62 50 JAK2V617F Heterozigot allel F

H11 27 - JAK2V617F Heterozigot allel F-H-R-A-İ

H9 29 - JAK2 Yabani Tip F

H12 66 59 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-Ü

H15 36 27 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-Ü

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-Ü

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-Ü

H29 32 - JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-Ü

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-Ü-H

H39 39 - JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A

H43 59 45 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-Ü

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-Ü

H22 65 54 JAK2 Yabani Tip F-A-H-Ü

H26 55 45 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-T-Ü-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 Kullanılan Kısaltmalar: F: Flebetomi, H: Hidroksiüre, T: Tromboredüktin, Ü: Ürikoliz, A: Asetilsalisilik Asit, R: Ruxolitinib, L: Larcadip, At: 
Ator, S: Saneloc, C: Coraspin, Ko: Kordexa, Cl: Clexane 87



Örneklem olarak, 22 ve 24 numaralı hasta MNH hücreleri için 
elde edilen sonuçlar Şekil 2’te gösterilmiştir. Öncelikle ana hüc-
re popülasyonunun bulunduğu canlı hücre grubunun bulun-
duğu bölge seçilmiştir. Ardından propidium iodür (PI) ile boyan-
mamış olan canlı hücrelerin popülasyonunu oluşturan bölge 
seçilerek bu hücrelerin CXCR3 antikoruyla ifade göre CXCR3 
reseptör pozitif/negatif oranları elde edilmiştir. Şekil 2.A’da ör-
nek olarak gösterilmiş H22 CXCR3 reseptörü için %39,71; H24 
ise %18,12 oranlarında pozitif ifade tespit edilmiştir.

Toplamda 8 hasta ve 10 sağlıklı kontrol kullanılarak akımölçer 
analizleri tamamlanıştır. Verilerin istatistiksel analizi Şekil 2-B’da 
gösterilmiştir.

CD34+ ve CD34+Lin- Hücrelere GM-CSF Uygulaması Sonuç-
ları
Amaç CD34+ hücrelerde normal şartlarda var olmayan CXCR3 
gen ifadesinin MPN hastalarında GM-CSF uygulaması ile artıp 
artmadığını incelemektir. Perifer kandan elde edilen MNH’ler-
den CD34+ ve CD34+Lin- hücre popülasyonları GM-CSF ile mua-

mele edildikten sonra RNA izolasyonları ve kantitatif PZR işlemi 
gerçekleştirildi. Bu deneyler 4 hastada ve sağlıklı kontrol olarak 
kordon kanı kullanılarak gerçekleştirildi. Yapılan çalışmalarda 
CD34+ ve CD34+Lin- kök hücre popülasyonlarında CXCR3 anlatı-
mı tespit edilememiştir. GM-CSF uygulamasının da bu anlatımı 
istatistiksel olarak değiştirmediği görülmüştür.

Tüm bu çalışmalara ek olarak kullanılmış olan hücre izolasyon 
ve dondurma tekniklerinin bir artefaktı sonucu CXCR3 gen an-
latımında bir farklılık olabileceği test edilmiştir. Bu çalışma için 
yeni izole edilmiş ve dondurulmuş hücrelerle yapılan deney so-
nuçları karşılaştırılmış ve taze veya dondurulmuş hücrelerden 
elde edilen CXCR3 ve CXCL9 gen anlatım sonuçları arasında is-
tatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilmemiştir.

TARTIŞMA 

Kemokinler, lenfosit yüzeylerinde bulunan spesifik reseptörler 
aracılığıyla sinyallerini iletirler (29). MPN hastalarında, sağlıklı 
bireylere kıyasla, çeşitli sitokin ve kemokinlerin plazma seviyel-
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Şekil 2. CXCR3 ‘ün mononükleer hücre yüzey değerlendirmesi
Akım Ölçer analizinde kullanılan kapılama özellikleri ve örnek olarak sunulmuş Hasta 22 ve 24 analiz sonuçları (a); hasta ve kontrol sütunları için “ortalama ± standart 
sapma” değerleri sırasıyla 19.33 ± 5.39’ dir. Toplam hasta sayısı=8 ve 36.78 ± 3.35 toplam sağlıklı kontrol sayısı=10 ‘dur. p=0,01’dir (b)

a b

Şekil 1. CXCR3A, CXCR3B ve CXCR9 gen ifadeleri
CXCR3B: Hasta ve kontrol sütunları için “ortalama ± standart sapma” değerleri sırasıyla 8.366 ± 0.5493 n=27 ve 9.06 ± 0.88 ‘dir. Toplam Örnek Sayısı (n)=27 hasta, n= 
10 kontrol ‘dur. p=0,51’dir (a); CXCR3A: 7.02 ± 0.44 n=10 ve “5.08 ± 0.71 n=27 hasta, n=10 kontrol , p=0,03’tür (b); CXCR9: 10.42 ± 0.53 n=26 ve 10.46 ± 0.37. n=26 
hasta, n= 9 kontrol , p=0,96’dır (c)

a b c



erinde yükselme saptanmıştır. Bu bulgu, inflamatuar bir sürecin 
MPN’nin fizyopatolojisine dahil olabileceğini, kemokinlerin rol 
oynayabileceğini ve hatta hematopoietik nişi etkileyebileceği-
ni göstermektedir. Çalışmamızda, hasta ve sağlıklı kontrol 
örneklerinden elde edilen periferal kan mononükleer hücrele-
rde (PBMC) CXCR3A gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı 
bir artış tespit edilmiştir (p=0,03). Bunun  yanında CXCR3B izo-
formu ve CXCL9 için gen ifadelerinde hasta ve sağlıklılar arasın-
da anlamlı bir farkın mevcut olmadığı sonucu elde edilmiştir (p 
değerleri sırasıyla 0,96 ve 0,51).

Mevcut literatüre göre, CXCR3A hücre proliferasyonundan ve 
kemotaksiden sorumluyken CXCR3B’nin büyümeyi inhibe ettiği 
gösterilmiştir (30-32). Tümör oluşumunda, PBMC’nin prolifera-
syonu ve migrasyonu engellendiğinde bu hücrelerin istenmey-
en ölümü meydana gelmiştir. Bu senaryo, tümör hücrelerinde 
metastaz için proliferasyon ve migrasyonun bu hücrelerin fi-
zyolojik ölüm sinyallerinden kaçışı ile desteklendiği görüşünü 
tersine çevrilmiştir. Bu ortamı tümör büyümesi lehine korumak 
için, CXCR3A ve CXCR3B’nin ifadesi PBMC ve tümör hücrel-
erinde farklı şekillerde düzenlenmektedir (33).

CXCR3A ekspresyonunun hastalarda artması ve CXCR3B ek-
spresyonunun değişmemesi MPN’de kemokin aracılı göç sin-
yalinin hatalı olmasına, MPN-PBMC’nin aşırı derecede artmış 
kemotaksisine neden olabilir. CXCR3A varyantının, tümör 
bölgesine sitotoksik T hücresi/Doğal öldürücü hücreler (NK)/
Doğal öldürücü T hücrelerinin daha fazla migrasyonunu sağla-
mak için kemokinleri ile daha fazla etkileşerek uyarılmak üzere 
gen ifade artışı gösterdiği kanıtlanmıştır (34).

CXCR3 gen ifade profilindeki değişiklikler, kanser gelişiminin 
başlangıç aşamaları veya metastatik hastalığa ilerlemesi ile 
ilişkili olabilir. CXCR3A, prostat, yumurtalık, meme ve böbrek 
kanserinde tümör ilerlemesiyle ilişkilendirilmiştir (35-37). Ayrı-
ca, CXCL9, CXCL10 ve CXCL11’in, seçici olarak CXCR3A’yı ek-
sprese eden insan mast hücre hattı üzerinde proliferasyonu 
uyardığı gösterilmiştir (38, 39).

MPN’de inflamasyon sıklıkla görülen bir komplikasyondur. 
Kemokinlerin ve reseptörlerinin tümör mikroçevresindeki habis 
transformasyondaki rolü hala tartışmalıdır. Kronik inflamasyon, 
proliferasyona uğrayan hücrelerde, neoplastik transformasyo-
na yol açan DNA hasarına neden olur (40-42). İnflamasyon, 
kanserde CXCR3’ün artmış ekspresyonuna; promotör deme-
tilasyonunu veya intron CpG bölgelerinin demetilasyonunu 
uyararak neden olabilir (43-45). Bu kalıcı inflamasyonun ve 
CXCL10’un sürekli salgılanmasının, yapısal CXCR3A-kemokin 
(CXCL10) sinyallemesi yoluyla malign neoplastik transfor-
masyonu destekleyen epitel hücrelerde CXCR3A ifadesini art-
tırabileceği gösterilmiştir (46). Bu nedenle çalışmamızda CX-
CL9’dan sonra CXCL10’un da MPN’deki durumunu araştırmak 
yeni kapılar açabilir.

MPN’de dikkat çeken önemli semptomlardan bir diğeri ken-
dini ciltte gösterir. Özellikle sıcak bir duşun ardından olmak 
üzere hastalarda rahatsız edici düzeyde bir kaşıntı semptomu 

görülmektedir. IL-29’un CXCR3A taşıyan immün hücrelerin sedef 
hastalıklı deriye gitmesine katkıda bulunduğu kanıtlanmıştır. IL-
29, insan cildindeki hedef hücreler olan keratinositlerde ve mel-
anositlerde CXCR3A’nın ligandları CXCL9, CXCL10 ve CXCL11’in 
ekspresyonunu uyarmaktadır. CXCL9 uyarımı oldukça zayıfken, 
CXCL10 indüksiyonu biraz daha kuvvetlidir, IL-29 ile muamele 
edilmiş keratinositlerde CXCL11’in ekspresyon artışı en kuvvetli 
şekilde gözlenmiştir. Fare derisine enjekte edildiğinde, IL-29’un 
mürin karşılığı, T-hücrelerinin lokal infıltrasyonuna, T-hücresinin 
sitokin ekspresyonuna ve indüklenen iltihaplanma sonucunda 
deri kalınlaşmasına neden olmuştur. Sedef hastalıklı ciltte CX-
CR3A ligand ekspresyonu, CXCL11 kan plazma düzeylerinde 
anlamlı artış ile ve artmış CXCL10 seviyeleri ile ilişkiliyken, IL-29 
ile en düşük uyarımlı ligandın (CXCL9) kan konsantrasyonları 
değiştirilmemiştir. Bu nedenle CXCL11’in kandaki seviyesi, IL-29 
ve IFN-γ’nın lokal aktivitesi için bir biyobelirteç olabilir (47). CX-
CL9’un çalışmamızda da değişmediği sonucuyla paralel olmasıy-
la beraber, bu bilgiler birlikte düşünüldüğünde, çalışmamızda 
CXCR3A ekspresyonunun hastalarda sağlıklı bireylere göre 
artmış olması ve CXCL9 ekspresyonunun değişmemiş olması 
CXCL11 ve CXCL10 ligandlarının ilişkili olabileceğine ve araştırıl-
maları gerektiğine işaret etmektedir.

MPN’de diğer bir semptom hepatomegalidir. Hepatomegali 
ile hepatik fibroz arasındaki ilişki önceki çalışmalarda kanıt-
lanmıştır (48). CXCR3; fibroblastlar, epitel ve endotel hücrel-
er, düz kas hücreleri, aktive olmuş T lenfositleri ve dendritik 
hücreler üzerinde ifade edilir. Bu hücreler ya CXCR3A’yı ya 
varyantı olan CXCR3B’yi ya da her ikisinin dengeli bir kom-
binasyonunu ifade eder (49). CXCL4-CXCR3 yolağının uyarıl-
ması, karaciğer fibrogenezine katkıda bulunan kemokinler-
in de kaynağı olan karaciğer hücrelerinin proliferasyonunu 
ve aktivasyonunu artırır (50). CXCL4 shRNA’sının, karaciğer 
hücrelerinde fibroz ile ilişkili proteinlerin (CXCR3, EGFR, JAK2, 
STAT3 ve Collagen IV) ekspresyonunu anlamlı ölçüde azalttığı 
bulunmuştur (51). Bu durum, hastalarda CXCR3A ekspresyon 
artışının MPN hastalarında hepatomegaliye katkı sağlıyor ola-
bileceğini göstermektedir.

Hücre yüzey reseptör ekspresyonu sonuçlarımız CXCR3A ve CX-
CR3B mRNA seviyesindeki ekspresyon sonucumuzun tam tersi 
çıkmıştır. Yani CXCR3A mRNA seviyesini hastalarda artmış du-
rumuda tespit edilmiş ancak CXCR3 hücre yüzey reseptörünün 
hastalarda azalmış durumda olduğu sonucu elde edilmiştir. 
mRNA sonuç olarak proteine çevrildiği için, genellikle mRNA ve 
protein seviyeleri arasında bir tür korelasyon olduğu varsayılır. 
Ancak, genellikle mRNA düzeyi ve protein seviyesi arasında 
tespit edilen zayıf korelasyonların nedenleri vardır ve bunlar 
karşılıklı olarak uyumlu olmayabilir. İlk olarak, henüz yeter-
ince tanımlanamamış olan ve mRNA’yı proteine çevirmeyle 
ilişkili çok sayıda, karmaşık ve çeşitli post-transkripsiyonel me-
kanizmalar vardır. Ayrıca proteinler in vivo yarı ömürlerinde 
büyük ölçüde farklılık gösterebilirler. Son olarak hem protein 
hem de mRNA deneylerinde teknik olarak net bir sonuç elde 
etme yeteneğimizi sınırlandıran önemli miktarda hatalar ve 
arka plan parazitleri mevcutttur (52, 53).
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Çalışmamızda, CXCR3 mRNA ve protein düzeylerinde ifade se-
viyelerinin ters çıkmasının daha olası bir sebebi reseptör inter-
nalizasyonudur.  GPCR’nin internalizasyonu ve geri dönüşüm 
mekanizmaları hakkında elde edilen bilgiler son zamanlarda 
artmıştır. İnternalizasyon bir kez gerçekleştiğinde, bir GPCR için 
iki durumdan biri mümkündür; ligandın ayrılması ve fonksiy-
onel reseptörün plazma membranına geri dönüşü veya bozu-
nması gerçekleşebilir. Bir transfeksiyon sistemiyle CXCR3’ün 
CXCL11 ile indüklenmiş internalizasyonunun meydana geldiği 
bulunmuştur (54). PBMC’ler ile yapılan bir çalışmada CXCL11’in 
taze izole edilmiş hücreler üzerindeki etkinliğinin CXCL9 ve 
CXCL10’a göre daha yüksek olduğu belirgin bir şekilde tespit 
edilmiştir. Yani, CXCL11 CXCR3’ün internalizasyonunu önem-
li bir şekilde uyarmıştır (55). Bu durum, çalışma sonuçlarımı-
za göre, CXCL11 ekspresyonunun MPN’de artmış olabileceği 
şüphesini doğurmaktadır.

CXCR3B ifadesinin azalması tümör ilişkili-anjiyogenezde azal-
mayla ve tümöre bağımlı immünite ile ilişkilidir. CXCR3B, an-
ti-migrasyon ve anti-anjiyogenez durumlarını sağladığı için her 
iki izoformu değil de CXCR3A’nın biyobelirteç olarak hedeflen-
mesinin tercih edilebileceği ifade edilmiştir (56).

Bu çalışma MPN hastalığında CXCR3A/CXCR3B dengesi-
nin bozulmuş olduğunu gösteren ilk çalışmadır. Çalışma, bu 
reseptörlere özgün olarak bağlanan kemokinlerden CXCL10 ve 
CXCL11’in de MPN progresyonunda etkili olabileceğine işaret 
etmektedir.

Sonuç olarak, MPN’de de CXCR3A/CXCR3B dengesi, inflamas-
yon ve kanser progresyonu ile ilişkili olabilir. MPN’de artmış 
CXCR3A ekspresyonunun ve CXCR3B ekspresyon durumunun 
altında yatan mekanizma ile kanser gelişimi ve progresyonun-
daki rollerini anlamak için ilave çalışmalar gerekmektedir.
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