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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili (kagit) ve
elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine
verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar disindaki tiim fikri milkiyet haklanm bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliimiiniin gelecekteki calismalarda {makale, kitap, lisans ve patent vb.)
kullamm haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarimin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi
oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak
kullaniimasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekdgretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi
ve Erisime Actlmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez
Merkezi / H.U. Kitiiphaneleri Agik Erigim Sisteminde erigime agilir.

o Enstitl / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. (1

§¢ Enstitii / Fakillte ydnetim kurulunun gerekgeli karar ile tezimin erisime agilmasi mezuriiyet
tarihimden itibaren 6 ay ertelenmigtir.1

o Tezimleilgili gizlilik karar verilmisti

TULAY KARAAGAC AKYOL

1« isansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yopimasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez damsmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun gérisii lizerine enstitii veya fakiilte
ybnetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2} Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi
yéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimas: durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkami olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez damismanimin dnerisi ve enstitii anabilim
dahinin uygun gériisii iizerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ay asmamak izere
tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal gikarlan veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saghk vb.
konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii cercevesinde hazirlanan lisansiisti tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili
kurum ve kurulusun Gnerisi ile enstitii veya fokiiltenin uygun gériisii iizerine {iniversite yénetim kurulu tarafindan
verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekdgretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karan verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmas halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii iizerine enstitii veya
fakiilte yénetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢alismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gercevesinde elde ettigimi,
gérsel, isitsel ve yazih tim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Duygu UCKAN CETINKAYA
danismanliginda tarafimdan iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiist Tez Yazim Y6nergesine gére yazildigini beyan ederim.
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Dr. Tiilay KARAAGAG AKYOL
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TESEKKUR

Doktora egitimim sirasinda beni tez 6grencisi olarak kabul eden, bilimsel ve
mesleki ufkumu genisleten, yurtdisi egitimi de almami saglayan, adeta bir kék hiicre
gibi diferansiye olmama neden olan, sadece bilimsel anlamda degil, sosyal
yasamimda da destegini esirgemeyen Kok Hicre Merkez midiri ve tez danismanim
Prof. Dr. Duygu UCKAN CETINKAYA'ya en icten minnettarhigimi bildiririm.

Egitimim slresince bana her tlrli destegi ve motivasyonu sunan, bir kdk
hiicrenin yuvasi olan ‘nis’ ortamini bana sunan Kan Merkezi ve Aferez Unitesi
direktérii sevgili hocam Prof. Dr. Osman ilhami OZCEBE’ye tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismamin metabolomiks analizlerinde yardimlari i¢cin Prof. Dr. Emirhan
NEMUTLU hocama, Kok hiicre kultiri laboratuvar galismalarimin baslangicinda
pratik egitimime katki veren Yard. Dog. Dr. Fatima Aerts Kaya’'ya tesekkiir ederim. Tez
¢alismamin her asamasinda bana yardimci olan sevgili arkadaslarim Dr. Emine Kilig,
Gulsena Tosyali, Sema Aygar ve Bihter Muratoglu’na tesekkir ederim.

Sagladiklari kan urinleri, doktora egitimim sliresince gosterdikleri anlayis ve
destek icin Kan Merkezi ailesine ve agabeyim Prof. Dr. Salih Aksu’ya da tesekkiri bir
borg bilirim.

Beni ben vyapan, desteklerini ve sevgilerini hayatimin hicbir evresinde
esirgemeyen anne, baba, ablama ve ailemize sonsuz tesekkirlerimi sunarim.

Sevgili esim ve ¢ocuklarim... Bu tez sizlere ragmen olustu ama varliginizla
zenginlesti. iyi ki varsiniz. Hep olun...

Bu tez ¢calismalari Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon
Birimi tarafindan 014 D07 940 001 -593 ve THD-2018-17187 numaral projelerle

desteklenmistir.
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OZET

Karaaga¢ Akyol, T., Mezenkimal Kok Hiicre Uretiminde In Vitro Temelli
Metabolomik Ve Analizler, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Kok
Hiicre Programi Doktora Tezi, Ankara, 2020. Calismamizda MKH’ler FBS, PL, PPP ve
KiP varliginda ve ayrica LPS varliginda inflamatuvar ortama maruz birakilarak farkl
eklentilerin etkisi arastirilmistir. Eklentilerinin MKH proliferasyonu, farkllasma
ozelliklerine etkileri, hiicrelerin ve kiltlir ortaminin metabolomik profili calisiimistir.
Analizler sonucunda 479 metabolit anlamli degismis, intraselliler 242 metabolit
tanimlanmistir. Besiyerleri ve hicre kiltlrleri stipernatanlarinda 605 ekstraselliler
metabolit saptanmis, bunlarin 116’si tanimlanmistir. PL iceren ortamda MKH’lerin
daha ¢ok glikolitik metabolizmaya yoneldigi, glutamin tiketiminin ylksek olup
hicrelerin glutaminolizise yoneldigi ve inflamasyon durumunda bu yolaklarin roli
olabilecegi, MKH’lerin PL ortaminda daha immuinsupresif, antiinflamatuvar ve
senesensi Onleyici Ozellige sahip olabilecegi dustnilmustir. FBS iceren besiyeri
ortaminda genel olarak amino asit seviyeleri diger eklentilere gore daha yuksek
bulunmus, metionin, treonin ve alaninin FBS ortaminda, glutamik asit ve aspartik
asitin ise PL ortaminda daha fazla tlketildigi saptanmistir. Hiicrelerin immiunolojik
ozelliklerini belirlemede 6nemi gosterilmis olan LysoPC PL'ta, LysoPE FBS’de daha
yliksek bulunmus, bu eklentilerle c¢ogaltilan hiicrelerin imminmodulatuvar
ozelliklerinin farkh olabilecegi duslnilmistir. LPS uyarimi sonucu elde edilen

bulgular da bunu desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicre, plateletten zengin plazma, platelet

lizat, metabolomik, inflamasyon.

Bu tez ¢alismalari Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi
tarafindan 014 D07 940 001 -593 ve THD-2018-17187 numarali projelerle

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Karaagag Akyol, T. Metabolomic And Analyzes In In-Vitro Based On The Production
Of Mesenchimal Stem Cells, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Stem Cells Program Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2020. In our
study, the effects of different additions MSC’s exposed to FBS, PL, PPP and BMP and
also inflammatory environment in the presence of LPS were investigated. These
serum additions’s effects on MSC proliferation, differentiation characteristics and
metabolomic profile of cells and culture medium were studied. As a result of analysis,
479 metabolites changed significantly and 242 metabolites were identified
intracellularly. 605 extracellular metabolites were detected in culture supplements,
culture media and cell culture supernatants and 116 of them have been identified.
MSCs in PL-containing media are mostly directed to glycolytic metabolism, glutamine
consumption is high and cells are directed to glutaminolysis and this is thought that
these pathways may have a role in the case of inflammation and MSCs may have
more immunosuppressive, antiinflammatory and senescence inhibitory properties in
PL. In general FBS-containing medium’s amino acid levels were higher than other
additions and it has been determined that methionine, threonine and alanine are
consumed more in FBS medium, glutamic acid and aspartic acid are consumed more
in the PL medium. LysoPC, which has been shown to be important in determining the
immunological properties of cells was higher in PL, LysoPE was higher in FBS and it
was thought that the immunomodulatory properties of the cells grown with these
additives may be different. Findings obtained as a result of LPS stimulation supported

this, too.

Key words: Mesenchymal Stem Cell, fetal bovine serum, platelet lysate,

metabolomic, inflammation.

These thesis studies were supported by the projects of 014 D07 940 001 -593 and THD-

2018-17187 by Hacettepe University Scientific Research Coordination Unit.
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inflamatuvar uyarim altindaki MKH’lerin osteojenik farklilasmasinin Alizarin Red boyasi ile
gosterilmesi. Tim serum eklentileri (FBS, PL, KiP ve PPP) varliginda osteojenik uyarim
sonucu en iyi osteojenik farklilasma PL varliginda gézlenmistir.

Besiyerine PL eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik farklilasmalari uyarilan
MKH’lerin kontrol grubuna (FBS eklentisi ile gcogaltilan MKH’lere) gore degisen adipojenik
(solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi.

Besiyerine KiP eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik farklilasmalari uyarilan
MKH’lerin kontrol grubuna (FBS eklentisi ile ¢cogaltilan MKH’lere) gore degisen adipojenik
(solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi.

Kiltir medyumuna PPP eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik farklilasmalari
uyarilan MKH’lerin kontrol grubuna (FBS eklentisi ile ¢cogaltilan MKH’lere) gore degisen
adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi.

Kiltir medyumuna PPP eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik farklilasmalari
uyarilan MKH’lerin kontrol grubuna (PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lere) gére degisen
adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi.

FBS, PL, KiP, PPP eklentisi ile cogaltilan ve farklilasma uyarilan MKH’lerin adipojenik (solda)
ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi.

Besiyerine FBS eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik farklilasma uyarilan
MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda)
farkhlasma genlerinin RT-PCR analizi.

Besiyerine PL eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik farklilasma uyarilan
MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda)
farkhlasma genlerinin RT-PCR analizi.

Besiyerine KiP eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik farklilasma uyarilan
MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda)
farkhlasma genlerinin RT-PCR analizi.

Besiyerine PPP eklentisi ile cogaltilan ve farkhlasma uyarilan MKH’lerin inflamasyon
varliginda degisen farklilasma genlerinin RT-PCR analizi.

inflamatuvar uyarim varliginda FBS, PL, KiP, PPP eklentisi ile cogaltilan ve farklilasma
uyarilan MKH’lerin farklilasma genlerinin RT-PCR analizinin toplu degerlendirilmesi.

Farkh serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar uyarim
varligi/yoklugunda cogaltilan MKH’lerin bitinlesik metabolomiks (GC-MS ve LC-gTOF-MS)
verilerine ait PCA skor grafigi.

Farkh serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar uyarim
varligi/yoklugunda ¢ogaltilan MKH’lerin bitinlesik metabolomiks (GC-MS ve LC-gTOF-MS)
verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.955 ve Q2:0.700).

Farkh serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar uyarim yoklugunda
cogaltilan MKH’lere ait metabolomiks verilerine ait cok degiskenli veri analizinde farkhlik
gosteren metabolitlere ait PLS-DA skor grafigi (R2: 0.576 ve Q2:0.863) ve VIP Grafigi.

Farkh serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar uyarim varliginda
cogaltilan MKH’lere ait metabolomiks verilerine ait cok degiskenli veri analizinde farkhlik
gosteren metabolitlere ait PLS-DA skor grafigi (R2: 0.652 ve Q2:0.968) ve VIP Grafigi.

Ekstraselliiler metabolitlerin PCA grafigi.

Ekstrasellller metabolitlerin PLS-DA grafigi. (R2: 0,954 Q2:0,903).
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inflamatuvar uyarim yoklugunda c¢ogaltilan MKH’lere ait ekstraselliiler metabolitlerin PCA
grafigi. 124
inflamatuvar uyarim yoklugunda cogaltilan MKH’lere ait ekstraselliiler metabolitlerin
PLS-DA skor grafigi (R2: 1.000 ve Q2:0.971) ve VIP grafigi. 124
inflamatuvar uyarim varliginda ¢ogaltilan MKH’lere ait ekstraselliiler metabolitlerin PCA
grafigi. 125
inflamatuvar uyarim varliginda ¢ogaltilan MKH’lere ait ekstraselliiler metabolitlerin
PLS-DA skor grafigi (R2: 1.000 ve Q2:0.983) ve VIP grafigi. 125
PL ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait metabolomiks verilerine ait cok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.581 ve Q2:0.971). iki grup birbirinden ayri
goriinim vermektedir. 153
PL ve FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi. 153
PL ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon analizi. 154
FBS-PL eklentileri ile cogaltilan MKH’lerin intraselliler metabolomiks yolak analizi (renkler
p degerini (kirmizi: p<0,05), halkalarin biytklGga: yolagin impaktini, yani metabolitin
etkiledigi yolak sayisini ifade eder). 156
FBS-PL eklentileri ile cogaltilan MKH’lerde istatistiksel olarak 6nemli degisen intraselltler
metabolitlerin yer aldiklari yolaklar. 157
KiP ve FBS varliginda altinda cogaltilan MKH’lere ait metabolomiks verilerine ait ¢cok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.538 ve Q2:0.976). iki grup birbirinden ayri
goriinim vermektedir. 158
KiP ve FBS varliginda cogaltilan MKH’lerin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi. 159
KiP ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon analizi. 160
FBS-KiP eklentileri ile cogaltilan MKH’lerin intraselliiler metabolomiks yolak analizi. 162
FBS-KiP eklentileri ile cogaltilan MKH’lerde istatistiksel olarak dnemli degisen intraselliler
metabolitlerin yer aldiklari yolaklar. 163
PPP ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH'lere ait metabolomiks verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.576 ve Q2:0.983). iki grup birbirinden ayri
goriinim vermektedir. 165
PPP ve FBS varliginda cogaltilan MKH’lerin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi. 165
PPP ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH'lere ait VIP grafigi, regresyon analizi. 166
FBS-PPP eklentileri ile gcogaltilan MKH’lerin intraselliler metabolomiks yolak analizi. 168
FBS-PPP eklentileri ile gogaltilan MKH’lerde istatistiksel olarak 6nemli degisen intraselliler
metabolitlerin yer aldiklari yolaklar. 169
inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin metabolomiks

verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.628 ve Q2:0.956).
iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir. 171

inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi iceren besiyerinde ¢ogaltilan MKH’lerin veri
analizinde farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi. 171
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inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi iceren besiyerinde cogaltilan MKH’lere ait VIP
grafigi, regresyon analizi. 172
Standart kaltlr kosullari olan FBS eklentisi ile gogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda
degisen intraselliler metabolitlerinin yolak analizi. 173
Standart kdltlr kosullari olan FBS eklentisi ile gogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda
degisen intraselliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 174
inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin metabolomiks

verilerine ait ¢cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.604 ve Q2:0.929).

iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir. 175
inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin veri analizinde
farkhlasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi. 176
inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi,

regresyon analizi. 177
Besiyerine PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen intraselliler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 179
Besiyerine PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen intraselliler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 180
inflamatuvar uyarim varliginda KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin metabolomiks

verilerine ait cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.594 ve Q2:0.961).

iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir. 181

inflamatuvar uyarim varliginda KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin veri analizinde
farkhlasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi. 182
inflamatuvar uyarim varliginda KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi,

regresyon analizi. 183
Kiltir medyumuna KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen
intraselltler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 185
Besiyerine KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen intraselliiler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 186
inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin metabolomiks

verilerine ait ¢cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,627 ve Q2:0,920).

iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir. 187
inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin veri analizinde
farkhlasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi. 188
inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi,

regresyon analizi. 189
PPP eklentisi ile cogaltilan MKH'lerin inflamasyon varliginda degisen intraselliler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 190
PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen intraselliler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 191
PL - PPP varhiginda ¢ogaltilan MKH’lerin metabolomiks verilerine ait cok degiskenli veri

analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,635 ve Q2:0,987). 193
PL-PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin veri analizinde farklilasmaya neden olan

metabolitlere ait VIP grafigi. 193
PL-PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon analizi. 194
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Besiyerine PL veya PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen intraselliler

metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar. 195
Besiyerine PL ve PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen intrasellliler metabolitlerinin

yer aldiklari yolaklar. 196
PL ve KiP varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin metabolomiks verilerine ait cok degiskenli veri

analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,648 ve Q2:0,99). 197
PL ve KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi. 198
PL ve KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon analizi. 199
Besiyerine PL ve KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen intraselliiler metabolitlerinin

yer aldiklari yolaklar. 200
Besiyerine PL ve KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen intraselliiler metabolitlerinin

yer aldiklari yolaklar. 201
KiP ve PPP varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin metabolomiks verilerine ait cok degiskenli veri

analizi, PLS-DA skor grafigi (R2:0.996 ve Q2:0.818). iki grup birbirinden ayri gériinim

vermektedir. 202
KiP ve PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi. 203
KiP ve PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon analizi. 204
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1 GIRIiS

Rejeneratif tipta mezenkimal kék hiicre (MKH)lerin hasar onariminda ve
immuinmodulasyonda 6nemli rolleri vardir ve klinik kullanima olan ilgi giderek
artmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler stromal kékenli hiicreler oldugundan sayilari
azdir, bu ytzden in vitro olarak kultiirde cogaltilip kullanilirlar (1). Ginimiizde MKH
Uretiminde kdltir ortaminda temel besi kaynagi olarak gerekli olan amino asit,
vitamin, glikoz, inorganik tuzlar yaninda blylime faktoérleri kaynagi olarak fetal sigir
serumu (Fetal bovine serum, FBS) kullanilmaktadir (2). Klinik amacl kullanilacak
hicrelerin gelistirilmesi icin kullanilacak olan FBS sadece virlsler, prionlara bagl
hastaliklar ve zoonotik kontaminasyonlar gibi istenmeyen ksenojenik patojenlerin
kaynagi degil, ayni zamanda immun aracili reaksiyonlara, hatta anafilaktik soka sebep
olabilecek antijenleri ve imminoglobulinleri de icerebilmektedir (3). Bu sebeple,
hayvansal Urin icermeyen serum eklentileri veya benzerlerini iceren kiltlr
besiyerlerinin klinik uygulamalar amacgh kullanimina yonelik ilgi her gegen gin
artmaktadir.

insanlar icin kullanimda tiim bu sorunlarin dniine gecebilmek icin insan
kaynakh alternatifler mevcuttur. Bunlar serum, plazma, platelet kokenli Grlinler,
gobek kordonu serumu ve plazmasidir (4). Mezenkimal kok hicre kiltlrinde
kullanilacak bu eklentilerin ayristirma yéntemleri, oranlari, tek baslarina/kombine
kullanim sekilleri standart degildir. Serum/plazma eklentilerinin MKH’lerin biyolojik
ve fonksiyonel o6zelliklerine etkisini arastiran c¢alismalar vardir, ancak arastirma
yontemlerindeki farkhliklar nedeniyle sonuglar degiskendir. Ayrica bu eklentilerin
MKH’lerin metabolik 6zelliklerine olan etkisi konusunda ¢ok kisith ¢alisma vardir.
Mitokondri ve graniil yoniinden ¢ok zengin olan plateletlerin (trombosit, kan pulcugu)
ortamin metabolik 6zelliklerini degistirmek yoluyla MKH’lerin biyolojik 6zelliklerine

ve metabolit profiline etkisi olacagi distinilerek bu tez planlanmistir.



Bunun i¢in calismamizda MKH Uretim ortaminda serum/plazma kaynagi
olarak FBS veya insan kaynakl serum faktorlerinden platelet lizat (PL)'Iin etkisi
karsilastirilmis elde edilen sonuclarin platelet iliskili oldugunun goésterilmesi icin
plateletten fakir plazma (platelet poor plazma-PPP), ayrica kemik iligi mikrogevresinin
etkilerinin arastirilmasi icin de kemik iligi plazmasi (KiP) varliginda incelemeler
yapilmistir. Bu serum eklentilerinin MKH proliferasyonu, farklilasma 6zellikleri
Uzerine etkileri arastirilmis, hicrelerin ve kiltlir ortaminin metabolomik profili
calisiimistir.  Ek olarak da MKH’lerin klinikte en sik kullanildigi durum olan
inflamatuvar hastaliklarda MKH uretiminde kullanilacak serum/plazma eklentilerinin
hicrelerin biyolojik ve metabolik 6zelliklerine etkisini arastirmak Utzere, MKH’ler
lipopolisakkarit (LPS) varliginda inflamatuvar ortama maruz birakilmis ve farkli
eklentilerin etkisi arastirilmistir. Plateletler pihtilasma faktorleri, blylime faktoérleri
(Platelet derived growth factor/PDGF, transforming growth factor beta-1/TGFpB1,
insulin like growth factor 1/IGF1, hepatocyte growth factor 1/HGF1, vascular
endothelial growth factor/VEGF, fibroblast growth factor-2/FGF2 ve interlokinler
(IL1, IL4, IL6, IL10, IL13) acisindan zengindirler. Bu faktorlerden PDGF (5, 6), VEGF ve
HGF‘Un (7-9) in vitro MKH Uretimini artirdigi gosterilmistir. Ayrica platelet lizat veya
plateletten zengin plazma kullaniminin FBS ile kiyaslandiginda MKH retimini ve/veya
fonksiyonlarini (farklilasma, immunsupresyon, anjiogenez, trofik etki vb) olumlu
etkiledigi de gosterilmistir (10). Diger taraftan, son yillarda rejeneratif veya
immuinmodulasyon amacl kullanilacak hicrelerin kullanim 6ncesi 6zel kaltur
kosullarinda uyarilmasi/kosullandirilmasi (preconditioning)’ nin 6nemi gosterilmistir.
IFN gamma (IFN-y) ile uyarildiktan sonra MKH’lerin antiinflamatuvar etkili olmasi
buna ornektir (11). Calismamizda farkh besiyerlerinde Uretilen MKH’lerin,
kosullandiriimis inflamatuvar ortam ile 6zel kiltiir kosullarinda birlestirilmesi ile de
karsilastirma yapilmistir.

Bir hiicrenin/organizmanin fenotipi ve fonksiyonu, bir arada olan ve etkilesen
genler, transkriptler, proteinler ve metabolitler ile tanimlanir. Ginimuzde yenilikgi
teknolojiler sayesinde genom, transkriptom, proteom ve metabolom detayli tarama

analizleri yapilabilmektedir. Metabolomik analizler; calismamizda yapmak istedigimiz



gibi farkli kultiir kosullarinin MKH'ler ve mikrogevrede olusan metabolik degisiklikleri
ayrintili analiz edecek, buyik bir potansiyele sahiptir (12). Giglu bir analiz teknigi
olarak kullanilan metabolomik, ‘omiks’ teknolojilerinin icinde en yenilerinden biri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger omik teknolojilerine gére en buylk GstlnlGga
yasayan organizmada ne oldugunu gosteren anlik fotografi yani fenotipi
yansitmasidir (13). Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve
fizyolojik sivilarda kiiciik molekillii metabolitlerin (molekiler agirligi <1000 Da)
tanimlamasi ve miktarinin belirlenmesidir. Bu tez ¢alismasinda MKH kultirlerinde
standart olarak kullanilan FBS ile, bunun yerine gecebilecek insan kaynakli PL'in,
ayrica PPP ve KiP’nin, ve LPS ile olusturulan inflamatuar ortamin MKH biyolojik ve
metabolik 6zelliklerine etkileri incelenmistir.

Farkli serum/plazma eklentileri (FBS, PL, PPP, KiP) MKH’lerde hiicre diizeyinde
belirgin metabolik degisikliklere yol agmistir. Hiicrelerin ¢cok degiskenli veri analizi ile
PLS-DA (partial least squares-discriminant analysis, kismi en kiiclk kareler-ayirt edici
analiz) skor grafiginde tim gruplarin birbirinden belirgin ayrildigi dikkati ¢ekmis, VIP
(variable important in project, projede 6nemli degisken) grafiginde azalan ve artan
metabolitler belirlenmis, yolak analizlerinde de istatistiksel anlamli farklilhk gésteren
yolaklar belirlenmistir. Lipopolisakkarid ile olusturulan inflamatuvar ortamda da MKH
metabolik profillerinde istatistiksel anlamh degisiklikler olmustur.

Farkli serum/plazma eklentileri (FBS, PL, PPP, KiP) ile ekstraseliiler
metabolitlerin incelenmesinde hiicre eklenmeden 6nce tam besiyeri ortami ve
ardindan “conditioned medium”/supernatan analizlerinde belirgin metabolik
degisiklikler gozlenmistir. Ortamda fazla bulunan bir metabolitin MKH eklenince
azalmasi bu metabolitin hiicreler tarafindan kullanildigl, aksine MKH eklenmesi ile
ortamda artis olmasi MKH’ler tarafindan ortama salinim olarak degerlendirilmistir.
Ortamin metabolik analizlerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli farkhliklar
saptanmistir. Cok degiskenli veri analizi ile PLS-DA skor grafiginde tim gruplar
hiicrelerin analizinde oldugu gibi birbirinden belirgin ayrilmasa da gruplarin ikili

karsilastirmalarinda ayrim gorilmis, VIP grafiginde azalan ve artan metabolitler



belirlenmis, MetaboAnalyst programi ile yolak analizlerinde de istatistiksel anlamli
farklihk gésteren yolaklar belirlenmistir.

Lipopolisakkarid ile olusturulan inflamatuvar ortamda ekstraselller
metabolitlerde MKH 6ncesi ve sonrasi belirgin degisiklikler olmus, her grubun kendi
icinde inflamatuvar ortama maruz kaldigi durumlarin ¢ok degiskenli veri analizi ile
PLS-DA skor grafiginde LPS sonrasi gruplarda belirgin bir ayrilma goézlenmis,
istatistiksel anlaml degisen metabolit ve yolaklar belirlenmistir.

Bu calismada 8 ayri grup, ayrica her grubun kendi icinde cok sayida tekrarli
(n=6) olarak hem hiicre diizeyinde hem de ortamdaki degisikliklerin (tam besiyeri ve
supernatan) ayri ayrt GCMS ve LCQTOF MS (liquid chromatography quadrupole time-
of-flight mass spectrometry) ile analiz edilmis olmasi nedeniyle istatistiksel olarak
anlamli ¢ok sayida degisiklik saptanmistir. Bunlar icerisinden MKH biyolojisi ile
iliskilendirilen metabolitler ve iliskili yolaklar secilmis, bunlarin gruplar icerisindeki
ifadeleri tek tek analiz edilerek sonuglar bir bakima teyit edilmis/desteklenmis ve bu
sonuglar ile literatilr verileri tizerinden MKH biyolojisi ve klinige yonelik potansiyel
acisindan degerlendirmeler yapilmistir.

Tim analizler gruplarin tamaminda yapilmis, FBS yerini alabilecek eklenti

adayi olarak PL ile FBS karsilastirmalari esas alinmistir.



2 GENEL BiLGILER
2.1. Kok Hiicre (KH)

Kok hicreler, kendini yenileyebilme ve farkli hiicre tirlerine farklilasma
kapasiteleri olan hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Bitin kok hticreler déllenmis
yumurtadan koken alirlar. Dollenmis yumurta totipotent 6zelliktedir, bliyime ve
gelisme sirasinda tim intra ve ekstraembriyonik dokularin olusumunu saglama
kapasitesine sahiptir. Embriyonik olgunlasma sirecinde, embriyonik kok hicreler
(EKH) ise embriyonun tiim dokularinin olusumunu yoénlendirmek icin pluripotent
kapasiteye sahiptir, ancak plasenta ve amniyotik membran gibi ekstraembriyonik
dokular bu 6zellikte degildir. Embriyo olgunlastikca, tespit edilen multipotent kok
hicreler pluripotent kapasiteleri sinirlansa da ileri farklilasmis hicre tiplerini
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Sekil 2.1. Kok hicrelerin kokeni. Zhang L, 2009 (14) makaleden uyarlanmistir.

Kok hiicre arastirmalarinin tarihgcesine baktigimizda, eski Yunanllarin canli
varliklarin kendiliginden ortaya cikabilecegine inandiklari (Generatio spontanea)

zamanlardan, Aristoteles’in (MO 384-322) embriyonun annenin adet kanindan



kaynaklandigini varsaydigi, dizenin dlizensizlikten dogabilecegi inacina kadar
gidebiliriz (15). Kendiliginden nesil kavrami (spontaneous generation), italyan doktor
Francesco Redi’'nin tim yasam bicimlerinin kendiliginden ortaya c¢ikmadigini
deneylerle gosterdigi 1600'lerin ortasina kadar kabul gormis ve gecerli olmustur (16).
1800'lerin ortalarinda Alman zoolog Franz Leydig kendiliginden nesil kavraminin
hicbir baglamda gerceklesmedigini ve tim yasamin dnceden var olan yasamdan
geldigi (omne vivum ex vivo) savini 6nermistir.

Her ne kadar Robert Hooke, hiicrenin kesfi ile anilsa da, Cek anatomist ve
fizyolog Purkyne’nin, serebellumun histolojik 6zelliklerini ilk kez mikrotom kullanarak
ve doku dilimlerini inceleyerek yaptigi analizlerle Purkinje hiicrelerini kesfettigi
gozlem genellikle hiicrelerin gosterildigi ilk kesin belgeleri olarak kabul edilir (17).
Kendiliginden nesil teorisine kesinlikle katilmayan Virchow, 1858'de tiim hiicrelerin
onceden var olan hicrelerden (Omnis cellula e cellula) geldigini 6n kosul olarak
gostermek icin, nematodlarla birtakim deneyler yapmis ve “hiicre teorisi”nin blyuk
bir savunucusu olarak tarihte yerini almistir. Hem Leydig'in hem de Virchow'un hiicre
biyolojisi alanindaki arastirma ve teorileri kok hicre arastirmalari icin zemin
hazirlamistir. Ardindan 1864’te Louis Pasteur’in fermantasyonda
mikroorganizmalarin roll Uzerine yapilan arastirmalar resmen kendiliginden nesil
teorisini ¢lrtitmustar (18).

Biyofizik¢i James Till ve hematolog Ernest McCulloch, 1961'de kemirgen kemik
iligi hiicre stispansiyonunda sonsuz ¢ogalma yetenegine sahip yetiskin kdk hicrelerin
varligini kesfetmislerdir. Bu htcrelerin nakledilebildigini ve kok hicre sayilarini
karakterize eden ilk koloni sayma metodolojisini de belirlemislerdir (19). Till ve
McCulloch'un bu erken bulgulari, kok hicre arastirmalan ve terapétik gelismeler
Uzerindeki belki de en dnemli etkiye sahiptir.

GuUnlmuzde kok hicreler potentliklerine gore baslica pluripotent veya
multipotent kok hiicre olarak siniflandirilmaktadir. Ayrica, farklilasma potansiyelleri

sinirlandikca oligopotent, bipotent, unipotent diye de adlandiriimaktadirlar.



2.2. Pluripotent Kok Hiicre

Pluripotent kok hiicre her (¢ germ yapragina (endoderm, mezoderm,
ektoderm) ait tim hiicre tiplerine farklilasabilen ve sonsuz (veya ¢ok uzun siire)
cogalma kapasitesine sahip hiicrelerdir. Sadece embryonik dénemde bulunurlar.
Postnatal bir organizmada pluripotent 6zellikte kok hiicre bulunmaz, farklh dokularda

tespit edilen ve eriskin kok hiicre denilen hiicreler multipotent 6zelliktedir.
2.2.1. Embriyonik K6k Hiicre (EKH)

Embriyonik kok hicreler, pluripotent o6zelliktedir ve blastosist asamasi
embriyolarinin i¢ hlicre tabakasindan elde edilirler. Memeli EKH’leri ilk kez 1967'de,
Robert Edwards ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada besleyici
katmanlarda kiiltlre ettikleri tavsan blastosistlerinin hematopoetik, néral, kas ve bag
dokusunu temsil eden gesitli eriskin hiicre tiplerine farklilastiriimasi ile izole edilmistir
(20). 1981'de, fare EKH’leri, iki bagimsiz arastirma ekibi tarafindan (Gail Martin -
Martin Evans ve Andrew Kaufman) izole edilmis ve kiltiirlenmistir (21, 22). insan
EKH’leri ise in-vitro fertilizasyonlarin atik embryolarindan Thomson ve arkadaslari
tarafindan 1998’de kiltir edilmistir (23).

Embryonik kok hicreler, sadece embryonik dénemde bulunurlar. Cok potent
olup her tip dokuya ait hiicre serilerini olusturabilirler. Bu nedenle klinikte kullanim
acisindan cok ilgi cekse de insan embryolarindan (atik da olsa) elde edilmis olmalari
nedeniyle etik kisithihiklar vardir. Ayrica her ¢ germ yapragina ait hicrelere
farkhlasabilme ve teratom olusturma potansiyeli tasimalari da klinik uygulama

acisindan dezavantaj olusturmaktadir (24, 25).

2.2.2. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre (UPKH) (induced pluripotent stem
cells - iPSC)

Dogum sonrasi bir organizmada pluripotent 0Ozellikte kok hicre
bulunmamaktadir. Son 10 yilda hiicrelerin yeniden programlanma teknikleri ¢ok

gelismis, olgunlasmis bir hlicrenin de-diferansiasyonu miimkiin olmus, boylelikle,



herhangi bir kisiye ait farklilasmis hiicrelerden EKH’lere benzer pluripotent 6zellikte
kok hiicreler elde edilebilmistir. Bu teknoloji, Kyoto Universitesi Frontier Tip Bilimleri
Enstitlisi’nden Japon arastirmaci Shinya Yamanaka’ya 2012 yili Nobel odilind

kazandirmistir.
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Sekil 2.2. Hastaya 6zel uPKH lretilmesi. Kristina Hug, 2010. Translational Stem
Cell Research (26) adli kitaptan uyarlanmistir.

Bu teknolojiile hastaya 6zel pluripotent 6zellikte son derece potent hiicrelerin
eldesi mimkin olmus, bu durum hastalik modelleme, ilag arastirmalari agisindan gigir
acmis ve ileriye donik tedavi potansiyeli olusturmasiyla da tip alaninda giinimuiziin
en ilgi ceken konulari arasina girmistir.

Hicrelerin yeniden programlamasi yoluyla hastaya 6zgu kok hiicreler Gretmek
icin, bagimsiz fakat birbiri ile ilgili G¢ yontem gelistirilmistir; hiicre flizyonu, niikleer
transfer, transkripsiyon faktori temelli indiksiyon. Terminal olarak farkhlagsmis
fenotipi hangi faktorlerin tersine cevirebilecegi, Yamanaka ve ark tarafindan,
farklilasmamis EKH’lerde yiliksek diizeyde ifade edildigi bilinen 24 gen lokusunun

sistematik karakterizasyonu vyoluyla arastirilmis, embriyonik ve vyetiskin fare



fibroblastlarinda Fbx15‘in sadece EKH’lerde ifade edildigi gosterilmistir. Bu eleme
yonteminde dort anahtar transkripsiyon faktorii Oct-4, Sox2, Klf4 ve c-Myc
kombinasyonu, morfolojik ve molekdler bir donlisimi saglamak ve fibroblastlarin
yeniden programlanmasi ve EKH benzeri pluripotent 6zellik kazanmalari igin yeterli
bulunmustur (27). Diger calisma gruplar daha sonra c-Myc'nin pluripotentlik
uyarilmasi icin vazgecilebilir oldugunu gostermislerdir (28, 29). UPKH eldesinin
gelecegi kuskusuz yukarida bahsedilen endojen faktoérleri uyarmak icin kiiclk
molekdllerin kullanilmasini veya heniz tanimlanmamis bir asil faktoér dizenleyicisini
kullanmayi icerecektir. Bu yaklasim, yeniden programlanma icin disaridan
transkripsiyon faktorleri kullanma ihtiyacini ortadan kaldirarak genom degisimi
glivenlik kaygilarini giderecektir.

Rejeneratif tipta genetik olarak uyumlu olmayan hicreleri iceren doku ve
hicre replasman tedavileri, hastanin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilme riski
tasimaktadir. Rejeneratif terapide otolog replasman, hiicre, doku veya organ reddi
olasiligini ortadan kaldirarak hastanin kendi hiicrelerindeki bir bozuklugu etkili bir
sekilde tedavi etmeyi miimkiin kilar. Parkinson hastaligl, alzheimer hastaligi, diyabet
gibi rahatsizliklarin timd immun rejeksiyon engelinin giderilmesi durumunda, kok
hiicre ile ilgili rejeneratif tip icin adaydirlar. Ayrica, bireyin kendi olgunlasmis
hiicrelerinden uPKH lretmek, rejeneratif tip tedavilerinin gelistiriimesinde embriyo
kullanma ihtiyacini da ortadan kaldirabilecektir. Ancak heniz yeni sayilabilecek bu
teknoloji ile tretilmis hiicrelerin kullanimi konusunda hasta giivenligi tam anlamiyla
saglanana kadar glinim{izde yine de en ¢ok kullanilan kék hiicreler, eriskin kdk hiicre
tiplerinden ve multipotent ozellikte olan hematopoetik ve mezenkimal kok

hicrelerdir.

2.3. Multipotent (Eriskin) Kok Hiicreler

Eriskin kok hiicreler, organ veya dokularda bulunan, kendi kendini
yenileyebilme ve o organ veya doku sisteminin hiicrelerinin bazilarina veya tiimiine
farklilasabilme kapasitesine sahip olan, farklilasmamis hiicrelerdir. Bu kok hticrelerin,

donisecekleri olgun hiicrelerin Gretimi icin kaderleri kararlastirilmis ve yonlendirilmis
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olup, farkhlasma kapasiteleri oldukca kisitlidir. Multipotent veya bipotent ya da
unipotent ozelliktedirler. McCulloch ve Till'in kemik iligindeki ilk calismalarindan
baslayarak, son 50 yilda, ¢cok sayida somatik kék hilicrenin kesfedildigini ve ihtiyag
halinde bunlarin doku ve organlari hiicrelerle doldurma kapasitesine sahip olduklari
gorllmustur. Eriskin kdk hicrelerin, beyin, kemik iligi, damar ve periferik kan, iskelet
kasi, kalp dokusu, hepatik doku, yumurtalik epiteli, bagirsak, dis ve testis gibi cesitli
dokularda ve organ sistemlerinde varligi kesfedilmistir. Bu dokularin her birinde,
icinde eriskin kdk hiicrelerin bulundugu ideal bir mikrogevre olan bir “kok hiicre nis”i
vardir. Bu nis hem kok hiicre havuzunun korunmasina, kok hiicrelerin ¢ogalmasina
hem de bazi durumlarda kok hiicrelerin farklilasmasina yol agar. Bu hiicreler ¢ok
sayida tibbi rahatsizligin tedavisi icin degerli bir kaynak saglayabilmektedir.

Eriskin kok hicrelerin, embriyonik kok hiicrelerden en belirgin farki, hiicre
bolinme kapasitelerinin sinirli olmasi ve farklilasma kapasitelerinin de bir veya birkag
soy ile sinirlandirilmis olmasidir. Eriskin kok hiicreler icerisinde en iyi bilinen ve en
fazla arastirlmis olanlar klinikte hematopoietik kok hiicre nakli (HKHN) amaciyla
yaygin kullanilmakta olan HKH’ler ile son 15-20 yilda rejeneratif tip arastirma ve
uygulamalarinda ¢ok ilgi ceken mezenkimal kok hiicreler (MKH) dir. Her iki hiicre tipi

de multipotent 6zelliktedir

2.4. Hematopoetik kdk hiicre (HKH)

HKH'ler, eriskin kan sisteminin tim hicresel elemanlarina farklilasabilen
heterojen bir kok hiicre popilasyonu olarak tanimlanabilir. HKH’ler multipotent
ozellikleri ile, cesitli kan hicresi tiplerine farklilasma yetenegine sahipken, oOzel
kosullar disinda diger organ sistemlerine katkida bulunmazlar ki bu sinirl farklilasma
kapasitesi, onlari eriskin kok kiicre olarak tanimlar. Embriyonik donemde HKH'ler yolk
sak kesesi damar gelisimini olusturmak Uzere hem endotelyal hicreler, hem de
eritrositlere farklilasan ekstraemriyonik hemanjiyoblastlar olarak bulunurlar. Eriskin
HKH'ler, daha sonra gelisimde ortaya ¢ikar ve embriyogenez sirasinda erken HKH
olusumununa benzer sinyal ve transkripsiyonel kontrol mekanizmalari ile kontrol

edilir. 1978’in baslarinda Schofield, dogumdan sonra kemik iliginin belirli bir “nis”i
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icinde yer alan, koklilik ve farklilasma yetenegi olan HKH’lerin, varligini ortaya
citkarmustir (30). HKH'lerin koklaltk ozelligi, farkli kan hicre tiplerinin Gretimi ve
yasam boyu devami i¢in gereklidir. Son 40 yil boyunca, HKH nis kavrami, kemik iligi
endosteal ve vaskiler nisler arasindaki etkilesim tanimi ile genisletilmistir. Kemik
iliginin kemige baglandigl endosteum bdlgesi (endosteal nis) HKH'lerin gelisimine,
korunmasina ve KH davranisina yol actigl disinillen ¢cok sayida sitokin salgilayan
osteoblastik hiicrelerden olusur. Ornegin, trombopoietin ve anjiyopoietin HKH’lerin
sessiz kalma ozelligini arttirir (31, 32). Osteoblastlardan salgilanan Jagged, N-cadherin
ve stromal cell derived factor-alpha (SDF-1a/CXCL12) gibi molekullerin, kok
hiicrelerinin kendini yenileme ve miyelopoezi arttirdigi gosterilmistir (33, 34). SDF-1
endosteal nis yanisira vaskiler nis, endotel hicreleri ve stromal hicrelerden de
salgilanir ve migrasyon ile iliskilidir. Transforming growth factor B siperailesi tyeleri
TGFB1, Bone morphogenetic protein (BMP)2 ve BMP7A osteoklastlarin kemigi
parcalamasi sonucu salinir ve HKH'lerin migrasyonuna katki saglar (35, 36). Yiksek
endosteal kalsiyum seviyeleri de HKH goglni arttirir (37). Kemik iliginin
sintizoidlerden zengin vaskiler bolgesi ise HKH’lerin farklilasmasi ve kana olgun kan
hicreleri olarak ¢cikmasi icin gerekli sinyalleri saglar. Endosteal nisin bir bileseni olan
sempatik sinir sistemi de, kemik iliginden HKH mobilizasyonu igin bir uyarandir (38).
Endosteal ve vaskiler nislerden kaynaklanan diger bircok sinyal faktéri hematopoezi
etkilemektedir. Kemik iligi nisinin en énemli elemanlarindan birisi stromal kdkenli
hicreler olup kemik iliginde osteoblast ve adipositlerin 6nciisti olan mezenkimal kok

hicrelerdir (MKH).
2.5. Mezenkimal Kok Hiicre

Mezenkimal kok hiicre olarak bilinen hiicreler, ilk olarak Friedenstein ve
arkadaslari tarafindan kemirgenlerin kemik iliginden kultlrlenen fibroblast benzeri
hiicre popilasyonunda yapisan hiicreler olarak tanimlanmistir (39). Yaptiklari
deneysel calismalarda, bu hiicrelerin bébrek kapsiili altina implantasyonu ardindan,
hematopoezi destekleyen rudiment kemik dokusu Urettiklerini gostermislerdir.

Friedenstein’in metodu daha sonra insan kemik iliginden benzer hiicreleri tiretmek
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icin de kullanilmis (40), bu hticrelerin uzun sireli kiltiir deneylerinde hematopoezi
destekledigi gosterilmistir (41). Daha sonra Caplan, bu hicrelerin mezenkimal
dokular icin kok hiicre oldugunu ve bu “mezenkimal koék hicreler”in bircok doku
rejenerasyonunda terapotik potansiyele sahip olabilecegini 6nermistir (42).
Mezenkimal kék hiicreler, yetiskin kemik iligi (Ki) hiicrelerinin sadece kiicik bir
popilasyonuna (<% 0.01) karsilik gelir (43) ve bu alandaki en biiytk zorluklardan biri,
bunlarin Ki hedeflerinden dogrudan ixzole edilmesi icin giivenilir veya yaygin olarak
kabul edilen bir belirtecin bulunmamasidir. Bu nedenle, Stro-1 (44), cluster of
differentiation (CD)271 (Low-affinity nerve growth factor receptor, LNGFR) (45) ve
CD146 (melanoma cell adhesion molecule, MCAM) (46) gibi ylzey belirtecleri bu
hiicrelerin dogrudan izolasyonu icin &nerilmis olmasina ragmen, hangisinin Ki
ortaminda bulunan hiicrelerin en fazla temsilcisi oldugu konusunda hala bir fikir birligi
yoktur. Halen MKH tanimlanmasinda kullanilan yéntemler, bu hiicrelerin adeziv
ozellikleri, stromal belirteclere sahip olmalari ve konnektif dokuya ait hiicrelere

farklilasabilme 6zelliklerinin gosterilmesine dayanmaktadir.
2.5.1. Mezenkimal kok hiicre eldesi

Kemik iligindeki distik MKH sayisi, deneysel veya klinik kullanim igin,
hicrelerin in vitro olarak gogaltilmasini gerektirir. Kemik iligi kaynakli MKH'ler, en
yaygin olarak Ki mononiikleer hiicre (Ki-MNH)'lerinin kiiltir plakalarina
yerlestirilmesi ve yapisan hiicrelerin pasajlanmasi ile izole edilirler. Bu islem, birkag
pasajdan sonra homojen bir fibroblast benzeri hiicre popiilasyonunun ¢ogalmasina
yol acar (47). Her ne kadar MKH'ler baslangicta Ki'nden izole edilmis olsa da, yag
dokusu (48), gobek kordon kani, kordon dokulari ve plasenta (49) ve kalp (50) dahil
olmak (izere hemen hemen tim dokulardan; fetal akciger, karaciger ve kan (51); ve
hatta embriyonik kok hiicrelerden (52) de, benzer fenotip, farklilasma potansiyeli ve
biyolojik dzellikleri olan hiicreler tiretilmistir. Ayrica, Ki disi dokulardan tiiretilen
MKH’lerin Ki'nden tiiretilmis MKH'lere cok benzeyen immiinomodiilatér 6zelliklere
sahip olduklari da gésterilmistir (53-55). Adipoz dokudan tretilmis MKH'lerin Ki’nden

turetilmis MKH'lere benzer sekilde HKH transplantasyonundan sonra graft versus
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host hastaligi (GVHH) tedavisi icin kullanildigi (56), plastik ve rekonstriiktif cerrahi
alanlarinda yiiksek klinik uygulama alanlari bulmalari beklenmektedir (57). Gobek
kordonundan tiretilmis MKH'ler de GVHH [56] ve ciddi ve refrakter sistemik lupus
eritematozus (58) tedavisi icin umut vadeden hiicreler olarak 6nerilmektedir.

Kemik iligi, MKH tiretiminde kolay erisilebilir doku kaynagidir. insan MKH’leri,
etik onay ve bilgilendirilmis onamdan sonra, posterior iliak krestten kemik iligi
aspirasyonu yapilan saglikh kemik iligi nakli donérlerinden elde edilebilir (59-61).
Kemik iligi genellikle koruyucu icermeyen heparin ile toplanir, Ki-mononiikleer
hiicreleri (MNH), yogunluk gradyanli santrifljleme ile elde edilir ve adeziv karakterde
olan MKH’lerin ¢ogaltiimasi i¢in kilttr edilir. Bildirilen kosullarin gogunda, MNH’ler 1-
5 x 10° MNH / cm? konsantrasyonlarinda ekilmektedir (62). Alfa-minimum essential
medium (MEM) veya Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low glucose (DMEM-LG)
gibi bazal kiltir ortami, segilmis FBS (tipik olarak % 10 ila % 20) ve / veya diger hayvan
serumlari ile desteklenir (63). DMEM protein, lipit veya bliyime faktorl icermez.
DMEM bir sodyum bikarbonat tampon sistemi (3.7 g/L) kullanir ve bu nedenle
fizyolojik pH'yi korumak igin kiltirde % 5-10 CO, ortami gerektirir. DMEM aderan
hicreler icin en ideal ortami olusturan besiyeridir ve orjinal eagle medyumuna gore
bazi aminoasitler ve vitaminler i¢in 4 kat zengindir. DMEM-LG 1 g/L glukoz igerir.
DMEM-HG (high glukoz) ise 4,5 g/L glukoz icerir. Hicre kllturiinde yiksek glukozun,
MKH'lerin yaslanmasina Akt/mTOR sinyal vyolagi araciligiyla neden oldugu
gosterilmistir (64). KIMKH’ini gelistirmek icin %60 DMEM-LG, %40 MCDB-201
birlestirilerek kullanilir (65). MCDB medyumu 1970 ve 1980'lerde Ham ve arkadaslari
tarafindan, hormonlar, buyime faktérleri, eser elementler ve /veya dlsuk
seviyelerde diyalize edilmis FBS kullanilarak, spesifik hiicre tiplerinin diisiik proteinli
ve serumsuz blyumesi igin gelistirilmistir. MCDB medyumu nicel ve nitel olarak
tanimlanmis ve spesifik bir hiicre hattinin blyimesini secici olarak desteklemek Gizere
optimal olarak dengelenmis olarak formile edilmistir. MCDB 201, insan
keratinositlerinin bliyimesi icin disik FBS ve kapsamli eser elementler kullanilarak
tasarlanmis, serum proteini icermeyen Ham'in besin karisimi F-12 medyumunun

modifikasyonudur (66).
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MKH Uretiminde, hicre kiltlir ortamina eklenecek serum faktorleri ¢ok
onemlidir. En yuksek verim icin secilmis FBS lotlarinin kullanilmasi énerilmektedir.
Hicreler 37 °C'de, %5 C0O. ve nemlendirilmis bir ortamda inktbe edilirler. Kaltar
kabina yapisma icin 24 ila 48 saat bekledikten sonra, Ust faz atilir ve ¢ogunlugu
hematopoetik kokenli olan yapismayan hicreler uzaklastirilir. Hiicreler, yaklasik 14
gin boyunca ¢ogaltilir. Yaklasik %70-80 konfluent bir yapi olusturduklarinda Tripsin /
EDTA ¢Ozeltisi ile yapisan hiicreler kaldirilarak hiicre yogunlugu azaltiimis bir sekilde
yeniden ekim yapilarak pasajlanirlar. Boylelikle birka¢ pasaj sonunda, baslangicta
MNH’ler arasinda ¢ok disuk yogunlukta olan MKH’ler ¢ogaltilmis olur. Baslangicta
(0.pasaj) MKH’ler disinda adezyon 6zelligi gosteren diger hiicre tipleri (makrofajlar,
endotel hicreleri gibi) de kiltlir kabina yapisir. Ancak o hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin
gerekli kosullar saglanmadigindan ilerleyen pasajlarda bu tip hiicreler kaybolur ve
ikinci kultir gecisinden sonra morfolojik olarak, homojen bir hiicre poptlasyonu
olusur. Ancak belirli bir ylzey belirteci ile ayristiriimadigi takdirde MKH’ler homojen
goriinime sahip olsa da biyolojik 6zellikleri yoniinden heterojendir. Mezenkimal kdk
hicrelerin CD45, CD34 ve CD14 gibi tipik hematopoetik hiicre ylizey belirteglerini
icermedigi, stromal belirteglere sahip oldugu (CD73, CD90, CD44, CD105, CD29) akim
sitometrik analiz ile dogrulanir. Farkh laboratuarlarda FBS’a c¢esitli blylime
faktorlerinin veya sitokinlerin eklenmesi, stromal progenitor (6nci) hiicrelerin segici

bir sekilde zenginlesmesine yol acgabilir (67, 68).

2.5.2. Mezenkimal K6k Hiicrelerin Karakterizasyonu (immunfenotip analiz
ve osteojenik, adipojenik yonde farklilasma kapasitesinin

gosterilmesi)

Multipotent mezenkimal kok hiicreler (MKH) ilk kez Friedenstein ve
arkadaslari tarafindan, in vitro kultir kosullari altinda koloni olusturan birim-
fibroblast (CFU-F) ozelligi gosteren, plastige yapisan hiicreler olarak tanimlanmistir
(69). Uluslararasi Hiicresel Terapi Dernegi (ISCT) nin Mezenkimal ve Doku Kok Hicre
Komitesi, standart kltlir kosullari altinda plastige yapisan hiicreleri “multipotent

mezenkimal stromal hiicreler” olarak isimlendirmistir. ISCT tanimlamasina gore,
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kiltir kosullarinda cogaltilan MKH’lerin ylzey fenotipleri homojen olmamakla
beraber genellikle CD73 (ecto-5’-nucleotidase, SH3, SH4), CD90 (Thy-1) ve CD105
(endoglin, SH2, TGFb-RIIl) gibi hiicre-ylizey belirtecleri bakimindan pozitif;, CD14,
CD11b (ITGAM, Integrin alpha M), CD45 (lymphocyte common antigen), CD34, CD79
(Immunglobulin-a/B) veya CD19 (B-Lymphocyte Surface Antigen B4) ve HLA-DR
(Human Leukocyte Antigen — DR isotype) gibi hematopoetik ylzey belirtecleri
bakimindan negatiftir (70). Gercek MKH’lerin tanimini yapabilmek icin gerekli olan
minimum kriterler; in vitro kosullar altinda ekzojen faktorlerin ortama eklenmesiyle
kemik, yag ve kikirdak dokularina farklilasabilme ve plastige yapisabilme oOzelligi
gostermesidir (71). Ancak, yeni yapilan bircok calisma MKH’lerin daha fazla
farklilasma yeteneklerinin oldugunu, tenosit ve iskelet miyositleri gibi mezoderm
kaynakl hiicrelere; hepatosit, noral ve epitelyal hiicre gibi non-mezoderm kaynakl

hiicrelere farkhlasabildigini agiga ¢cikarmistir (47, 72-74).

CD105, CD73 ve CD90 ifadesi erken-pasaj (potent) ve ge¢-pasaj (yaslanmis,
pre-senesens) MKH’lerde de benzer diizeyde bulunabildiginden, bunlarin kullanimi
sadece temel MKH karakterizasyonu icin sinirlanabilmektedir (47). Buna ek olarak, bu
belirtegler hem deri fibroblastlari hem de diger plastik-aderan hiicrelerde de
bulundugundan non-spesifiktirler. Bunun aksine, olasi CFU-F iceren populasyonu saf
halde izole edebilen insan kemik iligi hiicrelerinin kiguk bir bolimine baglanabilen
cesitli monoklonal antikorlar tanimlanmistir. Bunlar; Stro-1 (44), CD106 (VCAM-1)
(75), CD271 (Low affinity Nerve Growth Factor Receptor, LNGFR) (76), SSEA4 (Stage-
specific embryonic antigen-4) (77), CD146 (46), CD49a (Integrin alphal) (78), GD2
(disialoganglioside 2) (79) ve CD140b (Platelet-derived growth factor receptor-f3,
PDGFR-B)’dir (80). Bu tip antikorlardan bazilari, MKH matdritesini (senesens) veya
potentlik durumunu tek-hiicre dizeyinde belirlemeye yardimci oldugundan 6nem
tasimaktadir.  Ayrica; homing, migrasyon ve adezyon yeteneklerinin
degerlendiriimesinde rol oynamaktadirlar. Ornegin; uzun sireli kiiltire edilen
MKH’lerde Stro-1 ve CD106 ekspresyonu baskilanabilmekte oldugu ve bu durumun

hicrelerin homing, migrasyon ve adezyon yetenekleri ile iliskili oldugu bildirilmistir



16

(44), (81). Benzer sekilde, erken-pasajda cogaltilmis MKH’lere kiyasla gec evrelerde
cogaltilmis MKH’lerde; CCR1 (C-C chemokine receptor type 1), CCR7 (C-C chemokine
receptor type 7), CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4, CD184), CXCR5 (C-X-C
chemokine receptor type 5, CD185)ve CX3CL1 (C-X3-C Motif Chemokine Ligand
1, Fractalkine) gibi belirli kemokin reseptorlerinin ifadeleri de baskilanabilmektedir

(82).

2.5.3. MKH’lerin immiinmodulatuvar 6zellikleri

MKH’ler, major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif | molekilini distk
dizeyde eksprese ederken, MHC sinif Il molekillerini eksprese etmemektedir. Bu
bakimdan MKH’lerin zayif immunojenik oldugu distinilmektedir. Ayrica, MKH’ler T
hicre aktivasyonunda rol oynayan; CD40, CD80 veya CD86 gibi ko-stimulatuvar
molekdilleri de eksprese etmemektedir (83). Mezenkimal kok hiicrelerin gii¢li immiin
baskilayici kapasiteleri vardir. Bunu T hiicre proliferasyonunu ve sitokin Uretimi
yanisira, B hiicrelerin antikor lretimini ve antijen sunucu hicrelerin olusumunu ve
fonksiyonunu baskilamasi ile yapar. Bu 6zellikler, bu hiicrelerin klinik kullanimi igin
onemli avantaj olusturmakta, HKH’lerin aksine, doku grubu uyumu gerektirmeden

kullanilabilmelerine olanak saglamaktadir.

MKH’lerin diger 6nemli 6zellikleri sekresyon kapasitesinin yiksek olmasi ve
imminmodulatuvar, anti-inflamatuvar, anti-apoptotik, anjiojenik ve trofik ozellige
sahip bircok solubl faktor, sitokin, kemokin, biylime faktérli, metabolit
salgilayabilmeleri, ayrica ekstraseliler vezikiller, eksozomlar yoluyla mikroRNA ve
mRNA transferi yaparak hasarli hiicre/dokularin onarimina katki saglamalaridir (84).
MKH’lerin salgiladiklari solubl faktérler immin baskilayict etkilerinin ortaya
¢itkmasinda roli olan baslica etkendir. Bunlara érnek olarak TGF-B, hepatosit blylime
faktori (HGF), nitrik oksit, HLA-G ve indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) verilebilir (85).
MKH’lerin immin baskilayici kapasitesinin inflamatuar kosullar altinda arttigl da
bilinmektedir (86). MKH’ler anti-inflamatuar faktorlere ek olarak IL6, IL8, CCL2, TIMP-
2, ICAM-1, CXCL10 ve CCL8 gibi proinflamatuar sitokin ve kemokinleri de uretip
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salgilayabilirler. Cevresel faktérler MKH’lerin hangi imminmodulatér yolaga
ydneleceginde belirleyicidir (85). Ornegin MKH'lerin salgiladig PGE2 ve PGE2 mimetik
takviyeleri, IL-10* IFN-y* CD4* T regulator hiicrelerin immiuin-baskilayici potansiyelini
artirabilmektedir (87). Proinflamatuar sitokin interferon-y (IFN-y)'nin, tek basina veya
timor nekroz faktéri-a (TNF-a), IL-1la veya IL-1B ile kombinasyon halinde,
immiuinosupresif aktiviteye aracilik eden ¢esitli enzimler ve siklooksijenaz 2 (COX-2),
PGE2 ve IDO gibi ¢6zunebilir faktorleri salgilamasi icin MKH'leri indikledigini
gosterilmistir (88). Periferik kan MNH’leri ile birlikte MKH'lerin ortak kiltlrinden
sonra artan PGE2’nin T-hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir (89). iDO,
triptofanin kinurenine donlisimiini katalize ederek, immiin hiicrelerin blylimesini
ve fonksiyonunu inhibe edebilir. MKH'ler tarafindan IDO salgilanmasinin allojenik T-
hiicre yanitlarini inhibe ettigi ve bobrek allogreft toleransini indiikledigi (90), IDO
eksprese eden dendritik hiicrelerin, MKH'lerin T-hiicre proliferasyonu Uzerindeki
inhibe edici etkisine aracilik ettigi gosterilmistir (91). Nitrikoksit (NO), T hicresi
proliferasyonunu inhibe ettigi bilinen baska bir faktérdir. MKH'lerin Urettigi NO'in,
MKH'ler tarafindan T hicresi baskilamasinin baslica aracilarindan biri oldugu

gosterilmistir (92).

B hiicre
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Sekil 2.3. MKH imminomodilasyonu. Yuan, X 2019 (93) makaleden
uyarlanmistir.



18

MKH imminomodilasyonu, enflamatuar ortam tarafindan polarizasyon
gerektirir ve kemokinler ve sitokinler, hiicre disi vezikiller ve eksozom gibi
immunomodylator faktorlerin salgilanmasi ve dogrudan hicre-hiicre temasiyla elde
edilir (93). IFN-y'nin tek basina varlig§inda veya TNF-a ve IL-1 gibi inflamatuar
sitokinler ile kombinasyonlari halinde MKH'ler kemotaksis yoluyla bagisiklik
hiicrelerini ceken CXC-kemokin reseptori 3 (CXCR3), CC-kemokin reseptorii 5 (CCR5)
ligandlari, CXC-kemokin ligand 9 (CXCL9), CXCL10 ve CXCL11l gibi kemokinler
salgilarlar (88, 94).

MKH sekretomunun 6nemli bir alt kiimesi, ¢api 50 ila 100 nm arasinda
degisen, multi vezikiler cisimlerden (multi- vesicular bodies) veya plazma
membranindan kéken alan ve hicre ici iletisim icin proteinler, lipitler ve nikleik
asitlerle zenginlestirilmis olan kigik membran vezikilleri; hicre disi araglar
(extracellular vehicles) ve eksozomlardir (95, 96). MKH kokenli hiicre disi araglar ve
eksozomlar, akut bébrek hasari, deneysel otoimmin ensefalomyelit, tip-1 diabetes
mellitus ve miyokard iskemik hasari gibi cesitli hastalik modellerinde microRNA
(miRNA) dizenlemesiyle test edilmistir (97-101). Mekanik olarak, MKH kokenli hiicre
disi araglar ve eksozomlar, CXC ligandlarini inhibe eden ve makrofajin kemotaksisini
baskilayan miR-15a, miR-15b, miR-16 gibi miRNA ile zenginlestirilebilir (101). Bu
arastirmalar, metabolizmanin, endosomal sekresyon vyolaklarinin dizenlenmesi
yoluyla hiicre disi araglarin biyojenezini ve kargo kompozisyonunu dizenledigini
gostermistir. Baska bir ¢alismada MKH kokenli eksozomlarin metabolomik analizinde
tespit edilen bircok metabolit ile iliskili enzimatik ve sinyal yollarina karsilik gelen
sayisiz protein ile paketlendigi, lipidomik analiz ile de, seramid, lisofosfatidilkolinler
ve fosfatidiletanolamin fosfolipitlerin yiksek oranlarda bulundugu gosterilmistir.
Kosullandirnlmis MKH kokenli eksozomlarin adenosin, arginin, aspartik asit,
kolesterol, glutamin, nikotinamid, = UDP-N-asetilglukosamin,  50-deoksi-50-
metiltioadenosin, palmitik asit ve izol6sin gibi immuinoregtlasyon ile dogrudan iliskili

olan 21 ayri metabolit icerdigi bildiriimis, ve bu metabolitlerin de, antiinflamatuar
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yanitlarin modilasyonu, M2 makrofaj polarizasyonu ve diizenleyici T lenfositlerin

indiksiyonu ile dogrudan iliskili oldugu ifade edilmistir (102).

MKH’ler intrinsik immUinosUpresif ve anti-inflamatuvar etkilerine bagl olarak,
imm{n sistem dizenleyicileri olarak rol oynamaktadirlar (103). MKH’ler hem adaptif
(sonradan kazanilan) hem de dogal bagisiklik sistem Uzerine T hiicrelerini ve dendritik
hlicre matiirasyonunu baskilayarak, B hiicre aktivasyonunu ve cogalmasini azaltarak,
NK hicrelerinin ¢ogalmasini ve sitotoksik aktivitesini inhibe ederek, IL-10 aracili
mekanizma ile Treg (dizenleyici T hicreleri) hicrelerin olusumunu ve gelisimini
uyararak etki etmektedirler (104). Bagisiklik hcrelerinin inhibisyonu cesitli
faktorlerin kombinasyonuna dayanir; 6rnegin MKH’lerin T lenfositlerin proliferasyonu
Uzerindeki inhibe edici etkisi, bir interferon-y reseptor (IFN-yR) monoklonal antikoru
(mAb) ilave edilerek tamamen kaldirilmistir. T lenfositleri veya NK hicreleri
tarafindan (retilen Interferon gamma (IFN-y), MKH'lerin immin modilator
aktivitesini tesvik ederken, diger yandan T veya NK hiicre c¢ogalmasini
baskilamaktadir. Eksojen IFN-y varliginda, B lenfositler de MKH'lerin inhibitor etkisine
duyarli hale gelir. Bu bulgular IFN-y Ureten tip 1 T (Th1) yardimci hiicrelerin aracilik
ettigi bir bozukluk olan GVHH tedavisinde MKH uygulamasinin yararli olabilecegini
distndirmistir (86). Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma ve doku rejenerasyonu
ozellikleri yanisira hasar alanina migrasyon gosterdikleri, gittikleri bdlgede
farklilasarak doku onarimina direkt ve/veya parakrin mekanizmalarla indirekt
katkilari olmaktadir. Boylelikle, MKH’ler doku hasari ve inflamasyon bolgelerine
giderek immiin dizenleyici sitokinler ve blylime faktorleri salgilayabilen hicreler
olarak rejeneratif tip, doku mihendisligi uygulamalarinda ve inflamatuvar
hastaliklarda kullanilmak i¢in en uygun hicre tipi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Klinik
¢ahsmalar, MKH’lerin allojenik alicilarda az immin reaktivite gosterdigini veya hig

gostermedigini ortaya koymaktadir (105).
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2.5.4. Mezenkimal kok hiicrelerin klinikte kullanimi

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanimina giderek artan blyutk bir ilgi
vardir. Klinik ¢calismalarin kaydedildigi clinicaltrials.gov sitesine kayith >700 calisma
yuratualduga gorilmektedir (106, 107). Bu hicrelerin klinikte kullanildigi alanlar
arasinda akut GVHH, ortopedik rahatsizliklar (osteoartrit), akut respiratuvar distres
sendromu, yenidogan hastaliklari, HKH naklinde rejeksiyon/graft yetmezliginin
onlenmesi/tedavisi, HKH nakli komplikasyonlarinin yonetimi, organ nakli (bobrek),
yenidogan rahatsizliklar, intraventrikiler kanama, respiratuvar distres,
bronkopulmoner displazi, sistemik lupus eritematozis ve diger
otoimmun/inflamatuvar hastaliklar, Crohn hastaligi, karaciger, bobrek hastaliklari, tip
1 diabet, diyabetik ayak yaralari, kardiyovaskuler hastaliklar, konjestif kalp yetmezligi,
kardiyomyopati, kronik iskemik kalp, myokard enfarti, iskemik bacak, kritik kemik
kiriklari, dejeneratif disk rahatsizliklari, spinal kord yaralanmalari, amytrofik lateral
skleroz, serebral iskemi, diger nérolojik bozukluklar yer almaktadir (87, 108-116).
Uygulamalarin 6nemli bir kisminda ciddi yan etki gozlenmemis olmasi bu hiicrelerin
klinikte kullaniminin yayginlasmasini kolaylastiran sebeplerin basinda gelmektedir.
Hiicrelerin in vitro ortamda uzun slre islenmis olmasina ragmen, muhtemelen
vicutta uzun siire kalmamalari nedeniyle onkojenik transformasyon riski cok disiik
bulunmakta, ayrica hiicre inflizyonu sonucu emboli, allerji gibi akut yan etkilere, cok
nadir uygulamalar disinda rastlanmamaktadir. Genel olarak MKH uygulamalarinin
glvenli oldugu konusunda gorus birligi olsa da bu hiicre uygulamalarinin etkinligi
konusunda, in-vivo deneysel uygulamalarin aksine ¢ogu zaman hedeflenen cevap
elde edilememektedir. Hayvan deneylerinde, MKH’lerin doku onarimina katkilari
inflamatuvar hastaliklarda ve bircok hasar modelinde gosterilmistir (117). Serebral
iskemi (118), spinal kord hasari (119), myokard enfarkti (120), travma/iskemi (121),
kas-iskelet sistemi tendon hastaliklari (122), deneysel otoimmiin ensefalomyelitler

(123-126) bu calismalara gosterilebilecek 6rneklerdir.

insanlarda MKH uygulamalarinin en etkin oldugu ve en sik kullanildigi alanlarin

basinda 6zellikle cocuklardaki akut GVHH gelmektedir. immiinojenitelerinin disik
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olmasi nedeniyle doku grubu uyumu olmayan Ugclinct sahislar da MKH vericisi
olabilmekte, hatta farkl vericilerden elde edilen havuzlanmis ve ticari hale getirilmis
MKH’ler de kullanilabilmektedir (127). Diger taraftan stromal hicrelerin oncileri
olmalari nedeniyle MKH’lerin HKH ve organ nakillerinde basarili greft saglanmasi
konusunda da yararh olacagl konusunda umut vadeden calismalar vardir. Ancak
cevap degerlendirme kriterleri standart olmadigindan ve cevapsiz vakalarin fazla
yayinlanmamasi nedeniyle akut GVHH da dahil olmak lizere rapor edilen ¢alismalarin
etkinligi konusunda kesin bir gérise varmak zordur. Hasarli doku/organ onariminda
in vitro ve in-vivo deneysel calismalarda gosterilmis olsa da klinik uygulamalarda
yeterli etkinlik elde edilememesinin nedenlerinin arastiriimasi ve etkinligin artiriimasi
konusunda c¢ok fazla calisma gerekmektedir. Genellikle hicrelerin tek basina
kullanimi yerine kombine yaklasimlar ile daha basarili sonuglar elde edilecegi ileri
strilmektedir. Bu konuda, doku miihendisligi uygulamalari ile i¢ boyutlu ortamlarin
olusturulmasi, farkl hiicre tiplerinin birlikte kullanilmasi, tekrarlayan uygulamalar
yapilmasi, hiicre dozlarinin optimize edilmesi, sistemik ve bdlgesel olmak Gzere farkl
uygulama bolgeleri kullanilmasi, hicrelerin hedeflenen dokuya ulasma ve kalma
slrelerinin optimizasyonu icin kombine yaklasimlar uygulanmasi, hicrelerin in vitro
hazirlik asamasinda hastadaki patolojinin dislnilerek hastaya 6zel olacak sekilde
mikrogevre ortami hazirlanmasi (primed/uyariimis MKH) gibi cok farkl yaklasimlarin
kullanilmasi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda, MKH liretimi esnasinda kullanilan
serum faktorlerinin hicrelerin ve ortamin metabolik 6zelliklerine olan etkisinin

detayli arastirilmasi planlanmistir.

2.5.5. MKH’lerin klinik kullanim amaglh liretimi

Klinik uygulamalar icin MKH Uretilirken, mevzuata uygunlugun yani sira,
kaynak biyomateryal, kullanilan kimyasal ve malzemeler, hiicre kultiiri kosullari ve
besiyeri kaynagi / kalitesi ile ilgili sorunlar ele alinmalidir. Mezenkimal kok hicrelerin
klinik uygulama amacl kullanimi icin glincel iyi Gretim kosullarinda (current good
manufacturing practice / cGMP) Uretilmis olmalari gerekmektedir. Cesitli calisma

gruplari, klinik kullanim icin uygun hicrelerin kalitesini ve lretim sidrecinin genel
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verimliligini artirmak amaciyla, farkh Gretim sirecleri gelistirmistir. Hlcre kaynagi ve
Uretim slirecindeki degisikliklerin, MKH Grlnlnin etkinligi Gzerinde dnemli bir roli
vardir. Kapsamli kalite kontrol testlerinin uygulanmasi ile birlikte, iyi kontrol edilen
Uretim slreclerinin gelistirilmesi, dnemlidir. MKH klinik uygulamalarinda baslangi¢
hiicre kaynagi genellikle Ki, adipoz doku, gobek kordonu ve kanidir. Verici
uygunlugunun degerlendirmesi uzman bir doktor tarafindan yapilir, verici anket, tibbi
muayene, standart testler ve bulasici hastaliklar icin yapilan testlerle birlikte

degerlendirilir (128).

Klinik calismalardan elde edilen sonuglarin karsilastiriimasindaki tekrarlama
basarisi degisken olarak sonuglanmistir. Buradaki ana faktor, hastadaki klinik
tablonun ozellikleri ve hicre kalitesindeki potansiyel degiskenliklerdir. Hiicre
tedavilerinin karmasik yapisi nedeniyle Uretim slirecinin, in vivo etkinlige etkisinin
olacaginin bilinmesi énemlidir. Klinik uygulamalar icin MKH Uretiminde baslangig
hicre kaynagi secimi, kaltir ortami ve kiltir uygulamalari 6nemli etkidedir. Bu
degiskenlerin MKH Grlininin glvenligi ve potansiyeli UGzerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in kullanilabilecek kalite kontrol test yontemlerini olusturmak ¢ok

onemlidir.

ABD'de hiicresel tedaviler, Gida ve ilag idaresi (Food and Drug Administration,
FDA)'nin Biyolojik Degerlendirme ve Arastirma Merkezi (Center for Biologics
Evaluation and Research, CBER) tarafindan diizenlenmektedir. FDA, lretim ve test
alanlarini kapsayan rehber dokiimanlar ve dizenlemeler saglamaktadir (129).
FDA'nin rehberligine ek olarak, Amerikan Kan Bankalari Birligi (American Association
of Blood Banks, AABB) ve Hiicresel Tedavi Akreditasyonu Vakfi (the Foundation for
the Accreditation of Cellular Therapy, FACT) da standartlar olusturmustur (130, 131).
Avrupa’da ise hiicresel tedaviler ile ilgili diizenlemeler European Medicines Agency
(EMA) tarafindan yapilmis ve ilgili aktiviteler bu kurulus tarafindan kontrol

edilmektedir(132).
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Phinney ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, ABD’nde GMP kosullari
altinda MKH Uretimi yapan akademik merkezlerden bir anket araciligiyla bilgi
toplanmistir. Sterilite testi ve hiicre ylzeyi fenotip analizi ile Griin tanimlamasi yaygin
olarak bildirilen uygulamalar iken, baslangic ve calisma hiicre ekim yogunluklari,
kiltlr slresi, Grin formilasyonu ve MKH Urininin kullanim amaci merkezler
arasinda oldukca degisken olarak bulunmustur (133). Bu nedenle MKH in vitro
cogaltilmasi ve kullanim icin hazirlanmasi stirecinde etkisi olabilecek tiim faktoérlerin

gozden gecirilmesi gereklidir.
Tipik bir MKH Uretim siireci asagidaki adimlardan olusmaktadir:

e MNH fraksiyonunun Ki'nden veya diger kaynak dokudan izolasyonu

e MKH Uretimi, cogaltilmasi

e MKH dondurarak saklanmasi

e Kriyoprezervasyondan 6nce veya sonra son formilasyon, kalite

kontrol testleri

Mezenkimal kok hicreleri dondurarak saklamak icin proseddrler, hiicrelerin
tasinmasi ve nakil icin hazirlanmasi icin kosullar degerlendirilmistir (134, 135). lyi
tanimlanmis ve yeniden uretilebilir Gretim prosedirlerinin gelistiriimesine ek olarak,
Uretilen MKH’leri karakterize etmek ve degerlendirmek icin kalite kontrol test

yontemleri olusturulmustur.

Kalite Kontrol (QC) Testleri

Kalite kontrol testleri, klinik Gretim programinin kritik bir bilesenidir. Kalite
kontrol testleri Giretimden dnce (dondr materyali, ham madde), hiicre kaynagi, islem
ici numuneler ve son Urilin serbest birakma testleri dahil olmak tizere iretim isleminin

bircok basamaginda uygulanir.



Tablo 2.1 Klinik kullanim igin hazirlanan MKH igin kalite kontrol testleri
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Uygulanacak test Yontem Hedeflenen liriin
ozellikleri
Canli hiicre sayisi *Tripan Mavisi veya > %70

*7-amino-aktinomisin D (7-AAD) ile sayim

Mikrobiyal ve Bakteri ve funguslar igin sterilite testi Kontaminasyon

mantar bulasi olmamall

Mikoplazma FDA belgeli, in vitro hicre kaltur ile tutarl Kontaminasyon
yontem olmamall

Endotoksin Kinetik tirbidometrik yontem (Limulus <5EU / kg / doz
amebocyte lysate, LAL testi)

MKH Antijen MKH markirlari icin akim sitometri: *> %95 ekspresyon

Ekspresyonu *Pozitif: CD105, CD73, CD90 **< %2 ekspresyon
**Negatif: CD34, CD45, CD14, CD19, HLA-DR

Karyotip G-bandi, 20 metafaz yayihmi Klonal anomali

olmamall
Rezidii FBS ELISA (artik sigir proteinleri icin; 6rnegin, BSA, 6-log seviye azalmal

Sigir patojenleri
Domuz patojenleri

insan patojenleri

Etkinlik testleri

transferrin)
Sigir patojenleri igin test

Domuz patojenleri igin test

PCR insan patojenleriicin PCR veya diger uygun
analizler: HIV-1 ve HIV-2, HTLV-1 ve HTLV-2,
HBV, HCV, CMV, EBV

Amaclanan klinik endikasyona dayal test

Kontaminasyon
olmamal
Kontaminasyon
olmamal
Kontaminasyon
olmamal

Spesifiye edilmeli

Klinik kullanim i¢in hazirlanan MKH icin kalite kontrol testleri (136). Hematti P, 2013.
Mesenchymal Stromal Cells Biology and Clinical Applications adli kitaptan uyarlanmistir.

Serbest Birakma Testleri:

Her son MKH drini, klinik kullanim igin sunulmadan 0Once, onceden
belirlenmis spesifikasyonlari karsiladigini gostermek icin testlerden gecirilecektir.
Kalite glivencesi, son Uriinln piyasaya surilmesinden 6nce kalite kontrol testleri de
dahil olmak (izere tiim uretim kayitlarinin incelenmesini icermelidir. Uretilen
MKH’lere uygulanmasi gereken kalite kontrol testleri yukaridaki Tablo 2.1'de

verilmistir.
Etkinlik Testleri:

FDA, biyolojik Girtinlerin, biyolojik lisans basvuru onayinda giivenlik, saflik ve

etki gereksinimlerini karsilamasini gerektirir. Etkinlik, FDA tarafindan “Urinin
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kendine 6zgli yetenegi veya kapasitesinin uygun laboratuvar testleri ile belirtiimesi
veya Urlinln uygulanmasi yoluyla belirli bir sonucu etkileyecek kontrollii klinik
verilerin elde edilmesi”’ olarak tanimlanir. Tablo 2.2’de MKH’ler icin etkinlik testleri

ornekleri verilmistir.

Tablo 2.2 MKH’ler igin etkinlik testlerinden 6rnekler

MKH uygulamasi Etkinlik Testi Referans

GVHH tedavisi Mikst lenfosit reaksiyonu testleri, sitokine (137)
dayali analizler

Akut akciger hasari Ex vivo akciger modeli ve sitokine dayali testler (138)

Crohn hastalig Mikst lenfosit reaksiyonu testleri (139)

Bag dokusu onarimi Cok yonla (lGglu) farkhlasma potansiyelinin (140)
gosterilmesi PCR analizleri

KIT sonrasi engrafman CFU (koloni olusturan fibroblastlar) / Uzun (141)
sureli kalttr-Long term culture initiating cells
(LTCIC) bazh deneyler

Kardiyak rejenerasyon Kardiyak o©ncill hiicre proliferasyonunun in (142)
vitro destegi

MKH’ler icin etkinlik testlerinden 6rnekler (136). Hematti P, 2013. Mesenchymal Stromal Cells
Biology and Clinical Applications, Humana Press adl kitaptan uyarlanmistir.

2.6. MKH Uretimine Etkili Faktorler
2.6.1. Biyolojik materyal, hammadde 6zellikleri:

Klinik kullanim amag¢h MKH Uretiminde GMP Uretim islemlerinde kullanilan
tim hammaddeler, GMP veya kalite standartlarina uygunluk agisindan denetlenmis
saticilardan alinmalidir. Her hammadde i¢in kalite kontrol test ve dokiimantasyonu
muhafaza edilmeli ve her bir Gretim lotu i¢cin son MKH drindnin tim
hammaddelerine kadar izlenebilirlik saglanmalidir. Hommadde kullanimiyla ortaya
cikabilecek potansiyel riskler belirlenmelidir. Uretimde kullanilacak tiim faktorler,
biyolojik materyal, kimyasallar, besiyeri, serum eklentileri, kaynak hicrelere ait tim
ozellikler, ilgili kalite kontrol testleri ve risk olusturabilecek faktorler
degerlendirilmeli, dokiimantasyonlar yapilmali ve tiim sireg i¢in standart uygulama

yontemleri olusturulmalidir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3 MKH uretiminde yaygin olarak kullanilan biyolojik materyal ve faktorler

Materyal Kullanim alani Kalite kontrol igin Risk azaltma
gerekenler
Kemik iligi Baslangic materyali *Bilgilendirilmis onam

*Tibbi 6zge¢mis
*Verici testleri

Fetal buzagi serumu
(FBS)

Besiyeri komponenti
(serum eklentisi)

*SiIgIr patojen testi
*Kaynak ulke
sertifikasi

*Daslk riskli Glkeden
gelen sigir kaynagi

*|sinlama veya viral
filtrasyon
*Serumsuz ortama
gecilmesi

Blylme faktorleri
(Fibroblast growth
factor-2 (FGF-2),
Transforming growth
factor beta (TGF-B),
PDGF vb)

Besiyeri komponenti

Memeli hiicre hatlari
ve hayvansal kaynakli
materyallerden
kaynaklanan riski
degerlendirmek icin
rekombinant

Mikrobiyal ekspresyon
sistemlerinde veya iyi
karakterize edilmis
memeli hiicre
hatlarinda Uretilen
blylme faktorleri

kaldiriimasi/pasajlama

proteinlerin kullanimi kullanimi
Domuz tripsini Hicrelerin kaltar Domuz patojenleriicin  Rekombinant enzim
kabindan test kullaniimasi

insan serum albUmini

Son formilasyon

Testleri yapiimis
vericilerden toplanan
insan serumundan
turetilmis olmasi
nedeniyle
yonetmelige
uygundur

Rekombinant insan
serum albumini

Son igerik

Urtin depolama

*Sterilite
*Endotoksin
uzaklastirma

MKH dretiminde yaygin olarak kullanilan biyolojik materyal ve faktorler (136). Hematti P,
2013. Mesenchymal Stromal Cells Biology and Clinical Applications, Humana Press adli kitaptan

uyarlanmistir.

2.6.2. In vitro Hiicre Kiiltiirii Kosullar::

Arastirma veya klinik kullanim igin yeterli hiicre sayisina ulasmak icin MKH’ler

kiltir kosullarinda c¢ogaltilmaktadir. Kemik iliginde klonojenik (CFU-F - koloni

olusturan birim-fibroblast) MKH'lerin sikhginin, 10*-10° kemik iligi hiicresi basina 1

gibi oldukca disiik oldugu tahmin edilmekte iken, rejeneratif tip ve doku miihendisligi

icin yeterli hiicre elde etmek icin gerekli olan MKH sayisi ~107-102 kadardir (1). Klinik

uygulamalarda genellikle kilogram basina yaklasik 106 MKH kullanilmaktadir. Cok

sayida klonojenik MKH dretebilmek icin; baslangicta sinirli sayida olan MKH’lerin in

vitro kosullarda ¢ogaltilmalari gerekmektedir.
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Mezenkimal kok hicreler standart doku kaltari T-flask siselerinde yapisan
hicreler olarak buyutulurler. Klinik amacgh uygulamalar i¢in besiyeri tek kullanimlik
kaplarda hazirlanir ve tim besleme ve hiicre toplama asamalari tek kullanimlik, kapal
bir sisteme izin verecek torbalar ve boru setleri araciligiyla yapilir. Bu format,
kontaminasyon riskini azaltarak, cok kullanimli biyoreaktérler icin gerekli oldugu gibi
temizleme validasyonu yapma ihtiyacini ortadan kaldirir. Donér 6zellikleri, MNH
izolasyon yontemi, besi yeri secimi, ekim yogunlugu son MKH Urlntnin 6zelliklerini
etkiler. Dislik ekim yogunluklarinin, MKH'lerin erken progenitoérleri temsil eden bir
alt popilasyonunun blylmesini arttirdig gosterilmistir (143). Hicre kaltiri
degiskenleri arasinda hiicre izolasyon yontemlerinin (plastife yapisan veya
prospektif/secici izolasyonun farkli metotlari) yanisira; besiyeri formilleri (temel
besiyeri/medyum ve eklentiler), kultir ekstraselliler matriks destegi, hiicre ekim
yogunlugu ve fiziksel ¢cevre (¢c6ziinmis oksijen ve karbondiyoksit konsantrasyonlari,
sicaklik, pH, osmolalite ve tampon sistemleri) de yer almaktadir. Bunlara ek olarak,
MKH kaynaklarinin farkliigina ve hayvan/insan serum Urlnlerinin veya serumsuz
besiyeri eklentilerinin kullanimina bagli olarak, ex vivo MKH ekspansiyonu net bir

sekilde degisiklik gostermektedir.
2.6.3. Besiyeri ve serum / plazma eklentileri

Halen, herhangi bir kaynaktan MKH'lerin izolasyonu ve kiltirlenmesi igin
standart bir yontem ve arastirmacilar arasinda fikir birligi yoktur. Ancak, farkl
akademik merkezlerde Uretilen MKH'lerin kullanimina dayanan klinik arastirmalarin
timu, bu htcrelerin inflizyonunun glvenli ve potansiyel olarak etkili oldugunu
gostermistir. Mezenkimal kok hiicre Gretimi icin en yaygin kullanilan ortam, FBS/Alfa-
minimum essential medium (MEM) veya Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low

glucose (DMEM-LG) gibi gorinmektedir.

FBS genellikle glutaminle takviye edilmis alfa-MEM ortamina eklenir. FBS
Uretiminde gorilen partiden partiye degiskenlik, MKH kalitesi ve potansiyeli Gizerine

etkilidir. Klinik uygulamalar icin olan MKH kdiltlrG icin en uygun kosullari belirlemek
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amaciyla cesitli calismalar vyapilmistir (144). Bu calismalarda yeni besiyeri
formilasyonlarinda genellikle FBS gibi hayvan kaynakli faktorlerin yerine gececek
alternatif kaynaklar izerinde durulmaktadir (145, 146). FBS'un hiicresel tedavilerin
Uretiminde kullanilmasi, zoonotik ajanlarin, sigir siingerimsi ensefalopatinin (BSE)
bulasmasi riskini ve hiicreye dahil edilebilecek hayvansal kdkenli antijenlerin girisini
iceren cesitli potansiyel kaygilar dogurur (147). Dliinya Hayvan Saghg Teskilati (Office
International des Epizooties, OIE) tarafindan BSE riski ihmal edilebilir veya cografi
olarak duslk riskli olarak siniflandirilan llkelerden FBS kaynaginin secilmesiyle, BSE
bulasmasina iliskin risk azaltilabilir (148). Sigir patojen transmisyonu potansiyel riski,
sigir patojenleri icin taramadan gecen ve ayrica gama isinlama gibi viral bir

inaktivasyon asamasi gecirmis olan FBS kullanilarak hafifletilebilir.

Klinikte kullanilacak hiicrelerin, in vitro ¢ogaltilma protokollerinde, blylime
faktoru kaynagi olarak %10-30’a kadar oranlarda segilen, spesifik bir lot numarasina
sahip olan fetal buzagi serumlari kullanilabilmektedir. FBS, baglanma ve blyliime
faktorleri yoninden yuksek bir icerige sahip olmasi yanisira, hilicre blylimesi ve
devamliligi icin gerekli olan besin ve fizyokimyasal bilesikleri de igerir (2). Ancak FBS
virlsler, prionlara bagli hastaliklar ve zoonotik kontaminasyonlar gibi istenmeyen
ksenojenik patojenlerin kaynagl oldugu gibi, immun-aracili reaksiyonlara zit yonde
hizla etki edecek ve hatta anafilaktik soka sebep olabilecek antijenleri ve
immiinoglobulinleri de icerebilmektedir (149). FBS, kimyasal olarak tam
tanimlanmamis bir kiltlr eklentisidir. Ayrica farkli kaynaklardan elde edilen FBS'lari
arasinda nitelik ve nicelik agisindan farkhliklar bulunmaktadir. Bu da doku kiltdrd
kosullarini ve deney sonuglarini etkilemektedir. Dolayisiyla pahali ve zahmetli bir
slre¢ olan serum-grup testinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bakimdan FBS’a
alternatif olarak hayvan Urini icermeyen replasmanlar da kullanilabilmektedir. Bu
olasi Urlinler arasinda; insan kaynakli eklentiler, otolog serum, allojenik serum,
platelet lizat, yikanmis platelet lizat, gobek kordonu serumu ve plazmasi yer
almaktadir. Ayrica serum icermeyen, serum replasman faktorleri (6rn: kimyasal

olarak belirlenmis ekspansiyon besiyeri) iceren besiyeri ortamlari da gelistirilmistir.
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Arastirmalar, bu eklentilerle ¢ogu zaman FBS ile elde edilen verime ulasiimasinda
gliclik oldugunu ortaya koymakta, FBS alternatifleri ile optimal verim elde edilmesine

yonelik kapsamli calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Serumsuz besiyeri

MKH blyimesini desteklemek amaciyla tamamen serum-free (serum
icermeyen) besiyerleri gelistiriimeye calisiimistir. Bu zamana kadar yapilan ¢ogu
calismada ancak sinirli sayida basari elde edilmistir (65). Hiicrelere destek verecek
olan en uygun besiyerinin kimyasal iceriginin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica bu
besiyeri, MKH kdltirlerinin tutunmasini ve blylmesini destekleyici nitelikte
olmalidir. Bu konuda bir¢ok firma tarafindan serum icermeyen ve MKH c¢ogaltilmasi
icin gerekli biyime faktorlerini iceren cok sayida besiyeri gelistirilmistir (3, 145, 150).
Yakin ge¢miste, insan MKH izolasyonu ve ekspansiyonunda kullaniimak Uzere, bir
serum-free besiyeri olan “PPRF-msc6” besiyeri tanimlanmustir. insiilin, transferrin ve
serum albumin gibi suplementler az miktarda da olsa serum komponentlerini
icerebilmektedir. (2). Chase ve arkadaslari FGF-2, TGF-B ve PDGF ile desteklenen
serum icermeyen bir besiyerinin, FBS / aMEM’e gére MKH blylUmesini daha da iyi
destekledigini aciklamistir (151). Hayvansal kaynakli bilesenler iceren bu ilk besiyeri
siriminiln yeni bir xeno-free versiyonu piyasada bulunmaktadir (152). Serumsuz
ortam kullaniminin MKH'lerin in vivo etkinligi Gzerinde 6nemli bir etkisinin olup
olmayacagini géstermek icin ilave in vitro etkinlik ¢alismalari ve hayvan ¢alismalari
yapilmasi gereklidir. Ek olarak, bu ortamlar agiklanmayan bilesenleri iceren 6zel
formilasyonlardir. Bliyime faktorleri veya diger hayvan kaynakh bilesenler gibi
iceriklerden kaynaklanan potansiyel riskler belirlenmelidir. Ornegin, bazi biiyiime
faktorleri, kemirgen hiicre hatlari gibi memeli hicre hatlari kullanilarak uretilebilir.
Bu da retrovirlis kontaminasyon riskini dogurur (153). Bu sekilde Uretilen bliyiime
faktorleri, test edilmis hicre hatlari kullanilarak ve viral saflastirma islemleri
uygulanarak olusturulmalidir. Serum icermeyen besiyeri ortamlari kullanilarak klinik

kullanima uygun MKH Uretimi konusunda cok fazla arastirma gerekmektedir. Ticari
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hazirlanmis besiyerlerinin sinirli etkileri ve iceriklerinin tam olarak bilinmemesi

onemli dezavantajlardir.
insan kaynakli serum / plazma iiriinleri

Klinik uygulamalarda kullanilacak olan insan MKH kiltiirlerinden FBS'yi
elimine etmek ve yerine otolog veya heterolog serum veya plazma kullanmak igin
cesitli girisimler yapilmistir. Plazma antikoagllan madde eklenerek pihtilasmasi
engellenen kanin hicresel kisimlarinin ¢oktlrilmesinden sonra Ustte kalan sivi
kismidir. Serum ise kana herhangi bir antikoagiilan madde ilave etmeksizin hiicresel
kismi pihtilastiktan ve ¢oktlrildiikten sonra olusan sivi kisimdir. Serumun plazmadan
farki, serum igerisinde fibrinojenin bulunmamasidir. Otolog serum iceren besiyerinde
Uretilen MKH’ler FBS’a kiyasla daha hizli ¢ogalir ve 6zellikle erken pasajlardaki bu
hicreler, in vitro tipik fenotipini, motilitesini ve farklilasma yetenegini
korumaktadirlar (154). Ancak, kultir icin gerekli olan otolog serum miktari genellikle
donoriin verebilecegi serum miktarindan daha fazla olmaktadir. Ayrica saglikli donér
otolog serumu MKH ¢ogalmasini saglasa da, yash hastalarin, onkolojik, genetik veya
metabolik hastaliga sahip kisilerin otolog serumu ayni etkiyi gostermemektedir.
Otolog serum vyerine havuz olusturulmus allojenik insan serumu kullanildiginda
celiskili sonuclar elde edilmistir. Ornegin; bazi ¢alismalar insan MKH’lerinde
blylmenin durdugunu ve hiicrelerin 6lime gittigini gdsterirken (155), bazi calismalar
sonucunda FBS ilave edilen kiltlr kosullarina benzer veya daha iyi sonuglar elde

edilmistir (156).

Bu ylzden, allojenik veya otolog insan serumu kullanilmasi FBS'nun yerini
alabilecek bir eklenti olarak kabul edilmemektedir. Gerekli blylime faktorleri ilave
edilmis tamamen serumsuz besiyeri ve serumun yerine gegebilecek urinlerin
kullanimi daha yararli gorilmektedir. Serum, plazmaya kiyasla kultire edilen
hiicrelerin blylimesini ve ¢ogalmasini uyarmaktadir (157). Serum igerisindeki asil

mitojenik faktorlerin kaynagi, pihtilarin igcinde yer alan aktiflesmis trombositlerdir
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(158). Bu bakimdan, trombosit lizatlari hayvan serumlarinin yerini alabilecek degerli

bir eklentidir.

2.7. Plateletler ve platelet kaynakli iiriinlerin hazirlanmasi

Trombosit olarak da bilinen plateletler, kemik iliginde bulunan genis
stoplazmali (100 um) megakaryositlerin sitoplazmasindan kdken alan, kigik 2-3 um
capli cekirdeklenmis hiicre parcalaridir. Periferik kanda eritrositlerden sonra en ¢ok
bulunan hicrelerdir. Trombositlerde bircok ylizey reseptéri, kanalikiler sistem,
mikrotlpler, mitokondri, Ug tip granil (lizozomal, alfa ve yogun) ve glikojen gibi kiiclik
faktorlerin birikimleri bulunur (Sekil 2.4). Yogun grantller trombosit aktivasyonunu
kuvvetlendiren faktorler igerirken, alfa-graniller, hemostaza katkida bulunan

blyume faktorlerini ve pithtilasma proteinlerini icerirler.

Mitokondri

Kemik iliginde
platelet treten
megakaryosit
& Glikojen
i A Microtubules Yogun graniiller
C L .
Membran T, S

Kanalikiiler sistem

Lizozomal grantiller

Metabolitler .
Alfa grandller

Platelet yapisi

Sekil 2.4. Trombosit yapisi. Zapata JC, 2014 (159) makalesinden uyarlanmistir.

Trombositlerin en bilinen islevi vaskiler sistemin butlinligini korumaktir.
Doku hasari gibi spesifik uyaricilar altinda trombositler, kollajen ve von Willebrand
faktor (vWF) gibi hiicre disi matris proteinleri tarafindan aktive edilirler. Glikoprotein

reseptorleri iceren cikintilar ile birbirlerine ve vyara bolgelerindeki hicrelere
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tutunarak, diizensiz sekilleri siskinleserek kompakt kiiresel bir forma donusdrler
(160). Aktivasyondan sonra trombositler, aktivasyonlarini ve hiicre baglanmalarini
daha da arttiran granil iceriklerini ve pihtilasma faktorlerini serbest birakirlar (Sekil
2.5). Bu siireg, yaralanma bolgesinde bir fibrin aginin olusumunu destekleyen ve

kanamayi durduran etkili bir tika¢ olusumu ile sonuglanir.

Trombositlerin membran glikoproteinleri arasinda GPla (Glukoprotein la),
GPlIb/llla (allB3) veya VLA-5 (very late antigen-5, fibrinojen reseptori), GPIb/IX/V
(VW ve Mac-1 reseptori), GPI-lla veya VLA-6 (laminin reseptori) ve A2b1l GPVI
(Kollajen reseptord) bulunur. Alfa granilleri P-selektin, PF4 (platelet factor 4),
transforming factor-B1, kemokinler, proteoglikan, PDGF, a2-plazmin inhibit6rQ,
vitronektin, laminin, CD63, TGFB, CLEC-2 (C-type lectin receptor-2), trombospondin,
fibronektin, B-tromboglobilin, vWF, fibrinojen, pihtilasma faktorleri V, XI ve XIlI,
integrinler, proteazlar, trombin, protrombin, kininojenler, immunoglobulin ailesi
reseptorleri, |16sin tekrari bakimindan zengin aile reseptorleri ve diger proinflamatuar
ve bagisikhk dizenleyici faktorler igerir. Yogun graniller ADP, ATP, kalsiyum,
serotonin, histamin, dopamin, fosfat, eikosanoidler icerir. Trombosit metabolitleri
arasinda TXA2 (Tromboksan A2), sfingosin-1-fosfat, PAF (Platelet activating factor),
glikojen, PF-4 (trombosit faktori 4), RANTES (Regulated upon activation normal T cell
expressed and secreted), CTAP-3 (connective tissue activating peptide 3, bag dokusu
aktiflestirici peptit 3), platelet basic protein, Th-4 (thymosin b-4), FP-B (fibrinopeptid
B) ve FP-A bulunmaktadir (159) (Sekil 2.5). Plateletler pihtilasma faktorleri, bliyiime
faktorleri; PDGF, TGFB1, IGF1, HGF1, VEGF, FGF2 ve interlokinler; IL1, IL4, 1I6, IL10,

IL13 agisindan da zengindirler (161).
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a-Arabinoside Elastase
IO B-Galactosidase Collagenase
B-Glucuronidase Cathepsin

n-Acetylglucosaminidase

ADP, ATP
YOGUN GRANULLER Serotonin
Ca*
Epinephrine
r Histamine
TROMBOSIT ALFA GRANULLER
Kemokinler
Koagiilasyon Faktérleri IL-8
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Integrin aVp3 IgG PF4 TIMP-1,-4
Fibronectin Thymosin-p4 Thrombospondin BMP-2,-4,-6

Sekil 2.5. Trombosit icerigi. Burnouf T, 2016 (162) makaleden uyarlanmistir.

Trombositler hemostazdaki rollerinin yanisira inflamasyon ve dogustan
immunitenin onemli aracilaridirlar. Mikroorganizmalar trombositleri trombin ile
aktive olduklari ve endotel hiicrelerine ve l6kositlere baglandiklari enfeksiyon veya
yaralanma bolgesine cekebilir. Trombositler ayrica dogrudan Toll-like reseptorler
(TLR'ler) ile patojenleri de baglayabilirler (163). Salgiladiklari PF-4, RANTES, CTAP-3,
trombosit bazik proteini, Th-4, fibrinopeptid B (FP-B), siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil serbest radikalleri gibi antimikrobiyal faktorler ile ve mikrobiyal patojenlere
karsi antikora bagli hiicresel sitotoksiteye katilarak enfeksiyona karsi immiin yaniti da

etkilerler (164).

Trombosit kaynakh buylme faktorlerinin bu uyarici etkisi, hasarli dokuyu
onarmak ve g¢ogaltmanin yanisira, in vitro hiicre ¢ogaltiimasi igin de kullanilabilir
(165). Trombositten zengin plazma (PRP, platelet rich plazma) preparatlarinin
kullanimi rejeneratif tibbin odak noktalarindandir (166). Farkli metodlarla hazirlanan

PRP, PL, platelet jel gibi trombosit Grlinlerinin icerdigi blylme faktorleri hazirlama
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metoduna gore degisir (167). Trombosit konsantreleri hazirlamanin teknik detaylari
icin cesitli kilavuzlar vardir. Avrupa icin Guide of the Council of Europe (168), Amerika
Birlesik Devletleri’nde AABB, Technical Manual (169), tilkemizde ise Ulusal Kan ve Kan

Bilesenleri Hazirlama Kullanim ve Kalite Glivencesi Rehberi (170) kullanilmaktadir.

Klinik uygulamalar icin GMP uyumlu terapdtik hiicresel tedaviler icin Gretilen
insan trombosit konsantreleri “buffy coat”tan, PRP metodu ile veya tek donér
aferezindeki trombosit konsantrasyonlarindan hazirlanabilir (162, 171). Trombosit
konsantreleri i) antikoagile edilmis tam kandan “buffy coat” metodu ile tam kanin
santrifijlenip dort Gnite “buffy coat” kisminin bir inite plazma ile birlestiriimesi ile
hazirlanir. ikinci bir santrifiigasyon basamagindan sonra trombosit konsantresi |6kosit
azaltma filtresi ile Grln torbasina aktarilir. ii) PRP metodunda ilk santrifiigasyonla
eritrosit konsantresi ve PRP ayrilmakta, PRP’nin ikinci santrifligasyonuyla PPP ve
platelet konsantresi olusturulmaktadir. D6ért veya 5 Unitenin aseptik sartlarda
birlestirilmesi ile yaklasik 200 mL hacimde bir terapotik doz olusturulur. iii) Tek

donodrden trombosit aferez donasyonu ile 200-300 mL Urin elde edilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Trombosit konsantresi hazirlamada farkli yontemler. Burnouf T,
2016 (162) makaleden uyarlanmistir.
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Blylume faktorleri ve diger biyoaktif molekilleri salgilatmak Uizere PL
olusturmak icin dort metod vardir. i) Tekrarlayan dondurma/eritme doénguleri;
trombosit konsantrelerini -30 C'nin altina hizla/sok dondurma ve izleyen 37 C'de
eritme islemleri ile yapilir. Optimum dondurma/eritme donguleri sayisi ve kosullarini
belirleyen sistematik bir analiz mevcut degildir (172). ii) Direkt trombosit aktivasyonu;
endojen trombin ve fibrin olusumunu, trombosit degranilasyonunu indiklemek icin
kalsiyum tuzu ¢ozeltisinin (genellikle CaCl2) eklenmesiniicerir (173). Ayrica insan veya
rekombinant trombin ile dogrudan aktivasyon yapilabilir (174), ancak bu yabanci
maddeler hilicre tedavisi icin PL kullaniminin yasal onayini zorlastirabilir. iii)
Sonikasyon; 20 kHz frekansta 30 dakikaya kadar sonikasyon etkilidir (175). iv) Solvent
(Cozucu)/deterjan muamelesi; hem trombosit lizisi, hem de lipid zarfli virlslerin

inaktivasyonunu saglar.

Platelet lizatlar, genellikle plateletlerin tekrarlayan dondurma ve ¢ozdirme
islemleriile hazirlanir. Bu sekilde trombosit icerikleri plazmaya salinir. Santrifiigasyon
sonrasi Ustte kalan plazma kismi ayrilip hiicresel artiklarin uzaklastirilmasindan sonra
kalan kisim kaltur besiyeri eklentisi olarak kullanilir (4, 176, 177). Dondurma-
¢6zdirme dongl optimal sayilariigin bir gorus birligi yoktur ve literatiirde farkli sayida
dondurma-¢ozdiirme doénguleri icin genis bir buylme faktor skalasi mevcuttur (162).
Sifir, 1, 3,5, 10, 30 dondurma-¢ézdirme dongiileriile yapilan bir ¢alismada, 3-5 dong
ile hazirlanan PLl’larda istenen bliyime faktorleri konsantrasyonlarina ulasiimis ve

daha fazla sayida dongiiniin kisitlanmasi 6nerilmistir (176).

Trombosit konsantreleri Gnite basina Avrupa'da ve tlkemizde asgari 0,6 x 10*!
(168, 178), Amerika Birlesik Devletleri’nde 0,55 x 10*! trombosit icerir (169). Donér
trombositlerinin yari 6mru, terapotik amacgh kullanim igin 5 glindiir ancak, zamanla
hemostatik ajan olarak rolli azalsa da trombositlerin a granilleri igcinde yer alan
blyume faktorleri ¢ haftaya kadar stabil kalabilmektedir (179). Raf dmriinin 0-3.
glinlerindeki trombositlerin metabolomik analizinde glikoliz, pentoz fosfat yolu ve
glutatyon metabolizmasinin artip, trikarboksilik asit (TCA) donglsiiniin azaldig

gosterilmistir. 4-6. glinlerdeki trombositlerin analizinde aktif pirin metabolizmasinin
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yani sira daha aktif bir TCA dongusi gorilmustir. Artik klinik kullanima sunulmayan
7-10. ginlerindeki trombositlerde ise hilicresel metabolizmanin daha hizli bozuldugu
gorilmustir. Depolanan trombositlerde monoton bir bozulma yasanmamis, ancak
art arda metabolik degisimler meydana gelmistir (180). Raf dmudrlerinin birinci
glinlinde ve son kullanma tarihleri geldiginde dondurularak karsilastirilan
trombositlerden son kullanma tarihi gelmis olan grubun eritme sonrasi geri kazanma
durumu daha iyi bulunmustur. Kryoprezervasyon ile donmamis trombositlere kiyasla,
ylzey glikoproteinlerinin (GPlba, GPIlb, GPVI) azaldigi, aktivasyon isaretleyicilerinde
(fosfatidilserin ve P-selektin) ve mikropartikiil saliniminda artis oldugu gosterilmistir.
Ancak kryoprezervasyona bagh bu degisiklikler raf émirlerinin birinci ve sonuncu
glninde dondurulan trombositlerde esit bulunmustur (181). Trombositlerin -80

%C’nin altinda kryoprezervasyonu raf émdrlerini 2 yila uzatmaktadir (182, 183).

Platelet lizatlarin FBS ile karsilastiriilmalarinda genel olarak kiltirde MKH
proliferasyonunu artirmada FBS ile benzer, hatta doz bagimli olarak FBS’den daha iyi
oldugunu gosteren calismalar vardir (4). Bazi raporlar, insan PL kullaniminda MKH
ylzey ekspresyonunun etkilenmedigini soylese de (184), PL varliginda bazi MKH
ylzey ve adezyon molekilleri ifadelerinin degistigini, T ve NK hiicre proliferasyonu ve
sitotoksisite kapasitesinde degisiklikler oldugunu, dolayisiyla MKH kilturinde
immiin fenotip ve immin modilasyon 06zelliklerinin degisebilecegini gosteren

yayinlar da vardir (185).

Phinney ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, ABD’nde klinik kullanim amacgli
MKH {retimi yapan akademik merkezlerin cogunun Ki kékenli MKH’leri havuzlanmis
insan trombosit lizati ile desteklenmis besiyerinde ¢ogalttiklar bildirilmis, ancak farkh
merkezler arasinda hicre ekim yogunluklari, kiltur siresi, triin formilasyonu ve
MKH Griintinin kullanim amaci konusunda standard uygulama olmayip ¢ok degisken
kosullar altinda Uretim yapildigl rapor edilmistir (133). Platelet lizatin hicre
kiltirlerinde etkisi farkli hicrelerle de arastirilmistir. Eklem kondrositleri (186),
dendritik hiicreler (187), endotel progenitor hiicreleri (188), osteoblastlar (189) ile

yapilan hicre kiltirlerinde PL'in hiicre biylimesini artirdigi gosterilmistir.
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Platelet lizatin MKH proliferasyonunu destekleyebildigi, in vitro kdltdr
sirasinda koloni olusturan birimin fibroblastik icerigini koruyabildigi ve bazi
durumlarda FBS'den daha iyi kromozomal stabilite saglayabildigini gosteren
cahsmalar vardir (162, 190). Bazi calismalara gore PL'ta ¢ogaltilan MKH'ler, artmis
osteoblastik farklilasma potansiyeli (191, 192) ve azalmis adipogenik farklilasma
kapasitesi (192) gosterebilmektedir. Bu da kemik rejenerasyonu icin hazirlanan MKH
kiltirinde PL kullaniminin daha iyi bir secenek olabilecegini gosterir. Bununla
birlikte, PL ve FBS ile ¢ogaltilmis MKH'lerin karsilastirildigi calismalarda azalmis,

benzer veya artmis imminomodulatér MKH aktiviteleri bildirilmistir (185, 193, 194).

Mezenkimal kék hiicrelerin koken aldigi hiicre tiirline gore, hiicreler kiltirde
besiyeri eklentilerinin farkli bilesimlerini tercih edebilmektedir. Ornegin yag dokusu
kokenli MKH'ler, PL kullanildiginda sadece ilk pasajda artmis proliferasyon
gostermistir. Ancak izleyen pasajlarda MKH proliferasyonu, FBS ile karsilastirildigina
gére azalmistir. insan serumu veya trombinlerle aktive edilen trombositlerin
kullanildigir MKH kdlturlerinde ise, yag dokusu kdkenli MKH'lerin gelisimi strekli
desteklenmistir. Bununla birlikte, kemik iliginden elde edilen MKH'ler PL ile gli¢li bir
sekilde ¢ogaltiimis, ancak insan serumu ve trombinlerle aktive edilen trombositlerin
kullanildigr  MKH kalturlerinde FBS kullanimina gore azalmis proliferasyon

gorilmastdr (195).

Yine farkh hiicrelerin (kemik iligi stromal hiicreleri, yag doku kokenli yetiskin
kok hicreler, osteoblastlar, kondrositler, gdbek kordonu mezenkimal stromal
hicreleri, lenfositler) kiltlrlerinde PL takviyesi, standart FBS kultlirline gore hicre
¢ogalmasini, kiltir boyunca hicre islevselligini, klonojenitesini, fenotip ve farklilasma

ozelliklerini koruyarak doza bagl bir sekilde artirmistir (196).

Ayrica, farkh kosullar altinda ve farkh eklentilerle elde edilen MKH’lerin
biyolojik ozellikleri henliz tam anlamiyla belirlenmemis, farkh blylime faktorleri

kaynaklarinin ve FBS’un diger eklentilerle ayrintili karsilastirmasi heniiz calisiimamis,
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kiltir ortaminin nihai durumunun belirlenmesinde en 6nemli belirte¢ olan metabolik

ozelliklerinin detayl incelenmesi yapiimamistir.

2.8. MKH uygulamalarinda etkinligin artirilmasi ve giivenli uygulamaya

yonelik MKH kiiltiir asamasinda lizerinde durulmasi gereken konular

Sayilari giderek artmakta olan MKH klinik uygulama sonuglarina gore (87, 108-
116) bu htcrelerin uygulanmasi genel olarak giivenli kabul edilmekte, ancak FBS ile
hazirlanmis olan MKH’lerin uzun dénemde xenobiotik mikroorganizmalar yoninden
yol acabilecegi hastaliklar bilinmemektedir. Bu nedenle gilivenlik konusunda
yapilmasi gereken en 6nemli adim FBS yerine gecebilecek ve en az onun kadar etkili
serum / plazma alternatiflerinin  bulunmasidir. Glnimizde MKH klinik
uygulamalarinda temel sorun, hedeflenen etkinligin elde edilememesidir. ‘MKH’lerin
klinikte kullanimi” kisimda belirtildigi zere MKH’ler klinikte ¢ok farkli patolojiler,
hastaliklar nedeniyle kullanilmakta, hemen her organ hasarinin iyilesme sirecine
katki  sagladigi, oOzellikle inflamatuvar hastaliklarda antiinflamatuvar ve
immuinmodulatuvar etkisinin 6ne ¢iktigl bilinmektedir. Bununla birlikte, en sik
kullanildigi GVHH dahil olmak Uzere ¢ogu zaman tam cevap elde edilememekte,
uygulamalarda ya stbjektif diizelmeler ya da klinige yansimayan ancak testlerde
minimal degisiklikler bildirilmektedir (197-199). MKH etkinliginin artirilmasi igin in-
vivo mikrogevreyi taklit edecek sekilde doku miihendisligi yaklasimlarinin, 3 boyutlu
dinamik ortam, ko-kulturler ve organoid teknolojilerinin kullanimi, ayrica molekiiler
ve/veya nanoteknolojik yontemler, kontrolli salinim sistemleri ile istenilen
sekretuvar ortamin olusturulmasi gerekmektedir. Esasen, MKH uygulamalarinda
etkinligin artirilmasi i¢in temel ihtiya¢ hastadaki patolojinin iyi bilinmesi ve in-vivo
mikrogevre géz 6niinde bulundurularak hiicre hazirlanmasidir. Bu amagla son yillarda
MKH’lerin IFN-y ile uyarldinldiktan (primed MKH) sonra hastaya verilmesi
durumunda daha etkin bir immunmodulasyon ve inflamasyon kontrolli saglandig

bildirilmistir (126, 200).
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Diger taraftan, in vitro uzun siren kiltir ortaminda hicrelerin detayh
ozellikleri bilinmemektedir. Genel olarak MKH karakterizasyonunda kullanilan
yontemler, adezyon 6zelligi, stromal fenotipi yansitan ylizey belirtec¢ 6zellikleri ve in
vitro en azindan adiposit ve osteoblast yonlinde farklilasma kapasitesi
gostermeleridir. Bu 6zellikler, MKH’lerin ¢ok genel 6zelliklerini yansitmaktadir. Hangi
dokudan elde edilirse edilsin bu o6zellikler tim MKH’lerde benzer bulunmakta,
hicrelerin fonksiyonel 6zellikleri hakkinda fikir vermemektedir. Oysa, gbbek kordonu
kaynakli hiicrelerin daha fazla immunsupresif 6zellige sahip oldugu, kemik iligi
kaynakli olanlarin daha ¢ok kemik / kikirdak hasarlarinin tamirinde etkin oldugu,
genel olarak MKH’nin hangi dokudan elde edildiyse o dokuya ait hicre tiplerine
farklilasma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (201, 202). Ortak ozellikleri
paylasmalarina ragmen, farkh dokulardan ve farkli sekillerde c¢ogaltilan MKH
popllasyonlari arasindaki biyolojik farkliliklar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bir
calismada, kemik iliginden, yag dokusundan, periodontal ligamentlerden ve tukurik
bezlerinden koken alan insan MKH'lerinde Kiitle Spektrometre (Mass Spectrometers
/ MS) yontemi ile endojen metabolit seviyeleri ol¢lilmustir. Optimize edilmis bir
metabolomik teknik kullanarak MKH’lerin kdken aldigi dokuya ve farklilasma
kapasitelerine gore 5 lizofosfatidilkolin ve 3 lisofosfatidiletanolaminin belirteg olarak
kullanilabilecegi onerilmistir (203). Bununla birlikte kdltir ortaminin hicreler
Uzerindeki detayli etkileri arastirilmamis, farkli ortamlarin hicrelerin metabolik

ozelliklerine olan etkileri konusunda ¢ok kisith ¢alisma yapilmistir.

Bu tez c¢alismasi, bu eksikliklerden yola gikarak planlanmistir. Daha glvenli
uygulama amaciyla FBS’'nin yerine gegebilecek platelet lizat kullaniminda MKH’lerin
ve ortamin metabolik profilinin metabolom analizleriyle detayli ortaya konulmasi,
ayrica inflamatuvar ortamda metabolik degisimlerin gozlenebilmesi amaciyla da
MKH’lerin LPS ile uyarimi planlanmistir. MKH kiltirlerinde standart olarak kullanilan
%10’luk FBS ile yine ayni oranda platelet lizat kullanilmasi, ayrica olusan metabolik
ortamdaki degisikliklerin platelet kaynakli oldugunun goézlenmesi amaciyla kontrol

olarak plateletten fakir plazma, ayrica kemik iligi mikrocevresini yansitmak tizere yine
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%10 konsantrasyonunda insan kemik iligi plazmasi iceren besiyeri ortaminin
MKH’lerin biyolojik o6zelliklerine ve metabolik profiline etkilerinin karsilastirmal
degerlendirilmesi amaclanmistir. MKH’lerin degisen cevre sartlarina yanit olarak,
kendi metabolizmalarini ve salgi profillerini adapte edebilmesi ve degistirebilmesi,
MKH kiltiriinde degisik eklentilerin kullanimi ile farkh klinik uygulamalar igin farkl
ozellikte MKH’ler elde edilmesini saglayacagi dislinilmustir. Bu calismada MKH’lerin
metabolik Ozellikleri yaninda metabolitler yoniinden sekretuar profili de ayrintili
ortaya konmus olacak, farkli ortamlarda gelistirilmis hiicrelerin hangi tip hasar veya
patolojide kullanilabilecegine yonelik fikir edinilebilecektir. FBS icermeyen ve ideal
olarak kimyasal icerigi belirlenmis MKH Ulretme ortami, zoonotik riskleri ve yan
etkileri mimkiin oldugunca azaltilmis ve ayni zamanda tedavide hasar tipi veya
patolojiye yonelik iyi tanimlanmis MKH Uretimini saglamasina katki vermesi

bakimindan, klinik translasyonu olabilecek bir konudur.

2.9. Kok hiicrelerin Metabolik Ozelikleri

Metabolizma, oksijen varliginda veya yoklugunda fonksiyon gosteren birbiri ile
baglantili cok sayida yolaktan ve kimyasal reaksiyonlardan olusur. Aerobik metabolizma ile bir
glikoz molekilinden 30-32 molekil ATP olusur. Anaerobik metabolizma daha az etkindir.
Glikoliz, dinlenme safhasindaki normal hiicrelerin metabolik 6zelliklerini, homeostatik
dengelerini ATP Uretimi ile karsilamaya yoneliktir. Buna karsin prolifere olan hiicreler sadece
hiicre replikasyonu icin yeterli enerjiyi Gretmemeli, bununla birlikte makro molekdillerin
biyosentez ihtiyacini karsilamali ve reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Uretimine cevap olarak
hiicresel redoks dengesini korumalidir. Normal hicreler oksijen varliginda glikozu, pirtivata
glikoliz yoluyla parcalar ve daha sonra olusan pirlivatin buyilk cogunlugunu oksidatif
fosforilasyon yoluyla mitokondride tamamen okside edip CO;’e donustrir. Glikoliz ardindan
sitrik asit siklusu ve elektron transport zinciri ile yiksek oranda ATP saglanir. Anaerobik
kosullarda ise, normal hiicreler glikoliz sonucu elde edilen pirtivati mitokondrial oksidasyona

yonlendirmeyip, onun yerine blyik ol¢lide laktata indirger (204).
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Sekil 2.7. Glikoliz ve mitokondriyal solunumun semasi. Yetkin-Arik B, 2019
(205) makaleden uyarlanmistir.

(2-NBDG; 2-[N-(7-nitobenz-2-oksa-1,3-diazol-4-il)-amino] -2-deoksi-D glukoz,
2-DG; 2-deoksiglukoz, Glut; glikoz tasiyicilari, G-6-P; glikoz-6-fosfat, F-6-P; fruktoz-6-
fosfat, PFKFB3; 6-fosfosfrukto-2-kinaz / fruktoz-2,6-bifosfataz 3, F-2,6-BP; friiktoz-
2,6-bifosfat, F-1,6-p; friiktoz-1,6-fosfat, LDHA; laktat dehidrojenaz A, LDHB; laktat
dehidrojenaz B, PDH; piruvat dehidrojenaz, NADH; nikotinamid adenin dinukleotid,
FADH2; flavin adenin dinlkleotidi, H +; proton, OksFos; Oksidatif fosforilizasyon,
ECAR; hiicre disi asitlesme oranlari, OCR; oksijen tiiketim oranlari, ADP; adenosin 5’-

difosfat, ATP; adenozin 5’-trifosfat).

Glikoliz ve mitokondriyal solunum iki ana enerji veren yoldur. Glikoz, glikolitik
yolakta piruvata dondstirilir. Piruvatin kaderi, oksijen kullanilabilirliginin énemli
oldugu birgok faktore baglhdir. Anaerobik kosullarda, piruvat sitoplazmada LDHA
tarafindan laktata donustlrilir, LDHB de, laktati piruvata dondstiriar. PFKFB3
enzimleri, glikolizin hiz sinirlayici adimlarindan birinde rol oynayan ve fruktoz-6-

fosfatin, fruktoz-1,6-bifosfata donistirdlmesinde, fruktoz-2,6-bifosfat (F2,6P2)
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Ureten PFK-1’in allosterik bir aktivatoridir. ECAR, anaerobik glikoliz ile Gretilen laktik
asit seviyelerinin bir 6l¢ctstdur. Aerobik kosullarda piruvat, PDH kompleksi araciligiyla
sitrik asit dongusline girer ve oksidatif fosforilasyon ile katabolize edilir ve ATP sentaz
(kompleks V) ile ATP dretilir. OCR, hiicrelerde oksijen kullaniminin bir 6l¢tstdir ve
mitokondriyal fonksiyonun bir gdstergesidir. Glikozun laktata déntsiima ile glikoz
molekilli basina 2 ATP (Uretilirken, oksidatif fosforilasyon kullanildiginda glikoz

molekili basina 36 ATP Uretilir .

Sonvyillarda, hiicrelerin metabolik 6zelliklerine gére tanimlanmalarinin Gnemi tizerinde
durulmaktadir. Metabolomiks ve “computational” analiz teknikleri ile (205) spesifik metabolik
yolaklar ortaya cikanlmis, bu yolaklarin hiicre kaderinde belirleyici rollinli géstermis, hiicrenin
sessiz kalmasi, proliferasyon veya farklilasmasina eslik eden metabolik 6zellikler tanimlanmaya
baslanmistir. Hiicrede metabolik faktorlerin belirleyici roll en basta embriyo gelisimi ve kanser
alaninda blyuk ilgi uyandirmistir. Zigottan ¢ok hiicreli organizma gelisimi sirasinda farkli
asamalarda embriyonun metabolik gereksinimlerinde farklliklar vardir. Kanser hiicresi
metabolizmasinin incelenmesiyle bu hiicrelerin Krebs donglisii ve oksidatif fosforilasyon ile
baglantili normal glikoliz yerine aerobik glikolizi (Warburg etkisi) kullanmasinin, hizli hiicre
proliferasyonuna yol actigi ortaya ¢ikmis ve yeni ilag hedefleri icin umut olmustur. Kok hiicre
alaninda en 6nemli gelismelerden birisi, kok hiicrelerin baslica 6zellikleri olan kendini yenileme
ve farkllasmalarindaki belirleyici rolin, metabolik farklliklanndan kaynaklandiginin
anlasiimasidir. Daha primitif asamada olan ve koklilik 6zelligi daha fazla olan hiicrelerin enerji
kaynag) olarak oksidatif metabolizma yerine glikolitik metabolizmay kullandiklar gosterilmistir.
Eriskin kok hlicrelerin maturasyon asamalarinda ve somatik hiicrelerin pluripotentlige yeniden
programlanmasinda glikoliz, mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve oksidatif stres dengesinde
degisiklikler oldugu gosterilmistir. Bu durum, hiicrelerin metabolik profillenmesi yoluyla detayli
karakterizasyonunun mimkiin olabilecegini diisindirmustir. Bu gelismeler kok hicrelerin
istenen doku hicresi yoniinde farklilastirlabilmesi ve rejenerasyonun desteklenmesi igin yeni

tedavi stratejilerinin gelisimine katki saglama potansiyeli agisindan énemlidir (206).
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in vitro yiksek CFU ve uzun yasam kapasitesi olan (klonojenik) MHK’lerin
enerji kaynagi olarak oksidatif metabolizmayr daha az kullandiklar, disuk
mitokondriyal membran potansiyeli, disik mitokondriyal aktivite, daha az reaktif
oksijen tlrevleri (Urettikleri gosterilmis, bu MKH’lerin azalmis mitokondriyal
biyogenez 6zelliklerine sahip olduklari bildirilmistir. Mezenkimal kék hiicrelerin diistik
oksidatif durum gosterenlerinin hicre temelli terapiler icin daha uygun adaylar

oldugu ileri stirilmektedir (207).

Glukoz

nucleotides

lactate <= pyruvate ,FA lactate +— pyruvate /FA
/H'ﬁ—H" \/ /Hi H'. \/
AD; ATP NADH + ,’ ADP ATP NADH + H" P
» ¥
NAD* NAD"
TCA cycle SSG GSH TCA cycle
NAD' NAD*
\ 00 \
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— OPKS FOS

Sekil 2.8. Pluripotent KH ve farklilagsmis hiicre enerji metabolizmasi. Zhang J,
2012 (208) makaleden uyarlanmistir.

(ETZ, elektron tasima zinciri; YA, yag asidi; G-6-P: glikoz-6-fosfat; GSH;
Glutatyon; GSSG, glutatyon dislfiir; mtDNA, mitokondriyal DNA; NAD: nikotinamid
adenin dindkleotid; NADP: nikotinamid adenin dinlikleotid fosfat; PPP, pentoz fosfat
yolu; R-5-P, riboz-5-fosfat; ROS, reaktif oksijen tirleri; TCA, trikarboksilik asit
donglsi. Artmis metabolik yollar kalin harflerle ve oklarla gosterilmistir). Pluripotent

KH’lerde nikleotit ve lipit biyosentezi icin pentoz fosfat yolu araciligiyla ATP ve ara
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metabolitleri saglamak lzere glikoliz baskin iken (soldaki sekil), hiicreler farklilastikca
(sagdaki sekil) enerji metabolizmasi glikolizden oksidatif fosforilasyona kayar. Tersine
nikleer yeniden programlama ile pluripotensi 6zellikleri kazandirilan hiicrelerde de,

oksidatif fosforilasyondan glikolize gecis olur (208).

Piruvat ve kok hiicre fonksiyonu arasindaki iliski 30 yildan fazla bir siire dnce
Onerilmistir. Piruvatin laktat Uretimine veya mitokondriyal metabolizmaya dogru
metabolik akibeti, kék hicre havuzunun diizenlenmesinde kilit 6nemdedir; ¢lnki
hicrenin kendini yenileme veya klonal genisleme ve farklilasma arasindaki kararda
yer alir (209). Proliferatif hiicre, glikozu daha fazla getirisi olan ve dinlenme
asamasinda olan hicrelerin kullandig oksidatif fosforilasyon yerine, aerobik glikoliz
(Warburg Etkisi) ile metabolize etmektedir. Pluripotent kok hicrelerde laktat
dehidrojenaz ve hekzokinaz gibi glikolizi diizenleyen enzimler yiiksek oranda eksprese
edilir ve fonksiyonel bir elektron tasima zinciri yoluyla oksijen tiketilir. Pluripotent
kok hicreler, farkhlasmis hiicrelere gore oksidatif solunumlari daha disuk, enerji
Uretimine daha az bagl olduklarindan eneriji icin glikoliz daha baskindir. Mitokondriye
piruvat girisi, inaktif bir piruvat dehidrojenaz kompleksi ile sinirlanir. Mitokondriyal
membran potansiyeli, ATP sentazin kompleks V’inde ATP'nin hidrolizi ile kismen
korunur. Kok hiicrelerde disik solunum ve yiksek antioksidan enzimlerden dolayi
daha az reaktif oksijen tirl vardir. Bu ozellikler kok hiicrelerde redoks ortamini
azaltirken, kok hicreler farkhlastikca daha oksidatif olurlar. Ayrica KH'lerdeki
trikarboksilik asit donglsi, lipit ve amino asit biyosentezi icin gereken sitrat ve a-
ketoglutarat gibi ara metabolitleri saglar (208). Krebs donglsinin genel semasi Sekil

2.9’da sunulmustur.
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Sekil 2.9 Krebs donglsu. Osiezagha K, 2013 (210) makaleden uyarlanmistir.

Kok hicrelerin koklilik derecesi ve farklilasma 6zellikleri ile yakin ilgili olan
metabolik 6zelliklerin detayli ortaya konabilmesi amaciyla bu tez ¢alismasinda farkli
besiyeri ortamlarina maruz birakilmis MKH’lerin metabolomik analizlerinin yapilmasi

planlanmistir.
2.10. Metabolomik Analizler

Bir hiicrenin/organizmanin fenotipi ve fonksiyonu, bir arada olan ve etkilesen
genler, transkriptler, proteinler ve metabolitler ile tanimlanir. Ginimuzde yenilikgi
teknolojiler sayesinde genom, transkriptom, proteom ve metabolom detayli tarama
analizleri yapilabilmektedir (12). Gugli bir analiz teknigi olarak kullanilan
metabolomik, ‘omiks’ teknolojilerinin icinde en yenilerinden biri olarak karsimiza
¢cikmaktadir. Diger omik teknolojilerine gore en bulylk UstinlUgl yasayan
organizmada ne oldugunu gosteren anlik fotografi yani fenotipi yansitmasidir (13).

Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda
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kiigik molekilli metabolitlerin (molekiiler agirhgr <1000 Da) tanimlamasi ve

miktarinin belirlenmesidir.

Metabolik analizler, koék hiicre siniflarinin metabolik profilindeki farkliliklar ile
hicrelerin koklUlik derecesi ve biyolojik fonksiyonlarinin iliskisini ortaya koymak icin
kullanilmistir. Ornegin HKH’lerin, cogunlukla sessiz kaldiklari hipoksik nis ortaminda
aerobik solunum yerine anaerobik glikoliz kullandiklari gosterilmistir (211). Uyariimis
pluripotent kok hiicreler (UPKH) de metabolomik testleri ile EKH’lerden ve kbdken
aldiklari somatik hicrelerden ayrilmaktadir. Bu hiicreler EKH’lere gbére daha az
doymamis metabolitler icerir. Matlir hiicrelerin yeniden programlanmasi ile uPKH’ler
oksidatifden glikolitik metabolizmaya gecmistir (212). Bir calismada, EKH kiltlrinde
kullanilmak (zere fibroblastlarla kosullandirilmis kiltir besiyerinin  metabolik
analizinde, laktat ve alanin gibi bazi metabolitler kiiltiir besiyerinde bolca bulunurken,
triptofan gibi digerlerinin azaldigini gosterilmistir (213). Metabolomik testler, ilag etki
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, hicrelerin ilaca gelistirdigi direncin
mekanizmasini aydinlatmaya yonelik olarak da yapilabilir. Ornegin yapilan bir
calismada, EKH’lerin normal kultlir kosullarinda teratojenik bir ila¢ olan valproata
metabolik yaniti arastirilmis, triptofan metabolizmasinda bir ara madde olan
kynurenine ve glutamat metabolizmasindaki bazi kiicik molekillerin valproata
cevaben belirgin sekilde arttigl bulunmustur. Bu ¢alismaile insan EKH’lerinden ve EKH
kaynakl noral prekirsér hicrelerden salgilanan kigik molekiller 6lgulebilmis ve
gosterilmistir. EKH metabolomik analizi, farmakolojik etkinligi veya toksik yaniti

tahmin etmek veya 6lgmek icin kullanilabilecek bir kaynak olabilecektir (214).

Kok hcre kiltlrlerinde kokltltgiin; KH 6zelliklerinin korunabilmesiigin, hiicre
kiltdrlerinin yogunlugu, kullanilan kiltir ortami ve kiltir kosullari da dahil olmak
uzere bir dizi faktor 6nemlidir. Mezenkimal kdk hicre kiltirinde kiltir ortami ve
kullanilan besiyeri hiicre 6zelliklerini etkiler. Kok hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin yapilan
pasajlama ve uzun sireli kilttr, populasyondaki MKH'lerin kiltirde kendiliginden
farklilasmaya ugramasiyla kok hiicre sayisini azaltabilir. Bu nedenle calismalarda

erken pasaj MKH’lerin kullanilmasi genellikle tavsiye edilir. Bununla birlikte,
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uPKH’lerinde, ge¢ pasaj hiicrelerin kullanilmasi avantajlidir. Erken pasaj uPKH’ler,
turetildikleri ana hiicre tiplerinin 6zelliklerini daha fazla korudugundan, bu 6zellikleri
artan pasaj sayisi ile epigenetik degisikliklerin bir sonucu olarak yavas yavas
kaybolmaktadir (215). Secilen ekim yogunlugu da hiicre kaderini etkileyebilmektedir
(216). Tum bu sorunlari 6nlemek ve kiltur kosullarindaki degisimi en aza indirmek
icin; kimyasal olarak tanimlanmis kiltlr ortaminda, ayni hiicre hatlari ile metabolik

profilin ¢calisiimasi dnemlidir.

Farkli serum eklentilerinin test edilecegi bu tez kapsaminda yapilmasi
planlanan metabolom analizleri ile farkli eklentilerin, farkli besiyerlerinin, hiicre
iceren ortamlarin ve hicrelerin metabolik profilinin ortaya konmasi, karsilastirmali
analizinin yapilmasi planlanmistir. Elde edilen sonuglarla, farkli serum eklentileri
iceren ortamlarda gelistirilen MKHlerin ¢ogalma, farklilasma, hicre vylzey
ozelliklerinin iliskisi arastirilmis, ayrica farkli mikrogevre ortaminda bu etkinin
degerlendirilmesi amaciyla da kiltirlerde inflamasyon ortaminin taklit edilmesi

amaciyla LPS ile uyarim yapilmistir.

Calismamizda 4 grup karsilastirilmis, serum eklentileri (FBS, PL, PPP, KiP)
disinda tim kosullar ayni tutulmus, hepsi icin standart besiyeri ve ayni
konsantrasyonda eklenti (%10) kullaniimigtir. Her 4 eklenti iceren besiyerinde ayrica
inflamatuvar ortam olusturmak amaciyla LPS uyarisi yapilmistir. MKH
karakterizasyonu igin stromal belirteglerin gosterilmesi amaciyla akim sitometri
yontemi kullanilmis, adezyon ve farklilasma o6zellikleri her degisken igin ayri ayri
gosterilmistir. Tim gruplar icin (FBS, PL, KiP, PPP, FBS-LPS, PL-LPS, KiP-LPS, PPP-LPS)
ayni lot numaral besiyerleri, L-glutamin ve antibiyotikler kullanilmistir. Tim
¢alismalar ayni vericiye ait MKH’ler ile yapilmis, ¢ogaltilan MKH’ler ayni giin tripsin

edilip kalturd sonlandirilmis ve metabolomik testleri uygulanmistir.
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3.1. GEREC

GEREG ve YONTEM

3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyeri ve Eklentiler

DMEM-LG

MCDB
Penisilin/Streptomisin
L-glutamin

LPS

FBS

Dexametasone
indomethacin

insilin

IBMX

B-gliserofosfat
L-askorbikasit

DMSO (Dimethyl sulfoxide)
PRP

PPP

Kip

Tripsin/EDTA

PBS tablet

PBS 10x hicre kiltlri icin

Formalin

Isopropanol (isopropyl alcohol)

Gibco, 1735186, NY, USA

Sigma, M6770-1L lot; 041M8309, USA

Biochrom, A-2213, Berlin, Almanya
Biochrom, K-0283, Berlin, Almanya
Fluka, 62326, USA

Gibco, 41G4641K, USA

Sigma, D2915, USA

Sigma, 17378, USA

Sigma, 10908, USA

AppliChem, A0695,0001, Almanya
AppliChem, A2253, 0500, Almanya
Sigma, A8960, USA

Chemcruz, SC, 202581, Hollanda
10 dondr, grup

10 dondr, grup

10 dondr, grup

Capricorn, TRY-1B, Almanya

VWR, E404-100TB, Leuven, Belgika
Ambion, AM9625, USA

Sigma, HT501320, USA

Sigma, W292912, USA

48
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3.1.2. immunfenotipleme igin Kullanilan Antikorlar

CD105-FITC
CD90-PE
CD73-FITC
CD29-APC
CD44-PECy7
CD34-PE
CD45-APC

Biolegend, 323204, CA, USA
BD, Bioscience 555596, USA
BD, Pharmingen 561254, USA
BD, Pharmingen 559883, USA
BD, Pharmingen 560533, USA
Biolegend, 343606, CA, USA
Biolegend, 368512, CA, USA

3.1.3. Karakterizasyonda Kullanilan Boyalar ve Kitler

Tripan mavisi
Wright boyasi
ARS (Alirazin red)
ORO (Qil red 0)
WST test kiti

Mikoplazma saptama kiti

Applichem, 02L6323, Almanya

Sigma, A5533, USA

Sigma, 06525, USA

Roche 11 644 807 001, Almanya
Lonza LTO7 710, USA

3.1.4. Gen Ekspresyon Analizinde Kullanilan Kit ve baz giftleri

Qiazol

cDNA Sentez Kiti

RUN-X

ALP

PPAR Gamma

Qiagen, 56003740, italya

BIO-RAD, iScript c DNA Synthesis Kit,
170-8891, Almanya
F-GCGGTGCAAACTTTCTCCAG
R-GACTCTGTTGGTCTCGGTGG
F-GAGATACAAGCACTCCCACT
R-GAGACCCAATAGGTAGTCCA
F-ACAGACAAATCAACCGCCCA
R-AGGGCTTGTAGCAGGTTGTC



LPL-lipoprotein lipaz

Adiponektin

Actin-b

Enzim
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F-CCGCCGACCAAAGAAGAGAT
R-GCTACTCCGGGAATGAGGTG
F-CTGATTCCATACCAGAGGGGCTC
R-GAGTCGTGGTTTCCTGGTCAT
L-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC
R-CGTGGATGCCACAGGACT
BIO-RAD, iTaq SYBR Green Supermix,
720001651. Almanya

3.1.5. Metabolomiks Deneylerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit
Asetonitril (MeCN)
Fosforik asit
Hidroklorik asit
Metanol (MeOH)
Sitrik asit

Sodyum hidroksit
Amonyum format

Formalin

3.1.6. Kullanilan Cihazlar

Laminar akish kiltdr kabini
Akim Sitometre

Santrifij

Goriintlileme sistemli mikroskop
+4 °C lik buzdolabi
Vorteks

CO2 li inkubator

Merck, Kanada

Merck, Kanada

Merck, Kanada

Merck, Kanada
Lab-Scan, Almanya
J.R. Baker, USA

Merck, Kanada

Merck, Kanada

Sigma, HT501320, USA

Meti Safe, Turkiye

Accuri C6 plus, BD Biosciences; USA
5814, Eppendorf, USA

Beckman Coulter, 5810R, USA

CKX41, Olympus, inverted Mikrosko, USA
Arcelik, Turkiye

DragonLab MX-S, Cin

HeraCell 150, Hollanda



NanoDrop

micPCR

Microphuge

-80 °C derin dondurucu
-40 °C derin dondurucu
Sivi nitrojen tanki (-196 °C)
GC-MS

LC- qTOF-MS

Hassas terazi

Milli-Q su cihazi

Otomatik mikropipet

pH metre

SantrifQj

Hassas terazi

Terazi

Ultrasonik banyo

Vorteks karistirici
Manifold

Pompa

inkiibator (karbondioksitli)
Otoklav

Su banyosu (shaking water bath)
Sonikasyon yapan su banyosu
Mikroplate okuyucu
Mikroplate okuyucu Analiz
100-1000 p pipet

10-100 p pipet

0,5-20 u pipet
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ND100, Cin

mic M0001088, Hindistan

Beckman Coulter, USA

RS Biotech, ingiltere

Sanyo, MDF-US186S, Japonya
MVE810, USA

Shimadzu QP2010 Ultra, Japonya
Agilent 6530, USA

Mettler Toledo AG 285, isveg
Barnstead NanoPure Diamond, USA
Ependorf 10-100 pl ve 100-1000 pl, USA
Mettler Toledo MA 235, ingiltere
Beckman Coulter, 5810R, USA
Mettler Toledo AG 285, ingiltere
Shimadzu, AUW220D, Japonya
Bandelin Sonorex RK 514 BH, Almanya
BIOSAN, LB-BISN-VIP, ingiltere
Macherey-Nagel, ingiltere
Millipore, WP6122050, USA
Panasonic, MCO-18AC

Sanyo, MLS-3780, Japonya

GFL, 1086, Almanya

Becton Dickinson, 440689, USA
Tecan, Avustralya

Sunrise, Tecan, Avustralya
Eppendorf, USA

Eppendorf, USA

Eppendorf, USA
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3.1.7. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

Cam pipet

Balon joje

Beher

Kaltar flasklar(T25, T75, T125)
6, 12, 96 kuyulu plakalar

0,22 ve 0,45 um enjektor filtre
Kriovial (2 mL)

Hiicre dondurma muhafaza kabi
Lokosit filtresi

Almanya

Siringa

Hemositometre (burker)

15 ml santrifdj tupu

50 ml santriflj tupu

1,5 ml ependorf

Eldiven, pudrasiz, steril degil
Serolojik pipet (5, 10, 25 mL)
Pipet ucu (filtreli)

Sterile pastor pipet

USA

Hicre kaziyic

Hicre stzlicu (cell strainer/70 um)
FACS test tupu

GC kolon

LC kolon

1-10 mL’lik, pyreks®

5-1000 mL'lik, pyreks®

Cesitli hacimlerde

Corning, USA

Eppendorf, 0030720113, USA

Millex, SLGPO33RS, Kanada

Greiner, Bio-One, 122278, USA

Thermo Fisher Scientific, 5100-0001, USA
Fresenius Kabi, Bio P 10 plus, 940-2254,

Genject, 2292, Turkiye

Fisher Scientific, 40 02-672-5, USA
Eppendorf, 0030122151, USA
Eppendorf, 0030122178, USA

Axgen, MCT, 150-C, USA

Helmed, 20160831, Tirkiye

Eppendorf, USA

VWR, USA

LP, Italiana SPA, 135138 VWR, 612-1756,

Corning, 3010, USA
Falcon, 352350, USA
Elkay, 2052-004, ingiltere
DB5-MS kolon, USA
Merck ZIC pHILIC, Kanada
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3.1.8. Boya ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

e Oil red O (ORO): Oil red boyasindan 0,42 gram tartilarak lizerine 120 mL
eklenmis, 1 gece oda isisinda bekletilip 0,45 p filtreden gecirildikten sonra
Uzerine 90 mL distile su eklenmistir.

e Alizarin Red (ARS): Alirazin red boyasindan 2 gram tartilarak izerine 100 mL
distile su eklenmistir. Karisimin pH degeri 4,1-4,3 olacak sekilde, pH metre ile
Olglulerek tzerine %0,5 amonyum hidroksit damlatilarak ayarlama yapilmistir.

e %0.1 formik asit iceren su: Derisik formik asit (% 86) ¢ozeltisinden 1 mL
alinarak icinde bir miktar distile su bulunan bir litrelik balon j6jeye aktariimis
ve bir litreye distile su ile seyreltilmistir.

e  %0.1 formik asit iceren asetonitril: Derigik formik asit (% 86) ¢ozeltisinden 1
mL alinarak icinde bir miktar asetonitril bulunan bir litrelik balon jojeye
aktarilmis ve bir litreye asetonitril ile seyreltilmistir.

e Wright boyasi: 1 gr toz Wright boyasi, 1 mL gliserin, 395 mL Metil alkol
birlestirilip, Whatman filtre kagidindan sizilerek kullanilmistir.

e Eritrosit Lizis Solusyonu: 8,29 gr amonyum klorid, 1gr potastum hidrojen

karbonat, 0,037 gr Na2EDTA.H20, 100 mL ddH20 ile hazirlanmistir.
3.2. YONTEM

3.2.1. MKH Kiiltir Besiyeri ve Serum/Plazma Eklentilerinin Hazirhg

Hazirhg

Calismamizda kullandigimiz batin MKH kiltir besiyerleri, tim pasajlar
boyunca ayni lot numarali malzemeler ile ve ayni standartlarda laminar akigh kiltir
kabini icerisinde hazirlanmistir ve temel olarak % 52,8 oraninda DMEM-LG (Gibco,
1735186), % 35,2 oraninda MCDB-201 (Sigma, 041M8309), ayrica % 1 oraninda L-
glutamin (Gibco, 1632639) ve % 1 oraninda penisilin/streptomisin (P/S, Gibco,
1631434) kullanilmistir. Bunlarin yanisira % 10 oraninda FBS (Gibco, 41G4641K)

standart kiltar eklentisidir. Calismamizda kullandigimiz diger besiyerlerinde de ayni
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lot numarali malzemeler, ayni oranlarda kullanilmis olup, eklenen serum eklentileri
(PL, KiP, PPP) yine % 10 oraninda kullanilmistir.
MKH kiltirinde inflamatuar uyarim olusturmak igin tim besiyerleri 100

ve/veya 50 ng/mL LPS icerecek sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3.1 MKH kultir besiyerleri icerikleri

DMEM-LG MCDB L-glutamin P/S Serum LPS
Eklentisi

DMF10 % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 FBS -

DMPL10 % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 PL -
DMKiP10 % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 KiP -
DMPPP10 % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 PPP -
DMF10-LPS100 % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 FBS 100 ng/mL
DMPL10-LPS100 | % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 PL 100 ng/mL
DMKiP10-LPS100 | % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 KiP 100 ng/mL
DMPPP10- % 52,8 % 35,2 % 1 % 1 % 10 PPP 100 ng/mL
LPS100

Hazirlanan kiltur besiyerleri 0,22 um filtreden gegirilmis, +4 °C buzdolabinda
saklanmistir. Tum deneylerde taze besiyeri kullaniimis, 10 giin sonunda kullanilmayan

besiyerleri imha edilmistir.
FBS

Calismamizda kullandigimiz FBS ticari olarak temin edilmistir. Tim ¢alisma
boyunca ayni lretim serili (Gibco, 41G4641K) olanlar kullaniimistir. Besiyeri hazirligi

oncesi alikotlanan FBS’lar -20 °C’de saklanmistir.
Platelet lizat (PL) hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz trombosit Uriinleri “Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 3 Mayis 2018 tarih ve 16969557-
744 numarali karar1” kapsaminda, son kullanma tarihi gelmis Kan Merkezi random
trombosit konsantreleri arasindan segilerek ¢alismaya alinmistir. Kan Bankamizda
hazirlanan trombosit konsantreleri platelet rich plazma (PRP) metodu ile
hazirlanmaktadir. Donérler arasi farkhliklarin kilttire etkilerini azaltmak icin,

havuzlanmis dondr trombositleri kullanilmistir. On dondrden elde edilen trombosit
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konsantrelerinden hazirlanan PL, FBS kullaniminda oldugu gibi kiltir besiyerinde %10
konsantrasyonunda kullaniimistir.

Trombosit konsantrelerinin hazirlanmasi icin uluslararasi standart bir protokol
yoktur. Hazirlama metodu kullanilan santrifiije, kullaniciya, kanin alindigi torbaya,
kullanilan antikoagulana gore degiskenlik gosterir.

Kan hicrelerinin ¢cokme 6zelligi, bu hiicrelerin boyutlari kadar ortam sivisi ile
aralarindaki yogunluk farkiyla da iliskilidir. Ortam sicakhigina bagli olan viskozite ve
esneklikleri de diger etkenlerdir. Bu etkenler agisindan santrifiigasyon icin en uygun

sicaklik 20°C ve Uzeridir.

Tablo 3.2 Kanin Temel igeriginin Hacim ve Yogunluklari

Ortalama Yogunluk (g/mL) Ortalama Kan Hiicresi Hacmi (10°*° litre)
Plazma 1.026
Trombosit 1.058 9
Monosit 1.062 470
Lenfosit 1.070 230
Nétrofil 1.082 450
Eritrosit 1.100 87

Santrifligasyonun ilk evresinde ortamdaki sivi, antikoagiilan sollsyon ve
plazmadir. Bu asamada lokositler ve eritrositler, ¢ok daha biyik boyutta
olduklarindan trombositlerden daha hizli ¢okerler. Sonraki evrede, santrifligasyon
sliresine ve hizina baglh olarak |6kositlerin ve eritrositlerin ¢cogu torbanin alt yarisinda
toplanirken torbanin (st yarisinda trombositten zengin plazma yer alir. Daha uzun
sureli santrifiigasyon, dakikadaki donis sayisinin karesi ve her bir hiicrenin rotor
merkezine uzaklhgl ile dogru orantili bir glicle trombositlerin ¢okmesini saglarken
I6kositler cok daha yogun bir ortamda (eritrosit kiitlesi vb.) olduklarindan tst kissmda
kalirlar. Santrifiigasyonun sonunda torbanin st kisminda hiicresiz plazma, dibinde
ise eritrositler kalr.

Tum bunlara bagh olarak son Uriin Platelet Konsantresi (PK)'nin gereklilikleri
en az 40 mL hacimde olmasi, en az 60x10°/iinite sayida trombosit (217), en fazla

0.2x10°/tinite 16kosit icermesi ve kontrol sikhiginin da ayda en az 10 (inite olmak tizere
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olusturulan Uriin sayisinin %1’inin dlciilmesidir (170). Hacettepe Universitesi Kan
Merkezinde Ulusal Kan ve Kan Bilesenleri Hazirlama Kullanim ve Kalite Glvencesi
Rehberi’ne uygun olarak saglikli ve gonilli kan bagislayicilarindan alinan kanlar
komponentlerine ayrilarak uygun kosullarda saklanmakta ve hastalarimiza
kullandiriimaktadir. Calismamizda kullanilan trombosit Urinleri Heraeus Cryofuge
6000i santrifiijde ¢ift asamali santrifiigasyonla elde edilmistir. ilk asamada 2400 rpm
7 dakika (dk) 22 °C’de santrifigasyonla eritrosit konsantresi ayrilmakta, bir saatlik
bekleme sliresi sonrasi ikinci asamada ise 3200 rpm 15 dakika 22 °C’'de

santrifiigasyonla PRP ve PPP birbirinden ayrilmaktadir (Sekil 3.1)

TAM
KAN

2400 rpm 7 dakika 22 °C santrifligasyon

Eritrosit
Konsantresi

l 3200 rpm 15 dakika 22 °C santrifiigasyon

PPP
(TDP)

Sekil 3.1 Kanbankasi bilesen hazirlama asamalari (TDP, Taze donmus plazma)

Platelet konsantresi +20°C ile +24°C arasindaki oda isisinda, ajitatorde
calkalama hareketi ile sallanarak 5 giin boyunca saklanabilmektedir. Besinci gin
sonunda kullanilmayan PK’leri klinik kullanima sunulmamaktadir. Bunun nedeni
trombosit yarilanma émriniin kisa olmasi ve oda isisinda saklanmasi sebebiyle olasi
kontaminasyon riskinin varligidir. Ancak; trombositlerin a grandlleri icinde yer alan
blyume faktorleri ¢ haftaya kadar stabil kalabilmektedir (179). Bu nedenle besinci

glinlin sonundaki PRP kiiltir icin kullanilabilecek uygun bir kaynaktir. Calismamizda
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“Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 03 Mayis
2018 tarih ve 16969557-744 numarali karari numarali karari kapsaminda bu
trombosit drdnleri  kullanilmistir. (Tablo 3.3 ve Tablo 3.4) Platelet lizatlar

hazirlanmadan 6nce PK’leri I0kosit filtresi ile filtrelenmistir.

Tablo 3.3 PK grup 1 (10 x 50 mL, 1 x 40 mL)

Donér Kan Grubu Ornek (iinite) Ornek hacmi (mL)
Donér 1 | B(-) 1 55
Donér 2 | B(-) 1 50
Donér 3 | B(-) 1 52
Donér4 | AB (+) 1 55
Donér5 | AB (+) 1 48
Donér6 | AB (+) 1 57
Donér7 | AB (-) 1 56
Donér 8 | B(-) 1 59
Donér 9 | B(-) 1 53

Donér 10 | B(-) 1 55

Tablo 3.4 PK grup 2 (12 x 47,16 mL)

Donér Kan Grubu Ornek (iinite) Ornek (mL)
Donér1 | A(-) 1 57
Donér2 | A(-) 1 50
Donér 3 | A(-) 1 56
Donér4 | A(-) 1 55
Donér5 | A (-) 1 54
Donér6 | A(-) 1 58
Donér7 | A(-) 1 56
Donér 8 | A (-) 1 59
Donér9 | AB (-) 1 63

Donér 10 | AB (+) 1 58

PPP, PRP ayrildiktan sonra kalan plazma kismidir ve mimkiin olan en kisa
zamanda (1 saati asmayacak sekilde) -80 °C derin donduruculara alinarak dondurulur

(218).

Platelet lizat, PK’lerinin li¢c kez -80 °C’de gece boyunca dondurma ve 37 °C’'de

10 dk ¢ozdirme islemi ile hazirlanmistir (176). Bu sekilde trombositler patlatilir ve
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icerikleri plazmaya salinir. 3220 rpm 20 dakika santrifligasyon sonrasi Ustte kalan
plazma kismi alinip, 40 um hicre slizgeci ile filtrelenerek hicresel artiklarin

uzaklastiriilmasindan sonra kalan kisim kullanilmistir (184) (Sekil 3.2).

Tim trombosit Urinleri 10’ar donérden havuzlanmis ve kdiltir besiyerinde

kullanilmistir (219). Besiyeri hazirligi dncesi alikotlanan PL’lar -20 °C’de saklanmistir.

-80 C’de gece boyunca dondurma ve 37 °C 'de 10 dk ¢6zme

-80 C’de gece boyunca dondurma ve 37 °C 'de 10 dk ¢c6zme |||
-80 C’de gece boyunca dondurma ve 37 °C ‘de 10 dk ¢c6zme l .
[E— || &

Lokosit filtresi ile filtreleme

l

3220 rpm 20 dk santrifigasyon DUDD 56 ‘de 45 dk, 1s1 ile inaktivasyon
_ _ PL

0
D Alikotlama
iy

40 um hiicre suizgeci ile filtreleme
Sekil 3.2 PL hazirlama asamalari

Trombosit Fakir Plazma (platelet poor plazma, PPP) Hazirlanmasi

PPP, PK ayrildiktan sonra kalan plazma kismidir ve mimkiin olan en kisa
zamanda (1 saati asmayacak sekilde) -80 °C derin donduruculara alinarak dondurulur
(218). Dondurma islemi, plazmadaki labil koagiilasyon faktorlerinin (Faktor-8’in)
korunmasinda énemli bir basamaktir. Faktor-8’i en yiiksek oranda elde etmek igin
plazma -30 °C ya da daha dusuk i1sida dondurulur. Dondurma islemi sirasinda

plazmanin kati hale gegcisi bir saati asarsa Faktor-8’de azalma olur.

Plazma dondurulurken sogutma mumkin oldugu kadar hizli olmali ve
optimum 60 dakika icinde torba merkezindeki i1s1 -30 °C veya altina dustrilmelidir.
Sok dondurma cihazi uygulanmadan bu isiya erismek ancak birkac saatte gergeklesir.
Plazmanin ¢ok distk sicakliktaki bir ortama konmasi ve soguga maksimum diizeyde

maruz kalacak sekilde diuzenli bir yapida (6rnegin torbalar diz yatirilmal ya da
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tutucularda dik tutulmali) dondurulmasi ile bu sire kismen kisaltilabilir (170).
Calismamizda kullanilan PPP’lar Kanbankasinda Ulusal Kan ve Kan Bilesenleri
Hazirlama Kullanim ve Kalite Glivencesi Rehberi’ne uygun standart olarak hazirlanan
antikor icermeyen IDC (indirek coombs testi) testi negatif TDP’lardir. Bu Urlinler
hazirlanirken tam kanin ikinci santrifligasyonu sonrasi 1 saat icinde -80 °C’de hizla
dondurularak saklanmis, kullanilirken de 37 °C plazma eritme cihazinda 15 dakika
calkalama hareketi ile eritildikten sonra laminar akisli kiltiir kabini icerisine steril
kosullarda alikotlanmistir. MKH’lerin kan grup izohemaglitininlerine maruziyetinden
kacinmak icin AB Rh (+) kangrubu plazmalar kullanilmistir (220). Besiyeri hazirligi

oncesi alikotlanan PPP’lar -20 °C’de saklanmistir.

Tablo 3.5 PPP grup (10 x 46,2 mL)

Donér Kan Grubu Ornek (iinite) Ornek hacmi (mL)
Donér1 | AB(+) 1 49
Donér2 | AB(+) 1 50
Donér 3 | AB(+) 1 50
Donér 4 | AB(+) 1 40
Donér 5 | AB(+) 1 50
Donér6 | AB(+) 1 42
Donér7 | AB(+) 1 50
Donér 8 | AB(+) 1 50
Donér 9 | AB(+) 1 41

Donér 10 | AB(+) 1 40

Kemik iligi plazma (KiP)’larinin hazirlanmasi

HU ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Kemik iligi Transplantasyon Unitesinde
cesitli hastaliklarda hematopoetik kok hicre nakli (HKHN) yapilmaktadir. Kemik iligi
nakli icin saglikli vericilerden kemik iligi (Ki) toplanmaktadir. Hasta ile donér arasinda
mindr kan grubu uyumsuzlugu oldugunda toplanan Ki’nin plazmalari kullanilmamakta
ve atilmaktadir. Caismamizda bu arsiv materyali kullanilmistir. Kullandigimiz kemik

iligi plazmalari 6969557-53 numarali karar kapsaminda biyobanka genisletilmis onam



formu imzalanmis olan kemik iligi

alinmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 KiP grup (10 x 49,8 mL)
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donorlerinin orneklerinden secilerek calismaya

Donér Kan Grubu Ornek (mL)  Uriin Trombosit Uriin
(x103/pL) Trombosit
(iinite)
Donér 1 | A(+) 1x50 1 0,00047
Donér 2 | B(+) 4x12 - -
Donér 3 | O(+) 1x50 19 0,00893
Donér 4 | A(+) 1x50 19 0,00893
Donér 5 | O(-) 1x50 13 0,00611
Donér 6 | O(+) 1x50 23 0,01081
Donér 7 | A(+) 1x50 17 0,00799
Donér 8 | O(+) 1x50 18 0,00846
Donér 9 | B(+) 1x50 8 0,00376
Dondr 10 | A(-) 1x50 19 0,00893

Kiltiir besiyerinin tim eklentilerine (FBS, PPP, PL, KiP) kompleman faktor

inaktivasyonu icin 56 °C 45 dakika 1sI inaktivasyonu uygulanmis (221), kullanilana

kadar -20 °C derin dondurucuda saklanmislardir. PL, PPP ve KiP’larina tam kan sayimi,

mikoplazma testi ve kan kiltlri testleri de ¢alisiimistir.

3.2.2. Mezenkimal kok hiicre (MKH)’lerin izolasyonu ve kiltirii

Ki’nden MKH eldesi

HU ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Kemik iligi Transplantasyon Unitesinde

cesitli hastaliklarda hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) yapilmaktadir. Kemik iligi

nakli icin saglikli vericilerden kemik iligi (Ki) toplanmaktadir. Ki érnekleri 500 ve 200

um lik filtreler ile stzllerek stiziilme sonrasi filtre atilmaktadir. Calismamizda filtreye

yapisan hiicreler kullanilmistir. Bu hiicreler “Hacettepe Universitesi Girisimsel

Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 16969557-53 numarali” karari kapsaminda

biyobanka onam formu imzalanarak alinmis ve saklanmis oOrnekleri arasindan

secilmistir. Kemik iligi filtreleri icerisine steril kosullarda eritrosit lizis sollisyonu

eklenmistir. Torbalar calkalanarak yapisan hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi fiziksel

olarak saglanmistir. Eritrosit lizis soliisyonu torbalar icerisinden alinarak 50 ml.lik

falkon tiuplere aktarilmistir. Falkon tlipler 37 °C de, 20-30 dakika inkube edilerek,
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eritrositlerin patlayarak uzaklastirilmasi saglanmistir. inkubasyon sonunda 1600 rpm

de 5 dk santrifiij edilmistir. 2 kez PBS ile yikama sonrasi hiicre sayimi yapilmistir.
Mikoplazma Testleri

Mikoplazma testleri hem kdltiirde kullanilan hiicrelere (Ki 6rnekleri), hem de
kiiltir besiyeri eklentilerine (PRP, PPP, KiP) yapilmistir. Mikoplazma belirleme testine
(MycoAlert, Lonza) baslamadan 6nce bitlin reaktifler oda isisina getirilmistir. Hiicre
kiltlrt stpernatanlari 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra stpernatandan
100 pL ahnarak liminometre tiipiine eklenmistir. Uzerine 100 pL MycoAlert™
Reagent eklenerek 5 dk inkiibe edildikten sonra tip Iiminometreye yerlestirilerek
ilgili programda okuma yapilmistir (Program A). Orneklere 100 uL MycoAlert™
Substrati eklenerek (Program B) 10 dk inklibasyon sonrasinda okuma yapilmistir. Bu
iki degerin cihaz tarafindan birbirine oranlanmasi ile sonuclar elde edilmistir. B/A

orani <0,9 ise sonug negatif, >1,2 ise sonug pozitif olarak kabul edilmistir.
MKH’lerin Cogaltilmasi

Kullandigimiz MKH kiltur besiyeri temel olarak %52,8 DMEM-LG / %35,2
MCDB-201 (Sigma), ayrica %1 glutamin ve %1 penisilin/streptomisin (P/S) igerir.
Besiyeri eklentisi ise; FBS, PL, KiP, PPP %10 oraninda kullaniimistir. 75 cm? lik flasklara
konan hcreler, besiyeri igerisinde, 37°C ve %5 COziceren nemli inkiibatorde kiltire
konulup, 3-4 ginde bir besiyeri degistirilerek ve hicreler flask ylizeyini %70-80
oraninda kapladiklarinda, %0.25 oraninda hazirlanmig Tripsin-EDTA ile ylUzeyden
kaldirilarak, gerektiginde tekrar ekim yapilmistir. MKH karakterizasyonu Uglncu

pasajda yapilmistir. Metabolomik analizler icin MKH’ler de 3. pasajda toplanmistir.
Kiiltiirde Inflamatuar Uyarim Olusturulmasi

inflamatuar ortamda MKH davranisini inceleyebilmek icin MKH’ler LPS ile
uyarilmistir. Lipopolisakkarit, gram negatif bakterilerin hiicre duvarini olusturur ve

bir endotoksindir. inflamatuvar ortam olusturulmasinda siklikla kullanilan bir
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molekildir. Hicre kultirinde MKH’ler kilturin sonlandiriimasi éncesi son 24 saat
boyunca 100 ng/mL LPS ile 37 °C, %5 CO2 ve nemli inkiibatorde muamele edilmis,
metabolomik analizler yapilmistir. Farklilasma deneylerinde ise, kaltarin ilk 72
saatinde 100 ng/mL LPS, sonraki 72 saatinde ise 50 ng/mL LPS ile inflamatuar uyarim
olusturulmustur (222-224). Cahismamizda LPS secilmesinin nedeni, MKH’lerin klinikte
en fazla kullanildigl inflamatuvar hastalik olan GVHH patogenezinde barsak kaynakl

LPS’in baslatici ve kritik rolii olmasidir.
Siipernatanlarin Saklanmasi

Tripsinizasyon oncesi flasklarda bulunan “conditioned medium” (siipernatan)
enjektor yardimiyla gekilip ayrilip, 1500 rpm 5 dakika santrifiif edilip hiicre icermeyen
Ust kismi alinarak ependorflara konulup ilk dnce -20°C’de dondurulmus ve daha sonra
-80°C de saklanmistir. Tim slpernatanlar standart bir sekilde Pasaj 3 (P3)
MKH’lerden, hicreler flask yizeyini tam olarak kapladiklarinda toplanmistir.

Metabolomik analizleri yapilmistir.

Hiicrelerin Yedeklenmesi Amaciyla Dondurularak (Kryoprezervasyon) Sivi

Azotta Saklanmasi

Her pasaj sonunda flasklarin diplerinde yapisik olan hiicreler ilk dnce PBS ile
yikanip, daha sonra Tripsin-EDTA ile kaldirihp, 15 dk, 37°C, %5 CO2 kosullarinda
inklibe edilmistir. Kaldirilan htcreler toplanip DMEM-low glucose ve dondurma
medium (10% DMSO, 20% FBS) eklenip, kultir besi yeri iginde %70 hiicre
siispansiyonu olacak sekilde kriovialler igine alinarak ve -80 °C’lik dolaba (kriovialler
Mr. Frosty icinde) konmustur. Mr. Frosty icindeki hiicreler, 1s1 -80 °C’ye distikten

sonra sivi nitrojen iginde saklanmak Uzere nitrojen tankina konmustur.
3.2.3. MKH’lerin akim sitometri ile karakterizasyonu

insan kemik iliginden elde edilen MKH’lerin hiicre yiizeyi molekiilleri, akim

sitometri cihazinda antikorlar ile tanimlanmistir. Antikor panelinde bulunan
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belirteclerle stromal kokenli, mezenkimal kdkenli ylizey belirtecleri bakilmistir. Flask
ylzeyine yapisan P3 hicreler %70-80 yogunluga ulasinca, %0.25 tripsin/ImM EDTA
ile kaldirnlmis ve tek hiicre slispansiyonlari hazirlanarak, floresan isaretli antikorlar
iceren %2 insan AB serumu ve PBS/BSA/Sodyum Azid ortaminda inklibasyonu
yapilmis ve akim sitometri cihazi ile okutulmustur. immiinofenotiplendirmede
stromal belirteglerin (CD105-FITC, CD90-PE, CD73-FITC, CD29-APC, CD44-PECy7)
pozitifligi ve hematopoetik belirteclerin (CD34-PE, CD45-APC) negatifligi MKH

tanimlanmasinda kullaniimistir.

3.2.4. MKH’lerin osteojenik ve adipojenik farklilasma ozelliklerinin

saptanmasi
Adiposit farklilasma

Pasaj 2 (P2) 100000 (3000 hiicre/cm? yogunlukta) MKH, 6 kuyucuklu kulttr
kaplarina ekilerek % 10 oraninda FBS / PL / KiP / PPP eklentisi iceren besiyerleri ile
cogaltilmistir. Hiicreler % 90 - 100 konfluent olduklarinda DMEM-LG igerisinde % 10
FBS / PL / KiP / PPP, % 1 P/S, 1 uM deksametazon, 60 uM indometazin, 500 uM
izobutilmetilksantin (IBMX), 5 ug/mL insilin iceren adipojenik farklilasma besiyeri ile
farkhlasmalari uyarilmistir. Ayrica her dort grup icin de, farklilasma baslatildiktan
sonra kaltirln ilk 72 saatinde 100 ng/mL LPS, sonraki 72 saatinde ise 50 ng/mL LPS
ile inflamatuar uyarim olusturulmustur. 21 giin siresince 3—4 gin araliklarla
farklilasma besiyeri degistirilerek 21. giinde %10’luk formalinde fikse edilmis ve Oil
red O (ORO) boyasi ile boyanarak farklilasma potansiyeli mikroskopta
gorintilenmistir. Ayrica gercek zamanl kantitatif RT-PCR ile adipojenik fenotipe 6zgi

marker genlerin (PPARgamma, Adiponektin, LPL) ekspresyonlarina bakilmistir (225).
Osteojenik farkhilasma

P2 100000 (3000 hiicre/cm? yogunlukta) MKH, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekilerek % 10 oraninda FBS / PL / KiP / PPP eklentisi iceren besiyerleriile cogaltilmistir.
Hiicreler % 50-60 konfluent olduklarinda DMEM-LG igerisinde % 10 FBS / PL / KiP /
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PPP, % 1 P/S, 100 nM deksametazon, 10mM beta gliserofosfat ve 0,2 mM askorbik
asit iceren osteojenik farklilasma besiyeri eklenmistir. Ayrica her dort grup icin de,
farklilasma baslatildiktan sonra kiltiirtn ilk 72 saatinde 100 ng/mL LPS, sonraki 72
saatinde ise 50 ng/mL LPS ile inflamatuar uyarim olusturulmustur. 21 glin sliresince
3—-4 gun araliklarla farklilasma besiyeri degistirilerek 21. glinde %10’luk formalinde
fikse edilmis ve Alizarin Red S (ARS) (pH:4,2) ile boyanarak mikroskopta kalsiyum
fosfat depositleri goriintilenerek, ekstraselller matriks kalsifikasyonu yoniinden
degerlendirilmistir. Ayrica gercek zamanh kantitatif RT-PCR ile RUNX2 ve ALP

ekspresyonlarina bakilmistir (225).

Farklilasmalarin Molekiiler Karakterizasyonu, Adipojenik ve Osteojenik
Genlerin (PPAR, LPL, Adiponektin, RUNX, ALP) Ekspresyon Analizi,
PCR

Farklilagsmasi yapilan hiicrelerin mRNA ayrilmasi igin giazol’de saklanmasi:
Calismamizda 3 saglikl donér MKH’lerin 8 farkli kosulda adipojenik ve osteojenik
farklilasmalan 2 tekrarli olarak yapilmistir. Adipojenik ve osteojenik olarak
farkhlastirllmis MKH’ler soguk PBS ile iki defa yikandiktan sonra, 500 pL giazol
(Qiagen, 56003740) ile 5 dk 37 °C’de inklbe edilmislerdir. Hiicreler cells scraping ile
bulunduklari flasklardan kazinarak toplamis ve -80°C de ependorf icinde saklanmistir.
Gergek zamanl kantitatif RT-PCR ile adipojenik ve osteojenik fenotipe 6zgi marker

genlerin (PPARgamma, Adiponektin, LPL, RUNX2, ALP) ekspresyonlarina bakilmistir.

RNA izolasyonu: Farkhlastiriimis hiicreler 500 pL RNA koruyucu (Qiazol,
Qiagen, 56003740) icinde -80 °C’de saklanmustir. Tim drnekler tamamlandiginda RNA
izolasyonuna gegilmistir.

RNA izolasyonu icin -80 °C’den cikartilan érnekler oda sicakhginda ¢ézdiriliip
homojen hale getirilmistir. Her bir tipe 100 uL kloroform eklenip tiipler hizlica 15 sn
calkalanip, oda sicakhginda 2-3 dk bekletilmistir. Ornekler 12000 rpm de 15 dk +4 °C
de santrifuj edildikten sonra 3 faz olustugu gézlenmistir. En Gstteki sivi faz toplanarak

yeni bir ependorfa aktarilmis ve lizerlerine 375 pL -20 °C’de sogutulmus % 100 etanol
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eklenerek nazikge karistiriimistir. -20 °C’'de 45 dk inklibasyondan sonra ornekler
12.000 rpm de 15 dk +4 °C de santrifuj edilip slipernatan uzaklastirilmistir. Pellet
tzerine %75 lik 750 pL -20 °C’de sogutulmus ethanol eklenerek tlipler vorteks ile
karistirilmistir. 7500 rpm de 15 dk +4 °C de santifuj edilen érneklerin stipernatanti
uzaklastinlmistir. Tlpler agizlari agik birakilarak etiivde 10-15 dk kurutulmustur.
Pelletler tzerine 20 uL RNAse free su ekleyerek homojenize edilmistir. RNA’larin
miktar ve safligl nanodrop cihazi (ND100) ile 6l¢tlmustir. Programdan nikleik asit ve
sonrasinda RNA-40 secildikten sonra cihaza 1 pL su konup blank yapilmistir. RNA
orneklerinden 1’er uL eklenerek 6l¢lim yapilmistir. A260/280 ve A260/230 ng/uL RNA
konsantrasyonlari elde edilmistir. RNA 6rnekleri -20 °C de muhafaza edilmistir.
cDNA Sentezi: izole edilen RNA’lardan BIO-RAD iScript cDNA sentez kiti
kullanilarak standart protokol takip edilmis ve cDNA sentezi yapilmistir. Her bir cDNA
sentezi icin tim 5 pL RNA kullanilmistir. 5X Trans Amp bufferdan 4 plL, Revers
Transkriptazdan 1 plL alinarak DNAase/RNAase free su ile toplamda 20 plL olacak
sekilde mastermix hazirlanmistir. Hazirlanan mastermix vortekslenerek, santrifij
yapilmis ve her bir RNA 6rnegi lizerine 15 plL eklenerek pipetlenmistir. Sentez agmasi
icin 25 °C’de 5 dk, 42 °C’de 30 dk ve reverse transkriptazin inaktivasyonu icinde 85
0C'de 5 dk ve 12 0C'de 1 dk inkibe edilmistir. Reaksiyon sonucunda 20 uL cDNA
sentezlenmistir. Elde edilen cDNA lar micPCR (bio moleculer system) cihazinda real

time qPCR ile rolatif hedef gen ifadelenmesinin saptanmasi i¢in kullaniimistir.

qRT-PCR: izole edilen érneklerin (n=120) PPAR gamma, LPL, Adiponektin,
RUNX ve ALP genlerinin ifade profilleri gercek zamanh olarak PCR yontemi ile
incelenmistir. Real time gPCR icin valide edilmis primer-hidroliz prob ciftleri
kullanilmistir (Tablo 3.7). Bitlin 6rneklere ait her bir gen ayni sartlar altinda Uger kez
¢alisilmis ve ANOVA testi ile analizler yapilmistir. Housekeeping gen olarak ACTB
(Beta-actin) kullanilmistir. Bunun nedeni MKH’lerin adipojenik ve osteojenik
farklilasmalarinda beta-actin’in ekspresyon stabilitesinin yliksek olmasidir (226).
‘Threshold cyle’ (CT) olarak bilinen ‘Cross point’ (CP) degerleri her 6rnegin hedef ve

referans genleri i¢in ‘Second Derivative Maximum Method'una gére micPCR cihazi
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kullanilarak saptanmistir. Blitln degerlere ait amplifikasyon egrileri ve bitin
verilerde yine micPCR yazilimi ile elde edilmistir. Verilen istatiksel analiz 2-way
ANOVA ve Graphpad prism yaziliminda yapilmistir. PPAR gamma, LPL, Adiponektin,
RUNX ve ALP genlerinin verileri ACTB ile normalize edilerek, -ACT ve ortalama -ACT

degerleri hesaplanarak istatiksel analizler yapilmistir.

Tablo 3.7 gRT-PCR de kullanilan primerlerin dizileri

Baz Dizisi Baz sayisi
Gen

ADIPONEKTIN-F | CTGATTCCATACCAGAGGGGCTC 23
ADIPONEKTIN-R | GAGTCGTGGTTTCCTGGTCAT 21
LPL-Lipoprotein lipase-F | CCGCCGACCAAAGAAGAGAT 20
LPL-Lipoprotein lipase-R | GCTACTCCGGGAATGAGGTG 20
RUNX2-F | GCGGTGCAAACTTTCTCCAG 20
RUNX2-R | GACTCTGTTGGTCTCGGTGG 20
PPAR GAMMA-F | ACAGACAAATCAACCGCCCA 20
PPAR GAMMA-R | AGGGCTTGTAGCAGGTTGTC 20
ALPL-F | GAGATACAAGCACTCCCACT 20
ALPL-R | GAGACCCAATAGGTAGTCCA 20

gRT-PCR icin 2 uL molekdler grade su, 5 puL enzim, 1 pL primer karistiriimistir.
Toplam hacim 8 L dir. Bu karisim micPCR kuyucuklarina eklendikten sonra 2 L diliie
edilen cDNA o6rnekleri eklenmistir. Kuyucuklar cihaz igerisine yerlestirilmistir. PCR
termal doéngisinin kosullari 45 déngii; 95 °C 5 sn (pre-inkubasyon), 60 °C 10 sn

(denatiirasyon) ve 72 °C 20 sn (primer baglanmasi) seklinde yapilmistir.
3.2.5. WST deneyi

Sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi igin yapilan WST-1 testi
canh hicrelerden tetrazolium tuzlarinin ayristirilmasina dayanan non-radyoaktif,
spektrofotometrik, kolorimetrik bir testtir. Tetrazolium tuzlari hiicresel enzimler
tarafindan formazan tuzlarina donustirtlmektedir. Canli hiicre sayisindaki artis
orneklerdeki mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinde artmaya yol agcmaktadir.
Enzim aktivitesinin gliclenmesiyle birlikte kiltlirdeki hiicrelerde metabolik olarak

aktif halde bulunan hiicrelerin miktari ile dogrudan korele olarak formazan ile
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boyanan hiicre formunda artis olmaktadir. Formazan boya metabolik olarak aktif olan
hicreler tarafindan Uretilmekte olup, spektrofotometre ile belirtilen dalga boyunda
boyanan hicrelerin absorbansi 6lgilmektedir (227). Tripsin/EDTA ile kaldirilan
MKH’ler 96 kuyulu plakalara cm? basina 2000 MKH olacak sekilde ekilip PPP, PL, FBS,
KiP iceren ve ayrica inflamatuar uyarim da yapilmis besiyerleri ile her grup igin 3
tekrarli olarak 37° C, %5 CO; igeren inklUbatorde kiltire edilmistir. WST-1 ile analiz
yapilacagi giin herbir kuyucukta bulunan kiltir besiyerinin %10 u kadar (10 pL) WST-
1 soltsyonu (Roche, Aliquatlanan sollisyon -20 C de saklanir, islemden hemen 6ncesi
eritilerek kullanima hazir hale getirilir) kuyulara eklenmistir. Plakalar 2 saat 37°C ve
%5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edildikten sonra spektrofotometre ile 450 nm’de
Olgim yapilmistir. Metabolik aktivitenin belirlenmesinde asagidaki formilasyon

kullanilmistir:

% Canli hiicre orani : Calisma grupU (OD) x 100

Kontrol (OD)

Degerlendirmeler 3, 6 ve 9. glinlerde yapilmis, Two-Way ANOVA ile istatistik

analiz yapilmistir.
3.2.6. Metabolomik Analizler
Ekstraselliiler Metabolitler Igin Ornek Hazirlama

Kiltirde MKH’ler yogunlasip ylzeyi kapladiklarinda, kaltir besiyeri
sipernatanlari (conditioned medyum) toplanmis, santrifligasyon ile kontamitantlar

¢oktlrillp Ustteki kissmdan 1’er mL.lik ti¢ adet 6rnek -20 °C'de saklanmustir.
Hiicre I¢i Metabolitler Igin Ornek Hazirlama

Oda 1sisina getirilen flasklardaki kilttr besiyeri siipernatanlari toplandiktan
sonra, hicreler iki kez 10’ar mL.lik fosfat tamponlu salin (PBS) ile hizla yikanmistir. 1
ml internal standart igeren (1 uL 1 mg/mL d27-myristik asit mL) soguk metanol-su

¢cOzeltisi (9: 1 hacim: hacim) ekleyerek metabolizma sondirilmis ve flasktaki
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hicreler sivi nitrojen igcinde dondurulmustur. Ardindan hiicreler hiicre kaziyici ile
kazilmistir. Flasklar 10 dakika boyunca buz lzerinde tutulup, baska bir 1 ml soguk
metanol-su sollisyonu eklenerek anlatilan adimlar tekrarlanmistir. Ornekleri
birlestirilmis ve +4 ° C'de 10 dakika boyunca 14.000 g'de santriflj edilmistir.
Supernatanlar toplanip, Gg adet 0,5 mL alikuotlara ayrilarak - 80 ° C'de saklanmistir.
LC-gTOF-MS (liquid chromatography in combination with hybrid quadrupole
time-of-flight mass spectrometry) sistemleri, sivi kromatografinin fiziksel ayirma giici
ile kitle spektrometresinin kitle analiz glclinin kombinasyonundan olusmus
sistemlerdir. Ornek, fiziksel 6zelliklerine gére ayrilir, iyonlastirilarak hem quadropol
hem de ugus zamanl dedektérler ile ¢cok kiigclik derisimlerde bile teshis ve miktar
tayini (ug/L ve ng/L dizeyde) vyapilabilir. GC-MS (gas chromatography—mass
spectrometer) adindan da anlasildigi gibi iki farkli teknigin birlesiminden
olusmaktadir. Bu cihazda analiz edilen maddeler dnce GC kolonunda ayriimakta ve
bir ara aktarim hatti ile MS cihazina gelmektedir. Her iki cihazin sartlari ayri ayri
ayarlanmalidir. Kromatografi, icinde iki veya daha fazla bilesen iceren bir numunenin
bir kolon icinde bulunan iki faz arasina dagitarak birbirinden ayirma islemi olarak
algilanmaktadir. Bu fazlar; hareketli faz ve durgun fazdir. Numune hareketli ve durgun
faz arasinda dagilima ugrar. Gaz kromatografi hareketli fazi gaz olan kromatografidir.
Gaz kromatografisi karisimdaki bilesenleri ayirmayi saglarken, kitle spektroskopisi

her bir bilesenin yapisal olarak tanimlanmasini saglar.
3.2.7. LC-qTOF-MS Temelli Metabolomik Profil Analizleri

Numuneler -80 °C’den ¢ikarilip vakumlu santrifiijde tamamen kuruluga kadar
ucurulmus ve su:asetonitril (50:50, h/h) karisimi ile tekrar ¢ozUndurtlmustir.
Metabolitlerin analizleri C18 (150 mm x 3 mm, 3 um) kolon kullanilarak ve hareketli
faz olarak % 0.1 formik asit iceren su igeren (Hareketli faz A) ve % 0.1 formik asit
iceren asetonitril (Hareketli faz B) kullanilarak gradient ellsyon ile gergeklestirilmistir
(Tablo 3.8). Analizler negatif ve pozitif iyonizasyon modunda qTOF-MS sistemi
kullanilarak yapilmistir (Tablo 3.9). Analizler gradient ellisyon uygulanarak 30 dak’da

gergeklestirilmistir. Elde edilen kompleks kromatogramlar MSDIAL yazilimi kullanarak
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pikler ayristirilmis ve piklerin alikkonma zamanlari dizeltilerek veri matrisleri
olusturulmustur. Olusan veri matrisindeki piklerin tanimlanmasi icin havuz edilerek
olusturulan kalite kontrol numunelerine farkh enerji (10, 20 ve 40 eV) dlzeyleri
uygulanarak MS/MS spektrumlari elde edilmis ve spektrumlar METLIN veri bankasi

taranarak pikler tanimlanmustir.

Tablo 3.8 LC-qTOF-MS temelli metabolomik analizler gradient ellisyon porgrami

Zaman (dk) % Hareketli faz B*
0| 10
11|10
10 | 90
11|90
15|10
25| 10

*% 0.1 formik asit iceren asetonitril

Tablo 3.9 LC-qTOF-MS cihaz parametreleri

Pozitif iyonizasyon Negatif iyonizasyon
Kiitle arahgr | 50-1700 amu 50-1700 amu
Tarama hizi | 2 2
(spektrum/sn)
Sprey voltaji(kV) | 3500 3500
Skimmer voltaji (V) | 65 65
Gaz sicakhgi (oC) | 325 325
Gaz akisi (L/dak) | 10 10
Nebulizer (psig) | 45 45

3.2.8. GC-MS Temelli Metabolomik Profil Analizleri

Numuneler saklandiklari -80°C derin dondurucudan gikarilmis oda sicakligina
getirildikten sonra vakumlu santrifijde kuruluga kadar ugurulmustur. Kurumus
numuneler 20 uL metoksiamin hidroklorir (piridin iginde, 20 mg/mL) ile etivde
30°C’'de 90 dak tutularak metoksillendirilmislerdir. Daha sonra oda sicakhgina
getirilen numuneler Gizerine 80 uL N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit +trimetil-
klorosilan (MSTFA + %1 TMCS) eklenmis ve etlivde 37°C'de 30 dak bekletilerek
turevlendirilmistir. Ttrevlendirilen numuneler silillenmis GC-MS viallerine aktarilmis

ve sonrasinda DB5-MS kolon kullanilarak GC-MS sistemiyle analizleri Tablo 3.10’da
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belirtilen optimize edilmis kosullarda gerceklestirilmistir. Elde edilen kompleks
kromatogramlar ayristirildiktan sonra piklerin alikonma zamanlari SpectConnect
yazilimi kullanilarak diizeltilmis ve veri matrisleri olusturulmustur. Metabolitlere ait
pikler alikonma indeksli Fiehn ve Golm Database kitiphaneleri kullanilarak

aydinlatilmistir.

Tablo 3.10 GC-MS analiz kosullari ve cihaz parametreleri

Kolon DB5-MS Kolon (30 M+10 M On Kolon; 0.25 Mm I¢ Cap Ve 0.25 um
Film Kalinhgi)

Firin Sicaklik Programi Firin Sicakhg Artisi 60°C’den (1 dk) 325°C’ye 10°C /dk Artisla (10 dk)

Analiz Siiresi 37.5 dk

Enjeksiyon Hacmi 1ul

Tasiyici Gaz Helyum 1 ml/dk

MSD Gegis Sicakhgi 290°c

Coziicii Gecikme Siiresi | 5.90 dk

Kiitle Araligi 50-650 Lton

3.2.9. Metabolomik Analiz Profillerinin Yorumlanmasi

Elde edilen metabolomik analizlerin sonucu bir arada degerlendirilerek
degisen/farklilasan metabolitler ve ilgili yolaklar belirlenmistir. Elde edilen verilerin
¢oklugu dustnuldiginde veriler ¢ok degiskenli istatistik teknikleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu amacla temel bilesenler analizi (principal component
analysis/PCA) ve en kiicik kareler farklilastirma analizi (partial least squares
discriminant analysis/PLS-DA) yontemleri ile gruplarin ayirilmasinda 6nemli olan
metabolitler ve regresyon katsayilari bulunur. PCA analizler veri setinde herhangi bir
sistemik hata ve aykiri bir veri olup olmadigini gorsellestirmek igin kullanilir. Eger
veride herhangi bir problem yoksa PLS-DA analizlerle veri gruplari birbirinden
ayrilarak veriler hakkinda daha detayli bilgiler alinir. PLS-DA analizlerindeki farkhhga
neden olan metabolitlerin bulunmasi igin projede 6nemli degisken (variable
important in project/VIP) grafiklerinden yararlanilir. En yiksek VIP degerine sahip
metabolit ayirimda en bliylk etkiye sahip metabolittir. Dolayisiyla belirlenen gruplar
arasinda istatiksel olarak en cok farklilk goésteren metabolittir ve bu metabolitler

belirtec olarak degerlendirilir. VIP grafiklerinden o6nemli olan metabolitler
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bulunmasina ragmen hangi grup icinde hangi metabolitin derisiminin arttigi veya
azaldigini bulmak regresyon analizi sonucunda elde edilen katsayilarla verilir. Pozitif
olan kontrol grubunda yiksek derisimde iken negatif olan ise kontrol grubunda
azalmistir. Elde edilen metabolitler ile en son olarak yolak analizleri yapilarak,
fenotiple en ¢ok hangi yolagin degistigi bulunur. Farkli bireylerden alinan
bilesenlerden gelen maddeler metabolomik analizlerde heterojeniteye neden
olabilir. Bu durumu gorebilmek icin yapilan metabolomik testinde hiicresel 6rneklerin
intraselliler metabolitlerinin yanisira ekstraselliler metabolitleri de incelenmis,

ayrica kaltar kosullarinda kullanilan besiyerleri negatif kontrol olarak test edilmistir.
Veri analizi:

Blyuk olcekli hedeflenmemis metabolomik analizler de yasanan en biyik
problemlerden biri ise numune hazirlama ve cihazdan gelen varyasyonlardir. Bu
varyasyonlar farkli normalizasyon teknikleri kullanilarak ortadan kaldirilabilir. Tez
¢alismamizda normalizasyon etkisi 6zellikle varyasyonun ¢ok yiksek oldugu GC-MS

verilerinde denenerek optimize edilmistir.
Otomatik Olgeklendirme:

Formilde gosterildigi sekilde hesaplanmistir. Korelasyonlara bagli olarak
metabolitler karsilastirilir. Bu 6l¢eklendirmede tim metabolitler esit derecede 6nem

kazanir, fakat buradaki dezavantaj 6lciim hatalarinin daha fazla etkin hale gelmesidir.

Foo= uTE
ij — s;

(%ij: Normalize edilmis deger, xij: Metabolit pik alani, xi: Metabolit ortalama

pik alani, S;: Standart sapma)
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Yolak analizi:

FBS, PL, KIP ve PPP varliginda ve inflamatuar kosullar altinda cogaltiimis
MKH’ler istatistiksel olarak karsilastirilmis ve anlamli degisen metabolitler

kullanilarak (p<0.05) yolak analizleri (MetaboAnalyst, Kanada) gerceklestirilmistir.
3.2.10. istatistiksel Yontem

Veriler ortalama £ ortalamanin standart sapmasi (SD) olarak verilmistir.
istatistiksel olarak anlamliliklarin degerlendiriimesinde Windows icin Uretilmis
GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) programi kullanilarak
One-Way ANOVA ve Two-Way ANOVA testleri uygulanmistir. Bunlar izleyerek
Tukey’s multiple comparisons test (WST-1; giinler arasi analiz, PCR; FBS ile diger
gruplar arasi analiz, Two-Way ANOVA), Sidak's multiple comparisons test (PCR;
inflamatuar uyarim varligi ve yoklugunun analizi, Two-Way ANOVA) ve Dunnett's
multiple comparisons test (PCR; farkli besiyerleri ile MKH’lerin farklilasma genlerinin
tlmunun gruplar arasi analizi, One-Way ANOVA) yapilmistir. p degerinin <0.05 olmasi

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kiiltiir Besiyeri Eklentileri Ozellikleri

Besiyerinin tim eklentilerine (FBS, PPP, PL, KiP) kompleman faktor
inaktivasyonu icin 56 °C’de 45 dakika is1 inaktivasyonu uygulanmis (221), kullanilana
kadar -20 °C derin dondurucuda saklanmislardir. PRP, PPP ve KiP’larina ait platelet

sayimi, mikoplazma testi ve mikrobiyal klltur sonuglari tablodadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Kiltir besiyeri eklentilerinin kalite test sonuclari ortalama degerler

verilmistir
Uriin Adi Voliim Total platelet  Platelet Mikoplazma Mikrobiyal
sayisi/L (iinite) testi kiiltiir (Kan
(MycoAlert kiiltiirii ve
antijen) aerob kiiltiir)
PRP grup1 | 10 x 50 mL 2,65 x 101! 4,82 Negatif Negatif
1x40mL
PRP grup 2 \ 12x47,16 mL 5,46 x 101! 9,93 Negatif Negatif
PPP | 10x462mL - - Negatif Negatif
Kip | 10x49,8mL 0,13 x 10" 0,00715444 Negatif Negatif

4.2. Mezenkimal kék hiicre (MKH)'lerin izolasyonu ve kiiltiirii, Farkh
besiyeri eklentileri ortaminda ¢ogaltilan MKH’lerin morfolojik

ozellikleri

Calismamizda HKH nakli amacgh saglikli vericilerden alinan kemik iliginin
toplandigi torbaya ve filtreye yapisan hiicreler (atik torba ve atik filtre) laboratuvarda
ytkama/eritrosit lizis yapilarak ayrilmis ve kiltire edilmistir. Kaltar besiyeri
eklentilerine gore 4 grup incelenmistir. Kilttr kabina yapisan MKH’lerin morfolojik
dzellikleri ters 1sik mikroskobunda incelenmistir (Sekil 4.1). PL, KiP ve PPP ile cogaltilan
MKH’ler kontrol grubuna (FBS) benzer morfolojik 6zellikler géstermislerdir. Hiicreler
tipik igsi sekil gosteren fibroblastik yapida bulunmustur. FBS ve PL iceren besiyerinde
gelistirilen hiicreler belirgin yogunluga (konfluent) ulasmalarina ragmen, PPP ve KiP
eklentileri iceren ortamda hiicreler adeziv yapida olsa da hedeflenen yogunluga
ulasmadiklari ve tipik fibroblastoid yapida olan hiicreler yaninda biyik, acili (Gggen,

dortgen, hekzagonal) bulundugu ve daha graniiler olduklari gézlenmistir. Ayrica PL
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iceren kultir besiyerinde hicrelerin koloni olusturmaya meyil gosterir sekilde

toplandiklari gdzlenmisgtir.

' ’é_ ‘__ ':_ 5 -
: o po/ppp i AN

Sekil 4.1 Dort farkh eklenti iceren besiyeri ortamlarinda uretilen 0. Pasaj (PO)
MKH’lere ait goriintii (Olgek cizgisi 1.0 mm).

MKH’lerin karakterizasyonu P3’te yapilmistir. P3 MKH’lerin fibroblastoid yapi
gosterdikleri, FBS ve PL ortaminda koloni olusturmaya meyilli toplanma gosterdikleri,
bu durumun PL iceren ortamda daha belirgin oldugu, PPP ve KiP eklentileri iceren
ortamda ise dlsik yogunlukta gelisim gosterdikleri, ancak PO0’da gozlenen

morfolojilerinin biraz daha fibroblastoid, igsi yapiya benzedigi gozlenmistir (Sekil 4.1).
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P3/FBS

-

Sekil 4.2 Dort farkli eklenti iceren besiyeri ortaminda tretilen MKH’lerin P3
gorintisi (Olgek cizgisi 2.0 mm).

P3/KiP -

Sekil 4.3 Dort farkli medyumda iretilen MKH’lerin P3 goriintiisii (Olcek cizgisi
200 um).

PO kiltur tim gruplarda 11. giin sonlandirilmis iken, ilerleyen pasajlarda PPP
grubunda MKH cogaltmak oldukga zorlagsmistir. PPP grubunda flasklara yapisan
MKH’lerin sayica daha az, daha biyik, uzantil, siskin ve kalkmaya egilimli olduklari

gozlenmistir.
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4.3. Farkh kosullarda gogaltilan MKH’lerin proliferasyon hizlari
4.3.1. Hiicre sayimi analizi:

MKH’lerin proliferasyon hizini gérebilmek amaciyla, PO MKH’lerin timu ayni
glin tripsin ile kaldirilmistir. Tim gruplarda flasklara ekilen monontkleer hiicre sayisi
ayni tutulmus, 7,45 x 10° MNH/T25 flask (2,98x 10° MNH/cm?) olarak ekim yapilmistir.
Ayni zamanda ve sirede ve de ayni kosullarda kiiltiire edilen MKH’ler arasinda en iyi
proliferasyon PL-MKH (PL’li besiyerinde ¢ogaltilan MKH) grubunda gorilmustir. ilk
ekimden sonra 11. giinde, en hizli gogalan PL-MKH’lerin %70-80 yogunluga ulastig
zaman hicreler toplanmistir. Buna gore FBS-MKH (FBS'li besiyerinde ¢ogaltilan MKH)
sayisl = 720.000, PL-MKH sayisi = 1.900.000, PPP-MKH (PPP’li besiyerinde ¢ogaltilan
MKH) sayisi = 300.000, KiP-MKH (KiP’li besiyerinde cogaltilan MKH) sayisi=360.000
bulunmustur. Genel olarak PPP grubunun proliferasyon hizi diger gruplardan yavas
olarak gozlenmistir.

Sekillerde gorildigi gibi proliferasyonlarinda belirgin fark vardir. PO kiltlr
tiim gruplarda 11. glin sonlandiriimis iken, FBS ve PL P3’te 28. giin tam konfluent iken,
PPP ve KiP 28. giin tam konfluent olmadan sonlandiriimistir.

PO’dan sonra MKH’ler yogunluklarina goére farkli zamanlarda tripsin
edilmiglerdir. Pasajlama igin hiicrelerin %70-80 yogunluga ulasmalari beklenmis, PPP
ve KiP iceren flasklarda bu yogunluga ulasmalarinin uzun zaman almasi veya

ulasamamalari durumunda daha az yogunlukta iken tripsinize edilmislerdir.

Hucre Sayisi
2000000
1500000
1000000
500000 .
. [ ] ]
FBS-MKH PL-MKH KiP-MKH PPP-MKH

Sekil 4.4 Farkli kosullarda cogaltilan MKH’lerin pasaj O proliferasyon ozellikleri
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4.3.2. WST analizi sonuglari:

Farkl kosullarda c¢ogaltilan MKH’lerin proliferasyon ve viabilite ozellikleri
WST-1 testi ile de hiicre sayimi yapilarak gosterilmistir. Yogunlugu % 70 - 80 olan P2
MKH’ler Tripsin/EDTA ile kaldirilarak 96 kuyulu plakalara cm? basina 2000 MKH olacak
sekilde ekilip PPP, PL, KiP, FBS iceren besiyerinde 37° C, % 5 CO> iceren inkiibatérde
kiiltire edilmistir. inflamatuvar uyarim 100 ng/mL LPS ile kiiltiiriin son 72 saati

boyunca yapilmistir.

WST-1 analizi kilttrin 3, 6 ve 9. glinlerinde yapilmistir. Sonuglar Sekil 4.5’te

verilmistir.
2500
3000 2000
1500 1500 —
~ -~ =
1000 1000
500 500
0 £ 0

0. gln 3. gln 6. gin 9. glin 0. glin 3.gln 6. glin 9. glin

@ BS emge=PL Kip PPP g [ BS-LPS emg@e=PL-LPS KIP-LPS PPP-LPS

Sekil 4.5 Farkli besiyeri eklentilerinin MKH proliferasyonuna etkisi (Solda;
inflamatuar uyarim olmadan, sagda; inflamatuar uyarim varliginda)

Proliferasyon en ylksek PL-MKH grubunun 6. giiniinde gézlenmistir. 9. glinde
azalma olmasinin yiizeyi tam kaplayan hiicrelerin proliferasyonunun inhibe olmasi ile

iliskili olabilecegi distunulmustar.

istatistik analizlerinde gruplar arasinda One-Way ANOVA, grup icinde giinler
arasindaki degisimi analiz etmek igin de Two-Way ANOVA kullaniimistir.

FBS varliginda cogaltilan MKH’ler ile PL varliginda cogaltilan MKH’lerin
aralarinda proliferasyon hizlari bakimindan anlamh fark olmadigi gézlenmistir (One-
way ANOVA, p: FBS vs PL: 0,95). FBS varliginda cogaltilan MKH’ler ile KiP varliginda
cogaltilan MKH’ler (One-way ANOVA, p: FBS vs KiP: 1,00) ve PPP varliginda ¢ogaltilan
MKH’ler (One-way ANOVA, p: FBS vs PPP: 0,69) arasinda da proliferasyon hizlari
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bakimindan istatistiksel anlamli fark bulunmamistir.Ayrica PL varliginda ¢ogaltilan
MKH’ler ile KiP varliginda cogaltilan MKH’ler (One-way ANOVA, p: PL-KiP: 0,70) ve
PPP varliginda cogaltilan MKH’ler (One-way ANOVA, p: PL-PPP: 0,17) arasinda da
proliferasyon hizlari bakimindan anlaml fark olmadigi gézlenmistir. KiP varliginda
cogaltilan MKH’ler ile PPP varliginda cogaltilan MKH’ler arasinda da (One-way
ANOVA, p: 0,95) anlamli fark bulunmamuistir.

Tablo 4.2 WST assay One-Way ANOVA analizleri

Tukey's multiple comparisons test Adjusted p value

FBS vs. PL 0,95
FBS vs. KiP 1,00
FBS vs. PPP 0,69
PL vs. KiP 0,70
PL vs. PPP 0,17
KiP vs. PPP 0,95
FBS vs. FBS-LPS >0.99
PL vs. PL-LPS >0.99
KiP vs. KiP-LPS >0.99
PPP vs. PPP-LPS >0.99

Genel olarak gruplar arasinda farkliliklar gézlenmekle beraber istatistiksel
anlamli bulunmamustir.

inflamatuvar uyarim varliginda da MKH’lerin proliferasyon hizlari kendi
kontrol gruplarina goére anlamli degismemistir (p>0.99) (Tablo 4.2).

Her grup icinde glinler arasindaki degisim analiz edildiginde, yapilan Two-Way
ANOVA teslerinde, PPP ile ¢ogaltilan MKH’lerin 3. ve 9. ginleri arasinda (p: 0,03)
proliferasyon hizi bakimindan anlamli fark oldugu bulunmustur. inflamatuar uyarim
varhiginda KiP ile cogaltilan MKH’lerin 3. ve 9. giinleri arasinda (p: 0,04) ve 6. ve 9.
glnleri arasinda (p: 0,04) proliferasyon hizi bakimindan anlaml fark oldugu, PPP ile
¢ogaltilan MKH’lerin de 3. ve 9. glnleri arasinda (p: 0,03) proliferasyon hizi

bakimindan anlamli fark oldugu bulunmustur (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 WST assay Two-Way ANOVA analizleri

Tukey's multiple comparisons | FBS-FBSLPS PL-PLLPS KiP-KiPLPS PPP-PPPLPS
test p value p value p value p value

3. giin -DM vs. 9. giin -DMLPS 0,87 0,98 1,00 1,00
3. giin -DMuvs. 6. giin -DM 0,83 0,28 1,00 0,21
3. giin -DM vs. 9. giin -DM 0,28 0,36 0,06 0,03
3. giin -DM-LPS vs. 6. giin DMLPS 0,98 0,81 1,00 0,14
3. giin -DM-LPS vs. 9. giin DMLPS 0,81 0,56 0,04 0,03
6. giin -DMuvs. 6. giin -DM-LPS 0,99 0,74 1,00 0,72
6. giin -DMuvs. 9. giin -DM 0,53 0,99 0,07 0,07
6. giin -DM-LPS vs. 9. giin DMLPS 0,98 0,97 0,04 0,09
9. giin -DM vs. 9. giin -DM-LPS 0,92 1,00 0,49 0,94

Hicrelerin proliferasyonunun degerlendirildigi bu deneylerde hiicre sayimlari
ve WST analizleri istatistiksel farkl ¢itkmamistir ancak en iyi proliferasyon PL ile FBS
grubunda gozlenmistir. WST deneylerinde buna yakin proliferasyon o6zellikleri
gosteren KiP ve PPP grubunu kiiltiir kosullarinda cogaltmak hem proliferasyon hizi
bakimindan ¢ok yavas olmustur, hem de hiicrelerin morfolojik olarak da daha buyuk,

uzantili, siskin ve kalkmaya egilimli olduklari gbzlenmistir.

4.4. Farkh kosullarda c¢ogaltilan P3 MKH’lerin akim sitometri ile

karakterizasyonu

Farkl kosullarda ¢ogaltilan P3 MKH’ler akim sitometrisi ile tipik MKH fenotipi
gostermektedir. Akim sitometri (Accuri C6, BD BIOSCIENCES) cihazinda immiino
fenotiplendirmesi yapilan P3 MKH’lerin stromal belirtegleri (CD105-FITC, CD90-PE,
CD73-FITC, CD29-APC, CD44-PECy7) pozitif, hematopoetik belirtegleri (CD34-PE,
CD45-APC) negatif bulunmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 Dort farkli kosulda ¢ogaltilan MKH’lerin akim sitometri incelemesi

% FBS-MKH PL-MKH KiP-MKH PPP-MKH
CD73-FITC 99,9 99,0 99,7 100
CD90-PE 99,4 98,1 99,7 99,0
CD105-FITC | - - 98,5 97,0
CD29-APC 99,9 99,9 100,0 99,9
CD44-PECy7 | 100,0 99,9 99,9 99,3
CD34-PE 3,0 2,6 1,7 2,0
CD45-APC 3,3 0,7 2,6 1,9
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Dort farkl kosulda ¢ogaltilan MKH’ler akim sitometri incelemesinde benzer

sonuglar gostermistir. Tum gruplar tipik MKH ylzey belirteclerini tasimaktadirlar.

Dort farkli kosulda cogaltilan P3 MKH’lerin akim sitometre ile alinan dot plot

goruntuleri Sekil 4.6-9’da verilmistir.
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Sekil 4.6 MKH’lerin akim sitometre ile alinan FBS-MKH dot plot gorintdleri.
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Sekil 4.7 MKH’lerin akim sitometre ile alinan KiP-MKH dot plot gériintiileri.
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Sekil 4.8 MKH’lerin akim sitometre ile alinan PL-MKH dot plot gorintdleri.
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Sekil 4.9 MKH’lerin akim sitometre ile alinan PPP-MKH dot plot gériintileri.

4.5. Farkh Kosullarda Cogaltilan MKH’lerin Adipojenik Farklilasma
Ozellikleri

Pasaj 2 sonunda tripsinle kaldirilan hiicreler 6 plakal klttr kaplarinda 100000
MKH olarak %10 FBS/PL/KiP/PPP, 1uM deksametazon, 60uM indometazin, 500uM
izobutilmetilksantin (IBMX), 5ug/mL insilin ve DMEM-LG iceren adipojenik
farklilasma besiyeri ile 21 giin boyunca indiiklenmistir (225). inflamatuvar ortamdaki
MKH davranisini gbzlemek amaciyla, MKH'ler, farklilasmanin baslatildigi ilk 72 saat
boyunca 100 ng/mL, ikinci 72 saat boyunca 50 ng/mL inflamatuvar sitokin olan LPS
iceren farklilasma medyumu ile 37 °C, %5 CO2 ve nemli inkibatorde inklbe
edilmislerdir (228). izleyen zamanlarda LPS uyarimi olmayan farklilasma besiyeri ile
kiiltire devam edilmistir. inflamatuvar ortam sepsis/sitokin firtinasini taklit eder
sekilde ilk glinler yuksek, sonra azalir sekilde olusturulmustur (222-224). Boylece 8
farkh kosuldaki MKH’lerin farklilasma potansiyelleri 21 giin sonunda Oil red O (ORO)
boyasi ile boyanarak mikroskopta (Leica) goriintilenmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11)
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Sekil 4.10 MKH’lerin adipojenik farkhilasmasinin Oil red O boyasi ile
gosterilmesi. MKH’ler FBS, PL, KiP ve PPP eklentileri varliginda
adipojenik uyarim sonucu adipojenik farklilasma gostermistir.

P3/FBS-LPS 0 p3/pLAPS

. P3/PPP-LPS

Sekil 4.11 inflamatuvar uyarim altindaki MKH’lerin adipojenik farklilasmasinin
Oil red O boyast ile gésterilmesi. Tim serum eklentileri (FBS, PL, KiP
ve PPP) varliginda adipojenik uyarim sonucu MKH’lerin adipojenik
farkhlasma gosterdigi goralmustir.
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4.6. Farkh Kosullarda Cogaltilan MKH’lerin Osteojenik Farklilagsma

Ozellikleri

Pasaj 2 sonunda tripsinle kaldirilan 100000 MKH 6 plakah kiltlir kaplarinda
DMEM-LG icerisinde %10 FBS/PL/KiP/PPP, 100 nM deksametazon, 10mM beta
gliserofosfat ve 0,2 mM askorbik asit iceren osteoblast farklilasma medyumu ile 21
giin boyunca indiiklenmistir. inflamatuvar ortamdaki MKH davranisini gézlemek
amaciyla, MKH'ler, farklilasmanin baslatildigi ilk 72 saat boyunca 100 ng/mL, ikinci 72
saat boyunca 50 ng/mL inflamatuvar sitokin olan LPS iceren farklilasma medyumuile
37 °C, %5 CO2 ve nemli inkiibatérde inkiibe edilmislerdir (228). izleyen zamanlarda
LPS uyarimi olmayan farklilasma medyumlar ile kiltire devam edilmistir.
inflamatuvar ortam sepsis/sitokin firtinasini taklit eder sekilde ilk giinler yiiksek,
sonra azalir sekilde olusturulmustur (222-224). Boylece 8 farkl kosuldaki MKH’lerin
osteojenik farklilasma potansiyelleri 21. glinde hicreler %10’luk formalinde fikse
edilip Alizarin Red S (ARS) (pH:4,2) ile boyanip mikroskopta kalsiyum fosfat depositleri
gorlntilenerek ve ekstraselller matriks kalsifikasyonu gosterilerek saptanmistir

(225). (Sekil 4.12, Sekil 4.13)

Sekil 4.12 MKH’lerin osteojenik farklilasmasinin Alizarin Red boyasi ile
gosterilmesi. MKH’ler FBS, PL, PPP ve KiP eklentileri iceren osteojenik
farklilasma ortamina maruz birakildiginda 4 grup arasindan en iyi
osteojenik  farkhlasma PL varliginda indiklenen MKH’lerde
goOzlenmistir.
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P3/PL-LPS

Sekil 4.13 inflamatuvar uyarim altindaki MKH’lerin osteojenik farklilasmasinin
Alizarin Red boyasi ile gosterilmesi. TUm serum eklentileri (FBS, PL,
KiP ve PPP) varliginda osteojenik uyarim sonucu en iyi osteojenik
farklilasma PL varliginda gozlenmistir.

4.7. Adipojenik ve osteojenik genlerin (PPAR, LPL, Adiponektin, RUNX,

ALP) ekspresyon analizi, PCR

Adipojenik ve osteojenik gen ifadeleri igin uyarimin 21. glinliinde toplanan (g
farkh donore ait 2 tekrarli ¢alisilan hicrelerden RNA ayrilmis ve RT-PCR analizleri de
ayni giin toplanan érneklerden yapilmistir. PL, PPP ve KiP eklentileri ile gen ifadeleri

FBS ile elde edilenlerle karsilastirilarak kat degisimi degerleri ile analizler yapiimistir.

4.7.1. FBS ve PL eklentisi ile gogaltilan ve farkhilagsmalari uyarilan MKH’lerin
adipojenik ve osteojenik farklilasma gen ekspresyonlarinin

karsilagtirmalh analizi:

FBS eklentisi ile karsilastirildiginda PL varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin
adipojenik genlerinden PPAR ve LPL ekspresyonunda istatistiksel anlamli azaldig
(strasiyla, p:0.0024, p:<0.0001), adiponectin ekspresyonunun ise istatistiksel anlamli
arttigi (p:0,0089) bulunmustur. PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin osteojenik
farklilasmasinda da kontrol grubuna gore istatistiksel anlamh degisiklik

bulunmamistir (RUNX1; p:0,99 ALP; p:0,11).
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Sekil 4.14 Besiyerine PL eklentisi ile ¢ogaltilan ve adipojenik ve osteojenik
farkhlasmalari uyarilan MKH’lerin kontrol grubuna (FBS eklentisi
ile cogaltilan MKH’lere) gore degisen adipojenik (solda) ve
osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi

4.7.2. FBS ve KiP eklentisi ile ¢ogaltilan ve farklilasma uyarilan MKH’lerin
adipojenik ve osteojenik farklilasma gen ekspresyonlarinin

karsilagstirmal analizi:

KiP varhiginda cogaltilan MKH’lerin adipojenik farklilasmasi FBS ile elde
edilenlere gére azalma gdstermistir. Adiponectin gen ekspresyonu KiP varliginda
istatistiksel anlamli azalmistir (p: 0,0001). Osteojenik farklilasmanin ise kontrol grubu
olan FBS ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamh bir degisiklik olmasa da arttig

gozlenmistir.
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Sekil 4.15 Besiyerine KiP eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik
farklilasmalar uyarilan MKH’lerin kontrol grubuna (FBS eklentisi
ile cogaltilan MKH’lere) gore degisen adipojenik (solda) ve
osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi
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4.7.3. FBS ve PPP eklentisi ile gogaltilan ve farklilagma uyarilan MKH’lerin
adipojenik ve osteojenik farklilasma genekspresyonlarinin

karsilastirmali analizi:

PPP varliginda cogaltilan MKH’lerin adipojenik farklilasmasinda FBS ile
karsilastirildiginda her 3 adipojenik gen ifadesinde de istatistiksel anlamli azalma
tespit edilmistir (PPAR ve LPL; p:<0,0001, Adiponectin; p: 0,001). PPP varliginda
cogaltilan MKH’lerin osteojenik farkhlasmasinin FBS ile kiyaslandiginda ALP

ifadesinde istatistiksel anlamli olmak tizere (p: 0,0001) azaldig1 gorilmustar.
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Sekil 4.16 Kultir medyumuna PPP eklentisi ile ¢cogaltilan ve adipojenik ve
osteojenik farklilasmalari uyarilan MKH’lerin kontrol grubuna (FBS
eklentisi ile ¢cogaltilan MKH’lere) gore degisen adipojenik (solda) ve
osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi

4.7.4. PL ve PPP eklentisi ile gogaltilan ve farkhlasma uyarilan MKH’lerin
adipojenik ve osteojenik farklilasma gen ekspresyonlarinin

karsilastirmal analizi:

Farklilasma  analizlerindeki  degisimlerin  besiyeri  eklentilerindeki
trombositlerden kaynaklandigini gostermek icin PL ve PPP varliginda c¢ogaltilan
MKH’lerin de farklilasma o6zellikleri de incelenmistir. PPP varliginda ¢ogaltilan
MKH’lerin adipojenik farklilasmasinda, PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin adipojenik
farklilasmasina gore her 3 adipojenik gen ifadesinde de istatistiksel anlaml azalma

tespit edilmistir (PPAR ve Adiponectin; p:<0,0001, LPL; p:<0,001). PPP varliginda
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cogaltilan MKH’lerin osteojenik farklilasmasi da PL ile kiyaslandiginda istatistiksel

anlamli olmasa da, her iki gen ifadesi azalmistir.
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Sekil 4.17 Kiltir medyumuna PPP eklentisi ile ¢cogaltilan ve adipojenik ve
osteojenik farklilasmalari uyarilan MKH’lerin kontrol grubuna (FBS
eklentisi ile cogaltilan MKH’lere) gore degisen adipojenik (solda) ve
osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR analizi

4.7.5. Farkhserum eklentileri (FBS, PL, KiP, PPP) ile cogaltilan ve farkhlasma
uyarilan MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklilasma gen

ifadelerinin toplu degerlendirilmesi:

Gen ifade degisimleri kontrol grubu olarak FBS ile elde edilen degerlerle
karsilastirilarak verilmistir. FBS ile karsilastinildiginda PPP eklentisi iceren besiyeri
kullanildiginda genel olarak adipojenik ve osteojenik gen ifadelerinde istatistiksel
anlamli azalma dikkati cekmistir. KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerde sadece
adiponectin ifadesi anlamli azalmistir. PL eklentisi ile FBS'ye kiyasla adiponektin
ifadesinde istatistiksel anlamli bir artis oldugu saptanmistir. RUNX1 osteojenik gen
ifadelerinde ise FBS ve diger gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farkhlik
saptanmamistir. PPP grubunda her 3 adipojenik gen ifadesinde de istatistiksel anlaml
azalma tespit edilmistir.  Osteojenik  farkhlasmanin  Alizarin red ile
degerlendirilmesinde farklilasmanin hi¢ gézlenmedigi PPP grubunda ALP ifadesinde
istatistiksel anlaml olmak Gzere azalma gorilmistir. Yine Alizarin red boyama ile en

iyi osteojenik farklilasmanin gozlendigi PL grubunda Runx1l ve Alkalen fosfataz
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ifadelerinde istatistiksel anlamli bir farklilik saptanmamus, Alkalen fosfataz ifadesi KiP

grubunda hafif yiiksek bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 FBS, PL, KiP, PPP eklentisi ile ¢ogaltilan ve farklilasma uyarilan
MKH’lerin adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma
genlerinin RT-PCR analizi

4.7.6. inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi ile cogaltilan ve

farklilasma uyarilan MKH’lerin farklilasma gen ifadelerinin analizi:

Farklilasma gen ifade analizleri, tim gruplarda, inflamatuvar uyari varliginda
da analiz edilmistir. Lipopolisakkarit ile inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi
ile cogaltilan MKH’lerin adipojenik genlerinden PPAR ve LPL ekspresyonu azalmis
(LPL; p:0.0008), adiponectin ekspresyonu artmistir. Osteojenik (RUNX1; p: 0.0001,

ALP; p: <0.0001) farklilagsmalari anlamli olarak azalmistir.
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Sekil 4.19 Besiyerine FBS eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik
farklilasma uyarilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen
adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-
PCR analizi
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4.7.7. inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile g¢ogaltilan ve

farklilasma uyarilan MKH’lerin farklilasma gen ifadelerinin analizi:

inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerin de
adipojenik (PPAR; p: 0,52, LPL; p: 0,42, Adiponectin; p:<0.0001) ve osteojenik
(RUNX1; p:0,02, ALP; p:0,30) farklilasmalari, inflamasyonsuz ortam ile kiyaslandiginda
genel olarak azalmis bulunmus, bu sonug¢ adiponektin ve RUNX1 igin istatistiksel

anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.20 Besiyerine PL eklentisi ile ¢ogaltilan ve adipojenik ve osteojenik
farkhlasma uyarilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen
adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-
PCR analizi

4.7.8. inflamatuvar uyarim varhginda KiP eklentisi ile ¢ogaltilan ve

farkhlagsma uyarilan MKH’lerin farklilagsma genlerinin ifade analizi:

inflamatuvar uyarim varliginda KiP eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin
adipojenik ve osteojenik farklilasma gen ifadelerinde istatistiksel anlamli degisiklikler
saptanmistir. Adipojenik PPAR ve LPL gen ifadelerinin azaldig1 (LPL; p: <0.0001),
Adiponectin ifadesinin arttig1 (p:<0.0001) ve osteojenik RUNX1 ifadesinin artarken,

ALP’In azaldigi bulunmustur.
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Sekil 4.21 Besiyerine KiP eklentisi ile cogaltilan ve adipojenik ve osteojenik
farklilasma uyarilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen
adipojenik (solda) ve osteojenik (sagda) farklilasma genlerinin RT-PCR
analizi

4.7.9. inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile g¢ogaltilan ve

farklilasma uyarilan MKH’lerin farklilasma gen ifadelerinin analizi:

inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile cogaltilan MKH'lerin
adipojenik PPAR gen ifadesinin anlamli arttigi (p:<0.001) ve LPL ve ALP gen
ekspresyonunun azaldigr gorilmistir. Osteojenik RUNX1 ifadesi azalirken, ALP

ifadesi ise artmistir.
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Sekil 4.22 Besiyerine PPP eklentisi ile cogaltilan ve farklilasma uyarilan
MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen farklilasma genlerinin
RT-PCR analizi
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4.7.10. Farkli serum eklentileri (FBS, PL, KiP, PPP) ile cogaltilan ve farklilasma
uyarilan MKH’lerin inflamatuvar ortam varlhiginda adipojenik ve

osteojenik farklilagsma gen ifadelerinin toplu degerlendirilmesi:

Gen ifade degisimleri kontrol grubu olarak FBSLPS ile elde edilen degerlerle
karsilastirilarak verilmistir. FBSLPS ile karsilastirildiginda PPAR ve LPL gen ifadesi
KiPLPS grubunda anlamli azalmistir (PPAR; p:<0.001 ve LPL; p:<0.05). Adiponectin gen
ifadesi de PLLPS grubunda anlamli azalmistir (p:<0.01). Osteojenik genlerden ALP
ifadesi KIPLPS (p:<0.001), PPPLPS (p:<0.01) ve PLLPS (p:<0.05) gruplarinda FBSLPS

grubuna goére anlamli artmis olarak bulunmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 inflamatuvar uyarim varliginda FBS, PL, KiP, PPP eklentisi ile
cogaltilan ve farklilasma uyarilan MKH’lerin farklilasma genlerinin
RT-PCR analizinin toplu degerlendirilmesi

4.8. MKH’lerin Metabolik Karakterizasyonu

Calismamizin metabolomik testlerinde, akim sitometri yontemi ile uygun kok
hiicre belirteglerinin varligi, adezyon ve farklilasma ozellikleri gosterilmis olan P3
MKH’ler kullanilmistir. Her grup icin (FBS-MKH, PL-MKH, KiP-MKH, PPP-MKH, FBSLPS-
MKH, PLLPS-MKH, KiPLPS-MKH, PPPLPS-MKH) ayni lot numaral besiyerleri, L-
glutamin ve antibiyotikler kullanilmistir. Ayni dondre ait MKH’ler 6’sar tekrarli olarak
¢ogaltilarak, ayni glin tripsin edilip P3’te kiltlri sonlandiniimistir. Es zamanh kaltlr
besiyeri slpernatanlari (conditioned medyum) toplanmis, santrifiigasyon ile
kontaminantlar ¢okturilip Ustteki kissmdan 1’er mL’lik ¢ adet 6rnek -20 °C'de

saklanmistir. Ayrica her grup besiyeri ve serum eklentisi 6rneginden hazirlandiklari an
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alinan 1’er ml’lik Gg¢ adet ornek -20 °C'de saklanmistir. Tim bu o6rneklere
metabolomik testleri uygulanmistir.

Metabolomik analizlerde heterojeniteye neden olabilecek bireysel etkileri
azaltabilmek icin ayni dondriin 6rnekleri 6 tekrarli olarak GC-MS ve LC- gTOF-MS ile

analiz edilmistir.
4.8.1. Hiicre Igi Metabolitlerin Veri Analizleri:

Farkl kosullar altinda ve inflamasyon varligi/yoklugunda ¢ogaltilan MKH’ler
icin gerceklestirilen tim metabolomiks (GC-MS ve LC-qTOF-MS) verileri cok
degiskenli analizler ile incelenmis, elde edilen metabolomik analizlerin sonucu bir
arada degerlendirilerek degisen/farkliik gosteren metabolitler ve ilgili yolaklar
belirlenmistir. ilk dnce PCA analizleri uygulanmis ve veri setlerinde herhangi bir
sistemik hata veya aykiri bir veri olup olmadigini arastirilmistir (Sekil 4.24). Aykiri
degerler (PPP-LPS-5, FBS-LPS-1-5, PL-LPS-1-5, FBS-1-5, PL-1-5, PPP-1) verilerden
uzaklastirildiktan sonra gruplara PLS-DA analizleri her bir degisken i¢in bir arada ve
ayri ayri gerceklestirilmistir (Sekil 4.25). PLS-DA analizlerinde farklihk gosteren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (projede 6nemli degisken) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.26, Sekil 4.27). Elde edilen PLS-DA modelin glvenilirligi

hesaplanan (R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerleri ile gésterilmistir.
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Sekil 4.24 Farkli serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar
uyarim varligi/yoklugunda c¢ogaltilan MKH’lerin  butlinlesik
metabolomiks (GC-MS ve LC-qTOF-MS) verilerine ait PCA skor
grafigi
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Sekil 4.25 Farkli serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar
uyarim  varhgi/yoklugunda c¢ogaltilan  MKH’lerin  butinlesik
metabolomiks (GC-MS ve LC-qTOF-MS) verilerine ait ¢ok degiskenli
veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.955 ve Q2:0.700).



95

Tulay -metabolomics Ic-qtof-gc-ms.M24 (PLS-DA)  Mres (e [ eL [ pep
Colored according to classes in M24

KIP
o0 ﬁl"}\m
3 PP
5 PRP
FB@S

-30 -20 -10 0 10 20
1]
2X[1] = 0.345 R2X[2] = 0.128 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Sekil 4.26 Farkli serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar
uyarim yoklugunda c¢ogaltilan MKH’lere ait metabolomiks verilerine
ait cok degiskenli veri analizinde farklilik gosteren metabolitlere ait
PLS-DA skor grafigi (R2: 0.576 ve Q2:0.863) ve VIP Grafigi
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Sekil 4.27 Farkli serum eklentileri iceren besiyeri ortaminda ve inflamatuvar
uyarim varhiginda ¢ogaltilan MKH’lere ait metabolomiks verilerine ait
cok degiskenli veri analizinde farkllik gosteren metabolitlere ait PLS-
DA skor grafigi (R2: 0.652 ve Q2:0.968) ve VIP Grafigi
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Calismamizda 8 farkli kosulda besiyerleri (DMFBS, DMPL, DMKiP, DMPPP,
DMEFBSLPS, DMPLLPS, DMKIPLPS, DMPPPLPS) ile cogaltilan ayni vericiye ait MKH’lerin
analizleri yapilmistir. Analiz sonucunda ylkledigimiz veri setinde 479 metabolit

anlamli degismis, intraselliiler 242 metabolit tanimlanmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5 GC-MS ve LC_qTOF-MS analizleri ile tanimlanan intraselliiler metabolitler

Metabolit
intraselliiler Metabolit Kisaltmasi
(1aS,27,4E,14R,15aS)-8-Chloro-9,11-dihydroxy-14-methyl-
1a,14,15,15a-tetrahydro-6H-oxireno[e][2] benzoxacyclotetradecine-
1 6,12(7H)-dione M1
(1S,4aS,5R,7S)-1-(beta-D-Glucopyranosyloxy)-4a,5-dihydroxy-7-
methyl-1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopenta[c]pyran-7-yl(2Z)-3-(4-
2 hydroxyphenyl)acrylate M2
(2aS,5aR,7R,8aR)-6-Hydroxy-6-[2-(2-hydroxy-5-oxo-2,5-dihydro-3-
furanyl)ethyl]-2a,5a,7-trimethyldecahydro-2H-naphtho(1,8-bc]furan-
3 2-one M3
4 (2-hydroxy-3,6-diphenylcyclohexyl) acetate M4
(2R,3S,4E,6E,8E,10E,12E,14R,15R,16R,18R,225,24S,26S,27R)-
14,16,18,22,24,26-Hexahydroxy-2,3,27-trimethyl-28-

5 oxooxacyclooctacosa-4,6,8,10,12-pentaene-15-carboxylic acid M5
(2S)-2-(2-hydroxypropan-2-yl)-9-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
6 (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-2,3-dihydrofuro[3,2-glchromen-7-one M6
(3R,5R,6S,7S,9R,11E,13S,14R)-14-Ethyl-13-hydroxy-3,5,7,9,13-
pentamethyl-2,4,10-trioxooxacyclotetradec-11-en-6-yl 3,4,6-trideoxy-

7 3-(dimethylamino)-D-xylo-hexopyranoside M7

8 (4E,8E,10E-d18:3)sphingosine M8
(5R,5aR,8aR,9R)-5-hydroxy-9-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-5a,6,8a,9-

9 tetrahydro-5H-[2]benzofuro(5,6-f][1,3]benzodioxol-8-one M9
(5xi,6alpha,7beta)-6,11,12-Trihydroxy-7,20-epoxyabieta-8,11,13-trien-

10 20-one M10
[(2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3,4-dihydro-2H-

11 chromen-3-yl] 3,4,5-trihydroxybenzoate M11

[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,5-dihydroxy-2-[[5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4-
oxo-2,3-dihydrochromen-7-yl]oxy]-6-(hydroxymethyl)oxan-4-yl](E)-3-
12 (4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate M12
[(2S,3R,4S,5S,6R)-2-[[(3S,4R,4aR)-4-ethenyl-4a-hydroxy-8-oxo-3,4,5,6-
tetrahydropyranol[3,4-c]pyran-3-yl]oxy]-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-3-yl] 2,4-dihydroxy-6-(3-

13 hydroxyphenyl)benzoate M13
14 [(2S,3S,4S,5R,6S)-6-[5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4-
oxochromen-3-yl]oxy-5-hydroxy-4-[(E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-
enoyl]oxy-2-methyloxan-3-yl] (E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate M14
15 [4,5-dihydroxy-3,4-bis(hydroxymethyl)-4a,8,8-trimethyl-5,6,7,8a-

tetrahydro-1H-naphthalen-1-yl] octanoate M15
16 1-(2,4-dihydroxy-6-methoxy-3,5-dimethylphenyl)-3-phenylpropan-1-
one M16

17 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(5-methoxy-2,2-dimethyl-2H-
chromen-6-yl)prop-2-en-1-one M17
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18 1,12-dihydroxy-1,6,12,17,23,28-hexazacyclotritriacontane-
2,5,13,16,24,27-hexone M18
19 1,6,8-trihydroxy-3-methyl-9,10-dioxoanthracene-2-carboxylic acid M19
20 1-[(Z)-but-2-en-2-yl]-3,9-dihydroxy-4,7-dimethyl-6-
oxobenzo[b][1,4]benzodioxepine-2-carboxylic acid M20
21 10-hydroxydecanoic acid M21
22 12-Ketodeoxycholic acid M22
23 13-HDoHE M23
24 | 15(16)-EpODE M24
25 15(R)-hydroperoxy-EPE M25
26 15-methylhexadecasphing-4-enine(1+) M26
27 1-deoxytetradecasphinganine M27
28 1-hexadecanol M28
29 1-hydroxypyrene M29
30 1-Piperidinecarboxaldehyde M30
31 1-tetradecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine M31
2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3,6-dimethoxy-4H-chromen-4-
32 one M32
33 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid M33
34 2-amino-1-phenylethanol M34
35 2-butyne-1,4-diol M35
36 2-Carboxybenzaldehyde M36
37 2-Chloro-N6-cyclopentyladenosine M37
38 2-Ethyl-2,5-dihydro-4,5-dimethylthiazole M38
39 2-Hydroxy-4-methylpentanoic acid M39
40 2-ketobutyric acid M40
41 2-ketoisocaproic acid 2 M41
42 2-keto-I-gulonic acid 2 M42
43 2-Phenylethanol glucuronide M43
44 3-(2-hydroxyphenyl)propanoic acid M4a4
3,4,5-trihydroxy-6-[(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-6-yl)oxy]oxane-2-
45 carboxylic acid M45
46 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid M46
47 3,5-dibromo-2-(3,5-dibromo-2-methoxyphenoxy)phenol M47
48 3,9-dihydroxy-1,4,7,10-tetramethylbenzo[b][1,4]benzodioxepin-6-one | M48
49 3-Guanidinopropionic acid M49
50 3-Hydroxyglutaric acid M50
51 3-Indoleacetonitrile M51
52 3-methyl-2-oxobutanoic acid M52
53 3-Methylxanthine M53
4-[(E)-3-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]oxy-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylloxybut-1-enyl]-3,5,5-trimethylcyclohex-2-
54 en-1-one M54
55 4-Aminophenol M55
56 4-Hexylresorcinol M56
57 4-hydroxy-proline M57
58 4-isopropylbenzoic acid M58
59 5(S)-5-carboxystrictosidine M59
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5,9,10-trihydroxy-2,2-dimethyl-12-(2-methylbut-3-en-2-yl)pyrano[3, 2-

60 b]xanthen-6-one M60
5-[6-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-1,3,3a,4,6,6a-hexahydrofuro(3,4-
61 c]furan-3-yl]-2-methoxyphenol M61
5-chloro-2,4-dihydroxy-3-[(E)-4-hydroxy-3-methyl-5-(1,2,6-trimethyl-
62 3-oxocyclohexyl)pent-2-enyl]-6-methylbenzaldehyde M62
5-hydroperoxy-7-[3,5-epidioxy-2-(2-octenyl)-cyclopentyl]-6-heptenoic
63 acid M63
5-hydroxy-6,8-dimethoxy-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
64 (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-2-one M64
65 5-Hydroxymethyluridine M65
66 5-Hydroxytryptophol M66
67 5'-Methylthioadenosine M67
68 5S-HETE di-endoperoxide M68
69 6-Aminoindazole M69
70 6-deoxyglucose M70
6-hydroxy-8-(7-hydroxy-2-oxochromen-8-yl)-7-[3,4,5-trihydroxy-6-
71 (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-2-one M71
72 7-Nonene-3,5-diyn-1-ol M72
73 8-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyl)-7-methoxychromen-2-one M73
74 9(10)-EpODE M74
75 Adenine M75
76 Alanine M76
77 Allothreonine M77
78 Alpha ketoglutaric acid M78
79 Alpha-D-glucosamine phosphate M79
80 Apigenin-8-C-glucoside M80
81 Arachidic acid M81
82 Arachidonic acid M82
83 Arginyl-Asparagine M83
84 Aspartic acid M84
85 Benzamidine M85
86 Benzoic acid M86
87 Beta- alanine M87
88 Beta-glycerolphosphate M88
89 C17 Sphinganine M89
90 Capric acid M90
91 Cholesterol M91
92 Citraconic acid M92
93 Citramalic acid M93
94 Citric acid M94
95 Creatinine M95
96 D-allose M96
97 Dehydroascorbic acid M97
98 Dehydrophytosphingosine M98
99 Dihydrotestosterone M99
100 | Dihydroxyacetone phosphate M100
101 | D-Sedoheptulose 7-phosphate M101
102 | Epsilon-caprolactam M102
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103 | E-Resveratrol trimethyl ether M103
104 | FA16:3 M104
105 | FA18:3 M105
106 | Feruloyl quinic acid M106
107 | Fucose M107
108 | Fumaric acid M108
109 | Gluconic acid M109
110 | Glucosaminate M110
111 | Glucosaminic acid M111
112 | Glucose M112
113 | Glucose-6-phosphoric acid M113
114 | Glucuronic acid M114
115 | Glutamic acid M115
116 | Glutathione M116
117 | Glyceraldehyde M117
118 | Glyceric acid M118
119 | Glycerol 1-phosphate M119
120 | Glycerol tripropanoate M120
121 | Glycine M121
122 | Glycolic acid M122
123 | Guanosine M123
124 | Heptadecanoic acid M124
125 | hexadecasphinganine(1+) M125
126 | Homoserine M126
127 | Hydroquinone M127
128 | Hydroxygardnutine M128
129 | Hydroxyvalerylcarnitine M129
130 | hydroxyvalerylglycine M130
131 | Hypotaurine M131
132 | Indole-3-acetyl-L-glutamic acid M132
133 | Indole-3-acetyl-L-tryptophan M133
134 | Indoleacrylic acid M134
135 | Isocitric acid M135
136 | Iso-gamma-fagarine M136
137 | Isoleucine M137
138 | Itaconic acid M138
139 | L-Acetylcarnitine M139
140 | Lactamide M140
141 | Lactic acid M141
142 | Lauric acid M142
143 | L-beta-Homoserine M143
144 | Leucine M144
145 | Linoleic acid M145
146 | Lipoic acid M146
147 | Lysine M147
148 | LysoPC(16:0) M148
149 | LysoPC(18:0) M149
150 | LysoPC(18:1(112)) M150
151 | LysoPC(18:1(9Z2)) M151
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152 | LysoP(C(20:4(8Z2,117,142,17Z)) M152
153 | LysoPE(0:0/18:1(11Z2)) M153
154 | LysoPE(0:0/20:4(52,82,112,142)) M154
155 | LysoPE(0:0/22:4(72,10Z,132,16Z)) M155
156 | LysoPE(0:0/22:5(42,72,10Z,132,16Z)) M156
157 | LysoPE(16:0/0:0) M157
158 | LysoPE(22:6(42,72,102,13Z,16Z,19Z)/0:0) M158
159 | Lyxose M159
160 | Maleic acid M160
161 | Malic acid M161
162 | Mannitol M162
163 | Mannose M163
164 | Methionine M164
165 | Methionyl-Methionine M165
methyl4-(6,8-dihydroxy-3-methyl-1-oxoisochromen-7-yl)-2,4-
166 | dimethoxybutanoate M166
167 | Methyl oleate M167
168 | MG(0:0/16:0/0:0) M168
169 | MG(0:0/18:1(92)/0:0) M169
170 | Mimosine M170
171 | Myo-inositol M171
172 | Myricetin M172
173 | Myristic acid d27 M173
174 | N,N-Dimethyl-N'-phenylsulfamide M174
175 | N-acetyl-d-mannosamine M175
176 | N-acetyl-I-glutamic acid M176
NCGC00385643-01_C20H3003_1-Phenanthrenecarboxylic acid, 7-
ethenyl-1,2,3,4,4a,4b,5,6,7,9,10,10a-dodecahydro-9-hydroxy-1,4a,7-
177 | trimethyl- M177
178 | N-ethylglycine M178
179 | N-oleoylthreonine M179
180 | Octopine M180
181 | Oleamide M181
182 | Oleic acid M182
183 | Oleoyl glycine M183
184 | O-phosphocolamine M184
185 | Oxalic acid M185
186 | Palmitic acid M186
187 | Palmitoleic acid M187
188 | Pantothenic acid M188
189 | PC(16:0/13-HODE) M189
190 | PC(16:1/13-HODE) M190
191 | p-Coumaraldehyde M191
192 | PE(18:0/11,12-EpETE) M192
193 | PE(19:0/0:0) M193
194 | Phenelzine M194
195 | PHENYLACETIC ACID M195
196 | Phenylalanine M196
197 | Phosphatidylcholine 15 M197
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198 | Phosphatidylcholine 16 M198
199 | Phosphatidylcholine alkyl 16 M199
200 | Phosphatidylethanolamine 16 M200
201 | Phosphatidylethanolamine 18 M201
202 | Phosphatidylethanolamine alkyl 18 M202
203 | Phosphatidylethanolamine lyso alkenyl 18 M203
204 | Phosphoenolpyruvic acid M204
205 | Phosphoric acid M205
206 | Phytosphingosine M206
207 | Porphine M207
208 | Proline M208
209 | Putrescine M209
210 | Pyridoxine M210
211 | Pyroglutamic acid M211
212 | Pyroglutamyl-lsoleucine M212
213 | Pyruvic acid M213
214 | quinoxaline-2-carboxylic acid M214
215 | Ribitol M215
216 | Ribose M216
217 | Sarcosine M217
218 | Secoisolariciresinol diglucoside M218
219 | Sedoheptulose M219
220 | Serine M220
221 | S-HEXYL-GLUTATHIONE M221
222 | Sorbitol-6-phosphate M222
223 | Sorbose M223
224 | Sphinganine M224
225 | Sphingosine M225
226 | Stearic acid M226
227 | Stearoylcarnitine M227
228 | Succinic acid M228
229 | Sucrose M229
230 | Tagatose M230
231 | Talose M231
232 | Threitol M232
233 | Threonine M233
234 | Trans-aconitic acid M234
235 | Tryptophan M235
236 | Tryptophyl-Lysine M236
237 | Tyrosine M237
238 | Uracil M238
239 | Urea M239
240 | Valerylcarnitine M240
241 | Valine M241
242 | Xylitol M242
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4.8.2. Ekstraseliiler Metabolitlerin Veri Analizleri:

Metabolomik analizlerde hiicresel 6rneklerin intraselliler metabolitlerinin
yanisira ekstraselliler metabolitler de incelenmis, ayrica kiltiir kosullarinda
kullanilan besiyerleri negatif kontrol olarak test edilmistir. MKH’lere besiyerlerinin
etkisini dogrudan gozleyebilmek icin kiiltir kosullarinda kullanilan medyumlar MKH
eklenmeden dnce ve sonra metabolomiks testleri ile ayrintili incelenmistir. Hiicre
kiltlrleri sipernatanlari test edilerek MKH’lerin maruz kaldiklari ortama bagh olarak
salgiladiklari ekstraselliler metabolitler incelenmistir. Boylelikle c¢alismamizda
hicresel 6rneklerin intraselliler metabolitleri yaninda farkli ortamlara maruziyet
sonras! hiicrelerin metabolik 6zelliklerine bagh olarak degisen ekstraselliiler
metabolitler de incelenmistir.

Besiyeri eklentileri (FBS, PL, KiP, PPP), eklentilerin kiltiir besiyerlerine
eklenmesi sonucu hicrelerin ¢ogaltilmasi icin kullanilan tam besiyerleri (DMFBS,
DMPL, DMKiP, DMPPP, DMFBSLPS, DMPLLPS, DMKIPLPS, DMPPPLPS) ve hiicre
killtirleri stpernatanlarinda (FBS1, PL1, KiP1, PPP1, FBSLPS1, PLLPS1, KiPLPS1,
PPPLPS1) 605 ekstraselliler metabolit saptanmis, bunlarin 116’s1 tanimlanmistir.
Tanimlanan ekstraselller metabolitler Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10, Tablo 4.11’de
gosterilmistir. PCA analizleri (Sekil 4.28) ve PLS-DA analizleri (Sekil 4.29) her bir

degisken icin bir arada ve ayri ayri gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.28 Ekstraselliler metabolitlerin PCA grafigi
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Sekil 4.29 Ekstraselliler metabolitlerin PLS-DA grafigi. (R2: 0,954 Q2:0,903).
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Sekil 4.30 inflamatuvar uyarim yoklugunda c¢ogaltilan MKH’lere ait
ekstrasellller metabolitlerin PCA grafigi
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Sekil 4.31 inflamatuvar uyarim yoklugunda c¢ogaltilan MKH’lere ait
ekstrasellller metabolitlerin PLS-DA skor grafigi (R2: 1.000 ve
Q2:0.971) ve VIP grafigi
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Sekil 4.32 inflamatuvar uyarim varliginda cogaltilan MKH’lere ait
ekstrasellller metabolitlerin PCA grafigi.
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Sekil 4.33 inflamatuvar uyarim varhiginda c¢ogaltilan MKH’lere ait
ekstraselliler metabolitlerin PLS-DA skor grafigi (R2: 1.000 ve
Q2:0.983) ve VIP grafigi



Tablo 4.8 GC-MS analizleri ile tanimlanan ekstrasellliler metabolitler
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Ekstraselliiler Metabolit Metabolit Kisaltmasi

1 1.2-cyclohexanedione ESM 1

2 10-hydroxydecanoic acid ESM 2

3 2-deoxyuridine ESM 3

4 2-isopropylmalic acid ESM 4

5 2-ketoadipic acid ESM 5

6 2-keto-l-gulonic acid ESM 6

7 2-piperidone ESM 7

8 3-aminopropionitrile ESM 8

9 3-hydroxypropanoic acid ESM 9

10 3-methyl-2-oxobutanoic acid ESM 10
11 3-ureidopropionate ESM 11
12 4-hydroxybenzyl cyanide ESM 12
13 4-isopropylbenzoic acid ESM 13
14 4-methyl-5-thiazoleethanol ESM 14
15 5.6 - dimethylbenzimidazole ESM 15
16 6-deoxy-d-glucose ESM 16
17 6-hydroxy caproic acid ESM 17
18 7.8-dimethylalloxazine ESM 18
19 Acetoacetate ESM 19
20 Acetol ESM 20
21 Acetylisatin ESM 21
22 Acetyl-I-serine ESM 22
23 Alanine ESM 23
24 Allo-inositol ESM 24
25 Allose ESM 25
26 Aspartic acid ESM 26
27 Benzoic acid ESM 27
28 Benzylsuccinic acid ESM 28
29 Beta- alanine ESM 29
30 Biphenyl ESM 30
31 Capric acid ESM 31
32 Caprylic acid ESM 32
33 Cellotetraose ESM 33
34 Cholesterol ESM 34
35 Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic acid ESM 35
36 Dehydroascorbic acid ESM 36
37 Dihydrocarveol ESM 37
38 Dithiothreitol ESM 38
39 Fructose ESM 39
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Ekstraselliiler Metabolit

Metabolit Kisaltmasi

40 Fucose ESM 40
41 Galactinol ESM 41
42 Galactono-gamma-lactone ESM 42
43 Galactose ESM 43
44 Glucoheptonic acid ESM 44
45 Gluconic acid ESM 45
46 Gluconic acid lactone ESM 46
a7 Glucosamine phosphate ESM 47
48 Glucosaminic acid ESM 48
49 Glucose ESM 49
50 Glucuronic acid ESM 50
51 Glutamic acid 1 ESM 51
52 Glutamic acid 2 ESM 52
53 Glyceraldehyde ESM 53
54 Glyceric acid ESM 54
55 Glycerol ESM 55
56 Glycolic acid ESM 56
57 Gulonic acid gamma-lactone ESM 57
58 Halostachine ESM 58
59 Heptadecanoic acid ESM 59
60 Isomaltose ESM 60
61 Lactamide ESM 61
62 Lactic acid ESM 62
63 Linoleic acid ESM 63
64 Lysine ESM 64
65 Lyxose ESM 65
66 Lyxosylamine ESM 66
67 Malonamide ESM 67
68 Malonic acid ESM 68
69 Mannitol ESM 69
70 Mannose ESM 70
71 Menthone ESM 71
72 Methionine sulfoxide ESM 72
73 Methyl linolenate ESM 73
74 Methyl oleate ESM 74
75 Methyl palmitate ESM 75
76 Methyl palmitoleate ESM 76
77 Methyl stearate ESM 77
78 Methyl-beta-d-galactopyranoside ESM 78
79 Mono(2-ethylhexyl)phthalate ESM 79
80 Myo-inositol ESM 80
81 Myristic acid ESM 81
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Ekstraselliiler Metabolit

Metabolit Kisaltmasi

82 N-acetyl-d-glucosamine ESM 82
83 N-acetyl-l-aspartic acid ESM 83
84 N-acetyl-Il-glutamic acid ESM 84
85 N-cyclohexylformamide ESM 85
86 N-ethylglycine ESM 86
87 Nicotinamide ESM 87
88 N-methylglutamic acid ESM 88
89 Oleic acid ESM 89
90 Palmitic acid ESM 90
91 Palmitoleic acid ESM 91
92 Pantothenic acid ESM 92
93 Phenylacetaldehyde ESM 93
94 Phosphoenolpyruvic acid ESM 94
95 Phosphoric acid ESM 95
96 Pimelic acid ESM 96
97 Purine riboside ESM 97
98 Ribitol ESM 98
99 Ribonic acid-gamma-lactone ESM 99
100 | S-carboxymethylcysteine ESM 100
101 | Sedoheptulose anhydride monohydrate ESM 101
102 | Serine ESM 102
103 | Shikimic acid ESM 103
104 | Sinapyl alcohol ESM 104
105 | Sorbitol ESM 105
106 | Sorbose ESM 106
107 | Squalene ESM 107
108 | Stearic acid ESM 108
109 | Tagatose ESM 109
110 | Talose ESM 110
111 | Threitol ESM 111
112 | Threonine ESM 112
113 | Threose ESM 113
114 | Tyrosine methyl ester ESM 114
115 | Urethane ESM 115
116 | Xylitol ESM 116
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Tablo 4.9 Besiyeri eklentileri (FBS, PL, KiP, PPP)'nin tanimlanan bu ekstraseliiler
metabolitlere gore karsilastirmali icerikleri ve bagil derisimleri.*

Metabolit ismi FBS PL KIP PPP
1.2-cyclohexanedione 0.02+0 0.01+0 | 0.0710.03 010
10-hydroxydecanoic acid 0.65+0.04 | 1.16%£0.57 | 1.8+0.46 | 1.59+0.06
2-deoxyuridine 1.69£0.43 | 0.15+0.01 | 0.084£0.01 0.05+0
2-isopropylmalic acid 1.971£0.15 0.41+0 | 2.59+0.72 | 0.6x0.06
2-ketoadipic acid 0.39+0.02 0.07+0 0.12+0 0.030
2-keto-l-gulonic acid 0.030 1.2940.02 | 1.45+0.29 | 3.59+0.42
2-piperidone 0.25+0.08 | 0.13+0.01 | 0.09+0.01 | 0.030
3-aminopropionitrile 0.09+0.02 | 0.09+£0.01 | 0.12+0.02 | 0.06+0.01
3-hydroxypropanoic acid 0.83+0.04 0.24+0 | 0.81+£0.02 | 0.35%£0.03
3-methyl-2-oxobutanoic acid 0.434£0.08 0.04+0 | 0.14+0.01 | 0.03%0
3-ureidopropionate 0.1+0.03 0.58+0 | 0.18+£0.08 | 0.4+0.04
4-hydroxybenzyl cyanide 0.29+0.09 0.09+0 | 0.06+0.01 | 0.05+0
4-isopropylbenzoic acid 0.24+0.05 | 0.16+0.01 | 0.04+0.01 | 0.02+0
4-methyl-5-thiazoleethanol 0.31+0.04 | 0.174£0.01 | 0.14+0.03 00
5.6 - dimethylbenzimidazole 2.25+0.64 | 0.09+0.02 | 0.2+0.04 | 0.1240.01
6-deoxy-d-glucose 0.88+0.01 | 0.924+0.02 | 0.84+0.1 | 0.85+0.04
6-hydroxy caproic acid 0.1740.05 0.3+0.02 | 0.42+0.07 | 0.06+0.01
7.8-dimethylalloxazine 0.62+0.3 0.0210 0.0210 0.75+0.1
Acetoacetate 0.81+0.08 0.02+0 | 0.47+0.05 | 0.23+0.02
Acetol 1.74+0.24 0.9£0.03 | 1.08+0.15 | 1.41+0.17
Acetylisatin 7.410.14 1.68+0.02 | 0.08+0.02 | 0.050
Acetyl-l-serine 0.88+0.04 0.0210 0.0410 0.11+0
Alanine 0.14+0.03 | 0.13+0.06 | 0.42+0.16 | 0.08+0.03
Allo-inositol 2.99+0.31 | 0.34+0.01 | 0.3+0.04 | 0.88+0.03
Allose 0.02+0.02 | 0.33+0.01 | 1.95+0.22 | 0.58+0.04
Aspartic acid 4.88+0.3 0.05+0.01 | 0.03£0.01 | 0.21+0
Benzoic acid 0.08+0.01 | 6.42+0.39 | 0.12+0 | 0.09+0.03
Benzylsuccinic acid 0.68+0.06 | 0.82+0.03 | 1.15+0.19 | 0.98+0.05
Beta- alanine 2.53+0.07 | 0.93£0.04 | 0.37+0.06 | 0.24+0.01
Biphenyl 7.15+0.68 0.07+0 | 0.47+0.01 | 0.24+0.02
Capric acid 0.410.22 0.11+0.03 | 2.0110.44 | 0.14+0.01
Caprylic acid 0.210.04 0.41+0.01 | 1.2540.15 0.1+0
Cellotetraose 0+0 0+0 0+0 0+0
Cholesterol 2.81+1.07 | 0.2610.02 | 1.5+0.49 1.6+0.3
Cis-4-hydroxycyclo

hexanecarboxylic acid 0.06£0.01 | 0.05+0.01 | 0.02+0 0.01+0
Dehydroascorbic acid 0.57+0.22 | 1.13+0.03 | 1.81+0.07 | 1.26+0.08
Dihydrocarveol 0.16x0 0.11+0 | 0.51+0.34 | 0.03+0
Dithiothreitol 1.57+0.06 | 0.49+0.02 | 1.58+0.04 | 0.19+0.01
Fructose 1.29+0.01 1.7+0.06 | 1.08+0.18 | 0.5+0.04
Fucose 8.46+0.81 | 0.26+0.01 | 0.28+0.05 | 2.15+0.12
Galactinol 0.28+0.06 0.1£0.02 | 0.07+0.01 | 0.05+0.01
Galactono-gamma-lactone 0.08+0.02 0.030 | 0.76+0.57 | 0.78+0.62
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Galactose 0.41+0.01 0.940.01 | 1.08+0.04 | 1.33+£0.43
Glucoheptonic acid 1.4840.65 0.4+0.02 | 0.21+0.02 | 0.2+0.03
Gluconic acid 1.01+£0.09 | 1.32+0.01 | 1.59+0.8 | 2.64+0.06
Gluconic acid lactone 0.03z0 0.94+0.02 | 1.57+0.1 | 0.360.14
Glucosamine phosphate 5.88+0.25 | 0.831£0.01 | 0.64+0.26 | 0.76x0.15
Glucosaminic acid 0.70.06 0.260.01 | 0.04+0.01 | 0.09+0.02
Glucose 0.26+0.02 | 1.01+0.01 | 0.68+0.28 | 0.01%0
Glucuronic acid 0.13+0.01 | 0.83+0.04 | 1.54+0.17 | 1.32+0.08
Glutamic acid 1 0.710.16 0.13+0.01 | 0.25#0.02 | 0.07+0
Glutamic acid 2 0.19+0.05 0.07+0 0.1+0.02 0.0310
Glyceraldehyde 1.1240.08 0.05+0 0.2+0.02 | 0.08+0.01
Glyceric acid 0.22+0.1 0.04+0 0.4+0.07 0.03+0
Glycerol 0.26+0.06 | 0.16+0.01 | 0.09+0.01 | 0.060
Glycolic acid 0.09+0.02 0+0 0.09+0.01 | 0.01%0
Gulonic acid gamma-lactone 0.37£0.07 0.13¢0 | 0.11+0.01 | 0.240.01
Halostachine 0.48+0.11 | 0.93+0.03 | 0.68+0.12 | 0.15+0.01
Heptadecanoic acid 0.4+0.14 0.23+0.11 | 0.21+0.06 | 0.16+0.03
Isomaltose 2.18+1.65 | 0.06£0.01 | 0.04+0.01 | 0.0310
Lactamide 0.34+0.08 0.18+0 | 0.09+0.01 | 0.07+0
Lactic acid 0.77+0.28 | 0.02+0.01 | 0.51+0.01 | 0.19%0
Linoleic acid 0.73+0.23 | 0.26+0.03 | 0.4+0.11 | 0.12+0.01
Lysine 11.69+£1.91 | 0.42+0.18 | 0.21+0.02 | 1.83+0.24
Lyxose 2.57+0.21 | 1.47+0.07 | 1.2+0.1 | 0.18%0.02
Lyxosylamine 2.6510.15 1.5£0.08 | 1.22+0.1 | 0.19+0.02
Malonamide 1.71+0.41 | 0.13£0.01 | 0.36%0.05 | 0.23+0.01
Malonic acid 0.32+0.07 | 0.12+0.01 | 0.09+0 0.07+0
Mannitol 0.93+0.09 | 0.82+0.01 | 3.59+0.15 | 2.44+0.05
Mannose 0.410.01 0.89+0.01 | 0.63+0.5 | 1.87+0.05
Menthone 0.210.04 0.74+0.05 | 0.1+0.01 0.0810
Methionine sulfoxide 0.37+0.02 1.2+0.03 | 1.14+0.05 | 0.71+0.02
Methyl linolenate 0.2+0.04 1.72+0.05 | 1.17+0.08 | 0.5+0.04
Methyl oleate 0.31+0.05 | 0.69+0.02 | 0.65+0.04 | 0.25+0.02
Methyl palmitate 0.39+0.06 | 0.33+0.01 | 0.34+0 | 0.29+0.01
Methyl palmitoleate 0.33+0.08 0.840.01 | 0.3+0.12 | 0.69+0.02
Methyl stearate 0.28+0.06 0.1+0 0.07+0.01 | 0.06x0
Methyl-beta-d-galactopyranoside 2.4+1.39 0.96+0.02 | 1.53+0.07 | 1.12+0.05
Mono(2-ethylhexyl)

phthalate 0.06+0.01 | 4.82+0.29 | 0.07+0.01 | 0.06x0
Myo-inositol 1.12+0.06 0.06x0 0.04+0 0.0110
Myristic acid 0.74+0.05 | 0.66+0.02 | 1.08+0.06 | 0.8+0.05
N-acetyl-d-glucosamine 0.21+0.1 0.07+0.01 | 0.09+0 | 0.07+0.01
N-acetyl-l-aspartic acid 0.68+0.06 0.09+0 0.0210 0.01+0
N-acetyl-I-glutamic acid 0.29+0.06 0.14+0 0.09+0 0.07+0
N-cyclohexylformamide 0.2+0.06 0.13+0.01 | 0.08+0.01 | 0.04+0
N-ethylglycine 0.23+0.04 | 0.31+0.03 | 0.08+0 0.07+0
Nicotinamide 0.28+0.05 0.13+0 0.11£0.01 0.0710
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N-methylglutamic acid 0.07+0.01 0.02+0 | 0.0210.01 0.01+0
Oleic acid 0.17+0.06 | 0.09+0.01 | 0.29+0.09 | 0.07+0.01
Palmitic acid 0.37+0.09 | 0.38+0.04 | 0.52+0.11 | 0.62+0.05
Palmitoleic acid 0.31+0.16 | 0.06x0.01 | 0.13+0.04 | 0.09t0
Pantothenic acid 0.68+0.05 0.48t0 | 0.08+0.04 | 0.07£0.03
Phenylacetaldehyde 0.47+0.15 0.1+0 0.1+0.01 0.11+0
Phosphoenolpyruvic acid 2.65+0.85 | 1.09+0.04 | 1.41+0.1 | 0.36+0.02
Phosphoric acid 0.02+0 0.02+0 | 4.1240.77 0.01+0
Pimelic acid 0.16+0.04 0.05+0 | 0.13+0.01 | 0.06+0.01
Purine riboside 0.41£0.05 0.11:0 0.07z0 0.03z0
Ribitol 8.39+0.8 1.43£0.01 | 0.11+0.03 | 2.140.11
Ribonic acid-

gamma-lactone 4,56+£0.19 | 0.29+0.02 | 0.16+0.08 | 0.2+0.03
S-carboxymethylcysteine 7.9240.76 | 1.36+0.01 | 0.27+0.04 | 2.02+0.11
Sedoheptulose anhydride

monohydrate 0.01+0 1.63+0.02 | 1.61+0.04 | 1.16+0.02
Serine 0.11+0.03 0.03+0 | 0.25+0.01 | 0.06+0.01
Shikimic acid 2.74+0.35 | 2.01+0.02 | 0.97+0.05 | 2.39+0.06
Sinapyl alcohol 0.03£0.01 0.020 0.01x0 0.0110
Sorbitol 0.15+0.01 | 1.05+0.01 | 0.84+0.11 | 1.42+0.04
Sorbose 1.79£0.02 | 0.09+0.07 | 0.3%0.17 | 0.75+0.03
Squalene 0.21+0.03 | 0.17+0.04 | 0.13+£0.02 | 0.06+0.01
Stearic acid 0.51+0.15 | 0.22+0.02 | 0.68+0.14 | 0.26+0.03
Tagatose 2.43+1.46 | 0.87+0.02 | 1.38+0.06 | 1+0.05
Talose 0.42+0.16 | 0.49+0.02 | 0.35+0.03 | 1.02+0.06
Threitol 0.710.07 0.16+0.05 | 0.174£0.03 | 0.09+0.06
Threonine 4.16+£0.25 | 0.04+0.01 | 0.44+0.03 | 0.36+0.01
Threose 0.14+0.01 0.01+0 0.02+0 0.02+0
Tyrosine methyl ester 0.68+0.03 0.8+0.01 | 0.96+0.06 | 1.04+0.04
Urethane 0.33+0.03 | 0.59+0.14 | 0.08+0.01 | 0.06+0
Xylitol 5.38+0.25 | 0.95+0.01 | 1.24+0.53 | 0.04+0.01

* Normalize edilmis verilerin ortalama # standart hata’si
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4.9. MKH’lerin Metabolik Karakterizasyonu, Metabolomiks Yolak

Analizleri

En ylksek VIP degerine sahip metabolit ayirmda en blylk etkiye sahip
metabolittir. Dolayisiyla belirlenen gruplar arasinda istatiksel olarak en ¢ok farklilik
gOsteren metabolittir ve bu metabolitler belirte¢ olarak degerlendirilir. VIP
grafiklerinden 6nemli olan metabolitler bulunmasina ragmen hangi grup icinde hangi
metabolitin derisiminin arttig veya azaldigini bulmak regresyon analizi sonucunda
elde edilen katsayilarla verilir. Pozitif olan kontrol grubunda yiksek derisimde iken
negatif olan ise kontrol grubunda azalmistir. Elde edilen metabolitler ile en son olarak
yolak analizleri yapilarak, fenotiple en ¢ok hangi yolagin degistigi bulunmustur. FBS,
PL, KiP ve PPP varliginda ve inflamatuvar kosullar altinda MKH’ler istatistiksel olarak
karsilastirilmis ve anlamh degisen metabolitler kullanilarak (p<0,05) yolak analizleri

(MetaboAnalyst, Kanada) gerceklestirilmistir.

4.9.1. PLEklentisille Cogaltilan MKH’lerin Metabolik Karakterizasyonu/FBS

ile karsilastirmal analizi:

PL varliginda ¢ogaltilan MKH’ler ile standart kultir kosullari olan FBS eklentisi
ile cogaltilan MKH’lerin intraselliler metabolitlerinin metabolomiks verileri
karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerindeki farklilasmaya neden olan
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (projede o6nemli degisken) grafiklerinden
yararlanilmistir. (Sekil 4.34 ve 4.35). Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi

hesaplanan (R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerleri ile gésterilmistir
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Sekil 4.34 PL ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait metabolomiks

verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.581

ve Q2:0.971). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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Sekil 4.35 PL ve FBS varliginda c¢ogaltlan MKH’lerin veri analizinde

farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi
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N-acetil-d-mannosamine, Sorbose, Succinic acid, Xylitol, 5-
Hydroxymethyluridine, Glucose, Glucosaminic acid, Mannitol, 4-hydroxy prolin,
Tagatose, Alanine, 2- ketobutyric acid, Uracil, Thretiol, 2-hydroxy-4-methylpentanoic
acid, L-acetylcarnitine, Sphinganine, Lipoic acid ve 2-carboxybenzaldehyde PL ile
cogaltilan MKH’lerde, FBS ile ¢ogaltilan MKH’lere gére artmis olarak bulunmustur.
Lyso PC, EpODE, Alpha-D-glucosamine phosphate, 4-aminophenol, quinoxaline-2-
carboxylic acid, 3-hydroxyglutaric acid, 3-methylxanthine, Phosphoenolpurivic acid
ve glycerol-1-phosphate ise PL ile ¢cogaltilan MKH’lerde, FBS ile ¢ogaltilan MKH’lere

gore azalmis olarak bulunmustur (Sekil 4.36).

N-acetyl-d-mannosamine
Sorbose -

Succinic acid —

Xylito!
5-Hydroxymethyluridine —
Glucose |

Glucosaminic acid —
Mannitol =
4-hydroxy-proline —
Tagatose —|

Alanine -

2-ketob utyric acid —
U racil

2-Hydroxy-4-methylpentanoic
L-Acetylcarnitine

Sphinganine -

1$,5aR 7R 8aR)-6-H ydroxy-6-[2-(2-hyd roxy-5-0x0-25-dihydro-3-furanyl)ethyl]-2a,5a,7-trim ethyldecahydro-2H-naphtho[18-bc]furan-2-one
Lipoic acid =

2-Carboxybenzaldehyde —

LysoPC (18:0)

15(16)-EpODE —

9(10)-EpODE |

Alpha-D-glucosamine phosphate

Artig: PLs-DA'da ilk veri

Phosphoenolpyr
(5xi,6alpha,7beta)-61112-Trihydroxy-720-ep oxyabieta-81113-trien-20-one
Glycerol 1-phosphate —|

Azalig: PLs-DA'da ilk veri

-0.04 -002 0 002 0.04

Coefficient

Sekil 4.36 PL ve FBS varliginda altinda g¢ogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

PL varliginda ¢ogaltilan MKH’ler ile standart kultir kosullari olan FBS eklentisi
ile cogaltilan MKH’lerin intraselliler metabolitlerinin karsilastirmali olarak incelenen

yolak analizleri sonuglari Tablo 4.14, Sekil 4.37 ve Sekil 4.38’de sunulmustur.
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Tablo 4.14 FBS-PL eklentileri ile gogaltilan MKH’lerde istatistiksel olarak 6nemli
degisen intrasellller metabolitlerin yer aldiklari yolaklar

Toplam metabolit | Anlamli bulanan | Beklenti p degeri
sayisi metabolit sayisi
}/allne,. !eucme . and | 27 7 0,58 0,00
isoleucine biosynthesis
Citrate cycle (TCA cycle) 20 6 0,43 0,00
Cysteine and methionine | 56 7 121 0.00
metabolism ! !
Aminoacyl-tRNA 75 8 1.62 0.00
biosynthesis ! !
Phenylalanine metabolism | 45 6 0,97 0,00
Glycine, serine and | 48 6
threonine metabolism 1,04 0,00
Alanine, aspartat.e and | 24 4 0,52 0,00
glutamate metabolism
P.antothen?te and CoA | 27 4 0,58 0,00
biosynthesis
Glyoxylate and | 50 5 1.08 0.00
dicarboxylate metabolism ! !
Sphingolipid metabolism 25 3 0,54 0,02
Tyrosine metabolism 76 5 1,64 0,02
Glycolysis . or | 31 3 0,67 0,03
Gluconeogenesis
Propanoate metabolism 35 3 0,76 0,04
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+ ___\f_"’.‘.'_i.r_‘.'__'_‘ij_.s_if‘.'_jizé'?_s_if.‘._'??Y?.S.?.r?_t_‘_’t?_i _____ T T

S I SO S Sitrat (TCA) dongiisii.. | ..

Sl Sistein ve metionin____ f i
Aminoacjl tRNA _ Metabolizmasi Glisin, serin, treonin

biyosentezi O ® metabolizmas
o —

Fenilalanin .

metabolizmasi

-log(p)

Pathway Impact

Sekil 4.37 FBS-PL eklentileri ile c¢ogaltilan MKH’lerin intrasellller
metabolomiks yolak analizi (renkler p degerini (kirmizi: p<0,05),

halkalarin buyudkliga: yolagin impaktini, yani metabolitin etkiledigi
yolak sayisini ifade eder)
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4.9.2. KipP Eklentisi ile Cogaltilan MKH’lerin Metabolik

Karakterizasyonu/FBS ile karsilagtirmali analizi:

KiP varhiginda cogaltilan MKH’ler ile standart kiiltiir kosullari olan FBS eklentisi
ile c¢ogaltilan MKH’lerin intraselliler metabolitlerinin metabolomiks verileri
karsilastirmali  olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerindeki farkhlik g&steren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (projede 6nemli degisken) grafiklerinden
yararlanilmistir. (Sekil 4.39 ve 4.40). Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi

hesaplanan (R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerleri ile gosterilmistir.

10 4

9 Y
0

)
-
_ Fe§ @ FB - %B

5 @ B \

10 -

€6 -

40 30 20 10 0 10 20 30

1]

Sekil 4.39 KiP ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait metabolomiks
verilerine ait ¢cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2:
0.538 ve Q2:0.976). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir
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Sekil 4.40 KiP ve FBS varliginda cogaltilan MKH’lerin veri analizinde
farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu N-acetil-d-mannosamine, Sorbose,
Proline, Fumaric acid, 5-hydroxymethiluridine, 2- ketobutyric acid, Sorbose, 10-
hydroxydecanoic acid, Threitol, Mannitol, N-acetyl-d-mannosamine, Glucose,
Creatinine, Tagatose, Alanine, Pantothenic acid, Lyxose, Fucose, Indoleacrylic acid ve
Benzamidine KiP ile cogaltilan MKH’lerde, FBS ile ¢ogaltilan MKH’lere gére artmis
olarak bulunmustur. C 17 Sphynganine, Phosphatydilethanolamine alkyle 18, Methil
benzaldehyde, N-asetyl glisine, Phenol ve Myoinositol KiP ile cogaltilan MKH’lerde,
FBS ile cogaltilan MKH’lere gore azalmis olarak bulunmustur (Sekil 4.41).
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N-acetyl-d-mannosamine =
Sorhose -

Proline -

Fumaric acid-GC =
PE(18:011112-EpETE) -
S-Hydroxymethyluridine =
2-ketobutyric acid =
Sorbose =
10-hydroxydecanoic acid =
Threitol 5

Mannitol =
N-acetyl-d-mannosamine =

Glucose =

Creatinine =

Tagatose =

PLs-DA’da ilk ver

Alanine -

Pantothenic acid =
5910-trihydroxy-22-dimethyl-12-(2-methylbut-3-en-2-yl)pyrano[32-b]xanthen-6-one -
Lyxose =

Artis

Fucose -

Indoleacrylic acid =

hydroxyvalerylglycine =

Benzamidine =

€17 Sphinganine =

Phosphatidylethanolamine alkyl 18 =

FA16:3 -

chloro-24-dihydroxy-3-[(E)-4-hydroxy-3-methyl-5-(126-trim ethyl-3-oxocyclohexyl)pent-2-enyl]-6-methylbenzaldehyd e =
(5xi,6alpha,7heta)-61112-Trihydroxy-720-epoxyabieta-81113-trien-20-one -

N-ethylglycine =

PLs-DA’da ilk ver

35-dibromo-2-(35-dibromo-2-methoxyphenoxy)phenol =

Azalis

Myo-inositol =

| | | I I
-0.04 002 0 002 0.04

Coefficient

Sekil 4.41 KiP ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

KiP varhiginda cogaltilan MKH’ler ile standart kiiltiir kosullari olan FBS eklentisi
ile cogaltilan MKH’lerin intraselliler metabolitlerinin karsilastirmali olarak incelenen

yolak analizleri sonuglari Tablo 4.15, Sekil 4.42 ve Sekil 4.43’de sunulmustur.
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Glisin, serin ve treonine metabolismasi
Aminoacyl-tBRNA 5 O :
bioSentezi @ i e _

f = » Alanine, aspartat ve
- . lut t metaboli
el @ . _ .. glutamat metabolismasi
Valin, [8sin ve @ Sitrat (TCA) déngusu
isoldsin biyosentezi 5

© —

-log(p)

0.3 0.4 0.5
Pathway Impact

Sekil 4.42 FBS-KiP eklentileri

ile c¢ogaltilan MKH’lerin
metabolomiks yolak analizi

intraselltler
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FBS ve KiP varliginda cogaltilan MKH’lerin intraselliiler metabolitlerinin,
anlamli  dizeyde farkliik (p<0.05) gosterdigi saptanan metabolitleri ile
gerceklestirilen yolak analizleri sonucunda eklentiye bagh degisen vyolaklar
incelendiginde (Tablo 4.15 ve Sekil 4.42, 4.43) en anlamli degisiklik glisin, serin,
treonin metabolizmasinda gorilmustir. Ayrica aminoagcil tRNA biyosentezi, alanin,
aspartat glutamat metabolizmasi, valin, 16sin, izol6sin biyosentezi, sitrat (TCA)
donglisli, arginin ve prolin metabolizmasi, yag asit biyosentezi, glioksilat ve
dikarboksilat metabolizmasi, glutatyon metabolizmasi, nitrojen metabolizmasi,
sistein, metyonin metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, pantotenat ve CoA
biyosentezi, fenilalanin metabolizmasi, fruktoz ve mannoz metabolizmasi anlamli

degisiklik gosteren diger yolaklardir.

4.9.3. PPP eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerin metabolik

karakterizasyonu/FBS ile karsilastirmali analizi:

PPP varliginda c¢ogaltilan MKH’ler ile standart kalttr kosullari olan FBS
eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin intrasellller metabolitlerinin metabolomiks verileri
karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerindeki farklilasmaya neden olan
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (projede 6nemli degisken) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.44 ve 4.45). Elde edilen PLS-DA modelin glvenilirligi

hesaplanan (R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerleri ile gésterilmistir
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Sekil 4.44 PPP ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait metabolomiks

verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0.576

ve Q2:0.983). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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Sekil 4.45 PPP ve FBS varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin veri analizinde

farkhilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi
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VIP grafigi regresyon analizi sonucu Fumaric acid, Proline, Hydroquinone, N-
acetyl-d-mannosamine, Mannitol, Glucose, Pantothenic acid, 4-hydroxy-proline,
Creatinine, 2- ketobutyric acid, Alanine, Sorbose, Fucose, Alpha keto glutaric acid,
Phenylalanine, Lyxose, Indoleacrylic acid, Glyserol 1-phosphate, Tagatose, L-
acetylcarnitine, Threitol, Mimosine, Hydroxyvalerylglycine PPP ile c¢ogaltilan
MKH’lerde, FBS ile ¢ogaltilan MKH’lere gore artmis olarak bulunmustur. Porphine,
Ribose, Mannose, Succinic acid, Beta-alanine ve Myoinositol ise PPP ile ¢ogaltilan

MKH’lerde, FBS ile cogaltilan MKH’lere gbre azalmis olarak bulunmustur (Sekil 4.46).

Fum aric acid —

Proline =

Hydroguinone =
3910-trihydroxy-22-dimethyl-12-(2-methylbut-3-en-2-yl)pyrano[32-b]xanthen-6-one —

N-acetyl-d-mannosamine =
Mannitol =
Glucose =

Pantothenic acid =

4-hydroxy-proline —
Creatinine =
2-ketobutyric acid —
Alanine =

Sorbose —

Fucose —|

Alpha ketoglutaric acid =
Phenylalanine —

Lyxose =

Indoleacrylic acid —

PLs-DA’da ilk ver

Glycercl 1-phosphate =

Tagatose —
L-Acetylcarnitine =
Threitol —

Mimosine =
hydroxyvalerylglycine —
Porphine —

PLs-DA’da ilk ver

Artis

Ribose =
Mannose =

Succinic acid =

zalis

Beta- alanine —

M yo -inositol =

-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.46 PPP ve FBS varliginda altinda ¢ogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi,
regresyon analizi.
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PPP varliginda cogaltilan MKH’ler ile standart kiltir kosullar olan FBS
eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin intrasellliler metabolitlerinin karsilastirmali olarak
incelenen yolak analizleri sonuclari Tablo 4.16, Sekil 4.47 ve Sekil 4.48de

sunulmustur.

Tablo 4.16 FBS-PPP eklentileri ile ¢ogaltilan MKH’lerde istatistiksel olarak 6nemli
degisen intrasellller metabolitlerin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlaml Beklenti p degeri

metabolit | bulanan

sayisi metabolit

sayisi

Alanine, asparta.te and 24 7 0,84 0,00
glutamate metabolism
Glycine, :serlne and threonine 48 9 168 0,00
metabolism
A.mlnoacyl-.tRNA 75 11 262 0,00
biosynthesis
Citrate cycle (TCA cycle) 20 6 0,70 0,00
V?Ime, Ieusme and isoleucine 27 6 0,94 0,00
biosynthesis
Arglnlne. and proline 77 9 269 0,00
metabolism
GIyoxyIa'te and dicarboxylate 50 7 174 0,00
metabolism
Cystelne' and methionine 56 7 195 0,00
metabolism
Phenylalanine metabolism 45 6 1,57 0,00
Fatty acid biosynthesis 49 6 1,71 0,01
Glutathione metabolism 38 5 1,33 0,01
Nitrogen metabolism 39 5 1,36 0,01
Butanoate metabolism 40 5 1,40 0,01
Galactose metabolism 41 5 1,43 0,01
P.:;mtothena'\te and CoA 27 4 0,94 0,01
biosynthesis
Propanoate metabolism 35 4 1,22 0,03
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Glisin, serin ve treonine metabolismasi
Aminoacyl-tRNA . 5 P ;
b|o§enteZ|.

..................

: z s Alanine, aspartat ve
@ P

o @7 glutamat metabolismasi
Valin, I8sin ve @ Sitrat (TCA) dongusu
isoldsin biyosentezi ’

-1og(p)

°% o
gcgo g
SN SO R LO) @ —
OfO Oll O|.2 03

0.4 05
Pathway Impact

Sekil 4.47 FBS-PPP eklentileri

ile c¢ogaltilan MKH’lerin
metabolomiks yolak analizi

intraselltler
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FBS ve PPP varliginda cogaltilan MKH’lerin anlamli diizeyde farklilik (p<0.05)
gosterdigi saptanan intraselliler metabolitleri ile gerceklestirilen yolak analizleri
sonucunda ise anlamli degisen yolaklar Tablo 4.16 ve Sekil 4.49, 4.50'de sunulmus
olup, en anlamli degisiklik alanin, aspartat glutamat metabolizmasinda gértlmustdr.
Glisin, serin, treonin metabolizmasi, aminoagil tRNA biyosentezi, sitrat (TCA)
dongusi, valin, 16sin, izoldsin biyosentezi, arginin ve prolin metabolizmasi, glioksilat
ve dikarboksilat metabolizmasi, sistein, metyonin metabolizmasi, fenilalanin
metabolizmasi, vyag asit biyosentezi, glutatyon metabolizmasi, nitrojen
metabolizmasi, butanoat metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, pantotenat ve CoA

biyosentezi ve propanoat metabolizmasi anlamli degisiklik gosteren diger yolaklardir.

4.9.4. inflamasyon varliginda FBS eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerin

metabolomik karakterizasyonu:

Standart kiltir kosullari olan FBS eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin metabolomiks verileri
karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklilasma gosteren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.49 ve 4.50). Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi

hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.
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metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor

grafigi (R2: 0.628 ve Q2:0.956). iki grup birbirinden ayri gériiniim

vermektedir.

ploe sjourjuadiAy}s w-p-Axoiphy-2z

15
10

-30

-20

[zl

Sekil 4.49 inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisiile cogaltilan MKH’lerin

analizinde farklilasmaya neden olan

metabolitlere ait VIP grafigi

Sekil 4.50 inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi iceren besiyerinde
¢ogaltilan MKH’lerin veri
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VIP grafigi regresyon analizi sonucu inflamatuvar uyarim varliginda Prydoxine,
Hydroxyvalerylglisine, Indoleacrilic acid, Benzamidine, Pentanoic acid, Lauric acid, 3-
hydroxyglutaric acid, 2-carboxybenzaldehyde, Stearoylcarnitine, Oleoylglicine, E-
Resveretrol trimethyl ether, 12-Ketodeoxycholic acid, Sphinganine, Pyroglutamil-
Isoleucine, Lypoic acid, Hydoquinone artan intrasellller metabolitlerdir. Lysine,
Glucosaminic acid, Hypotaurine, Pantothenic acid, Beta alanine, Alpha ketoglutaric
acid, Dihydrotestesterone, C17 Sphinganine, Fumaric acid, Tryptophyl lysine ise FBS
ile cogaltilan MKH’lerde inflamasyon varliginda azalmaktadir (Sekil 4.51).

hydroxyv alerylglycine —

Indoleacrylic acid —

Benzamidine —

2-Hydroxy-4-methylpentanoic acid =

Lauric acid =

3-Hydroxyglutaric acid —
39-dihydroxy-14710-tetramethylbenzo[b][14]benzodioxepin-6-one —
2-Carboxybenzaldehyde —|

Stearoylcarnitine =

Oleoyl glycine =

E-Resveratrol trimethyl ether —

12-Ketodeoxycholic acid —

PLs-DA’da ilk ver

Sphinganine —
Pyroglutamyl-lsoleucine =
15(R)-hydroperoxy-EPE —

Lipoic acid —

Hydroquinone —

5910-trihydroxy-22-dimethyl-12-(2-methylbut-3-en-2-yl)pyrano[32-b]xanthen-6-one —

Artis

Lysine —
Glucosaminic acid —|
Hypotaurine —

Pantothenic acid —

PLs-DA’da ilk ver

Beta- alanine —

Alpha ketoglutaric acid —
Dihydrotestosterone —|

C17 Sphinganine —

Azalsg

Fum aric acid —

Tryptophyl-Lysine —

T T T T
-0.04 -0.02 ] 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.51 inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi iceren besiyerinde
cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon analizi.

Standart kdltir kosullari olan FBS eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin karsilastirmali olarak
incelenen vyolak analizleri sonucglari Tablo 4.17, Sekil 4.52 ve Sekil 4.53'te

sunulmustur.
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Tablo 4.17 Standart kdltir kosullari olan FBS eklentisi ile gogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin yer aldiklar

yolaklar
Toplam Anlamh | Beklenti | p degeri
metabolit | bulanan
sayisi metabolit
sayisi

Butanoate metabolism 40 3 0,33 0,00
Citrate cycle (TCA cycle) 20 2 0,17 0,01
AIanme,'aspartate and glutamate 24 2 0,20 0,02
metabolism

P'antothena'te and CoA 27 2 0,22 0,02
biosynthesis

beta-Alanine metabolism 28 2 0,23 0,02
Vitamin B6 metabolism 32 2 0,27 0,03
Glutathione metabolism 38 2 0,32 0,04

Sekil 4.52 Standa

Valin, 16sin, Eizslbsin biyosentezi . ;

bl sitrat (TCA) d6ngisii. .. S

Fenilalanin i
metabolizmasi

T L T T T o)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Pathway Impact

rt kiltur kosullari olan FBS eklentisi ile ¢gogaltilan MKH’lerin

inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin yolak

analizi
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Standart kiltir kosullari olan FBS eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin yer aldiklar yolaklar
butanoat metabolizmasi, sitrat (TCA) dongusl, alanin, aspartat glutamat
metabolizmasi, pantotenat ve CoA biyosentezi, beta-Alanin metabolizmasi, Vitamin
B6 metabolizmasi ve glutatyon metabolizmasi olarak bulunmustur (Tablo 4.17, Sekil

4.52, 53).

4.9.5. inflamasyon varliginda PL eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerin

metabolomik karakterizasyonu:

MKH kudltirinde insan kaynakh PL eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin metabolomiks verileri
karsilastirmali  olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklihk go&steren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.54 ve 4.55). Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi

hesaplanan (R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerleri ile gosterilmistir
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Sekil 4.54 inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor
grafigi (R2: 0.604 ve Q2:0.929). iki grup birbirinden ayr goérinim
vermektedir
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VIP
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Glyceric acid
Beta- alanine
Glutam ic acid
Valerylcarnitine
Citraconic acid
2-ketobutyric acid
Myo-inositol
Putrescine
N-ethylglycine
LysoPC(18:0)
Gluconic acid
Sedoheptulose
Methyloleate
Hypotaurine
4-hydroxy-proline
Palm itic acid

2-keto-l-gulonic acid 2
Dihydrotestosterone

Sekil 4.55 inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
veri analizinde farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu PL ile ¢cogaltilan MKH’lerde inflamatuvar
uyarim varhginda Mpyoinositol, 2-keto-I-gulonic acid 2, Sedoheptulose, Sucrose,
Methyloleate, Quinoxaline-2-carboxylic acid, Dihydrotestesterone, Palmitic acid
artmis bulunurken, Xylitol, 4-hydroxyproline, Porphine, Gluconic acid, Hypotaurine,
Lactamide, N-ethylglicine, Valeryl carnitine, Glycine, Sorbose, Putrescine, Uracil, 2-
ketobutiric acid, Alanine, Glutamic acid, Citraconic acid, Tyrocine, Glyceric acid, Beta

alanine, Maleic acid azalmistir (Sekil 4.56).



Myo-inositol —
2-keto-l-gulonic acid 2 =
Sedoheptulose —
LysoPE(0:0/22:5(4Z2,7Z,10Z,13Z ,162)) —
Sucrose =

Methyl oleate —
quinoxaline-2-carboxylic acid —
Dihydrotestosterone —
Palmitic acid —

Xylitol —
4-hydroxy-proline =
Porphine —

Gluconic acid —
Hypotaurine —

LysoPC (18:0) —
Lactamide —
N-ethylglycine —
Valerylcarnitine —
Glycine =

Sorbose —

Putrescine =

Uracil —

2-ketobutyric acid =
Alanine =

Glutamic acid —
Citraconic acid =
Tyrosine —

Glyceric acid =

Beta- alanine —

M aleic acid =

PLs-DA’da ilk veri
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|
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Sekil 4.56 inflamatuvar uyarim varliginda PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lere
ait VIP grafigi, regresyon analizi.

Besiyerine PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen

intraselliler metabolitlerinin karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri sonuglari

Tablo 4.18, Sekil 4.57 ve Sekil 4.58'de sunulmustur.
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Tablo 4.18 Besiyerine PL eklentisi ile gogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda
degisen intraselliiler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamh | Beklenti | p degeri
metabolit | bulanan
sayisi metabolit
sayisi

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 5 0,62 0,00
Glycine, . serine and threonine 48 4 0,40 0,00
metabolism

V.allne, Iel..xcme and isoleucine 27 3 0,22 0,00
biosynthesis

Cystelne. and methionine 56 3 0,47 0,01
metabolism

Taurine . and hypotaurine 20 2 0,17 0,01
metabolism

Alanme,'aspartate and glutamate 24 2 0,20 0,02
metabolism

P?ntothena'\te and CoA 27 2 0,22 0,02
biosynthesis

beta-Alanine metabolism 28 2 0,23 0,02
Pentose phosphate pathway 32 2 0,27 0,03
Propanoate metabolism 35 2 0,29 0,03
Glutathione metabolism 38 2 0,32 0,04
Nitrogen metabolism 39 p 0,32 0,04
Butanoate metabolism 40 2 0,33 0,04
Galactose metabolism 41 2 0,34 0,04
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AmanécyI—tRNA biyosentezi 15, S, RN
. ‘ metabolizimasi
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-log(p)

Pathway Impact

Sekil 4.57 Besiyerine PL eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon
varliginda degisen intrasellliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar
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inflamatuar uyarim varhig, PL ile c¢ogaltilan MKH’lerin intraselliiler
metabolitlerinin yer aldiklar yolaklarda aminoacil tRNA biyosentezi, glisin, serin,
treonin metabolizmasi, valine, 16sin ve izoldsin biyosentezi, sistein ve metionin
metabolizmasi, taurin ve hipotaurin metabolizmasi, alanin, aspartat glutamat
metabolizmasi, pantotenat ve CoA metabolizmasi, beta-alanin metabolizmasi,
pentoz fosfat vyolagl, propanoat, glutatyon, nitrojen, butanoat, galaktoz

metabolizmasini degistirmistir (Tablo 4.18, Sekil 4.57, 58).

4.9.6. inflamasyon varhginda KiP eklentisi ile ¢ogaltlan MKH’lerin

metabolomik karakterizasyonu:

MKH kiltirinde insan kaynakh KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin metabolomiks verileri
karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerindeki farklilasmaya neden olan
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.59 ve 4.60). Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi

hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gdsterilmistir

10 4 @ XIP-Lrs
A @
- (‘% KIP-LPS ‘K[P LPS
o0
= GLE P-LPS
LPS
£ KIR @@ P
P-LPS
-10 4
-15 T T T T T T T T T T T -
-30 -20 -10 0 10 20

]

Sekil 4.59 inflamatuvar uyarim varliginda KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
metabolomiks verilerine ait ¢cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor
grafigi (R2: 0.594 ve Q2:0.961). iki grup birbirinden ayr goérinim
vermektedir.
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Sekil 4.60 inflamatuvar uyarim varliginda KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
veri analizinde farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu KiP ile cogaltilan MKH’lerde inflamatuvar
uyarim varliginda artan metabolit olmamis, Alpha-D-glucosamine phosphate, O-
Phophocolamine, Uracil, Threonine, Mannitol, Serine, Phenylalanine, Citraconic acid,
Putrescine,Glycolic acid, Glycine, Glycerol-1-phosphate, 2-ketobutiric acid,
Mimosine, Glutamic acid, Alpha-ketoglutaric acid, Hypotaurine, Fucose, Ribitol,
Threitol, Alanine, Lyxose, Sorbose, Methionine, Creatinine, Malic acid, Tagatose,

Fumaric acid, Lactic acid, Glucose azalmistir (Sekil 4.61).



Alpha-D-glucosamine phosphate

O-phosphocolamine
Uracil

Threonine

Mannitol
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Phenylalanine
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Alpha ketoglutaric acid
Hypotaurine
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Ribitol
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Lyxose

Sorbose
Methionine
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M alic acid
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Fum aric acid

Lactic acid
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PLs-DA’da ilk veri
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I
-0.04

-0.02 0 0.02

Coefficient

sonuglari Tablo 4.19, Sekil 4.62 ve Sekil 4.63’de sunulmustur.

I
0.04
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Sekil 4.61 inflamatuvar uyarim varliginda KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere
ait VIP grafigi, regresyon analizi.

Besiyerine KiP eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda

degisen intraselliler metabolitlerinin karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri
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Tablo 4.19 Besiyerine KiP eklentisi ile ¢cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda
degisen intraselliiler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamli | Beklenti | p degeri
metabolit | bulanan
sayisi metabolit
sayisi

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 11 1,90 0,00
AIanlne,'aspartate and glutamate 24 6 0,61 0,00
metabolism

V.allne, Ie!Jcme and isoleucine 27 6 0,68 0,00
biosynthesis

Arginine and proline metabolism 77 8 1,95 0,00
Glycine, . serine and threonine 48 6 1,22 0,00
metabolism

Citrate cycle (TCA cycle) 20 4 0,51 0,00
P?ntothena'\te and CoA 27 4 0,68 0,00
biosynthesis

Fructose and mannose metabolism 48 5 1,22 0,01
Cyanoamino acid metabolism 16 3 0,41 0,01
Cystelne' and methionine 56 5 142 0,01
metabolism

Glutathione metabolism 38 4 0,96 0,01
Nitrogen metabolism 39 4 0,99 0,02
Butanoate metabolism 40 4 1,01 0,02
Galactose metabolism 41 4 1,04 0,02
Nlcotlna.te and nicotinamide 44 4 112 0,02
metabolism

D-Glutarpme and D-glutamate 11 2 0,28 0,03
metabolism

beta-Alanine metabolism 28 3 0,71 0,03
GIyoxyIa‘te and dicarboxylate 50 4 127 0,04
metabolism

Glycolysis or Gluconeogenesis 31 3 0,79 0,04
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Aminoacyl-tRNA biosynthesis
| ‘Alanin, aspartat,
iglutamat:metabolism

12
|

Valin, |8sin, isolosine biyosentezi

10
|

Arginin, prolin metabolizmasi :
i . i Glisin, serin, treonin metabolizmasi

log(p)
o

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Pathway Impact

Sekil 4.62 Kiltir medyumuna KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin yer
aldiklari yolaklar
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inflamatuar uyarim varliginda, KiP ile cogaltilan MKH’lerin intraselliler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklardan aminoacil tRNA biyosentezi, alanin, aspartat
glutamat metabolizmasi, valine, |6sin ve izol6sin biyosentezi, glisin, serin, treonin
metabolizmasi, sitrat (TCA) dongusli, pantotenat ve CoA metabolizmasi, fruktoz,
mannoz metabolizmasi, syanoaminoasid metabolizmasi, sistein ve metionin
metabolizmasi, glutatyon, nitrojen, butanoat, galaktoz metabolizmalari, nikotinad ve
nikotinamid metabolizmasi, D-glutamin ve D-glutomat metabolizmasi, beta-alanin
metabolizmasi, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi, glikoliz ve glikoneogenezis

anlamli degismistir (Tablo 4.19, Sekil 4.62, 63).

4.9.7. inflamasyon varliginda PPP eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerin

metabolomik karakterizasyonu:

MKH kdltirinde insan kaynakli PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin metabolomiks verileri
karsilastirmali  olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklihk go&steren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir. (Sekil 4.64 ve 4.65). Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi

hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gdsterilmistir
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Sekil 4.64 inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
metabolomiks verilerine ait ¢cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor
grafigi (R2: 0,627 ve Q2:0,920). iki grup birbirinden ayri goériinim
vermektedir.
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Sekil 4.65 inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin
veri analizinde farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu PPP ile ¢cogaltilan MKH’lerde inflamatuvar
uyarim varliginda Proline, Lyxose, Glutamic acid, Epsilon-caprolactam, Beta- alanine,
2-ketoisocaproic acid 2, Creatinine, 24- Dichlorophenoxyacetic acid, 3-
Guanidinoptopionic acid, Dimetoxybutanoate, Tryptophyl-Lysine, Malic acid,
Sorbose, Feruloil quinic acid, Hydruquinone, 4-hydroxy-proline, Homoserine,
Glucose, Phophoenolepyruvic acid, Maleic acid, Mannose, 2-methyl-2-oxobutanoic
acid, Porphine artarken, Pyroglutamic acid, Arashidic acid,Sucrose, Linoleic acid,
Phosphatidylcholine alkyl 16, Glyserol 1-phosphate azalan metabolitlerdir (Sekil
4.66).



Epsilon-caprolactam =
2-ketoisocaproic acid 2 =
24-Dichlorophenoxyacetic acid =
3-Guanidinopropionic acid =
nethyl 4-(68-dihydroxy-3-methyl-1-oxoisochromen-7-yl)-24-dimethoxybutanoate —
2-(34-dimethoxyphenyl)-57-dihydroxy-36-dim ethoxy-4H -chromen-4-one —
Tryptophyl-Lysine —

Feruloyl quinic acid —

4-hydroxy-proline =

Phosphoenolpyruvic acid —

3-methyl-2-oxobutanoic acid —

Pyroglutamic acid =
Arachidic acid —

Glutamic acid —

Beta- alanine —

Hydroquinone =

Homoserine —

Linoleic acid —
Phosphatidylcholine alkyl 16 —
Glycerol1-phosphate —

Proline —

Lyxose =

Creatinine —

M alic acid =

Sorbose —

Glucose -

M aleic acid —

Mannose —

Porphine =

PLs-DA’da ilk ver

Sucrose -

Azalis

189

PLs-DA’da ilk veri

Artis

T T
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Sekil 4.66 inflamatuvar uyarim varliginda PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere
ait VIP grafigi, regresyon analizi

PPP eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen

intrasellller metabolitlerinin karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri sonuglari

Tablo 4.20, Sekil 4.67 ve Sekil 4.68’de sunulmustur.

Tablo 4.20 Kiltir medyumuna PPP eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerin inflamasyon
varliginda degisen intrasellller metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamh | Beklenti | p degeri

metabolit | bulanan
sayisl metabolit
sayisi
Arginine and proline metabolism 77 3 0,51 0,01
Glutathione metabolism 38 2 0,25 0,03
Butanoate metabolism 40 2 0,27 0,03
Fructose' and mannose 48 2 0,32 0,04
metabolism
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Arginin, prolin metabolizmasi
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Sekil 4.67 PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen
intraselliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar
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Sekil 4.68 PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin inflamasyon varliginda degisen intraselliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar
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inflamatuar uyarim varligi, PPP ile cogaltilan MKH’lerin intraselliiler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklardan arginin ve prolin metabolizmasi, glutatyon
metabolizmasi, butanoat metabolizmasi, friiktoz ve mannoz metabolizmasini anlamli
degistirmistir (Tablo 4.20, Sekil 4.67, 68).

inflamatuar uyarim varliginda glutatyon ve butanoat metabolizmasi dért
grupta da degisirken, arginin, prolin metabolizmasi ve fruktoz, mannoz
metabolizmasi KiP ve PPP grubunda benzer olarak degismistir. Alanin, aspartat,

glutomat metabolizmasi ise PPP haric diger (¢ grupta degismis olarak bulunmustur.

4.9.8. PL ve PPP eklentisinin MKH’lerin metabolik 6zelliklerine etkilerinin

karsilastirilmasi:

Calismamizda kullandigimiz PL'in  PPP’dan en belirgin farki, hazirhik
asamasinda santrifiigasyonla ayristirilan platelet icerigidir. Ote yandan PPP’nin hizla
(1 saat icinde) dondurulmasiyla labil koagillasyon faktorlerinin korunmasi da belirgin
fark olusturmaktadir. Bu iki eklentinin MKH kaltiriinde degisen intraselller
metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA
analizlerinde farklihk gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlanilmistir. (Sekil 4.69 ve 4.70). Elde edilen
PLS-DA modelin glivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.69 PL - PPP varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin metabolomiks verilerine ait
cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,635 ve Q2:0,987).
iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir.
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Sekil 4.70 PL-PPP eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin veri analizinde
farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu PL ile ¢ogaltilan MKH’lerde PPP ile
¢ogaltilan MKH’lere gore Alanine, Glycine, Stearic acid, Arachidic acid, Glutatione,
Glycerol 1-phosphate, Proline, Lyxose, Indoleacrylic acid, 4-Aminophenol, 2-
Hydroxyglutaric acid, Pantothenic acid artmis, Porphine, Succinic acid, Glutatione ise

azalmis olarak bulunmustur (Sekil 4.71).
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Alanine =
Glycine —

Stearic acid

Arachidic acid —
Glutathione =
Glycerol 1-phosphate —

(5xi,6alpha,7beta)-61112-Trihydroxy-720-epoxyabieta-81113-trien-20-one -]

Proline —

Lyxose —

Indoleacrylic acid =

PLs-DA’da ilk ver

4-Aminophenol —

3-Hydroxyglutaric acid =

Artis

Pantothenic acid —

Porphine —

PLs-DA’da ilk ver

Succinic acid —

Glutathione —

9(10)-EpODE —

Azalis

PE(18:0/1112-EpETE) -

T T
0 0.02 0.04

o
o
Y
o
o
~

Coefficient

Sekil 4.71 PL-PPP eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon

analizi
PL veya PPP eklentisi ile ¢ogaltilan degisen intraselliler metabolitlerinin
karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo 4.21, Sekil 4.72 ve Sekil

4.73’de sunulmustur.
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Tablo 4.21 Besiyerine PL ve PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen intraselliler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi
AIanlne,. aspartate and glutamate 24 5 0,69 0,00
metabolism
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 8 2,15 0,00
Phenylalanine metabolism 45 6 1,29 0,00
Glycine, serine and threonine metabolism 48 6 1,38 0,00
Glutathione metabolism 38 5 1,09 0,00
Cysteine and methionine metabolism 56 6 1,61 0,00
Galactose metabolism 41 5 1,18 0,01
Fatty acid biosynthesis 49 5 1,40 0,01
Pentose phosphate pathway 32 4 0,92 0,01
Arginine and proline metabolism 77 6 2,21 0,02
Butanoate metabolism 40 4 1,15 0,03
Sphingolipid metabolism 25 3 0,72 0,03
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 27 3 0,77 0,04
Alanm aspartat glutamat metabollzma5|
Amlnoacyl tIﬁ\IA blyosente2|
G Ilsm serin,

-log(p)
4

O
_ Femlalanm metabollzma.

o e
| ® Glutatyon
o o} metabollzma5|

Pathway Impact

....................

treonln metabolizmasi

Sekil 4.72 Besiyerine PL veya PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen

intraselliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar
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4.9.9. PL ve KiP eklentisinin MKH’lerin metabolik karakterizasyonuna

etkilerinin karsilastiriimasi:

Calismamizda kullandigimiz KiP’lar saghkli dondrlerin kemik iliklerinin hastaya
kullanilmayacak olan kisimlarindan elde edilmistir. Kullandigimiz KiP’larin PL’lardan
en temel farki PL'larin zengin platelet icerigi, PPP’lardan farki ise, dondurulma
zamanlarinin PPP gibi standart olmamasidir. PL ve KiP eklentilerinin MKH kiiltiiriine
etkileri degisen intraselliler metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali
analizi ile incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklilk gosteren metabolitlerin
belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden yararlaniimistir
(Sekil 4.74 ve 4.75). Elde edilen PLS-DA modelin guvenilirligi hesaplanan (R?) ve

tahmin edebilme (Q?) degerleri ile gosterilmistir

10 -
&\
/@ %pL
5 o« (®F
K | \
L | Q\
- P
& 0 K di
\PL |
5 \@/rL
KA® -
@ LIP
-10 -
-15 r T T T r T . T r T T T T T =
-40 -30 20 -10 0 10 20 30

Sekil 4.74 PL ve KiP varliginda ¢cogaltilan MKH’lerin metabolomiks verilerine
ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,648 ve
Q2:0,99). iki grup birbirinden ayr gériiniim vermektedir.
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Sekil 4.75 PL ve KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin veri analizinde
farkhlasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu KiP ile cogaltilan MKH’lerde PL ile
cogaltilan MKH’lere goére 1-hydroxypyrene, 6-methylbenzaldehyde, FA16:3,
Stearylcarnitine, N-ethylglycine, Sphinganine, E-Resveratrol trimetyl ether, 3-
Indoleacetonitrile, C17 Sphinganine artmisken, Indoleacrylic acid,
Hydroxyvalerylglycine, 2-ketobutiric acid, 3-Methylxantine, Alpha-D-
glucosaminelyxose, phosphate, Glutamic acid, 4-Aminophenol, Glucose-6-
phosphoric acid, Phenylacetic acid, Lyxose, Creatinine, Arachidonic acid, Alanine,
Ribitol, Glycerol 1-phosphate, Glutatione, 3-Hydroxyglutaric acid azalmis olarak
bulunmustur (Sekil 4.76).



5-chloro-24-dihydroxy-3-[(E)-4-hydroxy-3-m ethyl-5-(126-trim ethyl-3.

5910-trihydroxy-22-dim ethyl-12-(2-methylb ut-3-en-2-yi)pyrano[32-b]xanthen-6-one =

(5xi,6alpha,7beta)-61112-Trihydroxy-720-epoxyabieta-81113-trien-20-one |
Glycerol 1-phosphate |

$,5aR 7R 8aR)-6-H yd roxy-6-[2-(2-hyd roxy-5-0x0-25-dihydro-3-

1-hydroxypyrene =

2-enyl]-6-methyl

Stearoylcarnitine =

E-Resveratro
3-In
4
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hydroxyvalerylglycine =

2-

3-Methylxanthine
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P

Arachidonic acid =

¥

FA16:3 -
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Sphinganine
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Glutamic acid |

4-Aminophenol

henylacetic acid
Lyxose o
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o
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belf 2 .

9(10)-EpODE

-0.04 -0

Azalis: PLs-DA’da ilk veri

Artis: PLs-DA’da ilk veri
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Sekil 4.76 PL ve KIP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon

analizi.

Besiyerine PL veya KiP eklentisi ile ¢ogaltilan degisen intraselliiler

metabolitlerinin karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo 4.22,

Sekil 4.77 ve Sekil 4.78de sunulmustur.

Tablo 4.22 Besiyerine PL ve KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen intraselliler
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi

Alanlne,. aspartate and  glutamate 24 5 0,67 0,00
metabolism
Pentose phosphate pathway 32 5 0,89 0,00
Fatty acid biosynthesis 49 6 1,36 0,00
Galactose metabolism 41 5 1,14 0,00
Arginine and proline metabolism 77 6 2,14 0,02
Glutathione metabolism 38 4 1,06 0,02
Butanoate metabolism 40 4 1,11 0,02
Phenylalanine metabolism 45 4 1,25 0,03
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 11 2 0,31 0,04
Glycine, serine and threonine metabolism 48 4 1,34 0,04
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Pathway Impact

Sekil 4.77 Besiyerine PL ve KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen
intraselliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar
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4.9.10. KiP ve PPP eklentisinin MKH’lerin metabolik karakterizasyonuna

etkilerinin karsilastiriimasi:

Calismamizda kullandigimiz KiP’lar saglikli donérlerin kemik iliklerinin hastaya
kullanilmayacak olan kisimlarindan elde edilmistir. Kullandigimiz KiP’larin PPP’lardan
farki, dondurulma zamanlarinin PPP gibi standart olmamasidir. KiP ve PPP
eklentilerinin  MKH kaltarine etkileri degisen intraselliler metabolitlerinin
metabolomiks verileri karsilastirmali analizi ile incelenmistir. PLS-DA analizlerinde
farkhlik gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project)
grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.79 ve 4.80). Elde edilen PLS-DA modelin

guvenilirligi hesaplanan (R?) ve tahmin edebilme (Q?) degerleri ile gdsterilmistir

15 |
10 |
KIP(@
B oY PP % 2
=~ PPP
g 0 @
Ay
2
@ KP
s PO
(]
=10 4
-15 -
-20 . ; ’ ; . y . | . r . . . ; . ;
25 20 -15 -10 5 0 5 10 15 20

Sekil 4.79 KiP ve PPP varliginda cogaltilan MKH’lerin metabolomiks verilerine
ait cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2:0.996 ve
Q2:0.818). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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Sekil 4.80 KiP ve PPP eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerin veri analizinde
farklilasmaya neden olan metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu KiP ile cogaltilan MKH’lerde PPP ile
cogaltilan MKH’lere gore Alanine, Lysoze, Glisine, Glutamic acid, Proline, Myoinositol,
2-karboksibenzaldehide, ribitol, Gliserol 1-phosphate, transaconitik acid, Putrescine,
Malik acid, Fumarik acid, 2-ketoisokaproik acid 2, Glutatione, O-phosphocolamine
artmis, p-Coumaraldehyde, Talose, Mannitol, Epsilon-caprolactam, N-ethylglycine,

Mannose, Tagatose, Ribose azalmis olarak bulunmustur (Sekil 4.81).
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Coefficient

Sekil 4.81 KiP ve PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lere ait VIP grafigi, regresyon
analizi.

Besiyerine KiP veya PPP eklentisi ile c¢ogaltilan degisen intraselliiler
metabolitlerinin karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo 4.23,

Sekil 4.82 ve Sekil 4.83’te sunulmustur.

Tablo 4.23 Besiyerine KiP ve PPP eklentisi ile c¢ogaltilan MKH’lerin degisen
intraselliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlaml Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi

Alanine, aspartate and glutamate metabolism 24 4 0,35 0,00
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 27 4 0,39 0,00
Glutathione metabolism 38 4 0,55 0,00
Citrate cycle (TCA cycle) 20 3 0,29 0,00
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 5 1,09 0,00
Arginine and proline metabolism 77 5 1,12 0,00
Glycerophospholipid metabolism 39 3 0,57 0,02
Butanoate metabolism 40 3 0,58 0,02
Glycine, serine and threonine metabolism 48 3 0,70 0,03
Riboflavin metabolism 21 2 0,31 0,04
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Sekil 4.82 Besiyerine KiP ve PPP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerin degisen
intraselliler metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar
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KiP ve PPP varliginda cogaltilan MKH’lerin, PL ile cogaltilan MKH’lere gére
anlamli duzeyde farklilik (p<0.05) gosterdigi saptanan intraselliler metabolitleri ile
gerceklestirilen yolak analizleri sonucunda her iki grupta da anlamli degisen yolaklar
alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, yag asit biyosentezi, arginin ve prolin
metabolizmasi, glutatyon metabolizmasi, butanoat metabolizmasi, fenilalanin
metabolizmasi, glisin, serin, treonin metabolizmasi olmustur (Tablo 4.21, 22, Sekil
4.72, 73, 77, 78). KiP ile ¢ogaltilan MKH’lerde pentoz fosfat yolagi, galaktoz
metabolizmasi, D-glutamin ve D-glutomat metabolizmasi farkh bulunurken (Tablo
4.22, Sekil 4.77, 78), PPP ile cogaltilan MKH’lerde aminoacil tRNA biyosentezi, sistein
ve metyonin metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, pentoz fosfat yolagi, sfingolipid
metabolizmasi, valin, |6sin, izol6sin biyosentezi PL ile ¢ogaltilan MKH’lerden farkli
bulunmustur (Tablo 4.21, Sekil 4.72, 73).

KiP ve PPP varliginda cogaltilan MKH’lerin anlamli diizeyde farkhlik (p<0.05)
gosterdigi saptanan intraselliler metabolitleri ile gergeklestirilen yolak analizleri
sonucunda ise alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, valin, 16sin ve izol6sin
biyosentezi, glutatyon metabolizmasi, sitrat (TCA) donglisi, aminoacil tRNA
biyosentezi, arginin ve prolin metabolizmasi, gliserofosfolipid metabolizmasi,
butanoat metabolizmasi, glisin, serin, treonin metabolizmasi, riboflavin
metabolizmasi anlaml degisiklik gésteren yolaklar olarak bulunmustur (Tablo 4.23,

Sekil 4.82, 83).

4.9.11. DMFBS ve DMPL besiyerlerinin istatistiksel anlaml etkiledigi
metabolik yolaklar: (DMFBS-DMPL)

Calismamizin  bu asamasinda besiyerlerinin icerdigi metabolitlerin
karsilastirilmasi yapilmistir. MKH kaltirinde kullanilan temel besi yeri DMFBS ile
DMPL'In igerdikleri metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak
incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklilk gosteren metabolitlerin belirlenmesi igin

VIP (variable important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.84 ve 4.85).
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Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2)

degerleri ile gosterilmistir.
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Sekil 4.84 DMFBS ve DMPL'in icerdikleri metabolitlerin metabolomiks
verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,795
ve Q2:0,943). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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Sekil 4.85 DMFBS ve DMPLIin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMFBS'de daha fazla bulunan

metabolitler Serine, Xylitol, Malonamide, 2-hydroxy propanoic acid, Ribitol,
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Acetylisatin, Galactose, Mannose, 2-isopropilmalic acid, Tyrosin methyl ester,
Phophoenolepyruvic acid, Fructose, Benzyl succinic acid’tir. DMPL'ta ise 3-
aminopropionitril, N-acetyl-d-glucosamine, N-cyclohexylformamide, N-ethylglicine,
Methyl palmitoleate, Carboxylic acid, Methyl linolenate, Menthone, Caprylic acid,
Glutamic acid, Halostachine, Galactono gamma lactone, N-methyglutamic acid,

Cellotetraose, Benzoic acid, Talose’dur (Sekil 4.86).

Serine

Xylitol-

Malonamide
3-hydroxypropanoic acid -]
Ribitol-]

Acetylisatin -

Galactose

Mannose
2-isopropylmalic acid
Tyrosine methyl ester™
Phosphoenolpyruvic acid -
Fructose -

Benzylsuccinic acid -
3-aminopropionitrile -
N-acetyl-d-glucosamine
N-cyclohexylformamide
N-ethylglycine -

Methyl palmitoleate
Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic acid
Methyl linolenate -
Menthone

Caprylic acid

Glutamic acid
Halostachine
Galactono-gamma-lactone -
N-methylglutamic acid -
Cellotetraose -

Benzoic acid™

Talose 9

T T T T T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.86 DMFBS ve DMPL ekstraselliiler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

DMFBS ve DMPL besiyerlerinin igcerdikleri metabolitlerinin karsilagtirmal

olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo 4.24 ve Sekil 4.87’de sunulmustur.
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Tablo 4.24 DMFBS ve DMPL besiyerlerinin istatistiksel olarak anlamli degisen
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisl

Amino sugar and nucleotide sugar 88 6 1,39 0,00
metabolism

Fructose and mannose metabolism 48 4 0,76 0,01
Starch and sucrose metabolism 50 4 0,79 0,01
beta-Alanine metabolism 28 3 0,44 0,01
Propanoate metabolism 35 3 0,55 0,02
Galactose metabolism 41 3 0,65 0,03
Riboflavin metabolism 21 2 0,33 0,04

Amino sugar and
nucleotide sugar
metabollsm

F-ructose mannose

= ] .. % ..,?..betarAlamne metabohsm.......,?...
Starch sucrrose metabollsm _ . . .
+ — ------ F-’-ro’anoate metabohsm -------

Galactg s‘b metabollsm

-log(p

™

Pathway Impact

Sekil 4.87 DMFBS ve DMPL besiyerlerinin anlamh etkiledigi metabolik yolaklar
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4.9.12. DMFBS ve DMPL besiyerleri ile gogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan

metabolitler; kiiltiir siipernatanlari: (FBS1-PL1)

DMFBS ve DMPL besiyerleri ile cogaltiimis MKH’lerin kiltlr stipernatanlarinin
icerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-
DA analizlerinde farklilik gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.88 ve 4.89). Elde edilen
PLS-DA modelin gilivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.

10
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Sekil 4.88 DMFBS ve DMPL besiyerleri ile cogaltilmis MKH’lerin kultlr
stipernatanlarinin igerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait
cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,883 ve Q2:0,985).
iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir.
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VIP

Allose

Lyxose
Alanine

Acetylisatin

Ribitol
Sedoheptulose anhydride monohydrate

Urethane

Myo-inositol

Xylitol

Tagatose
Methyl-beta-d-galactopyranoside
Glucuronic acid

Lysine

Glyceraldehyde
Dithiothreitol
S-carboxymethylcysteine
Fucose

Glutamic acid
Beta-alanine
6-deoxy-d-glucose
Myristic acid
Lyxosylamine

2-ketoadipic acid
4-methyl-5-thiazoleethanol

Ribonic acid-gamma-lactone
3-hydroxypropanoic acid
Benzylsuccinic acid
78-dimethylalloxazine
2-isopropylmalic acid
Phosphoenolpyruvic acid

Sekil 4.89 DMFBS ve DMPL besiyerleri ile g¢ogaltilmis MKH’lerin kiltlr
slipernatanlarinin icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMFBS ile ¢ogaltiimis MKH’lerde daha
fazla bulunan ekstrasellller metabolitleri 12-cyclohexanedione, 10-hydroxydecanoic
acid, Thiazolethanol, Malic acid, Acetylisatin, Allo-inosiyol, 2-deoxyuridine, 3-amino
propionitrile, Benzoic acid, Acetoasetat, Acetol, 2-ketoadipic acid, 3-ureido
propionate, Acetyl-lI-serine, Benzimidazole, Biphenile, 2-piperidone, 3-
hidroksipropanoik acid, 4-isopropil benzoic acid, Allozazine, 6-hydroxy caproic acid,
4-hydroxybenzyl cyanide, Beta-alanine, Aspartic aid, Allose’dur. DMPL ile ¢ogaltiimis
MKH’lerde ise Butanoic acid, Alanine, 2-keto-I-gulonic acid, Benzyl succinic acid, 6-

deoxy-d-glucose fazla bulunmustur (Sekil 4.90).
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12-cyclohexanedione -
10-hydroxydecanoic acid -
4-methyl-5-thiazoleethanol-
2-isopropylmalic acid -
Acetylisatin -

Allo-inositol ]
2-deoxyuridine -
3-aminopropionitrile -
Benzoic acid
Acetoacetate

Acetolq

2-ketoadipic acid
3-ureidopropionate 9
Acetyl-l-serine -

56 -dimethylbenzimidazole -
BiphenylH

2-piperidone -
3-hydroxypropanoic acid 9
4-isopropylbenzoic acid -
78-dimethylalloxazine
6-hydroxy caproic acid -
4-hydroxybenzyl cyanide -
Beta-alanine

Aspartic acid -

Allose A
3-methyl-2-oxobutanoic acid -
Alanine -

2-keto-l-gulonic acid -

Benzylsuccinic acid -

6-deoxy-d-glucose

T T T T T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.90 DMFBS ve DMPL besiyerleri ile cogaltilmis MKH’lerin kultlr
sipernatanlarinin icerdigi ekstrasellliler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

DMFBS ve DMPL besiyerleri ile cogaltilmis MKH’lerin kiltir slipernatanlarinin
icerdigi metabolitlerin karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo

4.25 ve Sekil 4.91’de sunulmustur.
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Tablo 4.25 DMFBS ve DMPL besiyerleri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
akstrasellller metabolitlere bagli degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisl

beta-Alanine metabolism 28 6 0,97 0,00
Galactose metabolism 41 7 1,41 0,00
AIanlne,. aspartate and glutamate 24 5 0,83 0,00
metabolism
Fatty acid biosynthesis 49 7 1,69 0,00
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 5 0,93 0,00
Cyanoamino acid metabolism 16 3 0,55 0,02
Pentose phosphate pathway 32 4 1,10 0,02
Starch and sucrose metabolism 50 5 1,72 0,03
Amino .sugar and nucleotide sugar 88 7 3,03 0,03
metabolism
Propanoate metabolism 35 4 1,21 0,03
Riboflavin metabolism 21 3 0,72 0,03
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 6 2,59 0,04

: . beta-Alanin metabolizmasi
Galactaz m.etabollzma5| : '

------ T

5 z . anin, aspartat,
Yag asit biyosentezi g Jtamét metabolizmasi
o ; . : :

....... H eenedie

"l%é’ntot;ena't Ve CoA biyosentezi

-log(p)

S
o

i i i i i i i i
0.0 01 0.2 03 0.4 05 0.6 07

Pathway Impact

Sekil 4.91 DMFBS ve DMPL besiyerleri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
metabolitlere bagh degisen yolaklar
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4.9.13.DMFBS besiyerleri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiiltiir
sipernatanlarinda salgiladiklari  metabolitlerin; DMFBS ile

karsilagtirmasi: (DMFBS-FBS1)

DMEBS besiyeri ile ¢ogaltilmis MKH’lerin klltlir sGpernatanlarinin icerdigi
metabolitler ve DMFBS'un igerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri
karsilastirmali  olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklihk go&steren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.92 ve 4.93). Elde edilen PLS-DA modelin givenilirligi

hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.

10 4

@ DiIFBS
@ FBS-

DMFES (TN
| @resh
54

@ DMFBS

-10 4

-15 . Y . ; ’ ; " | ; r . . : —
-40 -30 20 -10 0 10 20 0

Sekil 4.92 DMFBS besiyeriile cogaltilan P3 MKH’lerin kiiltlr stipernatanlarinda
salgiladiklar ekstraselliler metabolitlerin ve DMFBS’un icerdigi
metabolitlerin metabolomiks verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi,
PLS-DA skor grafigi (R2: 0,854 ve Q2:0,974). iki grup birbirinden ayri
goriinim vermektedir.
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Sekil 4.93 DMFBS besiyeriile gogaltilan P3 MKH’lerin kiltlr slipernatanlarinda
salgiladiklar  ekstraselliler metabolitlere ve DMFBS'un icerdigi
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMFBS ile ¢cogaltilmis MKH’lerde DMFBS’a
gore daha fazla bulunan ekstraselliler metabolitler Xylitole, Malonamide, Serine,
Lactic acid, Glyceraldehyde, Allose, 6-deoxy-d-glucose, Sorbitol, Benzyl succinic acid,
Glucuronic acid, 2-isopropil malic acid, Phosphoenolpyruvic acid, Galactose,
Mannose, Ribitol, Fucose, Tyrosine methyl ester, S-carboxymethyl cysteine’dir.
Benzoic acid, Squalene, Gluconic acid, Mannitol, N-ethylglysine, Glucoheptonic acid,
Urethane, Allo-inositole, Panthotenic acid ve Talose ise daha az bulunmustur (Sekil

4.94).



Xylitol-

Malonamide -

Serine

Lactic acid
Glyceraldehyde
Allose -
6-deoxy-d-glucose -]
Sorbitol-]
Benzylsuccinic acid
Glucuronic acid
2-isopropylmalic acid
Phosphoenolpyruvic acid -
Galactose -

Mannose

Ribitol

Fucose

Tyrosine methyl ester]
S-carboxymethylcysteine
Benzoic acid
Squalene -

Gluconic acid
Mannitol"]
N-ethylglycine
Glucoheptonic acid
Myo-inositol
Glucosaminic acid
Urethane
Allo-inositol-]

Pantothenic acid "

Talose

-0.04

-0.02 0

0.02

Coefficient

T
0.04
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Sekil 4.94 DMFBS besiyeriile cogaltilan P3 MKH’lerin kiiltlr stipernatanlarinda

salgiladiklari ekstrasellller

metabolitlere ve DMFBS’un

metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi

icerdigi

DMFBS besiyeri ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiltlr sipernatanlarinin icerdigi

metabolitler ve DMFBS’un icerdigi metabolitlerin karsilastirmali olarak incelenen

yolak analizleri sonuglari Tablo 4.26 ve Sekil 4.95’te sunulmustur.

Tablo 4.26 DMFBS besiyeri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler ve
DMFBS’un icerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisl

Galactose metabolism 27 6 0.80 0.00
Amino sugar and nucleotide sugar 37 5 1.10 0.00
metabolism

Fructose and mannose metabolism 20 3 0.59 0.02
Ascorbate and aldarate metabolism 8 2 0.24 0.02
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i . i i
Galactose metabolism

sygar metabolism ;

-log
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Fructase and mannose metabolism Ascorbate and aldarate

¢ | metabolism

BN
| o @

Pathway Impact

Sekil 4.95 DMFBS besiyeriile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler
ve DMFBS’un icerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

4.9.14.DMPL  besiyerleri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerin  Kkiiltiir
siipernatanlarinda  salgiladiklari  metabolitlerin; DMPL ile

karsilagtirmasi: (DMPL-PL1)

DMPL besiyeri ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiltlr stpernatanlarinin icerdigi
metabolitler ve DMPL'In icerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri karsilastirmali
olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farkhlik gosteren metabolitlerin
belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden yararlaniimistir
(Sekil 4.95 ve 4.96). Elde edilen PLS-DA modelin glivenilirligi hesaplanan (R2) ve

tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.
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496 DMPL besiyerleri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kultlr
slipernatanlarinda salgiladiklari ekstraselliler metabolitlerin ve
DMPL'In icerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,934 ve Q2:0,995). iki
grup birbirinden ayri goriiniim vermektedir
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497 DMPL besiyerleri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerin kaltar
sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMPL'in icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi
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VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMPL ile ¢ogaltilmis MKH’lerde DMPL’a
gore daha fazla bulunan ekstrasellliler metabolitler Glukonic acid lactone, Glucose,
Lactic acid, 10- hydroxydecanoic acid, Talose, 2- ketoadipic acid, Galactone-gamma-
lactone, N-methylglutamic acid, Linoleic acid, Fucose, S-carboxymethylcysteine,
Ribitol, Cellotetraose, Malonamide, Ribonic acid-gamma-lactone, Glutamic acid,
Oleic acid, Phosphoric acid, Palmitic acid, Serine, Myo-inositol, Benzoic acid,
Sedoheptulose anhydride monohydrate, Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic
acid’dir. Lysine, Mannose, Galactose, Methionine sulfoxide, Tyrosine methyl ester,

Fructose ise daha az bulunmustur (Sekil 4.98).

Gluconic acid lactone 9
Glucose

Lactic acid
10-hydroxydecanoic acid 9
Talose

2-ketoadipic acid
Galactono-gamma-lactone -
N-methylglutamic acid
Linoleic acid "

Fucose
S-carboxymethylcysteine
Ribitol+

Cellotetraose -

Malonamide -

Ribonic acid-gamma-lactone
Glutamic acid

Oleic acid -

Phosphoric acid 9

Palmitic acid -

Serine

Myo-inositol-]

Benzoic acid "
Sedoheptulose anhydride monohydrate 9
Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic acid 9
Lysine 9

Mannose

Galactose 9

Methionine sulfoxide -
Tyrosine methyl ester-

Fructose 9

T T T T T

-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.98 DMPL besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerin kiltlr sipernatanlarinda
salgiladiklari  ekstraselliiler metabolitlere ve DMPLIn igerdigi
metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi.

DMPL besiyeri ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiltlr slipernatanlarinin icerdigi
metabolitler ve DMPL'in icerdigi metabolitlerin karsilastirmali olarak incelenen yolak

analizleri sonuclari Tablo 4.27 ve Sekil 4.99'da sunulmustur.
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Tablo 4.27 DMPL besiyeri ile gogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler ve
DMPL'in icerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit | bulanan
sayisi metabolit
sayisi
Galactose metabolism 27 6 1.27 0.00
Arginine biosynthesis 14 3 0.66 0.03
Amino sugar and nucleotide sugar 37 5 1.74 0.03
metabolism
T i i :
Galactose metabolism 5 :
_—
- .. Araginine biosvnthesis | i

Aming suyal and nucleotide

l e® . 5 5
8 5 - @ = 5
- _3080
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Pathway Impact

Sekil 4.99 DMPL besi yeri ile ¢cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler

ve DMPL’In icerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

MKH kultiriinde kullandigimiz besiyerlerinin ve kiltlr sGpernatanlarinin

metabolik analizlerle saptanan ekstrasellliler metabolitlerinin karsilastirilan gruplar

arasinda anlamli diizeyde farklilik (p<0.05) gosterdigi saptanan metabolitleri ile yolak

analizleri belirlenmistir. Oncelikle FBS ve PL eklenerek hazirlanan besiyerleri; DMFBS

ve DMPLIn anlamli dizeyde farklihk (p<0.05) gosterdigi saptanan ekstrasellller

metabolitleri ile gerceklestirilen yolak analizleri sonucunda eklentiye bagli degisen




222

yolaklari belirlenmistir. iki besi yeri arasinda anlamli farklilik gésteren yolaklar; amino
seker ve nikleotid seker metabolizmasi, fruktoz ve mannoz metabolizmasi, nisasta ve
siikroz  metabolizmasi, beta-alanin, propanoat, galaktoz ve riboflavin
metabolizmasidir (Tablo 4.24, Sekil 4.87). DMFBS ve DMPL besiyerleri ile cogaltilmis
MKH’lerin kiltar stpernatanlarinin icerdigi anlamh dizeyde farkhlik (p<0.05)
gosterdigi saptanan ekstraselliiler metabolitleri ile gerceklestirilen yolak analizlerine
gore de; beta-alanin metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, alanin, aspartat
glutamat metabolizmasi, yag asit biyosentezi, pantotenat ve CoA biyosentezi,
siyanoaminoasit biyosentezi, pentoz fosfat yolagi, nisasta ve siikroz metabolizmasi,
amino seker ve nikleotid seker metabolizmasi, propanoat ve riboflavin
metabolizmasi, aminoacil tRNA biyosentezidir (Tablo 4.25, Sekil 4.91). Ayrica FBS
varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin kiltlir stpernatanlarinin  DMFBS besiyerinin
ekstrasellller metebolitlerine gore degisen yolaklari; galaktoz metabolizmasi, amino
seker ve nikleotid seker metabolizmasi, friktoz ve mannoz metabolizmasi, askorbat
ve aldarat metabolizmasi olarak bulunmustur. PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin
kiltlir slGpernatanlarinin DMPL besiyerinin ekstrasellliler metebolitlerine gore
degisen yolaklari; galaktoz metabolizmasi, arginin metabolizmasi, amino seker ve
nikleotid seker metabolizmasi olarak bulunmustur (Tablo 4.27, Sekil 4.99).
Sonuglardan goruldigu gibi, DMFBS ve DMPL besiyeri iceriklerine gére genel olarak
seker metabolizmasi degisiyorken (amino seker ve nikleotid seker metabolizmasi,
nisasta ve sikroz metabolizmasi, beta-alanin, propanoat, galaktoz ve riboflavin
metabolizmasi) bu besiyerleri ile ¢ogaltilan MKH’lerden salgilanan ekstraselliler
metabolitlerde ek olarak alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, yag asit
biyosentezi, pantotenat ve CoA biyosentezi, siyanoaminoasit biyosentezi, pentoz

fosfat yolagi ve aminoacil tRNA biyosentezi de anlamli olarak degismektedir.
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4.9.15.DMFBS ve DMKIP besiyerlerinin anlamh etkiledigi metabolik
yolaklar: (DMFBS-DMKIP)

MKH  kiltirinde  kullandigimiz  DMFBS ile DMKiP’nin icerdikleri
metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA
analizlerinde farklihk gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.100 ve 4.101). Elde edilen
PLS-DA modelin glivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.100 DMFBS ve DMKIP’nin icerdikleri metabolitlerin metabolomiks
verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,817
ve Q2:0,974). iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir.
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Sekil 4.101 DMFBS ve DMKIiP’nin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMFBS'da daha fazla bulunan
ekstraselliler metabolitler Phosphoenolpyruvic acid, Benzylsuccinic acid, 2-
isopropylmalic acid, Acetylisatin, Lyxose, Lyxosylamine, Tyrosine methyl ester,
Fructose, Galactose, Mannose, 2- ketoadipic acid, Dithiothreitol, Urethane, 3-
hydroxypropanoic acid iken, Tagatose, Halostachine, Lactic acid, 3-ureidopropionate,
Threitol, 12-cyciohexanedione, Allose, Acetyl-I-serine, Caprylic acid, Sedoheptulose,
Glucuronic acid, Sorbitol, Ribitol, Fucose, 6-deoxy-d-glucose, S-

carboxymethylcysteine DMKIiP’da daha fazla bulunmaktadir (Sekil 4.102).
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Acetylisatin -

Lyxose
Lyxosylamine -
Tyrosine methyl ester=
Fructose

Galactose "

Mannose
2-ketoadipic acid -
Dithiothreitol-]
Urethane 9
3-hydroxypropanoic acid -
Tagatose -
Halostachine

Lactic acid
3-ureidopropionate -
Threitol-]
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Fucose
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Sekil 4.102 DMFBS ve DMKIP ekstraselliiler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

DMEFBS ve DMKIP besiyerlerinin igerdikleri metabolitlerinin karsilastirmali

olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo 4.28 ve Sekil 4.103’te sunulmustur.

Tablo 4.28 DMFBS ve DMKIP besiyerlerinin istatistiksel olarak anlamli degisen
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisl

Galactose metabolism 41 5 0,51 0,00
Fructose and mannose metabolism 48 4 0,60 0,00
Amino sugar and nucleotide sugar 88 5
metabolismg ’ 1,10 0,00
beta-Alanine metabolism 28 3 0,35 0,00
Glycolysis or Gluconeogenesis 31 3 0,39 0,01
Pyruvate metabolism 32 3 0,40 0,01
Propanoate metabolism 35 3 0,44 0,01
Starch and sucrose metabolism 50 3 0,62 0,02
Pyrimidine metabolism 60 3 0,75 0,04
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 2 0,34 0,04
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Sekil 4.103 DMFBS ve DMKIP besiyerlerinin anlamh etkiledigi metabolik

yolaklar

4.9.16. DMFBS ve DMKIP besiyerleri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan

metabolitler; kiiltiir siipernatanlar: (FBS1-KiP1)

DMEBS ve DMKIP besiyerleriile cogaltiimis MKH’lerin kiiltiir sipernatanlarinin

icerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-

DA analizlerinde farkhlik gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable

important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.104 ve 4.105). Elde edilen

PLS-DA modelin gliven

gosterilmistir.

ilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile
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Sekil 4.104 DMFBS ve DMKIP besiyerleri ile cogaltilmis MKH’lerin kiltir
slipernatanlarinin icerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait
cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,767 ve Q2:0,998).
iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir.
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Sekil 4.105 DMFBS ve DMKIP besiyerleri ile cogaltilmis MKH’lerin kiiltiir
sipernatanlarinin icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMFBS ile c¢ogaltilan MKH’lerin
slipernatanlarinda daha fazla bulunan ekstraselliiler metabolitler Acetylisatin, 4-
methyl-5-thiazoleethanol, Allo-inositol, Benzoic acid, 2-deoxyuridine, 3-

aminopropionitrile, 2- ketoadipic acid, Acetosacetate, 2-piperidone, 56-
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dimethylbenzimidazole, Biphenyl, 4-isopropylbenzoic acid, Beta-alanine, 3-
hydroxypropanoic acid, 12-cyciohexanedione, 4-hydroxybenzyl cyanide, 6-hydroxy
caproic acid, Aspartic acid, Acetyl-lI-serine’dir. 3-methyl-2-oxobutanoic acid, 3-
ureidopropionate, 2-keto-l-gulonic acid, 2-isopropylmalic acid, Acetol, 10-
hydroxydecanoic acid, Benzylsuccinic acid, 6-deoxy-d-glucose, Allose, Alanine,78-
dimethylalloxazine ise DMKIP ile cogaltilan MKH’lerin siipernatanlarinda daha fazla

bulunmustur (Sekil 4.106).

Acetylisatin -
4-methyl-5-thiazoleethanol-
Allo-inositol=]

Benzoic acid
2-deoxyuridine -
3-aminopropionitrile -
2-ketoadipic acid "
Acetoacetate -
2-piperidone -

56 -dimethylbenzimidazole
Biphenyl-
4-isopropylbenzoic acid -
Beta- alanine
3-hydroxypropanoic acid -
12-cyclohexanedione 9
4-hydroxybenzyl cyanide
6-hydroxy caproic acid -
Aspartic acid
Acetyl-l-serine 9
3-methyl-2-oxobutanoic acid -
3-ureidopropionate -
2-keto-l-gulonic acid
2-isopropylmalic acid -
Acetol]
10-hydroxydecanoic acid
Benzylsuccinic acid
6-deoxy-d-glucose

Allose

Alanine -

78-dimethylalloxazine -

T T T T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04
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Sekil 4.106 DMFBS ve DMKIP besiyerleri ile cogaltilmis MKH’lerin kiltir
sipernatanlarinin icerdigi ekstrasellliler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

DMFBS ve DMKIiP besiyerleri ile c¢ogaltilmis MKHlerin  kiltir
slipernatanlarinin icerdigi metabolitlerin karsilastirmali olarak incelenen yolak

analizleri sonuglari Tablo 4.29 ve Sekil 4.107’de sunulmustur.
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Tablo 4.29 DMFBS ve DMKIP besiyerleri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan

metabolitlere bagh degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisl

Fatty acid biosynthesis 49 7 1,28 0,00
beta-Alanine metabolism 28 5 0,73 0,00
Galactose metabolism 41 5 1,07 0,00
AIanlne,. aspartate and glutamate 24 3 0,63 0,02
metabolism
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 3 0,71 0,03

Fatty acid biosynthesis
o :

(RS S N— — - R— - S—

© —fGalactose metabolism

-log(p)

beta-AIainine metabolism

0.2 0.3 0.4

Pathway Impact

Sekil 4.107 DMFBS ve DMKIP besiyerleri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerden
salgilanan metabolitlere bagh degisen yolaklar

4.9.17.DMKIP  besiyerleri ile ¢ogaltilan

slipernatanlarinda

salgiladiklari

karsilastirmasi: (DMKiP-KiP1)

P3

metabolitlerin;

MKH’lerin  kultur
DMKIP ile

DMKIP besiyeri ile cogaltilmis MKH’lerin kiiltiir siipernatanlarinin icerdigi

metabolitler ve DMKIiP’nin

icerdigi metabolitlerin

metabolomiks verileri
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karsilastirmali  olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklihk gosteren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.108 ve 4.109). Elde edilen PLS-DA modelin glvenilirligi

hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.
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Sekil 4.108 DMKIP besiyerleri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiiltir
slipernatanlarinda salgiladiklari ekstraselliler metabolitlerin ve
DMKIiP’nin icerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait cok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,901 ve Q2: 0,956)
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Sekil 4.109 DMAKIP besiyerleri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiiltir
slipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMKIP’nin icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucuna gére DMKIP besiyeri ile ¢ogaltilmis
MKH’lerin kiltur stipernatanlarinin icerdigi metabolitlerden Phosphoric acid, Ribitol,
2- ketoadipic acid, Benzoic acid, Gluconic acid lactone, Glutamic acid, Ribonic acid-
gamma-lactone, Lactic acid, Serine, Malonamide, Linoleic acid, Cis-4-
hydroxycyclohexanecarboxylic acid, Myo-inositol, Glucose, Sedoheptulose anhydride
monohydrate, S-carboxymethylcysteine, Fucose, Cellotetraose DMKIiP’nin icerdigi
metabolitlere gore daha fazladir. Galactone-gamma-lactone, Talose, Oleic acid, 10-
hydroxydecanoic acid, N-methylglutamic acid, Mannose, Galactose, Palmitic acid,
Lysine, Tyrosine methyl ester, Methionine sulfoxide, Fructose ise DMKIiP’nin icerdigi
ekstraselliiler metabolitleri arasinda, DMKIP besiyeri ile cogaltiimis MKH’lerin kiltiir

sipernatanlarinin icerdigi metabolitlere gore daha fazladir (Sekil 4.110).
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Sekil 4.110 DMKIP besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiiltir
slipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMKIP’nin icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi.

DMKIP besiyeri ile ¢cogaltilmis MKH’lerin kiltiir siipernatanlarinin icerdigi
metabolitler ve DMKIiP’nin igerdigi metabolitlerin karsilastirmali olarak incelenen

yolak analizleri sonuglari Tablo 4.30 ve Sekil 4.111’de sunulmustur.

Tablo 4.30 DMKIP besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler ve
DMKIP’nin icerdigi metabolitlere bagh degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi
Galactose metabolism 27 5| 0.96 0.00
Arginine biosynthesis 14 3| 0.50 0.01
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 32 4| 1.14 0.02
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 48 51 1.70 0.03
Pantothenate and CoA biosynthesis 19 3|0.67 0.03
Ascorbate and aldarate metabolism 8 2 |0.28 0.03
beta-Alanine metabolism 21 3|0.75 0.04
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Sekil 4.111 DMKIP besi yeri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
metabolitler ve DMKIiP’nin icerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

DMFBS ve DMKIiP’nin anlamli diizeyde farklilik (p<0.05) gosterdigi saptanan
ekstrasellller metabolitleri ile gergeklestirilen yolak analizleri sonucunda iki besi yeri
arasinda anlamh farkhlik gosteren yolaklar; galaktoz metabolizmasi, fruktoz ve
mannoz metabolizmasi, amino seker ve nikleotid seker metabolizmasi, beta-alanin
metabolizmasi, glikoliz ve glikoneogenezis, pirlivat metabolizmasi, propanoat,
metabolizmasi, nisasta ve sikroz metabolizmasi, pirimidin metabolizmasi ve
pantotenat ve CoA biyosentezidir (Tablo 4.28, Sekil 4.103). DMFBS ve DMKIiP
besiyerleri ile ¢ogaltiimis MKH’lerin kultlr sipernatanlarinin igerigindeki anlamli
dizeyde farklihk (p<0.05) gosterdigi saptanan ekstrasellliler metabolitleri ile
gerceklestirilen yolak analizlerine gore de; yag asit biyosentezi, beta-alanin
metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, alanin, aspartat glutamat metabolizmasi,
pantotenat ve CoA biyosentezi etkilenmektedir (Tablo 4.29, Sekil 4.107). Besiyeri
iceriklerine gore, DMFBS ve DMKIiP MKH kiltiir siipernatanlarinin metabolitleri
arasinda farkh olarak yag asidi biyosentezi ve alanin, aspartat glutamat

metabolizmasinin etkilendigi gorilmektedir. DMKIP ile ¢ogaltiimis MKH’lerden
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salgilanan ekstraselliiler metabolitler ile DMKiP’nin icerdigi metabolitler arasinda
anlamli diizeyde farklilik (p<0.05) gosterdigi saptananlarla yapilan analizler sonucu,
galaktoz metabolizmasi, arginin biyosentezi, glioksilat ve dikarboksilat
metabolizmasi, aminoacil tRNA biyosentezi, pantotenat ve CoA biyosentezi, askorbat
ve aldarat metabolizmasi ve beta-alanin metabolizmasi anlamh etkilenmistir (Tablo

4.30, Sekil 4.111).

4.9.18. DMFBS ve DMPPP Besiyerlerinin Anlamh Etkiledigi Metabolik
Yolaklar: (DMFBS-DMPPP)

MKH  kdltirinde kullandigimiz  DMFBS ile DMPPP’nin igerdikleri
metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA
analizlerinde farklihk gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.112 ve 4.113). Elde edilen
PLS-DA modelin gilivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.112 DMFBS ve DMPPP’nin icerdikleri metabolitlerin metabolomiks
verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,843
ve Q2:0,985). iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir
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Sekil 4.113 DMFBS ve DMPPP’nin veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucuna gére Phosphoenolpyruvic acid, Alanine,
Beta-alanine, Lyxose, Lyxosylamine, Benzylsuccinic acid, 2-isopropylmalic acid,
Acetylisatin, 2-ketoadipic acid, Giyceraldehyde, Dithiothreitol, 3-hydroxypropanoic
acid, Ribonic acid-gamma-lactone, Glutamic acid, Urethane, Xylitol, 4-methyl-5-
thiazoleethanol, Myo-inositol DMFBS iceriginde DMPPP’na gore daha fazla bulunan
metabolitlerdir. Tagatose, Methyl-beta-d-galactopyranoside, Myristic acid, 78-
dimethylalloxazine, Allose, Glucuronic acid, Sedoheptulose anhydride monohydrate,
Lysine, Ribitol, Fucose, S-carboxymethylcysteine, 6-deoxy-d-glucose ise DMPPP’da
DMFBS’a gore daha fazla bulunmaktadir (Sekil 4.114).
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Sekil 4.114 DMFBS ve DMPPP ekstraselliler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

DMFBS ve DMPPP besiyerlerinin igerdikleri metabolitlerinin karsilagstirmali

olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo 4.31 ve Sekil 4.115’te sunulmustur.

Tablo 4.31 DMFBS ve DMPPP besiyerlerinin istatistiksel olarak anlamli degisen
metabolitlerinin yer aldiklari yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi

!’entose . and glucuronate 53 3 0,66 0,03
interconversions
Riboflavin metabolism 21 2 0,26 0,03
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 2 0,34 0,04
V.allne, .Ieucme and isoleucine 27 2 0,34 0,04
biosynthesis
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Sekil 4.115 DMFBS ve DMPPP’nin anlamli etkiledigi metabolik yolaklar

4.9.19. DMFBS ve DMPPP besiyerleriile gogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan

metabolitler; kiiltiir medyum siipernatanlari: (FBS1-PPP1)

DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile ¢ogaltilmis MKH'lerin  kaltdr
sipernatanlarinin icerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak
incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklilk gésteren metabolitlerin belirlenmesi igin
VIP (variable important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.116 ve
4.117). Elde edilen PLS-DA modelin guvenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme

(Q2) degerleri ile gosterilmistir.
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Sekil 4.116 DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile gogaltilmig MKH’lerin kuiltlr
slipernatanlarinin icerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait
cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,782 ve Q2:0,957).
iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir.
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Sekil 4.117 DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kultlr
sipernatanlarinin icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucuna gére DMFBS ile cogaltilan MKH’lerin
slipernatanlarinda daha fazla bulunan ekstraselliiler metabolitler Acetylisatin, 4-

methyl-5-thiazoleethanol, 12-cyclohexanedione, Allo-inositol, Benzoic acid, 2-
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deoxyuridine, 3-aminopropionitrile, 2-ketoadipic acid, Acetosacetate, 2-piperidone,
4-isopropylbenzoic acid, 56-dimethylbenzimidazole, 3-hydroxypropanoic acid,
Biphenyl, Acetyl-I-serine, beta-alanine, 4-hydroxybenzyl cyanide, , Acetol, Aspartic
acid,6-hydroxy caproic aciddir. 3-methyl-2-oxobutanoic acid, 2-keto-I-gulonic acid,
10-hydroxydecanoic acid, Benzylsuccinic acid, Alanine, Allose, 78-dimethylalloxazine,
6-deoxy-d-glucose ise DMFBS ile cogaltilan MKH’lerin stpernatanlarinda, DMPPP ile

cogaltilan MKH’lerin slipernatanlarina gére daha az bulunmaktadir (Sekil 4.118).

Acetylisatin -
4-methyl-5-thiazoleethanol
12-cyclohexanedione -
Allo-inositol"]

Benzoic acid "]
2-deoxyuridine
3-aminopropionitrile
2-ketoadipic acid -]
Acetoacetate
2-piperidone -
4-isopropylbenzoic acid "
56 -dimethylbenzimidazoleq
3-hydroxypropanoic acid
Biphenyl-

Acetyl-l-serine
Beta-alanine -
4-hydroxybenzyl cyanide -
Acetol™

Aspartic acid A

6-hydroxy caproic acid "]
3-ureidopropionate -
3-methyl-2-oxobutanoic acid -
2-keto-l-gulonic acid
10-hydroxydecanoic acid
2-isopropylmalic acid
Benzylsuccinic acid
Alanine -

Allose 1
78-dimethylalloxazine -

6-deoxy-d-glucose

T T T T T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.5 DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile c¢ogaltiimis MKH’lerin kultlr
sipernatanlarinin icerdigi ekstrasellliler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile c¢ogaltilmis MKHlerin  kiltir
slipernatanlarinin icerdigi metabolitlerin karsilastirmali olarak incelenen yolak

analizleri sonuglari Tablo 4.32 ve Sekil 4.119'da sunulmustur.
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Tablo 4.32 DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
metabolitlere bagh degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi
Fatty acid biosynthesis 49 7 1,32 0,00
beta-Alanine metabolism 28 5 0,76 0,00
Galactose metabolism 41 4 1,11 0,02
AIanlne,. aspartate and glutamate 24 3 0,65 0,03
metabolism
Biotin metabolism 11 2 0,30 0,03
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 3 0,73 0,03
Starch and sucrose metabolism 50 4 1,35 0,04
Fatty acid biosynthesis
. b;eta-Alaniine metali;olism
Of) ==pecdccccscacssasdoscscssnssncdssassssnsssatascssssnssssbossssssssnsehassassssssndessnscsssanssans
Fopal| |15, . S N S | —| W E—— 2

Aianin, asfpartat, : : :
— —--g'iutarstfnetaboli#m ......... . .......... frecmascoess .......

-10g(p)

Biotinmétabonsm; : . : .

m >

Sekil 4.119 DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerden
salgilanan metabolitlere bagh degisen yolaklar
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4.9.20. DMPPP besiyerleri ile ¢gogaltilan P3 MKH’lerin kiiltiir siipernatanlari;

salgiladiklari metabolitlerin, DMPPP ile karsilastirmasi: (DMPPP-
PPP1)

DMPPP besiyeri ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiltlr stpernatanlarinin icerdigi
metabolitler ve DMKIiP’nin icerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri
karsilastirmali  olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde farklihk go&steren
metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir (Sekil 4.120 ve 4.121). Elde edilen PLS-DA modelin glvenilirligi

hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.

10 4

@ PPP.
54
@ DiPPP
4 @
DMPP
5 @ DMP|

-10 4

2]
o
o
3

-5 ; ‘ ; : ‘ i ; ‘ ‘
-40 -0 20 -10 0 10 20 30

Sekil 4.120 DMPPP besiyerleri ile c¢ogaltlan P3 MKH’lerin kultlr
slipernatanlarinda salgiladiklari ekstraselliler metabolitlerin ve
DMPPP’In igerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,901 ve Q2:0,956). iki
grup birbirinden ayri goriiniim vermektedir
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Sekil 4.121 DMPPP besiyerleri ile c¢ogaltlan P3 MKH’lerin kultlr
slipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMPPP’In icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMPPP besiyeri ile ¢ogaltilmis MKH’lerin
kiiltir stiipernatanlarinda, DMKIP’nin icerdigi metabolitlere gére Lyxosylamine, 3-
hydroxpropanoic acid, Benzoic acid, Threonine, Lyxose, Sinapyl alcohol, Threose,
Gluconic acid lactone, Stearic acid, Acetoacetate, Methyl oleate, Cis-4-
hydroxycyclohexanecarboxylic acid, Malonamide, Halostachine, Acetyl-I-serine,
Sorbose, Methyl linolenate, Glutamic acid, Glyceraldehyde, Dihydrocarve ol,
Glucuronic acid, Pimelic acid, Methyl —beta-d-galactopyranoside, Tagatose, Serine,
Glycerol, Palmitic acid, Glucosamine phosphate daha fazla bulunurken, 2-

isopropylmalic acid daha az bulunmaktadir (Sekil 4.122).
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Lyxosylamine -
3-hydroxypropanoic acid -
Benzoic acid -
Threonine -

Lyxose

Sinapyl alcoholq
Threose -

Gluconic acid lactone -
Stearic acid
Acetoacetate -

Methyl oleate -
Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic acid -
Malonamide -
Halostachine
Acetyl-l-serine 9

Sorbose

Methyl linolenate -
12-cyclohexanedione -
Glutamic acid 9
Glyceraldehyde -
Dihydrocarveol=
Glucuronic acid -

Pimelic acid 9
Methyl-beta-d-galactopyranoside -
Tagatose -

Serine

Glycerolr

Palmitic acid -

Glucosamine phosphate -

2-isopropylmalic acid 4

T T

T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.122 DMPPP besiyeri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiltlr

sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMPPP’nin icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi.

DMPPP besiyeri ile cogaltilmis MKH’lerin kiltlr siipernatanlarinin icerdigi
metabolitler ve DMPPP’nin igerdigi metabolitlerin karsilastirmali olarak incelenen

yolak analizleri sonuglari Tablo 4.33 ve Sekil 4.123’te sunulmustur.

Tablo 4.33 DMPPP besiyeri ile ¢cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler ve
DMPPP’In igerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisli metabolit
sayisl
Ascorbate and aldarate metabolism 8 2 0.11 0.00
Butanoate metabolism 15 2 0.20 0.02
Pantothenate and CoA biosynthesis 19 2 0.26 0.03
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Pathway Impact

Sekil 4.123 DMPPP besi yeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
metabolitler ve DMPPP’In icerdigi metabolitlere bagh degisen yolaklar

DMFBS ve DMPPP’nin anlamli diizeyde farkhhk (p<0.05) gosterdigi saptanan
ekstrasellller metabolitleri ile gergeklestirilen yolak analizleri sonucunda iki besi yeri
arasinda anlamli farklilik gosteren yolaklar; pentoz ve glukuronat doéntsimleri,
riboflavin metabolizmasi, pantotenat ve CoA biyosentezi, valin, |0sin, izolGsin
biyosentezidir (Tablo 4.31, Sekil 4.115). DMFBS ve DMPPP besiyerleri ile ¢cogaltilmis
MKH’lerin kaltlir stGpernatanlarinin igerigindeki anlamli diizeyde farklihk (p<0.05)
gosterdigi saptanan ekstraselliiler metabolitleri ile gergeklestirilen yolak analizlerine
gore de; yag asit biyosentezi, beta-alanin metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi,
alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, biyotin metabolizmasi, pantotenat ve CoA
biyosentezi ve nisasta ve slikroz metabolizmasinin etkilendigi goriilmektedir (Tablo
4.32, Sekil 4.119). DMPPP ile c¢ogaltilmis MKH’lerden salgilanan ekstrasellller
metabolitler ile DMPPP’nin icerdigi metabolitler arasinda anlaml diizeyde farklilik
(p<0.05) gosterdigi saptananlarla yapilan analizler sonucu, askorbat ve aldarat
metabolizmasi, butanoat metabolizmasi, pantotenat ve CoA biyosentezi anlamli

etkilenmistir (Tablo 4.33, Sekil 4.123).
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4.9.21. DMFBS ve DMFBSLPS besiyerlerinin anlamh etkiledigi metabolik
yolaklar: (DMFBS-DMFBSLPS)

MKH kdlttrinde kullandigimiz DMFBS’un inflamatuvar uyarim etkisinde
degisen metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir.
PLS-DA analizlerinde farkhlik gbsteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.124 ve 4.125). Elde edilen
PLS-DA modelin gilivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.124 DMFBS ve DMFBSLPS'in icerdikleri metabolitlerin metabolomiks
verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,938
ve Q2:0,952). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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VIP
-

Glyceric acid

Gluconic acid

Mannitol

Malonamide

Sorbose

2-deoxyuridine

Acetylisatin
3-methyl-2-oxobutanoic acid
Stearic acid

2-ketoadipic acid
Allo-inositol

Beta-alanine

Oleic acid

Glucosamine phosphate
Alanine

2-isopropylmalic acid
Linoleic acid
3-hydroxypropanoic acid
Phosphoenolpyruvic acid
Threitol

Biphenyl
10-hydroxydecanoic acid
Fucose

Threose

Pantothenic acid
Methyl-beta-d-galactopyranoside
Palmitic acid
Benzylsuccinic acid

Ribonic acid-gamma-lactone

Sedoheptulose anhydride monohydrate

Sekil 4.125 DMFBS ve DMFBSLPS’in veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu MKH kultiriinde kullandigimiz DMFBS’un
ekstraselliler metabolitleri arasinda Linoleic acid, Glyseric acid, 2-deoxyuridine,
Stearic acid, Malonamide, Glucosemine phosphate, Acetylisatin, 3-methyl-2-
oxobutanoic acid, Oleic acid, Sorbose, Threitol, 2-ketoadipic acid, Beta-alanine,
Threose, Phosphoenolpyruvic acid, Palmitic acid, 2-isopropylmalic acid, Fucose,
Benzylsuccinic acid, Alanine DMFBSLPS'ye gore daha fazla, Methyl-beta-d-
galactopyranoside, 10- hydroxydecanoic acid, Sedoheptulose anhydride
monohydrate, Biphenyl, 3-hydroxypropanoic acid, Mannitol, Gluconic acid,
Pantothenic acid, Ribonic acid-gamma-lactone, Allo-inositol ise daha az bulunmustur

(Sekil 4.126).
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Linoleic acid

Glyceric acid
2-deoxyuridine

Stearic acid

Malonamide 9

Glucosamine phosphate
Acetylisatin
3-methyl-2-oxobutanoic acid -
Oleic acid ™

Sorbose

Threitolq

2-ketoadipic acid
Beta-alanine

Threose
Phosphoenolpyruvic acid
Palmitic acid
2-isopropylmalic acid
Fucose

Benzylsuccinic acid -
Alanine -
Methyl-beta-d-galactopyranoside -
10-hydroxydecanoic acid
Sedoheptulose anhydride monohydrate

Biphenyl-

3-hydroxypropanoic acid
Mannitol

Gluconic acid

Pantothenic acid

Ribonic acid-gamma-lactone

Allo-inositol

-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.126 DMFBS ve DMFBSLPS ekstraselliler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

Elde ettigimiz sonuglarda DMFBS ve DMFBSLPS arasinda istatistiksel anlaml
degisen/farkli olan metabolit bulunmadigindan, anlamli etkilenen yolak da

bulunmamaktadir.

4.9.22. inflamatuvar uyarim varliginda FBS eklentisi ile g¢ogaltilan P3
MKH’lerin kiiltlir silipernatanlarinda salgilanan metabolitlerin;

DMFBSLPS ile karsilastirmasi: (DMFBSLPS-FBSLPS1)

inflamatuvar uyarim varliginda DMFBSLPS ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiiltiir
sipernatanlarinin icerdigi metabolitler ve DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlerin
metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde
farkhlik gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project)
grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.127 ve 4.128). Elde edilen PLS-DA modelin

glivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.
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Sekil 4.127 DMFBSLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiltlr
slipernatanlarinda salgiladiklari ekstraselliler metabolitlerin ve
DMEFBS’un icerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,809 ve Q2:0,906). iki
grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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Sekil 4.128 DMFBS besiyeri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerin kultlr
sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstrasellliler metabolitlere ve
DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu inflamatuvar uyarim varliginda DMFBSLPS
ile cogaltilmis MKH’lerin  kiltir sUpernatanlarinda, DMFBSLPS’in icerdigi

metabolitlere gbére Glucoheptonic acid, Myo-inositol, Allo-inositol, Lactamide,



249

Squalene, Palmitic acid, N-cyclohexylformamide, N-acetyl-I-glutamic acid,
Nicotinamide, 2- piperidone, 4-hydroxybenzyl cyanide, N-ethylglycine, Halostachine,
Galactono-gamma-lactone, Methyl stearate, 56-dimethylbenzimidazole, Galactinol,
Isomaltose, Oleic acid, Pantothenic acid, Phenylacetaldehyde, Caprylic acid,
Menthone, N-acetyl-l-aspartic acid, Malonic acid, Sinapyl alcohol, Thereose,

Threonine, Talose daha az bulunmaktadir (Sekil 4.129).

Glucoheptonic acid =
Myo-inositol
Allo-inositol9]

Lactamide

Lysine -

Squalene -

Palmitic acid -
N-cyclohexylformamide -
N-acetyl-l-glutamic acid -
Nicotinamide -
2-piperidone -
4-hydroxybenzyl cyanide -
N-ethylglycine -
Halostachine -
Galactono-gamma-lactone =
Methyl stearate -

56 - dimethylbenzimidazole -
Galactinol-

Isom altose -

Oleic acid

Pantothenic acid -
Phenylacetaldehyde -
Caprylic acid 9
Menthone 9
N-acetyl-l-aspartic acid -
Malonic acid -

Sinapyl alcohol-
Threose 9

Threonine 9

Talose

-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.129 DMFBSLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kultlr
sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi

inflamatuvar uyarim varliginda DMFBSLPS ile cogaltilmis MKH’lerin kiltir
sipernatanlarinin icerdigi metabolitler ve DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlerin
karsilastirmali olarak incelenen yolak analizleri sonuglari Tablo 4.34 ve Sekil 4.130’da

sunulmustur.
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Tablo 4.34 DMFBSLPS besiyeri ile gogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler
ve DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi

Pentose and glucuronate 18 2 0.17 0.01
interconversions
Starch and sucrose metabolism 18 2 0.17 0.01
Neomycin, kanamycin and gentamicin 2 1 0.02 0.02
biosynthesis
Galactose metabolism 27 2 0.26 0.03

45

Neor y;cin, kanémycin aind

Pentose and glucuronate

interconversions @

gerftandicin biosynthesis

Stairch andésucrose

"’Gafactosemetabollsm

-log(p)

2.0
|

.........................

0.0 01 0.2 0.3

Pathway Impact

Sekil 4.130 DMFBSLPS besiyeri ile ¢ogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
metabolitler ve DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlere bagli degisen

yolaklar

MKH kdilttrinde kullandigimiz DMFBS'un inflamatuvar uyarim etkisinde

degisen metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelendiginde,

DMFBS ve DMFBSLPS arasinda istatistiksel anlamli degisen/farkli olan metabolit

bulunmadigindan, anlamli etkilenen yolak da bulunmadigi goriilmistiir. inflamatuvar

uyarim varliginda DMFBSLPS ile c¢ogaltilmis MKH’lerin kiltir stpernatanlarinin

icerdigi metabolitler ve DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri
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karsilastirmali olarak incelendiginde ise, pentoz ve glukuronat dénistimleri, nisasta
ve slikroz metabolizmasi, neomisin, kanamisin ve gentamisin biyosentezi ve galaktoz

metabolizmasi anlamli etkilenmistir (Tablo 4.34, Sekil 4.130).

4.9.23. DMPL ve DMPLLPS besiyerlerinin anlamh etkiledigi metabolik
yolaklar: (DMPL-DMPLLPS)

MKH kiltturinde kullandigimiz DMPL in inflamatuvar uyarim etkisinde degisen
metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA
analizlerinde farklihk gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.131 ve 4.132). Elde edilen
PLS-DA modelin glivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.

3 @ DMPL
24
\%wup:

BN
@ DMPL
21 MPL @ DMpL

t[2]
=}

-10 -—
-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
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Sekil 4.131 DMPL ve DMPLLPS'in igerdikleri metabolitlerin metabolomiks
verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,883
ve Q2:0,562). iki grup birbirinden ayri gériinim vermektedir
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Sekil 4.132 DMPL ve DMPLLPS’in veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu inflamatuvar uyarim varhginda DMPL
ekstraselliler metabolitleri arasinda, DMPLLPS’in icerdigi metabolitlere gore
Fructose, Tyrosine methyl ester, Dehydroascorbic acid, Mannose, Methionine
sulfoxide, Shikimic acid, Allo-inositol, isomaltose, 3-hydroxypropanoic acid, Sorbose,
10- hydroxydecanoic acid, Sedoheptulose anhydride monohydrate, 12-
cyclohexanedione, 2-keto-l-gulonic acid, Dithiothreitol, Glutamic acid, 2-
isopropylmalic acid, Cellotetraose, Gluconic acid, Mannitol, Beta-alanine, Threitol,
Acetyl-I-serine, Malonamide, N-methylglutamic acid, Galactono-gamma-lactone,

Squalene, Pantothenic acid, Threonine, Alanine daha az bulunmustur (Sekil 4.133).



Fructose

Tyrosine methyl ester=]
Dehydroascorbic acid -
Mannose -

Methionine sulfoxide
Shikimic acid -
Allo-inositol-]

Isom altose -
3-hydroxypropanoic acid -
Sorbose
10-hydroxydecanoic acid -
Sedoheptulose anhydride monohydrate -
12-cyclohexanedione -
2-keto-l-gulonic acid -
Dithiothreitol-]

Glutamic acid -
2-isopropylmalic acid -]
Cellotetraose

Gluconic acid

Mannitol-

Beta- alanine -

Threitolq

Acetyl-l-serine
Malonamide
N-methylglutamic acid
Galactono-gamma-lactone
Squalene

Pantothenic acid
Threonine

Alanine

-0.04 -0.02 0

0.02 0.04

Coefficient
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Sekil 4.133 DMPL ve DMPLLPS ekstraselltler metabolitlerine ait VIP grafigi,

regresyon analizi.

DMPL ve DMPLLPS besiyerlerinin igerdigi metabolitler ttest analizi ile

incelendiginde, sadece iki metabolitin (Lactamide; ttest p: 0,01, Palmitoleic acid; ttest

p: 0,02) istatistiksel anlamh farkli oldugu ve bu metabolitlerin sadece yag asit

biyosentezini anlamli etkiledigi bulunmustur (Tablo 4.35).

Tablo 4.35 DMPL ve DMPLLPS besiyerlerinin anlamli etkiledigi metabolik yolak; yag

asit biyosentezi

Toplam Anlamh Beklenti | p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi
Fatty acid biosynthesis 49 1 0.02 0.02
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4.9.24.inflamatuvar Uyarim Varhiginda PL Eklentisi lle Cogaltilan P3
MKH’lerin Kiltir Sipernatanlarinda Salgilanan Metabolitlerin;

DMPLLPS lle Karsilagtirmasi: (DMPLLPS-PLLPS1)

inflamatuvar uyarim varliginda DMPLLPS ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiiltiir
slipernatanlarinin icerdigi metabolitler ve DMPLLPS’in icerdigi metabolitlerin
metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde
farkhlik gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project)
grafiklerinden yararlanilmistir (Sekil 4.134 ve 4.135). Elde edilen PLS-DA modelin

glvenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.

20
15

10

51 @ DMPLLPS PL

5
MpLLPS @ NVIPLLPS
10

-15

1 GNLPS-1

O PLLPS-

2]
o

-20 4

-25

i ; i ! g r . -
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1]

Sekil 4.134 DMPLLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kultlr
slpernatanlarinda salgiladiklari ekstraselliler metabolitlerin ve
DMPLLPS’in igerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,959 ve Q2:0,853). iki
grup birbirinden ayri goriiniim vermektedir.
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Sekil 4.135 DMPLLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kaltlr
slipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMPLLPS’in igerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu inflamatuvar uyarim varliginda DMPLLPS
ile cogaltilmis MKH’lerin killtur sipernatanlarinin icerdigi metabolitler arasindan 10-
hydroxydecanoicacid, 2-isopropylmalic acid, Sedoheptulose, Phosphoenolpyruvic
acid, 2-keto-l-gulonic acid, Sorbitol, Glucuonic acid, Palmitoleic acid DMPLLPS'in
icerdigi metabolitlere gore daha az, Sorbose, Tagatose, Methionine sulfoxide,
Shikimic acid, Galactose, Glucosamine phosphate, Dehydroascorbic, Methyl-beta-
dgalactopyranoside, Mono (2-ethylhexyl) phthalate, Tyrosine methyl ester,
Lyxosylamine, Lactamide, Lysine, Gluconic acid, 6-deoxy-d-glucose, Acetylisatin,
Benzylsuccinic acid, hreonine, Mannitol, Fructose, Acetol ise daha fazla miktarda

bulunmustur (Sekil 4.136).



Sedoheptulose anhydride monohydrate -

Sekil

10-hydroxydecanoic acid -

2-isopropylmalic acid

Phosphoenolpyruvic acid -
2-keto-l-gulonic acid -
Sorbitol-]

Glucuronic acid -
Palmitoleic acid

Sorbose

Tagatose -

Methionine sulfoxide 9
Shikimic acid

Galactose

Glucosamine phosphate -
Dehydroascorbic acid
Methyl-beta-d-galactopyranoside -
Mono(2-ethylhexyl)phthalate
Tyrosine methyl ester-]
Lyxosylamine -

Lyxose

Lactamide

Lysine 9

Gluconic acid "

6-deoxy-d-glucose -

Acetylisatin -
Benzylsuccinic acid
Threonine

Mannitol

Fructose

Acetol

4.136 DMPLLPS besiyeri
salgiladiklari

slipernatanlarinda

T T
-0.04 -0.02 [

Coefficient
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0.02 0.04

ile cogaltilan
ekstraselltler
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P3 MKH’lerin kualtar
metabolitlere ve

DMPLLPS’in igerdigi metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi.

DMPLLPS besiyeri ile g¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiltir sUpernatanlarinda

salgiladiklar ekstraselliler metabolitler ve DMPLLPS’in icerdigi metabolitler ttest

analizi ile incelendiginde, birka¢ metabolitin (2-isopropilmalic acid; ttest p: 0.00,

Acetylisatin; ttest p: 0.01, Benzylsuccinic acid; ttest p: 0.01, Lysine; ttest p: 0.01,

Acetol; ttest p: 0.02, Mannitol; ttest p: 0.02, Methyl-beta-d-galactopyranoside; ttest

p: 0.03, Tyrosine methyl ester; ttest:0.03) istatistiksel anlamli farkh oldugu ve bu

metabolitlerin sadece biyotin metabolizmasini anlaml etkiledigi bulunmustur (Tablo

4.36, Sekil 4.137)

Tablo 4.36 DMPLLPS besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler ve
DMPLLPS’in icerdigi metabolitlere bagli degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi
Biotin metabolism 10 1 0.03 0.03
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Sekil 4.137 DMPLLPS besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
metabolitler ve DMPLLPS’in icerdigi metabolitlere bagl anlaml
degisen tek yolak; biyotin metabolizmasi.

MKH kiltarinde kullandigimiz DMPL’In inflamatuvar uyarim etkisinde
degisen metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelendiginde,
DMPL ve DMPLLPS arasinda anlaml dizeyde farkhlk (p<0.05) gosterdigi saptanan
ekstrasellller metabolitleri ile gergeklestirilen yolak analizleri sonucunda iki besi yeri
arasinda anlamh farkhlik gosteren tek yolagin; yag asit biyosentezi oldugu
bulunmustur (Tablo 4.35). DMPLLPS ile c¢ogaltilan MKH’lerden salgilanan
sipernatanlarin ekstraselliler metabolitleri ile DMPLLPS’in igerdigi metabolitler
arasinda anlamli diizeyde farkhlik (p<0.05) gosterdigi saptananlarla yapilan analizler
sonucu, sadece biyotin metabolizmasinin anlamli etkilendigi gorilmustir (Tablo 4.36,

Sekil 4.137).
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4.9.25. DMKIP ve DMKIPLPS besiyerlerinin anlamh etkiledigi metabolik
yolaklar: (DMKiP-DMKIPLPS)

MKH kiltirinde kullandigimiz DMKiP’nin inflamatuvar uyarim etkisinde
degisen metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir.
PLS-DA analizlerinde farkhlik gbsteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.138 ve 4.139). Elde edilen
PLS-DA modelin glivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.

10 4
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R2X[1] = 0.755 R2X[2] = 0.0855 E1lipse: Hotelling's T2 (95%)

Sekil 4.138 DMKIiP ve DMKIPLPS’in icerdikleri metabolitlerin metabolomiks
verilerine ait ¢cok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,84 ve
Q2:0,957). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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VIP

Ribitol
Serine
Pimelic acid

Isom altose
Threitol

Fucose
Glucose
3-methyl-2-oxobutanoic acid

Gluconic acid
Mannitol

6-deoxy-d-glucose

4-isopropylbenzoic acid
Urethane

Purine riboside
Capric acid
Malonamide
Acetyl-l-serine

Glycolic acid
Nicotinamide
3-aminopropionitrile

Glucosamine phosphate
S-carboxymethylcysteine
56 -dimethylbenzimidazole
6-hydroxy caproic acid
Glutamic acid
Glucosaminic acid
4-methyl-5-thiazoleethanol
12-cyclohexanedione

Sedoheptulose anhydride monohydrate

Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic acid

Sekil 4.139 DMKIP ve DMKIPLPS’in veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP  grafigi regresyon analizi  sonucu DMKIP’nin  ekstraselliiler
metabolitlerinden isomaltose, Glucosamine phosphate, Ribitol, Fucose, S-carboxy
methylcysteine, 4-isopropylbenzoic acid, 3-aminopropionitrile, 56-dimethyl
benzimidazole, Glucose, 6-deoxy-d-glucose, 6-hydroxy caproic acid, Caproic acid,
Glutamic acid, Sedoheptulose anhydride monohydrate, Glucosaminic acid, Urethane,
Purine  riboside,  3-methyl-2-oxobutanoic  acid, Glycolic acid, Cis-4-
hydroxycyclohexanecarboxylic acid, Threitol, 12-cyclohexanedione, 4-methyl-5-
thiazoleethanol, Serine, Nicotinamide, Acetylisatin, Pimelic acid, Malonamide
DMKIPLPS’nin metabolitlerine gére daha fazla iken, Mannitol, Gluconic acid ise daha

az bulunmustur (Sekil 4.140).
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Isom altose

Glucosamine phosphate 4
Ribitol+]

Fucose
S-carboxymethylcysteine
4-isopropylbenzoic acid -
3-aminopropionitrile -

56 - dimethylbenzimidazole -
Glucose

6-deoxy-d-glucose -
6-hydroxy caproic acid -
Capric acid 9

Glutamic acid
Sedoheptulose anhydride monohydrate -
Glucosaminic acid -
Urethane -

Purine riboside 9
3-methyl-2-oxobutanoic acid "
Glycolic acid
Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic acid 9
Threitol+
12-cyclohexanedione -
4-methyl-5-thiazoleethanol
Serine

Nicotinamide 9
Acetyl-l-serine -

Pimelic acid

Malonamide

Mannitol-]

Gluconic acid "

T T T T T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient
Sekil 4.140 DMKIiP ve DMKIPLPS ekstraselliiler metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

DMKIiP ve DMAKIPLPS besiyerlerinin icerdigi metabolitler ttest analizi ile
incelendiginde, istatistiksel anlamli etkilenen yolaklar asagida verilmistir (Tablo 4.37,

Sekil 4.141)

Tablo 4.37 DMKIiP ve DMKIPLPS besiyerlerinin anlamli etkiledigi metabolik yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi

Galactose metabolism 27 5 1.03 0.00
Arginine biosynthesis 14 3 0.53 0.01
Alanine, aspartate and glutamate 28 4 1.07 0.02
metabolism
Glyoxylate and dicarboxylate 32 4 1.22 0.03
metabolism
Pantothenate and CoA biosynthesis 19 3 0.72 0.03
beta-Alanine metabolism 21 3 0.80 0.04
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 36 4 1.37 0.04
Galactose metabolism 27 5 1.03 0.00
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Sekil 4.141 DMKIP ve DMKIPLPS besiyerlerinin anlamli etkiledigi metabolik
yolaklar

4.9.26. inflamatuvar Uyarim Varhginda KiP Eklentisi lle Cogaltilan P3
MKH’lerin Kiltir Sipernatanlarinda Salgilanan Metabolitlerin;

DMKIPLPS lle Karsilastirmasi: (DMKIPLPS-KiPLPS1)

inflamatuvar uyarim varliginda DMKIPLPS ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiiltiir
siipernatanlarinin icerdigi metabolitler ve DMKIPLPS’in icerdigi metabolitlerin
metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde
farkhlik gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project)
grafiklerinden yararlanilmistir (Sekil 4.142 ve 4.143). Elde edilen PLS-DA modelin

glvenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.



262

20 4

© DMR¥LPS
10

KIPLPS~1/}§LPS»1
KIPIPE 1

KIP|

t[2]
o

& DMKIPLPN® @ bmKIPLPS

-20

-30 i ; . ; ¥ : ¥ ; ; : ; : ; ; ; ; ; — -
25 20 15 -10 5 0 5 10 15 20

Sekil 4.142 DMKIPLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiltir
slipernatanlarinda salgiladiklari ekstraselliler metabolitlerin ve
DMKIPLPS’in icerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,863 ve Q2:0,96). iki
grup birbirinden ayri goriiniim vermektedir.
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Sekil 4.143 DMKIPLPS besiyeri ile c¢ogaltlan P3 MKH’lerin kiiltiir
sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMKIPLPS'in icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi
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VIP grafigi regresyon analizi sonucu inflamatuvar uyarim varliginda DMKiPLPS
ile cogaltilmis MKH’lerin kiltlr stipernatanlarinin icerdigi metabolitlerden Galactose,
Mannose, Methl palmitoleate, Glucuronic acid, Allo-inositol, Tagatose, Fructose,
Sorbose, Shikimic acid, Mono(2-ethylhexyl)phthalate,10-hydroxydecanoic acid,
Tyrosine methyl ester, Methionine sulfoxide, N-acetyl-lI-aspartic acid, Pantothenic
acid, Threitol,Glucose, Galactono-gamma-lactone, 56-dimethylbenzimidazole,
Acetylisatin, Benzylsuccinic acid, 6-deoxy-d-glucose, N-ethylgglycine, Myristic acid, N-
methylglumatic acid, Halostachine, Glucosaminic acid, Pimelic acid, Menthone ve

Urehane DMKIPLPS’in icerdigi metabolitlere daha fazla bulunmustur (Sekil 4.144).

Galactose

Mannose

Methyl palmitoleate
Glucuronic acid A
Allo-inositol -]

Tagatose -

Fructose -

Sorbose -

Shikimic acid A
Mono(2-ethylhexyl)phthalate
10-hydroxydecanoic acid -
Tyrosine methyl ester™
Methionine sulfoxide
N-acetyl-l-aspartic acid
Pantothenic acid
Threitolq

Glucose -
Galactono-gamma-lactone -
56 -dimethylbenzimidazole -
Acetylisatin -
Benzylsuccinic acid
6-deoxy-d-glucose -
N-ethylglycine -

Myristic acid A
N-methylglutamic acid
Halostachine
Glucosaminic acid -
Pimelic acid

Menthone -

Urethane

T T T T T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.144 DMKIPLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiiltiir
sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMKIPLPS'in icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi.

DMKIPLPS besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerin kiiltir stipernatanlarinda

salgiladiklar ekstraselliiler metabolitler ve DMKIPLPS’in icerdigi metabolitler ttest
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analizi ile incelendiginde, anlamli degisen yolaklar tabloda verilmistir (Tablo 4.38,

Sekil 4.145)

Tablo 4.38 DMKIPLPS besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan metabolitler ve
DMKIPLPS’in icerdigi metabolitlere bagh degisen yolaklar

Toplam Anlamh Beklenti p degeri
metabolit bulanan
sayisi metabolit
sayisi
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 36 0.33 3 0.00
Fatty acid biosynthesis 47 0.42 3 0.01

Biosynthesis of unsaturated fatty acids
. ; ; ; ; ; ;

Fotty gaid iosynthesis -

-log(p)

' ' i ' i i i
0.00 0.02 0.04 0.08 0.08 0.10 0.12 0.14

Pathway Impact

Sekil 4.145 DMKIPLPS besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerden salgilanan
metabolitler ve DMKIPLPS’in icerdigi metabolitlere bagli degisen
yolaklar

MKH kiltirinde kullandigimiz DMKiP’nin inflamatuvar uyarim etkisinde
degisen metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelendiginde,
DMKIP ve DMKIPLPS arasinda anlamli diizeyde farklilik (p<0.05) gésterdigi saptanan
ekstrasellliler metabolitleri ile gergeklestirilen yolak analizleri sonucunda iki besi yeri
arasinda anlamh farkhlik gosteren vyolaklar; galaktoz metabolizmasi, arginin
biyosentezi, alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, glioksilat ve dikarboksilat

metabolizmasi, pantotenat ve CoA biyosentezi, beta-alanin metabolizmasi, ansature
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yag asitleri biyosentezi, galaktoz metabolizmasidir (Tablo 4.37, Sekil 4.141).
DMKIPLPS ile c¢ogaltilan MKH’lerden salgilanan siipernatanlarin ekstraselliler
metabolitleri ile DMKIPLPS'in icerdigi metabolitler arasinda anlamli diizeyde farklilik
(p<0.05) gosterdigi saptananlarla yapilan analizler sonucu, ansature yag asitleri
biyosentezi ile yag asit biyosentezinin anlamli farkh oldugu gorilmustir (Tablo 4.38,

Sekil 4.145).

4.9.27. DMPPP ve DMPPPLPS Besiyerlerinin Anlamh Etkiledigi Metabolik
Yolaklar: (DMPPP-DMPPPLPS)

MKH kaltarinde kullandigimiz DMPPP’nin inflamatuvar uyarim etkisinde
degisen metabolitlerinin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir.
PLS-DA analizlerinde farkhlik gbsteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.146 ve 4.147). Elde edilen
PLS-DA modelin glivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.146 DMPPP ve DMPPPLPS'’in igerdikleri metabolitlerin metabolomiks
verilerine ait ¢ok degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,972
ve Q2:0,592). iki grup birbirinden ayri gériiniim vermektedir.
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VIP

Ribitol
Serine

Gluconic acid
Fucose

Threitol
Glutamic acid

4-isopropylbenzoic acid

S-carboxymethylcysteine
Glucose

Mannitol
Urethane

Isom altose
Malonamide

6-hydroxy caproic acid
Capric acid

Pimelic acid
3-methyl-2-oxobutanoic acid

Nicotinamide
Glycolic acid

Purine riboside
Acetyl-l-serine

Glucosamine phosphate
6-deoxy-d-glucose
Glucosaminic acid

56 -dimethylbenzimidazole
4-methyl-5-thiazoleethanol
3-aminopropionitrile
12-cyclohexanedione

Sedoheptulose anhydride monohydrate

Cis-4-hydroxycyclohexanecarboxylic acid

Sekil 4.147 DMPPP ve DMPPPLPS’in veri analizinde farklilasmaya neden olan
metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu DMPPP ekstraselliler metabolitlerinden
Glucosemine phosphate, Sedoheptulose anhydride monohydrate, Ribitol, 6-deoxy-d-
glucose, Threitol, S-carboxymethylcysteine, Fucose, 56-dimethylbenzimidazole,
Capric acid, Glucose DMPPPLPS’in metabolitlerine gore daha fazla bulunurken,
Serine, 12-cyclohexanedione, 3-methyl-2-oxobutanoic acid, Acetyl-l-serine, Glycolic
acid, Malonamide, Isomaltose, Nicotinamide, Pimelic  acid, Cis-4-
hydroxycyclohexanecarboxylic acid, 6-hydroxy caproic acid, Urethane, 3-
aminopropionitrile, 4-isopropylbenzoic acid, 4-methyl-5-thiazoleethanol, Glutamic
acid, Glucosaminic acid, Purine riboside, Mannitol, Gluconic acid daha az

bulunmustur (Sekil 4.148).
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Glucosamine phosphate -
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Ribitolq
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Glutamic acid A
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Sekil 4.148 DMPPP ve DMPPPLPS ekstrasellller metabolitlerine ait VIP grafigi,
regresyon analizi.

Elde ettigimiz sonuglarda DMPPP ve DMPPPLPS arasinda istatistiksel anlaml
degisen/farkli olan metabolit bulunmadigindan, anlamli etkilenen yolak da

bulunmamaktadir.

4.9.28. inflamatuvar Uyarim Varliginda PPP Eklentisi lle Cogaltilan P3
MKH’lerin Kiltir Sipernatanlarinda Salgilanan Metabolitlerin;

DMPPPLPS lle Karsilastirmasi: (DMPPPLPS-PPPLPS1)

inflamatuvar uyarim varliginda DMPPPLPS ile ¢ogaltiimis MKH’lerin kiltir
sipernatanlarinin icerdigi metabolitler ve DMPPPLPS’in igerdigi metabolitlerin
metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelenmistir. PLS-DA analizlerinde
farklihk gosteren metabolitlerin belirlenmesi icin VIP (variable important in project)
grafiklerinden yararlaniimistir (Sekil 4.149 ve 4.150). Elde edilen PLS-DA modelin

glivenilirligi hesaplanan (R2) ve tahmin edebilme (Q2) degerleri ile gosterilmistir.
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Sekil 4.149 DMPPPLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kiltlr
slipernatanlarinda salgiladiklari ekstraselliler metabolitlerin ve
DMPPPLPS’in icerdigi metabolitlerin metabolomiks verilerine ait ¢ok
degiskenli veri analizi, PLS-DA skor grafigi (R2: 0,948 ve Q2:0,585). iki
grup birbirinden ayri goriiniim vermektedir.
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Sekil 4.150 DMPPPLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKHlerin kuiltlr
sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMPPPLPS’in icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi

VIP grafigi regresyon analizi sonucu inflamatuvar uyarim varliginda DMPPPLPS
ile  cogaltlmis MKH'lerin  kdltir  slipernatanlarinda  DMPPPLPS’'in  icerdigi
metabolitlere gore Lysine, Palmitoleic acid, N-methylglutamic, acid, Glucoheptonic

acid, Galactose, Shikimic acid, Gluconic acid lactone, 2-isopropylmalic acid,
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Lyxosylamine, 3-hydroxpropanoic acid,Sorbose, 78-dimethylalloxazine, Phosphoric
acid,Tyrosine methyl ester, Heptadecanoic acid daha az, Acetylisatin, Lactic acid,
Dithiothreitol, Cholesterol, Methyl-beta-d-galactopyranoside, Sinapyl alcohal,
Glucuronic acid, Tagatose,Squalene, Oleic acid, Menthone, Stearic acid ve Myristic

acid ise daha fazla bulunmustur (Sekil 4.151).

Lysine 9

Palmitoleic acid -
N-methylglutamic acid -
Glucoheptonic acid A
Galactose 1

Shikimic acid
Gluconic acid lactone -
2-isopropylmalic acid 9
Lyxose -
Lyxosylamine -
3-hydroxypropanoic acid 9
Sorbose T
78-dimethylalloxazine 9
Phosphoric acid -
Tyrosine methyl ester™
Heptadecanoic acid A
Acetylisatin -

Lactic acid 1
Dithiothreitol™

Cholesterol

Methyl-beta-d-galactopyranoside -
Sinapyl alcohol

Glucuronic acid

Tagatose

Squalene

Oleic acid

Menthone

Sorbitol

Stearic acid

Myristic acid

T T T T T
-0.04 -0.02 0 0.02 0.04

Coefficient

Sekil 4.151 DMPPPLPS besiyeri ile c¢ogaltilan P3 MKH’lerin kultlr
sipernatanlarinda salgiladiklari  ekstraselliler metabolitlere ve
DMPPPLPS’in icerdigi metabolitlere ait VIP grafigi, regresyon analizi.

DMPPPLPS besiyeri ile cogaltilan P3 MKH’lerin kiltlr stpernatanlarinda
salgiladiklar ekstraselliler metabolitler ve DMPPPLPS’in icerdigi metabolitler ttest

analizi ile incelendiginde, anlamli degisim gosteren az sayidaki (Oleic acid; ttest p:
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0,03, Gluconic acid lactone; ttest p: 0,04, Lyxose; ttest p: 0,04, Lyxosylamine; ttest p:
0,04, Shikimic acid; ttest p: 0,04) metabolitlerin, anlamh etkiledigi yolak

bulunmamaktadir.
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5. TARTISMA

Rejeneratif tibbin 6nemli hiicresel elemanlarindan olan MKH’lerin klinik
amach kullanimiicin laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmalari gerekmekte (1), bunun icin
de kiltlr ortamina amino asit, vitamin, glikoz, inorganik tuzlar gibi temel maddeler
yaninda, blyume faktorlerinin eklenmesi gerekmektedir. Hiicre kiltlrlerinde
blylme faktorleri kaynagi olarak en sik kullanilan eklenti FBS’dir (2). Mezenkimal kok
hicrelerin etkin g¢ogaltilmasi icin de 6zel secilmis FBS lotlari kullaniminin énemi
vurgulanmaktadir. Serum icermeyen ortamda hicre gelistirmek amaciyla hiicre
tipine uygun olarak farkli bliyiime faktori-solubl faktor kombinasyonlari kullanilsa da
optimal protokollerin gelistiriimesinde zorluk yasanmaktadir (144). Bu nedenle hem
arastirma hem de klinik amagh kullanimda halen en ¢ok kullanilan eklentiler
serum/plazma kaynakh Grinlerdir. Klinik amach kullanilacak hiicrelerin gelistirilmesi
icin hayvansal Urin icermeyen serum eklentileri veya benzerlerini iceren kiltur
besiyerleri kullanimina yonelik ilgi her gegcen gin artmaktadir. Calismamizda MKH
Uretim ortaminda serum/plazma kaynagi olarak insan kaynakli serum faktorlerinden
PL “in etkileri FBS ile karsilastirmali arastirilmis, ayrica plateletlerden kaynaklanan etki
hakkkinda fikir edinmek icin PPP, diger taraftan kemik iligi ortaminin etkisini
degerlendirmek amaciyla da KiP kullanilmistir. Diger taraftan, MKH’lerin klinikte en
stk kullanildigi durum olan inflamatuvar hastalik/bozukluklarda MKH Gretiminde
kullanilacak serum/plazma eklentilerinin hicrelerin biyolojik ve metabolik
ozelliklerine etkisini arastirmak Gzere, MKH’ler LPS varliginda inflamatuvar ortama
maruz birakilmis ve farkh eklentilerin etkisi arastirilmistir. Mezenkimal kok hicre
Uretiminde etkinliginin artirilmasi icin son yillarda kisiye 6zel tretimin ve rejeneratif
veya imminmodulasyon amagli kullanilacak hicrelerin kullanim 6ncesi 6zel kultlr
kosullarinda uyarilmasinin 6nemi gosterilmistir. Bu konuda en fazla deneyim
MKH’lerin IFN-y ile kosullandirildiktan sonra verilmesidir. Boylelikle, in-vitro
inflamatuvar ortama maruz birakilan MKH’lerin inflamasyonu baskilayici 6zelliklerinin

ortaya ciktig1 gosterilmistir (11). Bu ¢alismada farkli serum/plazma eklentileri iceren
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besiyerlerinde Uretilerek bir bakima farkli kosullandiriimis olan MKH’lerin ayrica
inflamatuvar ortama da maruz birakilmasi amaciyla LPS'li ortamda da metabolik

ozellikleri incelenmistir.

Biyolojik bir olayin bir olusturdugu kantitatif metabolomik degisiklikleri ortaya
cikarmak icin, farkll numunelerde bulunan ayri ayri metabolitlerin gercek derisim
farkliliklarinin incelenebilmesi icin dogru ve kesin bir 6l¢ciim yapabilen analitik bir arag
kullanmak ¢ok 6nemlidir. Metabolomik analizlerinde yer alan basamaklarin (numune
toplama bicimi ve saklanmasi, numune analizi ve veri analizi) her biri kantitatif
sonuglari 6nemli Olglide etkileyebilir ve bu nedenle blyik bir 6zenle yapilmalidir.
Bunlar arasinda, toplam numune miktari veya metabolitlerin derisimleri, bir
numuneden digerine 6nemli Olglide farkh olabilir. Bu nedenle, toplam numune
miktari degisiminin, bireysel metabolitlerin miktar tayini Uzerindeki etkisinin
azaltilmasi veya yok edilmesi kritik 6neme sahiptir (229). Buyik oOlgekli
hedeflenmemis metabolomik analizlerde yasanan bu varyasyonlar farkli
normalizasyon teknikleri ile ortadan kaldirilabilir. Hedeflenmis metabolomik
analizlerde, analiz 6ncesinde hedeflenmis metabolitlerin izotoplari eklenerek iyon
secici konumda analizleri gergeklestirilirken, hedeflenmemis metabolomik
analizlerde ise analizler tarama konumunda gergeklestirilir. Hedeflenmemis
metabolomiklerde istatistiksel anlamhlik icin p degeri en belirgin yerlesik olgldr.
Ancak yeterliligi tartisiimakta, belirsizligi ve drneklem ve istatistiksel giice bagimlilig
nedeniyle, elestiri konusu olabilmektedir. Tipik olarak grup basina 5-10 numune ile
yapilan hedeflenmemis metabolomiklerin arastirildigi model sistemlerde kat degisimi
verilerinden vyararlanilmasi 6nerilmektedir. Mezenkimal koék hicre kiltirinde
ozellikle kiiglik 6rneklem buiyukligindeki ¢alismalar igin, metabolit yogunluklarinin
deneysel standart sapmalarinin kullanildigi ve kat degisiminin nicel bir deger olarak
degerlendirildigi istatistiksel yaklasim kullanilmaktadir (230). Analiz sonucunda
yukledigimiz veri setinde 479 metabolit anlamli degismis, intrasellller 242 metabolit

tanimlanmuistir.
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Calismamizda intraselliler  metabolitlerinin  yanisira  ekstrasellller
metabolitler de incelenmistir. Serum/plazma eklentili besiyerlerlerinin MKH
eklenmeden o6nce ve sonra (kultir siUpernatan/conditioned medium) yapilan
metabolit analizleri MKH’lerin maruz kaldiklari ortama bagl olarak kullandiklari veya
salgiladiklari ekstraselliler metabolitler hakkinda fikir vermekte ve mikrogevre
degisikliklerini yansitmaktadir. Besiyeri eklentileri, eklentilerin kiltiir besiyerlerine
eklenmesi sonucu hiicrelerin ¢ogaltiimasi i¢in kullanilan tam besiyerleri ve hicre
kiltirleri slpernatanlari ayri ayri analiz edilmis, 605 ekstraselliler metabolit

saptanmis, bunlarin 116’s1 tanimlanmustir.

FBS ve PL varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin intraselliler metabolitlerinin,
anlamli  dizeyde farkliik (p<0.05) gosterdigi saptanan metabolitleri ile
gerceklestirilen yolak analizleri sonucunda (Tablo 4.14 ve Sekil 4.22, 4.23) en anlaml
degisiklik valin, 16sin ve izol6sin biyosentezinde gorilmistir. Bu yolakta toplam
metabolit sayisi 27 olup, FBS ve PL arasinda anlamli farkli bulunan metabolit sayisi
7’dir. Bu yolaktaki en kilit noktadaki metabolit piruvik asittir. Pirlivik asit glikozun

glikoliz ile yikimi sonucu elde edilen son Griniddr.

Glikolitik mekanizmanin kdék hiicre fonksiyonel o6zelliklerine etkileri son
yillarda ¢ok vurgulanmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda aerobik glikolizin
MKH’lerin immiunosupresif o6zelliklerini ortaya c¢ikardigi gosterilmistir ve bu
ozelliklerin de rejeneratif amagh kullanim icin ©6nemli avantaj oldugu
vurgulanmaktadir (231). Bu tez ¢alismasinda, pirtvik asit (M213) ve Oncusi
fosfoenolpirlivik asit (M204), FBS’ye gore PL iceren besiyerinde ¢ogaltilan MKH’lerde
daha yiksek bulunmus (tablo 4.6, sirasiyla 0.78+0.07, 1.3+0.14 ve 0.2%0.02,
2.25+0.1), FBS-PL gruplari arasi istatistik analizlerinde p degerleri anlamli farkli (tablo
4.7, p=0.01, p=0.0) bulunmustur. Ekstraselliler metabolitler incelendiginde ise kiltir
besiyerlerinde fosfoenolpiriivik asit (PEP) (ESM94) seviyeleri FBS iceren besiyerinde
yiksek iken (4.25+0.71), PL, KiP ve PPP iceren besiyerlerinde ¢ok diisiik (sirasiyla,
0.14+0.01, 0.254+0.03, 0.06+0.01) bulunmustur. MKH’ler eklendikten sonra toplanan

supernatanlarda ise FBS varliginda PEP seviyesinin ¢ok distGgii (0.320.03), PL
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varligindacogaltilan MKH’lerin supernatanlarinda da azalma oldugu (0.03+0)
gOrllmusttr. Bu durum, FBS varliginda cogaltilan MKH’ler tarafindan pirtvik asit
oncusl olan PEP’in ¢ok kullanildigini gostermektedir. Buna karsin MKH’lerde pirlivik
asitin  FBS<PL olmasi nedeniyle, FBS iceren ortamda PEP’den pirlvik asit
sentezi/glikoliz disinda glukoneogenez ve biyosentez yolaklarina (6rnegin serin
biyosentez) gecis oldugunu dislindirmustir. Bunu destekleyen bir bulgu da FBS
iceren ortamda glukoz (ESM49) seviyesi PL>FBS iken, hiicrelerde (MKH) FBS iceren
ortamda glukoneogenezle uyumlu olacak sekilde glukoz (M112) seviyesinin artmis
olmasidir (FBS>PL, p:0.00). Diger taraftan FBS iceren ortamda PEP’den serin sentezi
oldugunu destekleyen bir bulgu da, serin (ESM102) seviyesinin FBS iceren ortamda
gelisen MKH’lerde PL'ye nazaran daha yiksek bulunmus olmasidir. L-serin genellikle
nutrisyonel olarak nonesansiyel bir amino asit olarak kabul edilse de metabolik olarak

bircok hiicresel fonksiyonda vazgecilemez role sahiptir (232).

Bu bulgular FBS iceren ortamda PEP’den glikoliz ile pirlivik asit sentezi yaninda
glukoneogenez ve biyosentez yolaklarina gecis oldugunu disiindirmistir. PEP’den
glukoneogeneze yonelmeyi destekleyen bir bulgu, baslangicta glukoz orani daha
disik olan FBS iceren ortamda, MKH’lerin eklenmesi sonrasi glukoz oraninin yliksek
bulunmasidir. Platelet lizat iceren besiyerinde ise PEP seviyesi baslangicta FBS'li
ortama gore ¢ok disuk iken, MKH’lerde PL>FBS saptanmis, ayrica pirtvik asit seviyesi
de PLMKH>FBSMKH saptanmistir. Bu bulgular PL iceren ortamda MKH’lerde pirlvik
asit sentezinin arttigina, dolayisiyla glikolitik yolagin daha aktif olduguna isaret

etmektedir.

Piruvatin endojen bir antiinflamatuvar ve antioksidan bir molekil oldugu ileri
surilmektedir (233). Bu durum, PL eklentisinin hiicreleri glikolize yonlendirerek
hiicrelerin immunsupresif 6zelligini ortaya c¢ikararak klinik uygulamalarda hicrelerin
reddini onlemek agisindan avantaj saglayabilecegini duslindlirmustlr. Yakin
zamanlarda yapilan ¢alismalarda etil pirlvatin organ hasarlarindan korunmada
onemli oldugu (234), bu molekillin bir inflamazom inhibitérii olup mitokondri

bitlnligini korudugu rapor edilmistir (235). Sistemik lupus eritematozis hastalarina
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ait MKH’lerle yapilan bir calismada, inflamatuvar ortamda senesens belirtileri
gosteren ve HGMB1 (high mobility group box 1) ile senesens belirtilerinde artma olan
MKH'’lerin etil piruvata maruz kalmasi sonrasi senesens belirtilerinde diizelme oldugu
gosterilmistir (236). Bu bulgular da FBS ye gore PL ile cogaltilan ve daha yuksek

piruvat diizeylerine sahip MKH’lerin avantajli olabilecegini akla getirmistir.

Valin, l16sin ve izol6sin biyosentezinde degisen diger metabolitler,
castanospermine, alpha-Ketobutyric acid, L-valine, L-isoleucine, 2-
Oxoisocaproate’tir. Hicrelerde valin ve izolosin dizeyleri FBS varliginda ¢ogaltilan
MKH’lerde, PL varliginda c¢ogaltilan MKH’lere goére daha yuksek bulunmustur
(sirasiyla; p: 0.03, 0.01). Ekstraseliiler ortamda ise bu aminoasitler tanimlanmamistir.
Hangi amino asitlerin MKH'ler tarafindan tiketildigi veya salgilandiginin arastirildig
bir calismada kultlirde MKH'ler tarafindan 8 esansiyel (histidin, izoldsin, 6sin, lizin,
metiyonin, fenilalanin, treonin ve valin) ve 6 esansiyel olmayan amino asitin (arginin,
asparagin, aspartat, glutamin, serin ve tirosin) tiiketildigi, glutamin’in en ¢ok tiiketilen
amino asit oldugu, MKH'ler tarafindan alanin, glisin, glutamat ve ornitin
salgilanmasinin, ortamda saglanan yuksek amino asit konsantrasyonlarina bagli
olabilen glicli bir tasma metabolizmasi sonucu oldugu ileri strilmustir (237).
Calismamizda ise alanin seviyesinin FBS iceren ortamda PL ve digerlerine kiyasla ¢ok
yliksek olup MKH eklenince ¢ok azalmasi bildirilen ¢alismanin aksine FBS igeren
ortamda alaninin salgilanmayip aksine tiketildigini gostermistir. Diger taraftan
glutamik asit tliiketimi FBS ortaminda fazla degilken PL iceren ortamda daha fazla
tuketildigi  gozlenmistir.  Omurgalilar icin  diyetin  diger bilesenlerinden
sentezlenemeyen esansiyel amino asitler; histidin, izoldsin, 16sin, lizin, metiyonin,
fenilalanin, triptofan, treonin ve valindir. Esansiyel olmayan amino asitler ise, 2008’de
Alberts tarafindan alanin, arginin, asparagin, aspartat, sistein, glutamat, glutamin,
glisin, ornitin, prolin, serin ve tirozin olarak belirlenmistir (238). Hiicredeki amino asit
metabolizmasi ile ilgili olarak, izoldsin, |6sin, serin ve valinin Krebs dongusiinin
tlrevlerine donustirilmesinin mimkin oldugu, bunlarin enerji liretimine dolayl
katkili oldugu ve protein biyosentezi ile dogrudan iliskili olduklari gosterilmistir. Ek

olarak, arginin ve histidin enerji Uretimi icin glutamata dondstarilebilir. Losin,
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metiyonin ve treoninin de hiicre ve doku gelisimi icin hayati 6neme sahip oldugu ve
tiketim miktarlarinin MKH'lerin takip ettigi farklilasma soyuna bagli olabilecegi
gosterilmistir. Sonug olarak, bu 14 amino asidin MKH'ler tarafindan tiketimi sadece
MKH'lerin proliferasyonu icin degil, ayni zamanda farklilasmalari icin de gereklidir
(237). Calismamizda, metiyonin ve treonin dizeyleri FBS iceren ortamda PL'ye gore
daha yiksek bulunmus, hicrelerin eklenmesiyle supernatanlarda azalma olmasi bu
amino asitlerin MKH’ler tarafindan tiketildigini distndirmustir. MKH’lerde de bu

amino asit seviyeleri PL-MKH’lere gore de daha ylksek saptanmistir.

FBS ve PL MKH’ler arasinda anlamli degisiklik gosteren diger yolaklar sitrat
(TCA) dongtsl, sistein ve metionin metabolizmasi, aminoagcil tRNA biyosentezi,
fenilalanin metabolizmasi, glisin, serin, treonin metabolizmasi, alanin, aspartat
glutamat metabolizmasi, pantotenat ve CoA biyosentezi, glioksilat ve dikarboksilat
metabolizmasi, sfingolipid metabolizmasi, tirozin metabolizmasi, glikoliz ve

glikoneogenezis, propanoat metabolizmasidir.

Krebs (sitrat; TCA) donglstinde anlamli degistigi goriilen metabolitler; piruvat,
fosfoenolpiruvik asit, sitrat, fumarat, suksinik asit, izositrattir (Sekil 2.9). Sitrat (M94),
fumarat (M108), suksinik asit (M228) ve izositrat (M135) analizlerimiz sonucu
ekstraselliler metabolitler arasinda tanimlananlar arasinda bulunmayip, MKH’lerde
saptanmislardir. Donguinin ilk reaksiyonlarinda olusan sitrik asit (p:0.01) ve izositrat
(p:0.02) PL varhginda ¢ogaltilan MKH’lerde daha fazla bulunurken, donginin geg
olusan metabolitleri fumarat (p:0.00) ve suksinik asit (p:0.00) FBS varhginda ¢ogaltilan
MKH’lerde daha fazla saptanmistir. Trombosit konsantrelerinde antikoagtlan olarak
bulunan sitrat, PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde daha fazla bulunsa da, dongi
ilerledikce ortaya c¢ikan metabolitler FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde daha fazla
saptanmistir. Benzer sekilde malat (M161) da FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde
daha fazla saptanmistir (p:0.00). Bu da krebs déngsiiniin FBS varliginda ¢ogaltilan
MKH’lerde daha aktif oldugunu disiindirmektedir.

Sistein ve metionin metabolizmasinda 2-Oxobutanoate, methionine, L-Serine,

piruvat, glutatyon, L-alanin, 5'-Methylthioadenosine etkilenmektedir. 2-
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Oxobutanoate bir ketoasittir. Bircok amino asit (glycine, methionine, valine, leucine,
serine, threonine, isoleucine) ve propanoate metabolizmasinda rol oynar. 3-methyl-
2-oxobutanoic acid (ESM10) DMFBS besiyerinde DMPL besiyerine gére daha fazla
saptanmis (p:0.06), her iki ortamda da MKH’lerin medyum supernatanlarinda oldukca
azalmis, yani kullanilmistir. 2-okso monokarboksilik asit, 2-oksobutanoik asitin
konjugat bazidir ve propanoil-CoA'nin dnciliidir. Propionil CoA, dalli zincirli amino
asit yikimi, tek sayili yag asidi yikimi, kolesterol yikimi gibi mitokondride olusan gesitli
metabolik yollarin bir yan Urinlidir. Metabolom analizlerimizde saptanmamistir.
Methionine (M164) FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde daha fazla saptanan bir
intraselliler metabolittir (p:0.02). Methionine sulfoxide de (ESM72) DMFBS
besiyerinde DMPL besiyerine gére daha fazla saptanmistir (p:0.02). Yine methionine
sulfoxide FBS varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin medyum supernatanlarinda, PL
varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin medyum supernatanlarina goére de daha fazla
saptanmistir (p:0.00). Serine (M220) FBS varhginda c¢ogaltilan MKH’lerde (p:0.01) ve
ekstrasellller serin (ESM 102) DMFBS besiyerinde (p:0.07) ve FBS varliginda ¢ogaltilan
MKH’lerin medyum supernatanlarinda (p:0.00), PL gruplarina goére daha fazla
saptanmistir. Glutatyon (M116) sadece intrasellller olarak tespit edilmistir. FBS
varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lere gore daha yuksek
bulunmustur (p:0.00). L-alanin (M76) FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde PL
varliginda ¢ogaltilan MKH’lere gore daha ylksek bulunmustur (p:0.00). Ekstrasellller
alanin (ESM23) DMFBS besiyerinde (p:0.06) ve FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin
medyum supernatanlarinda (p:0.76), PL gruplarina gore daha fazla saptanmistir. 5'-
Methylthioadenosine (M67) ekstraselliler metabolitler arasinda saptanmamis, FBS
varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lere goére daha yiksek
bulunmustur (p:0.00). 5'-Metiltioadenosin, tim memeli dokularinda dogal olarak
olusan kikirt iceren bir niikleosiddir. Metiyonin ve plrin kurtarma yolaklarinda 5'-
Metiltioadenosin fosforilaz ile metabolize edilerek 5-metiltioriboz-1-fosfat ve adenin
olusturur. Gen ekspresyonu, proliferasyon, farklilasma ve apoptozunun
diizenlenmesi dahil olmak (izere hiicrenin ¢ok sayida kritik yanitini etkiledigi

gosterilmistir (239). Bircok calisma, 5'-Metiltioadenosin'in timoér dokusunun
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enflamatuar mikro-ortamlarini kontrol ederken timor hicresi proliferasyonunu,
invazyonunu ve apoptozun indiiksiyonunu inhibe ederek tlimorleri baskiladigini
gostermektedir. Kimyasal olarak indiklenmis bir hepatokarsinojenez sican
modelinde, hem endojen hem de ekzojen 5'-Metiltioadenosin dlzeylerinin
preneoplastik karaciger lezyonlari ve DNA sentezi ile negatif korelasyonlu oldugu
bulunmustur. 5'-Metiltioadenosin'in inhibe edici etkileri, poliamin sentezinin anahtar
bir enzimi olan ornitin dekarboksilaz aktivitesinin belirgin bir inhibisyonu ile iliskilidir
(240). Goruldugi gibi MKH kultiiriinde PL varliginda FBS kullanimina gére amino asit
metabolizmasi (dalli zincirli aminoasitler; valin, |6sin ve izoldsin biyosentezi, kiklrtli
aminoasit yapisindaki sistein ve metionin metabolizmasi, aromatik aminoasitlerden
fenilalanin metabolizmasi, basit yapili glisin ve hidroksilli aminoasitler serin ve treonin
metabolizmasi, amin tlirevi alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, aromatik
aminoasit tirozin metabolizmasi), Krebs déngisiiniin ara bilesenleri (glioksilat ve
dikarboksilat metabolizmasi), niikleik asit (aminoagil tRNA biyosentezi, pantotenat ve
CoA biyosentezi), karbohidrat (glikoliz ve glikoneogenezis) ve lipit (sfingolipid
metabolizmasi, propanoat metabolizmasi) metabolizmalarinin etkilendigi tespit

edilmistir.

Fenilalanin (M196) ekstrasellliler metabolitler arasinda saptanmamis, FBS
varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lere gore daha ylksek
bulunmustur (p:0.00). Treonin (M233) FBS varliginda c¢ogaltilan MKH’lerde PL
varliginda ¢ogaltilan MKH’lere gore daha ylksek bulunmustur (p:0.00). Ekstrasellller
metabolitler arasinda treonin (ESM112) DMFBS besiyerinde DMPL besiyerine gore
daha fazla saptanmistir (p:0.13). FBS varliginda cogaltilan MKH’lerin medyum
supernatanlarinda, PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin medyum supernatanlarina gére
de daha fazla saptanmistir (p:0.06). Aspartik asit (M84) FBS varliginda g¢ogaltilan
MKH’lerde PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lere gore daha yiksek bulunmustur (p:0.05).
Ekstraselliiler metabolitler arasinda aspartik asit (ESM26) DMPL besiyerinde DMFBS
besiyerine gore daha fazla saptanmistir (p:0.47). FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin
medyum supernatanlarinda, PL varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin medyum

supernatanlarina gore daha fazla saptanmistir (p:0.02). DMPL besiyerinde daha fazla
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olmasina karsin FBS varliginda ¢cogaltilan MKH’lerin medyum supernatanlarinda daha
fazla bulunmasi, aspartik asitin  PL-MKH’lerde daha fazla kullanildigini

dislindlUrmustir

Propanoat metabolizmasi Uyelerinden propionik asit homologu olan 3-(2-
hydroxyphenyl) propanoic acid (M44) PL varliginda cogaltilan MKH’lerde FBS
varliginda ¢ogaltilan MKH’lere gore daha yliksek bulunmustur (p: 0.01). Ekstrasellller
metabolitler arasinda 3-hydroxypropanoic acid (ESM9) DMFBS besiyerinde DMPL
besiyerine gore daha fazla saptanmistir (p:0.03). FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin
medyum supernatanlarinda, PL varliginda c¢ogaltilan MKH’lerin medyum
supernatanlarina gére de daha fazla saptanmistir (p:0.00). Bu metabolit, FBS tam
besiyeri ortami ve supernatanlarda daha ylksek olmakla beraber PL varliginda
cogaltilan MKH’lerde FBS, PPP ve KiP varliginda cogaltilan MKH’lere gére belirgin
yliksek bulunmustur. Bu da hiicrelerin PL ortaminda bu metaboliti sentezledigini,
ancak salinmadigini distindirmustir. 3-hydroxypropionyl-CoA, propiponil CA veya
malonyl CoA sentezinde kullanilir. Malonyl-CoA, sitoplazma ya da mitokondride asetil
CoA vya cevrilerek farkh yolaklara katilir. Malonik asit dizeyleri analizi sonucu FBS
besiyerinde malonik asit seviyesi disik iken MKH iceren ortam supernatanlarinda
belirgin arttig, PL iceren ortamda ise aksine baslangicta yiksek iken supernatanda
azaldigi gorilmustar. Her iki eklenti ile de, MKH’lerde malonik asit saptanmamistir.
Bu bulgular, FBS ortaminda gelisen MKH’lerin malonik asit sentezleyip ortama

salgiladigini, PL iceren ortamda ise malonik asiti kullandigini géstermistir.

Calismamizda farkli serum/plazma eklentilerinin lipid metabolizmasi Gzerine
etkileri de analiz edilmistir. Lipidomiks analizlerde, daha énce proteomik uygulamalar
icin tasarlanmis bir yazilim olan Skyline analiz yazihmi kullanilarak MKH’lerde
gliserofosfolipitler, sfingolipitler, gliserolipitler, kolesteril esterler ve kolesterol gibi
ana lipit siniflarinin analiz edildigi bir calismada, 72 sfingolipid tanimlanmistir.
Bunlarin 36’si seramid, 14’0 sfingomyelin, dordi hekzosilseramid, 16’si
dihekzosilseramid, biri sfingozin ve biri sfinganindir (241). Sfingolipid metabolizmasi

incelendiginde, sphingozin (M225) ve sphinganin (M224) ekstraselliler metabolitler
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arasinda saptanmamis, FBS varliginda c¢ogaltilan MKH’lerde PL varliginda ¢ogaltilan
MKH’lere gore daha yuksek bulunmustur (sirasiyla, p:0.34, p:0.00). Fumonisinler,
Fusarium moniliforme ve F. proliferatum tarafindan Gretilen bir mikotoksin ailesidir.
Fumonisin B1, sfinganin N-asiltransferazin bir inhibitéridir ve fumonisinlere
maruziyeti degerlendirmek icin bir biyobelirte¢ olarak idrar veya serumdaki
sfinganin/sfingozin oranindaki artis ile sivi kromatografi yontemi ile saptanabilir.
insanlarin sfingolipid metabolizmasi Fumonisin B1 kontaminasyonundan etkilenir ve
idrardaki sfinganin/sfingozin orani, Fumonisin B1 maruziyetini degerlendirmek igin
yararli olabilir (242). Sfinganine/sfingozin oranina bakildiginda g¢alismamizda FBS
ortamindaki MKH’lerde oran 1.17, PL ile 0.55, KiP ortaminda 0.75, PPP ile bu oran
1.27 bulunmustur. Seramidin de novo sentezinde, sfinganin, serin ve phalmitoil-Co
A'nin serin palmitoiltransferaz tarafindan enzimatik kondansasyonu ile olusturulur ve
sfinganin ayrica seramidlere agillenir. Yeni sentezlenen seramid, glukosilseramide
veya sfingomiyeline metabolize olur ve sonucgta sermidaz ile sfingozin ve yag
asitlerine aynistirihr. Calismamizda palmitik asit, FBS ve PL iceren ortamlarda ve
MKH’lerde saptanmis, diizeyler FBS iceren ortamda daha yiksek bulunmus, hem FBS
hem de PLigeren ortama hiicrelerin eklenmesi sonrasi diizeylerinde azalma olmustur.
Bu bulgu, palmitik asitin MKH’ler tarafindan sfingozin sentezi i¢in kullanildigini
disindirmistir. Seramidler, sfingoid bazlari temel yapisal bilesenleri olan yapisal
olarak heterojen ve karmasik bir sfingolipit grubudur (243). Sfingozin metabolitleri
ylksek oranda biyoaktif bilesiklerdir ve hiicre-hiicre etkilesimi, hiicre proliferasyonu,
farklilasma ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynarlar. Sfingozin, hiicre
zarindaki en o6nemli amfifilik lipit siniflarindan biri olan sfingolipitlerin birincil
bilesenlerinden biridir ve amino alkoller olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir.
Sfingozin ve sfingosin-1-fosfat gibi kimyasal olarak modifiye edilmis formlari,
seramidler ve glikosfingolipidler gibi bazi karmasik sfingolipidlerin omurgasini
olusturur. Ayrica, bir fosfolipid 6nclsi olan fosfoetanolamin, sfingozinden de
sentezlenebilir. Sfingosin, sfingomiyelin iceren hiicre zari sfingolipitlerinin birincil bir
bolimini olusturan doymamis bir hidrokarbon zincirine sahip 18 karbonlu bir amino

alkoldiir. Sfingolipidler noronal dokularda kritik rol oynarlar. Sifingolipid
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metabolizmasindaki spesifik bozukluklar, o6rnegin lizozomal depo hastaliklari;
Niemann-Pick hastaligi, Fabry hastaligl, Gaucher hastaligl ve ayrica fumonisin gibi
sfingolipitlerin biyosentezi veya metabolizmasini bozabilen bilesikler hiicre icin zararli
olabilecek oncillerinin birikmesine neden olabilir. Sfingozin'in bir tlrevi olan
sfinganin, seramid (Uretiminde bir ara maddedir. Dihidrosfingosin olarak da
adlandirilan sfinganin, daha sonra NADPH tarafindan azaltilan bir keto ara maddesi
olusturmak {zere serinin palmitoil-CoA ile dekarboksillenerek yogunlastiriimasiyla
biyosentezlenir (244). Calismamizda sfingolipid metabolizmasinda FBS ve PL
ortaminda gelistirilen MKH’lerde istatistiksel anlamli degisiklikler saptanmis, ayrica
plateletlerin zengin sfingolipid icerigi nedeniyle PL ile PPP arasinda da karsilastirma
yapilmis ve anlamh farkhlik oldugu gosterilmistir. MKH'ler antiinflamatuar 6zellik
gosterdiginden, inflamatuar  ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Klinik uygulamalarda i¢in kullanilan MKH'ler, immiinosupresif
etkilerinin artirilmasi igin gli¢lt bir proinflamatuar ortama tabi tutulurlar. Hiicrenin
sinyallesmesinde ve hiicresel fonksiyonlarin modilasyonunda bazi lipidlerin yer aldigi
bilinmektedir. TNFa ve IFN-y varligindan kaynaklanan, MKH'lerin lipid profilindeki
degisimin arastinldigl bir calismada lipidomik analiz yapilmistir. Bu c¢alismada
fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin, lysoPC (lyso-phosphatidylcholine)
ve sfingomyelin siniflarinin lipid molekiler profillerinde buyik degisiklikler bulunmus,
fosfatidilinositol profilinde bir degisiklik gézlenmemistir. Ozellikle C16:0 yapili kisa
zincirli yag asitlerine sahip fosfatidilkolin tirleri, proinflamatuar uyaranlar altinda
azalmistir. Ayrica (40:6) fosfatidilkolin seviyesi diismus, fosfotidil kolin yikim Grind
olan ve anti-inflamatuar etkili oldugu ileri stiriilen (18:0) lysoPC seviyesi, TNFa ve IFN-
y ile muamele edilen MKH'lerde artmistir. (36:1) Fosfatidilserin ve (38:4) sfingomyelin
artisi ile birlikte, (38:6) fosfatidilserin miktarlari da goreceli olarak azalmistir. Bu
sonuglar, MKH’lerin inflamatuar sitokinlerle aktivasyonu sirasinda lipit
metabolizmasinin ve sinyallemenin modile edilebildigini ve lipitlerin MKH'lerin
fonksiyonel ve antiinflamatuar aktivitelerine dahil olabilecegini disindirmektedir
(245). Cahsmamizda saptadigimiz bazi yag asitlerinin farkh kosullarda ¢ogaltilan

MKH’lerdeki derisimleri tablo 5.1’de gosterilmistir. Buna gore antiinflamatuar etkili
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LysoPC grubu PL-MKH’lerde, Lyso-PE (lysophosphatidyl ethanol amine) grubu FBS-
MKH’lerde genel olarak daha yiksek bulunmustur. LPS uyarimi ile FBS grubunda
LysoPC'lerde artis, Lyso-PElerde ise azalma dikkati ¢ekmistir. LPS uyarimi sonrasi
degisiklik, PL gurunda ¢ok daha belirgin olmus, uyarim sonrasi LysoPC’ler artarken
Lyso-PElerde biri hari¢ (M154, LysoPE(0:0/20:4(52,82,11Z,14Z)) belirgin azalma

gorulmustr.
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Pantotenik asitin ekstraselliiler metabolit (ESM92) dlzeylerine bakildiginda
DMPL besiyerinde DMFBS besiyerine gore daha fazla saptanmasina karsin, FBS
varliginda cogaltilan MKH’lerin medyum supernatanlarinda, PL varliginda ¢ogaltilan
MKH’lerin medyum supernatanlarina gore cok yiksek bulunmus (p:0.00), ayrica
(M188) FBS ortaminda gelisen MKH’lerde de PL'ye gore yiksek bulunmustur. Bu
metabolit PPP ve KiP iceren ortamlarda diisiik diizeylerde saptanmustir. Bu bulgular,
pantotenik asitin FBS MKH’lerde ise sentezlendigini ve ortama salindigini, PL-
MKH’lerde daha fazla tiiketildigini distndirms, PLiceren ortamda pantotenik asitin
daha fazla kullanilarak, asetil CoA lizerinden yag asit biyosentezini artirabilecegini
akla getirmistir. Calismamizda LPS ile inflamasyon olusturuldugunda PL varliginda yag
asit biyosentezinin daha belirgin ortaya c¢iktigi dikkati cekmistir. Bu bulgu da Sun ve
arkadaslarinin yakin zamanda yayinlanan makalesi ile uyumlu olacak sekilde otofaji
mekanizmalarinin aktif olabilecegini disindiirmektedir. O ¢calismada insan plasental
MKH’lerin rapamycin ile indliklenen veya 3-methyladenine ile inhibe edilen
otofajisinin metabolom profili kimyasal izotop isaretli LC-MS ile incelenmis, toplam
935 pik tespit edilip metabolit standartlari kitiphanesi kullanilarak 50 metabolit
pozitif olarak tanimlanmis, MKHlerin arginin ve prolin yolaginda daha fazla ornitin
Urettigi ve otofajinin aktif hale getirilmesi sirasinda beta-alanin yolaginda asetil-
CoA'nin sentezlenmesi icin daha fazla pantotenik asit kullanildigl goérilmustir. Bu
arada, asetil-CoA'nin yag asitlerine donlsimui, yag asidi biyosentez yolaginda
birikime yol agmistir. Buna karsilik, otofaji baskilandiginda, metabolitlerdeki azalma

bu metabolik yollarda zayif metabolik aktiviteye neden olmustur (246).

Calismamizda, degisen yolaklar incelendiginde c¢ikarilacak en temel sonug
farkh eklentilerle ¢ogaltilan MKH’lerin metabolit diizeylerindeki farklilik agisindan her
bir degisken ile elde edilen bazi sonuglarin ortak olmasidir. Bu tez ¢alismasinda
amaglanan FBS eklentisi yerine PL iceren besiyeri ortaminin MKH’lerde ve
mikrogevresini temsil eden supernatanda olusturdugu farkliliklarin ortaya
konmasidir. Platelet icermeyen PPP eklentisi de test edilerek PL ile saptanan
degisikliklerin platelet kaynakh olup olmadigi hakkinda fikir edinilmesi miumkiinddr.

KiP eklentisi ile de bir bakima kemik iligi mikrogevresine ait olasi faktorlerin ortaya
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konmasi dustinilmustiir. Degerlendirmeler esnasinda, PPP ve KiP ile hiicre
ekspansiyonunda belirgin yavaslama yasandgl ve bu besiyeri eklentilerinin hiicre
gelisimi icin ideal olmadigl, bu durumun da muhtemelen plateletlerden kaynaklanan
avantajlara sahip olunmamasindan kaynaklandigi gz 6niinde bulundurulmalidir. KiP
dada plateleticerigi olduk¢a distik bulunmustur. Analizlerde dikkati ceken bulgu, FBS
ile diger 3 eklenti arasinda belirgin farkliliklar gérilmis olmasidir. Valin, 16sin ve
izolosin biyosentezi, sitrat (TCA) dongisl, sistein ve metionin metabolizmasi,
aminoacil tRNA biyosentezi, fenilalanin metabolizmasi, glisin, serin, treonin
metabolizmasi, alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, pantotenat ve CoA
biyosentezi, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi PL, KiP ve PPP varliginda
cogaltilan MKH’lerin her Uglinde de FBS ile ¢ogaltilan MKH’lere gére anlaml farkh
bulunan yolaklardir. Buna karsin, sfingolipid metabolizmasi, tirozin metabolizmasi,
glikoliz ve glikoneogenezis ile propanoat metabolizmasi sadece PL ile ¢ogaltilan
MKH’lerde FBS varliginda c¢ogaltilan MKH’lere goére anlamh farkli degismis
bulunmustur. KiP ve PPP ile cogaltilan MKH’lerin FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lere
gore anlamli diizeyde farklilik (p<0.05) gosterdigi saptanan intraselliler metabolitleri
ve bunlara bagl olarak anlaml degisen yolaklar bu iki grup arasinda daha fazla
benzerlik géstermekte olup, bu yolaklar arginin ve prolin metabolizmasi, yag asit
biyosentezi, glutatyon metabolizmasi, nitrojen metabolizmasi, galaktoz
metabolizmasidir. Ayrica KiP ile cogaltlan MKH’lerde fruktoz ve mannoz
metabolizmasi anlamli degisirken, PPP ile c¢ogaltilan MKH’lerde butanoat ve

propanoat metabolizmasi FBS grubuna gore anlamli degisiklik gdstermistir.

Platelet kaynakl degisimlerin gosterilmesi icin PL ile KiP ve PPP varliginda
¢ogaltilan MKH’lerin karsilastirmasi sonucunda anlamli diizeyde farklilik (p<0.05)
gosterdigi saptanan intraselliler metabolitler ile gergeklestirilen yolak analizleri
sonucunda, her iki grupta da anlamh degisen yolaklar alanin, aspartat, glutamat
metabolizmasi, yag asit biyosentezi, arginin ve prolin metabolizmasi, glutatyon
metabolizmasi, butanoat metabolizmasi, fenilalanin metabolizmasi, glisin, serin,
treonin metabolizmasi olmustur (Tablo 4.21, 22, Sekil 4.72, 73, 77, 78). KiP ile

cogaltilan MKH’lerde pentoz fosfat yolagi, galaktoz metabolizmasi, D-glutamin ve D-
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glutomat metabolizmasi farkli bulunurken (Tablo 4.22, Sekil 4.77, 78), PPP ile
cogaltilan MKH’lerde aminoacil tRNA biyosentezi, sistein ve metyonin metabolizmasi,
galaktoz metabolizmasi, pentoz fosfat yolagi, sfingolipid metabolizmasi, valin, 16sin,
izolosin biyosentezi PLile cogaltilan MKH’lerden farklh bulunmustur (Tablo 4.21, Sekil
4.72,73).

FBS ve PL eklenerek hazirlanan besiyerleri; DMFBS ve DMPLIn anlaml
dizeyde farklihk (p<0.05) gosterdigi saptanan ekstrasellller metabolitleri ile
gerceklestirilen yolak analizleri sonucunda iki besi yeri arasinda anlamh farklilk
gosteren yolaklar; amino seker ve nikleotid seker metabolizmasi, fruktoz ve mannoz
metabolizmasi, nisasta ve siikroz metabolizmasi, beta-alanin, propanoat, galaktoz ve
riboflavin metabolizmasi (Tablo 4.24, Sekil 4.87), MKH’lerin kiiltlr stipernatanlarinin
icerdigi anlaml dlzeyde farklihk (p<0.05) gosterdigi saptanan ekstraselller
metabolitleri ile gergeklestirilen yolak analizlerine gére de; beta-alanin
metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, yag
asit biyosentezi, pantotenat ve CoA biyosentezi, siyanoaminoasit biyosentezi, pentoz
fosfat yolagi, nisasta ve sikroz metabolizmasi, amino seker ve niikleotid seker
metabolizmasi, propanoat ve riboflavin metabolizmasi, aminoagil tRNA
biyosentezidir (Tablo 4.25, Sekil 4.91). Diger taraftan besiyeri ortamlarinin kendi
icerisinde supernatanlarla karsilastirilmasi sonucu, FBS ortaminda MKH’lerin
eklenmesi ile galaktoz metabolizmasi, amino seker ve nikleotid seker
metabolizmasi, friktoz ve mannoz metabolizmasi, askorbat ve aldarat
metabolizmasinda degisiklikler saptanmis; PL varhiginda ise MKH’lerin kiltdr
stipernatanlarinin DMPL besiyerine gore degisen yolaklar; galaktoz metabolizmasi,
arginin metabolizmasi, amino seker ve nikleotid seker metabolizmasi olarak
bulunmustur (Tablo 4.27, Sekil 4.99). Sonuglardan gorildigi gibi, DMFBS ve DMPL
besiyeriiceriklerine gore genel olarak seker metabolizmasi degisiyorken (amino seker
ve niikleotid seker metabolizmasi, nisasta ve siikroz metabolizmasi, beta-alanin,
propanoat, galaktoz ve riboflavin metabolizmasi) bu besiyerleri ile c¢ogaltilan
MKH’lerden salgilanan ekstraselliler metabolitlerde ek olarak alanin, aspartat

glutamat metabolizmasi, yag asit biyosentezi, pantotenat ve CoA biyosentezi,
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siyanoaminoasit biyosentezi, pentoz fosfat yolagi ve aminoacil tRNA biyosentezi de

anlamli olarak degismektedir.

Diger serum eklentilerinden KiP ve PPP ye ait veriler de degerlendrilmistir. KiP
varliginda ¢ogaltilan MKH kdltir sipernatanlarinda FBS ile karsilastirma sonucu farkh
olarak yag asidi biyosentezi, beta-alanin metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi,
alanin, aspartat glutamat metabolizmasi ve pantotenat and CoA biyosentezinin
etkilenmis oldugu gérilmistir (Tablo 4.29, Sekil 4.107). KiP eklentisi iceren
kiltirlerde hiicreler eklendikten sonra galaktoz metabolizmasi, arginin biyosentezi,
glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi, aminoagil tRNA biyosentezi, pantotenat ve
CoA biyosentezi, askorbat ve aldarat metabolizmasi ve beta-alanin metabolizmasi
anlamli etkilenmis (Tablo 4.30, Sekil 4.111), diger taraftan, PPP ortaminda hicrelerin
eklenmesiyle askorbat ve aldarat metabolizmasi, butanoat metabolizmasi,
pantotenat ve CoA biyosentezinde anlamli etkilenme gortlmustir (Tablo 4.33, Sekil

4.123).

Farkli serum eklentileri ortaminda hiicreler ve ekstraseliler metabolitlerde
yapilan tim analizler, LPS ile inflamatuvar ortama maruz birakilma sonrasi
tekrarlanmistir. inflamatuvar uyarim varliginda c¢ogaltilmis MKH’lerin  kiltir
slipernatanlarinin icerdigi metabolitler ve c¢ogaltildiklari medyumlarin igerdigi
metabolitlerin karsilagstirmali olarak incelenen yolak analizleri sonucu, glutatyon ve
butanoat metabolizmasi dort grupta da degisirken, arginin, prolin metabolizmasi ve
fruktoz, mannoz metabolizmasi KiP ve PPP grubunda benzer olarak degismistir.
Alanin, aspartat, glutamat metabolizmasi ise PPP harig diger l¢ grupta anlamli farkli
olarak bulunmustur. Her dort grupta da inflamasyon varliginda anlaml etkilenen
glutatyon metabolizmasi tyesi glutatyon (M116) FBS varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde
PL, KiP ve PPP varliginda cogaltilan MKH’lere gére daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla,
p:0.00, p:0.00, p:0.00). Bu durum LPS’ye maruziyet sonrasi da FBS grubunda daha
belirgin olarak saptanmistir (p=0.02).

Glutamin normalde esansiyel olmayan bir aminoasit olmasina ragmen

inflamasyon ortaminda; major travma, sepsis, kemik iligi nakli, yogun
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kemo/radyoterapi gibi durumlarda tiiketiminin sentez oranini astigi durumlarda bu
amino asite olan ihtiya¢c nedeniyle sarth esansiyel kabul edilmektedir. Glutamin, bir
antioksidan olan glutatyonun prekiirsoridir (247, 248). Basta immun hiicreler olmak
Uzere hiicre proliferasyonu icin gereklidir. Glutamin bu 6énemi nedeniyle genellikle
hicre kulturlerine eklenmektedir. Calismamizda da tim gruplara %1 oraninda

eklenmistir.

Ekstraseliler metabolitler arasinda glutamik asit (ESM51) seviyeleri
incelendiginde kiltlr besiyerlerinde PL iceren besiyerinde yiksek iken (2.69+0.37),
FBS, KiP ve PPP iceren besiyerlerinde diisiik (sirasiyla, 2.21+0.4, 1.62+0.37, 0.43+0.2)
bulunmustur. MKH’ler eklendikten sonra toplanan supernatanlarda DMPL’ta
cogaltilmis MKH’lerden salinan medyum supernatanlarinda glutamik asit seviyesinin
cok dustigl (0.52+0) goralmistir. Bu durum, PL varhginda cogaltilan MKH’ler
tarafindan glutamik asitin ¢ok kullanildigini gostermektedir. Bu bulgu da Higuera ve
arkadaslarinin g¢alismasinda gosterildigi gibi (237), MKH kiltirinde glutaminin en
fazla tlketilen amino asit olarak saptandigi bulguyu destekler 6zelliktedir. Hizli
bolinen hiicrelerde glutamin tiketiminin ytksek glikoliz ile iliskisi nedeniyle PLiceren
ortamda bu amino asitin fazla tiketimi PL ortaminda glikolizin ylksek oranda
oldugunu desteklemektedir (249). Hizh bdlinme sirasinda artan glikoliz ve
glutaminolizisin enerji Uretiminden ziyade makromolekil sentezini desteklemek
amaciyla aktiflestigi ileri slrlilmektedir. Bu durum bilhassa enfeksiyon, stres
durumlari icin 6ne ¢ikmaktadir. Nitekim, LPS ile inflamatuar uyarim varliginda
besiyerlerindeki glutamik asit seviyeleri MKH iceren ortamda FBS varliginda artarken
(1.96+0.34’ten 3.24+0.34’e), PL iceren ortamda azalmis (0.9+0.65’ten 0.5+£0.09’a), bu
durum da inflamatuvar durumda da PL iceren ortamin MKH’lerin glutamin
kullanimini,  dolayisiyla  glutaminolizis ve glikolitik yolaklara yoneldigini

duslindUrmustir.

Glutamin normalde esansiyel olmayan bir amino asit olarak kabul edilir.
Bununla birlikte, son galismalar, glutamin'in enfeksiyon ve yaralanma gibi inflamatuar

durumlarda "sartli olarak esansiyel" olabilecegine dair kanitlar saglamistir. Uygun
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kosullar altinda, glutaminin, hiicre proliferasyonunda, solunum yakiti olarak islev
gorebildigi ve uyarilmis bagisiklik hiicrelerinin islevini artirabilecegi belgelenmistir.
Glutaminin in vitro hicre canlihgl ve proliferasyonunda 6nemi ilk olarak 1949’da
Ehrensvard ve arkadaslari, daha ayrintili olarak 1956'da Eagle ve arkadaslari
tarafindan agiklanmistir. Glutamin, kilttrdeki diger amino asitlerden 10-100 kat fazla
olmalidir ve yerine glutamik asit ya da glikoz konulamaz. Bu ¢alismada, ilk olarak,
doku kiltliri ortaminin yaklasik fizyolojik konsantrasyonlarda esansiyel blylime
faktorleri, glikoz, 19 esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler ve yilksek

konsantrasyonda glutamin (2 mmol) icermesi gerektigi gosterilmistir (250).

Tim gruplarin, LPS maruziyeti sonrasi kendi icinde karsilastiriimasi sonrasi,
inflamasyon varliginda istatistiksel anlamli degisen intraselliiler metabolitlerinin yer
aldiklart yolaklar: FBS eklentisi ile ¢ogaltilan MKH’lerde butanoat metabolizmasi,
sitrat (TCA) dongusu, alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, pantotenat ve CoA
biyosentezi, beta-Alanin metabolizmasi, vitamin B6 metabolizmasi ve glutatyon
metabolizmasi (Tablo 4.17, Sekil 4.52, 53); PL ile aminoacil tRNA biyosentezi, glisin,
serin, treonin metabolizmasi, valine, |6sin ve izoldsin biyosentezi, sistein ve metionin
metabolizmasi, taurin ve hipotaurin metabolizmasi, alanin, aspartat glutamat
metabolizmasi, pantotenat ve CoA metabolizmasi, beta-alanin metabolizmasi,
pentoz fosfat yolagl, propanoat, glutatyon, nitrojen, butanoat, galaktoz
metabolizmasi (Tablo 4.18, Sekil 4.57, 58); KiP ile aminoacil tRNA biyosentezi, alanin,
aspartat glutamat metabolizmasi, valine, [6sin ve izoldsin biyosentezi, glisin, serin,
treonin metabolizmasi, sitrat (TCA) donglsl, pantotenat ve CoA metabolizmasi,
fruktoz, mannoz metabolizmasi, syanoaminoasid metabolizmasi, sistein ve metionin
metabolizmasi, glutatyon, nitrojen, butanoat, galaktoz metabolizmalari, nikotinad ve
nikotinamid metabolizmasi, D-glutamin ve D-glutomat metabolizmasi, beta-alanin
metabolizmasi, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi, glikoliz ve glikoneogenezis
(Tablo 4.19, Sekil 4.62, 63); PPP ile arginin ve prolin metabolizmasi, glutatyon
metabolizmasi, butanoat metabolizmasi, frilktoz ve mannoz metabolizmasi (Tablo

4.20, Sekil 4.67, 68) olarak saptanmistir.
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Ekstraselller metabolitlerin incelenmesinde dikkati ¢eken bir bulgu KiP
eklentisi iceren besiyeri ortaminda LPS’e maruz kalma sonrasi cok sayida metabolitte
istatistiksel &nemli degisiklikler saptanmis olmasidir. intraseliler analizlerde her
grupta LPS sonrasi farkli eklentilerle degisken farkhliklar saptanmistir. Ekstraseliler
metabolitlerde LPS’e maruz kalma ile FBS, PL, PPP ile o kadar belirgin degisiklik
olmasa da, KiP iceren besiyerlerinde anlamli farkliliklar gézlenmistir. MKH kiiltiiriinde
kullandigimiz DMKiP’nin inflamatuvar uyarim etkisinde degisen metabolitlerinin
metabolomiks verileri karsilastirmali olarak incelendiginde, DMKiP ve DMKIPLPS
arasinda anlamli dizeyde farkhlik (p<0.05) gosterdigi saptanan ekstrasellller
metabolitleri ile gerceklestirilen yolak analizleri sonucunda iki besi yeri arasinda
anlamli farkhlik gosteren yolaklar; galaktoz metabolizmasi, arginin biyosentezi,
alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi,
pantotenat ve CoA biyosentezi, beta-alanin metabolizmasi, ansature yag asitleri
biyosentezi, galaktoz metabolizmasidir (Tablo 4.37, Sekil 4.141). DMKIPLPS ile
¢ogaltilan MKH’lerden salgilanan slipernatanlarin ekstraselliiler metabolitleri ile
DMKIPLPS'In icerdigi metabolitler arasinda anlamli diizeyde farklilik (p<0.05)
gosterdigi saptananlarla yapilan analizler sonucu, ansature yag asitleri biyosentezi ile

yag asit biyosentezinin anlamli farkli oldugu gortlmustir (Tablo 4.38, Sekil 4.145).

Hiicre icermeyen, serum eklentili besiyeri ortamlarinda, LPS eklenmesi
sonrasl, KiP haric ¢cok dikkati ceken degisiklik saptanmamistir. DMFBS ve DMFBSLPS
arasinda istatistiksel anlamli degisen/farkli olan metabolit bulunmadigindan, anlamli
etkilenen yolak da bulunmadig gérilmistir. inflamatuvar uyarim varliginda
DMFBSLPS ile ¢ogaltilmis MKH’lerin kiltlr sipernatanlarinin igerdigi metabolitler ve
DMFBSLPS’in icerdigi metabolitlerin metabolomiks verileri karsilastirmali olarak
incelendiginde ise, pentoz ve glukuronat donisimleri, nisasta ve silkroz
metabolizmasi, neomisin, kanamisin ve gentamisin biyosentezi ve galaktoz
metabolizmasi anlamli etkilenmistir (Tablo 4.34, Sekil 4.130). Bu bulgular,
inflamatuvar ortama maruz kalma sonrasi FBS iceren besiyerinde MKH’lerden ortama
salinan metabolitlerin  baslica karbonhidrat metabolizmasini  etkiledigini

gostermektedir. DMPL ve DMPLLPS arasinda ise anlamli diizeyde farklilik (p<0.05)
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gosterdigi saptanan ekstraselliler metabolitleri ile gerceklestirilen yolak analizleri
sonucunda iki besi yeri arasinda anlamh farkhlik gosteren tek yolagin; yag asit
biyosentezi oldugu bulunmustur (Tablo 4.35). Hiicre icermeyen besiyeri ortaminda
bile LPS maruziyeti sonrasi PL eklentisi varliginda yag asit metabolizmasi
degismektedir. DMPLLPS ile c¢ogaltlan MKH’lerden salgilanan sipernatanlarin
ekstraselliler metabolitleri ile DMPLLPS’in icerdigi metabolitler arasinda anlamli
diizeyde farkhlik (p<0.05) gosterdigi saptananlarla yapilan analizler sonucu, sadece
biyotin metabolizmasinin anlamli etkilendigi gérilmustiir (Tablo 4.36, Sekil 4.137).
DMPPP ve DMPPPLPS arasinda anlamli diizeyde farklilik (p<0.05) gésteren metabolit
bulunmadigindan, anlaml farkliik gosteren yolak da bulunmamaktadir. Yine,
DMPPPLPS ile c¢ogaltilan MKH’lerden salgilanan silpernatanlarin ekstrasellller
metabolitleri ile DMPPPLPS’in icerdigi metabolitler arasinda anlamli diizeyde farkhlik
(p<0.05) gosterdigi saptanan az sayidaki metabolitlerin, anlamli etkiledigi yolak

bulunmadigi géralmustar.

Bu calismanin esas amaci FBS’ye alternatif olmak Uzere insan kaynakli
eklentilerden PL ortaminda MKKH’lerin ve ortamin metabolik 6zelliklerinin ortaya
cikarilmasi ve FBS ve diger eklentilerle karsilastirilmasidir. Ksenojenik tGrlin icermeyen
kiltdr protokollerinin gelistirilmesinde FBS’a alternatif arayislarinda literatiirde de en
one cikan platelet kaynakli eklentilerdir. Bu konuda oldukga fazla ¢alisma olmasina
karsin MKH’lerin detayli metabolik analizleri, metabolomiks, sekretom analizleri son
yillarda ortaya ¢ikmaya baslamistir. Platelet kaynakli eklentilerin metabolik
analizlerinin yapildigi cok yakin zamanda yapilan bir platelet lizatin farkli yontemlerle
hazirlanmasi sonrasi metabolomik analizler proton nikleer manyetik rezonans
spektrometresi (1H-NMR) ve matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon zamani
ucus kitle spektroskopisi (MALDI-TOF MS) yontemleri ile incelenmis ve CaCl;
aktivasyonu ile elde edilen PRP’larin eklendigi besiyerlerinin, PPP eklenenlere goére
daha yiksek cogalma orani sagladigi, dondurma ¢ozdiirme yontemleri ile elde edilen
platelet eklentilerinin adipoz MKH’lerin proliferasyonunu zayif bir sekilde indiikledigi
gosterilmistir (251). FBS e alternatif diger bir serum kaynagi ise insan umblikal kord

kani (iUKK)dir. Bu eklenti ve FBS’'un NMR spektrumlarinda benzer metabolitler
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(amino asitler, glukoz, lipitler ve niikleotitler) bulundugu, ayrica 6nerilen iki eklentinin
metabolik profilleri arasindaki ana farkin, iUKK'ndaki yliksek seviyedeki glikoz
seviyeleri ve dlsuk laktat, glutamat, alanin ve dalli zincirli amino asit seviyelerinden

kaynaklandigi gosterilmistir (252).

Metabolizma, cevresel degisimlere paralel olarak kok hicre kaderini
belirlemede ¢ok oOnemlidir. Bir c¢alismada, kiltirde metabolik fenotiplerini
karakterize etmek icin adipoz kok hiicre (AKH) leri kiltlr sipernatanlarinin yiksek
¢Ozunurluklu nikleer manyetik rezonans (NMR) metabolomik analizleri ¢alisiimistir.
AKH’ler, adipogenez ve multipotent farklilasma potansiyeline sahip mezenkimal
benzeri kdk hicrelerdir ve 72 saatlik hiicre kultlrii boyunca bu hiicrelerin 29
ekzometaboliti tanimlanmis ve tiketim veya sekresyonlari belirlenmistir. Visseral
AKH’ler ¢ogunlukla glikolizisi kullanirken, ciltalti AKH’ler sirasiyla laktat ve sitratin
ylksek salinimi ile kanitlandigi gibi, hem glikoliz hem de mitokondriyal metabolizmayi
kullanirlar. Hicre kiltliri ortaminin kompozisyonunu degistirerek, glikoliz yerine
glutaminolizin piruvat, alanin ve sitrat salinimini destekledigi gosterilmistir. iki AKH
tipinin glutamin icermeyen kiltiir kosullarinda karsilastirilmasi, visseral AKH'lerde
degil ama ciltalti AKH'lerde, laktat sentezine dogru piruvat yonlendirmesinin
sinirlandiriimasinda glutaminolizin rollinld ortaya koymustur. Sonug olarak, farkl
kokenli AKH’lerin mitokondrinin piruvati asimile etme kapasitesinde fark oldugu,
artmis mitokondriyal aktivite gerektiren yolaklarin farklilasma potansiyelleri tizerinde
muhtemel sonuglar oldugu gosterilmistir (253). Calismamizda da MKH’lerin farkli
eklentilerle kosullandirilmasinin  KH’lerin farkhlasma kapasitesine etkileri PCR
analizleri ile gosterilmistir. FBS ile karsilastirildiginda PPP eklentisi iceren besiyeri
kullanildiginda genel olarak adipojenik ve osteojenik gen ifadelerinde istatistiksel
anlamli azalma dikkati ¢cekmistir. KiP eklentisi ile cogaltilan MKH’lerde sadece
adiponectin ifadesi anlamli azalmistir. PL eklentisi ile FBS'ye kiyasla adiponektin
ifadesinde istatistiksel anlamli bir artis oldugu saptanmistir. RUNX1 osteojenik gen
ifadelerinde ise FBS ve diger gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farkhlik
saptanmamistir. Osteojenik farklilasmanin Alizarin red ile degerlendirilmesinde

farklilasmanin hi¢ gozlenmedigi PPP grubunda ALP ifadesinde istatistiksel anlaml
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olmak Uzere azalma gorilmustir. Yine Alizarin red boyama ile en iyi osteojenik
farklilasmanin goézlendigi PL grubunda Runxl ve Alkalen fosfataz ifadelerinde
istatistiksel anlamli bir farklilik saptanmamus, Alkalen fosfataz ifadesi KiP grubunda
hafif yiksek bulunmustur. Bu durum, Runxl ifadesinin osteojenik farklilasmanin
erken doneminde olmasina, bizim ¢alismamizda ise gen ifadelerinin ge¢ asamada

analiz edilmesine baglanabilir (Sekil 4.18).

Farkl platelet eklentilerinin MKH metabolik profilline etkileri ¢cok sinirli sayida
calismada incelenmis olsa da, farkli kaynaklardan elde edilmis hiicrelerin platelet
eklentileri varliginda proliferasyon, farklilasma ve immunmodulatuvar 6zelliklerine
etkileri konusunda ¢ok sayida arastirma vardir (186-189). iyi iiretim uygulamalari
(i0U) yénergeleri altinda hiicre ¢ogaltiimasi, trombosit kékenli insan biyiime
faktorlerini iceren besiyeri katki maddeleri kullanilarak gerceklestirilebilir. i0U
yonetmelikleri  uyarinca sadece buylime  faktéri  konsantrasyonlarinin
degerlendirilmesi, Urln partisinin biyolojik aktivitesini tahmin etmek icin yeterli
degildir. Proton niikleer manyetik rezonans spektrometresi (1H-NMR) ve matris iliskili
lazer desorpsiyonu / iyonlasma stiresi ucus kitle spektroskopisi (MALDI-TOF MS)
numunelerin genis molekiler karakterizasyonunu saglamaktadir. PRP’lerin CaCl,
aktivasyonu ile elde edilen besi yeri eklentisi, PPP’lara gore daha ylksek proliferasyon
hizi gostermistir. Dondurma ve ¢ozdliirme yontemleriyle elde edilen katki maddeleri
adipoz KH proliferasyonunu az indiiklemistir (251). Calismamizda farkh eklentilere ve
inflamatuvar ortama maruz birakilan MKH’lerin analizinde, farkli serum/plazma
eklentileri MKH’lerin farklilasma potansiyelinde de farklilik olusturmus, ancak ylizey
belirte¢ ifadeleri genel olarak benzer bulunmustur. Farklilasma potansiyelindeki
farklarin 6zellikle adipojenik gen ifadelerinde oldugu gorilmis, osteojenik farklilasma
icin kullanilan RUNX1 ve alkalen fosfataz ifadelerinde gruplar arasinda farkhlik
gozlense de genellikle istatistiksel anlama ulasmamistir. Bu durum, analizlerin,
farkhlasma indlksiyonu sonrasi ge¢ donemde yapilmasina baglanmistir.
Lipopolisakkarit ile inflamatuvar ortam olusturulmasi da, farkli serum/plazma

eklentileri ile kultlir edilen MKH’lerin proliferasyon ve farklilasma kapasitesinde
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degisikliklere yol acmis, bu degisiklikler KiP ile cogaltilan MKH’lerde LPS uyarisi

sonrasl daha belirgin ortaya ¢ikmustir.

Reaktif oksijen radikallerinin kok hcrelerin farklilasmasi ile arttig
bilinmektedir (204, 208). Bir calismada stromal prekiirsér hiicrelerde stperoksit
dismutaz 2 (SOD2) eksikligine bagh olarak stiperoksit anyonundaki bir artisin, global
metabolit ortamindaki temel degisiklikler yoluyla osteojenik ve adipogenik
farklilasmayi baskiladigi gosterilmistir. Piruvat ve L-glutamin metabolizmasinin
bozulmasi, SOD2 eksikligi olan ve kendinden yaslanan stromal prekiirsor hiicrelerde,
alfa-ketoglutaratin toksik birikimine neden olarak azalan soy farkhlagsmasi icin ana
neden olarak gosterilmistir. Alfa-ketoglutarat birikimi, DNA hasari, Hif-1a (hipoksi
indiklenebilir faktor 1a) kararsizligi ve azaltilmis histon H3 (Lys27) asetilasyonunun
bir sonucu olarak SOD2 eksik stromal oncil hicrelerde nikleositoplazmik
vakuollanma ve kromatin yogunlasmasi aracili hiicre 6limiine yol agmaktadir (254).
Calismamizda farkh kosullarda ¢ogaltilan MKH’lerin alpha keto glutaric acid (M78)
diizeyleri PL, KiP ve PPP-MKH’lerde FBS-MKH’lere gére daha diisiik bulunurken,
inflamatuar uyarim varliginda en ¢ok KiP-MKH’ler olmak iizere, PL-MKH’lerde de

alpha keto glutaric acid duizeyleri artmistir (sirasiyla 3.024+0.11, 1.03+0.25).,

Yine MKH’lerin rejeneratif tipta kullanimi igin daha stabil kiltir teknikleri ve
daha verimli Uretimiicin yontemlerin arastirildigi bir calismada, lipid metabolizmasini
destekleyen ve apoptozu baskilayan L-karnitin varliginda KiMKH’lerin ¢cogalmalarina
etkisi arastinlmistir. L-karnitinin varligi ilaca bagli apoptozisi ve adipogenik
farkhlasmayi baskilamistir. Metabolik analizde, B oksidasyonunun artmasina ve
deoksikarnitin (karnitin sentezinde bir ara madde) disindaki butin karnitin
tlrevlerinin artmis ifadesine ek olarak, polisatiire ve poliansatiire asitler azalmistir.
Seri ekspresyon analizi ve metabolomiks analizleri, karnitinin yararina isaret ederek
hiicre sag kaliminda artis oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Karnitin ilavesi sadece birkag
pasaj kiltirlenmis KiMKH’lerde oksijen tiiketim oranini artirmistir ve tekrarlayan
¢ogaltmanin ardindan yaslanmis olanlarda mitokondrial aktivasyon gerceklesmistir.

L-karnitinin KiMKH'lere eklenmesinin verimli hiicre {retimi sagladigi gosterilmistir
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(255). Calismamizda hidroksivalerilkarnitin = (M129), L-asetilkarnitin  (139),
valerilkarnitin (M240) diizeyleri FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde, PL varliginda
cogaltilan MKH’lere gore daha yiksek bulunmus (sirasiyla; p: 0.01, 0.69, 0.00),
ekstrasellller metabolitler arasinda saptanmamislardir. Bu durum, FBS varliginda yag
asit oksidasyonunun PL varligina gore daha fazla olmasi ve adipojenik farklilasmanin
daha az olmasi ile veya PL varliginda mitokondri aktivitesinin ve adipojenik
farkhilasmanin daha fazla olmasi (grafik 4.3) ile iliskili olabilir. Bu durum, FBS varliginda
karnitin ile MKH’lerin oksijen tiketiminin arttigini, oksidatif fosforilasyon ve/veya yag

asit oksidasyonunun PL varligina gére daha fazla oldugunu disiindirmustdr.

MKH’ler rejeneratif tiptaki uygulamalar icin umut vaat etse de, yaslanma,
heteroploid hiicrelerde artis, genomik kararsizhik ve kokluligin azalmasi gibi
nedenler, daha stabil kiltirleme yontemleri ile MKH'lerin  Uretilmesini
gerektirmektedir. Cesitli enzimler icin kofaktér olan ve antioksidan etkiye sahip
askorbik asit (AsA), insanlar dahil bazi hayvanlar tarafindan sentezlenemez. Gen
ekspresyonu ve metabolomik analizi ile AsA'in kiltiir ortamina eklenmesinin insan
MKH’lerinin proliferasyonu ve metabolizmasi lzerindeki etkisi incelenmistir. AsA'in
MKH proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir. AsA'i, AsA'siz kiltirlerde koenzim
olarak kullanan enzimlerin aktivitesinin azalmasindan kaynaklanan HIF1 birikimi
nedeniyle, hipoksi benzeri bir metabolizmaya donts olur. MKH'lerde AsA, HIFla
hidroksilaz aktivitesini arttirir, HIF1la transkripsiyonunu baskilar ve mitokondriyal
aktivasyona yol agar. MKH'lerin ¢ogaltilmasi sirasinda AsA'in eklenmesi, hiicrelerin
daha verimli bir sekilde hazirlanmasina yol acgacaktir (256). Bizim c¢alismamizda
dehidroaskorbik asit (M97) intraselliiler metabolitler arasinda en fazla PL varliginda
cogaltilan MKH’lerde saptanmis (1.28+0.02), bunu FBS, PPP ve KiP varliginda
cogaltilmis MKH’ler izlemistir (sirasiyla; 0.89+0.12, 0.43+0.06, 0.43+0.04).
Ekstrasellliler metabolitler arasinda dehidroaskorbik asit (ESM 36) en fazla DMPPP
(1.82+0.72), sonra sirasiyla DMFBS (1.01+0.28), DMPL (0.37+0.12) ve DMKiP’te
(0.35+0.18) saptanmistir. PL, FBS ve PPP varliginda ¢ogaltilmis MKH’lerin kultdr
medyum slipernatanlarinda ¢ok distuga (sirasiyla; 0.04+0, 0.12+0.04, 1.55+0.35),

ilging olarak KiP varliginda cogaltilmis MKH’lerin kiiltiir medyum siipernatanlarinda
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ise yukseldigi (1.49+0.31) gortlmustir. Bu durum AsA’in PLiceren ortamda daha fazla

kullanildigini gostermektedir.
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6. SONUC

Mezenkimal koék hiicrelerin biyolojik 6zellikleri

Morfoloji: Farkh serum/plazma eklentilerinde ¢ogaltilan MKH’lerin morfolojik
ozellikleri igsi  fibroblastoid vyapilariyla genel anlamda benzerlik
gostermektedir. FBS ve PL ile ¢ogaltilan MKH’lerde fibroblastoid koloni
formasyonu goézlenmis, buna karsin PPP ve kismen de KiP ile ¢ogaltilan
MKH’lerde ilerleyen zaman ve pasajlarda hiicrelerin daha seyrek, daha bk,
uzantili, siskin ve kalkmaya egilimli oldugu gézlenmistir.

Proliferasyon: FBS, PL, PPP ve KiP eklentileri MKH’lerin proliferasyon
ozelliklerinde farklihk olusturmustur. MKH’ler FBS ve PL varliginda hizla
¢ogalmis, ancak yuiksek proliferasyon hizi nedeniyle hiicrelerin tabani fazla
kaplamasi sonucu inhibisyon gézlenmis ve ilerleyen zaman diliminde (9. glin)
proliferasyon hizinda azalma dikkati ¢ekmistir. PPP ve KiP eklentileri ile
¢ogalma ¢ok yavas olmus, 9. giinde kismen artma devam etmistir. Bu nedenle,
WST analizi gruplar arasi farkhliklar istatistiksel anlamlilik gostermemistir.
Buna karsin, hiicreler belirli glinlerde analiz igin toplanmayip direkt gdzlem ve
konfluent olduklarinda hicre sayimi yapildiginda en iyi proliferasyon PL,
ardindan FBS gruplarinda olmus, PPP ve KiP ile hiicre ¢cogalmasi ¢cok yavas ve
yetersiz bulunmustur.

Farklilasma potansiyeli: Farkli serum/plazma eklentileri MKH’lerin farklilasma

potansiyelinde de farklilk olusturmus, ylzey belirteg ifadeleri genel olarak
benzer bulunmustur. Farklilasma potansiyelindeki farklarin 6zellikle
adipojenik gen ifadelerinde oldugu gorilmis, osteojenik farklilasma igin
kullanilan RUNX1 ve alkalen fosfataz ifadelerinde gruplar arasinda farklilik

gozlense de genellikle istatistiksel anlama ulasmamistir. Bu durum,
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analizlerin, farklilasma indlksiyonu sonrasi ge¢ donemde yapilmasina
baglanmistir.

Lipopolisakkarit ile inflamatuvar ortam olusturulmasi farkli serum/plazma
eklentileri ile kaltir edilen MKH’lerin proliferasyon ve farklilasma
kapasitesinde degisikliklere yol acmis, bu degisiklikler KiP ile ¢ogaltilan

MKH’lerde LPS uyarisi sonrasi daha belirgin ortaya ¢ikmistir.
Mezenkimal koék hiicrelerin ve kiiltiir ortamininin metabolik 6zellikleri

FBS ve PL eklentileri iceren besiyerlerinin karsilastiriimasi sonrasi iki besiyeri
arasinda etkilenen yolaklar; amino seker ve nikleotid seker metabolizmasi,
fruktoz ve mannoz metabolizmasi, nisasta ve slikroz metabolizmasi, beta-
alanin, propanoat, galaktoz ve riboflavin metabolizmasidir.

FBS ve PL eklentileri ve MKH iceren ortamda (stipernatanlar) yolak analizlerine
gore iki grup arasinda beta-alanin metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi,
alanin, aspartat glutamat metabolizmasi, yag asit biyosentezi, pantotenat ve
CoA biyosentezi, siyanoaminoasit biyosentezi, pentoz fosfat yolagi, nisasta ve
siikroz metabolizmasi, amino seker ve nikleotid seker metabolizmasi,
propanoat ve riboflavin metabolizmasi, aminoagil tRNA biyosentezi farklilik
gostermistir.

Serum/plazma eklentisi iceren besiyerlerinin kendi icerisinde MKH
supernatanlari ile karsilastirlmasi sonucu, FBS ortaminda MKH’lerin
eklenmesi ile galaktoz metabolizmasi, amino seker ve nikleotid seker
metabolizmasi, frilktoz ve mannoz metabolizmasi, askorbat ve aldarat
metabolizmasinda degisiklikler saptanmis; PL varliginda ise MKH’lerin kaltlr
stipernatanlarinda degisen yolaklari; galaktoz metabolizmasi, arginin
metabolizmasi, amino seker ve nukleotid seker metabolizmasi olarak
bulunmustur.

Serum eklentilerinden KiP ve PPP ye ait verilerin degerlendirilmesi sonucu: KiP
varliginda c¢ogaltilan MKH kiltlr stipernatanlarinda FBS varliginda ¢ogaltilan

MKH kaltar sGpernatanlar ile karsilastirma sonucu farkli olarak yag asidi
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biyosentezi, beta-alanin metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, alanin,
aspartat glutamat metabolizmasi ve pantotenat ve CoA biyosentezinin
etkilenmis oldugu gorilmistiir. KiP eklentisi iceren kiiltiirlerde hiicreler
eklendikten sonra galaktoz metabolizmasi, arginin biyosentezi, glioksilat ve
dikarboksilat metabolizmasi, aminoacil tRNA biyosentezi, pantotenat ve CoA
biyosentezi, askorbat ve aldarat metabolizmasi ve beta-alanin metabolizmasi
anlamli etkilenmis, diger taraftan, PPP ortaminda hiicrelerin eklenmesiyle
askorbat ve aldarat metabolizmasi, butanoat metabolizmasi, pantotenat ve

CoA biyosentezinde anlamli etkilenme gorilmustur.
Spesifik sonuglar

FBS ve PLvarliginda ¢ogaltilan MKH’lerin intrasellliiler metabolitlerinin anlamli
dizeyde farkhilik gosterdigi saptanan metabolitleri ile gerceklestirilen yolak
analizleri sonucunda en anlamli degisiklik valin, 16sin ve izolGsin
biyosentezinde gorilmis, bu yolaktaki en kilit noktadaki metabolit olan
pirdvik asittir.

Pirlivik asit ve onclsl olan fosfoenol piriivatin (PEP) PL ortaminda gelisen

MKH’lerde FBSile kiyaslandiginda daha yiksek oldugu goértlmustir. Bu durum

PL ortaminda glikolizin daha aktif oldugunu distindirmektedir. Ortam
incelemelerinde ise, PEP’In FBS besiyerinde PL’ye gore ¢ok daha fazla oranda
ifade edildigi, buna karsin MKH eklenince belirgin azaldigi dikkati cekmistir. Bu

bulgu da PEP’in FBS ortaminda fazla tiiketildigine isaret etmektedir. Buna

karsin hicrelerde pirtivik asitin PL'ye gore daha duslk olmasi FBS ortaminda
PEP’In glikoliz yaninda baska yolaklara da yoneldigini distindirmustir.
Bunlardan birisi glukoneogenez, digeri biyosentez (amino asit) yolaklaridir.

Hicreler ve ortamdaki glukoz oranlarinin incelenmesi, glukoneogenezin FBS

iceren ortamda artmis olabilecegini dustindirmustlir. (FBS iceren ortamda

glukoz seviyesi PL >FBS iken, FBS iceren ortamda ¢ogaltilmis hiicrelerde (MKH)
glukoneogenezle uyumlu olacak sekilde glukoz seviyesi artmis, ayrica,

baslangicta glukoz orani daha disiik olan FBS iceren ortamda MKH’lerin
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eklenmesi sonrasi glukoz orani yliksek bulunmustur. PL iceren ortamda ise
besiyerinde yiksek olan glukoz ortama MKH ekleninde azalmis, bu da
glukozun kullanildigini ve glikolizisi desteklemektedir).

Bu calismada yapilan degerlendirmemiz ve literatir (233, 234, 236) verilerine

gore, PL iceren ortamda pirlivik asitin ve glikolizin daha aktif olmasi MKH’lerin

bu ortamda daha immunsupresif, antiinflamatuvar ve senesensi Onleyici

ozellige sahip olabilecegini akla getirmistir.

Genel olarak FBS iceren ortamda ve/veya hiicrelerde PL iceren besiyerine
kiyasla amino asit diizeyleri daha vyiksek bulunmustur. Saptananlar

icerisinde, metiyonin ve treonin FBS iceren ortamda ve hiicrelerde PL'ye gére

daha yiiksek bulunmus, htcrelerin eklenmesiyle supernatanlarda azalma

olmasi bu amino asitlerin MKH’ler tarafindan tiketildigini distndirmustir.

Hucrelerde valin ve izolosin duzeyleri de FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde,

PL varliginda c¢ogaltilan MKH’lere gbére daha yiliksek bulunmus, ortam

analizlerinde saptanmamistir. Serin dlzeyleri de hem ortamda hem de

hicrelerde FBS varliginda daha yiiksek bulunmustur. Alanin seviyesinin FBS

iceren ortamda PL ve digerlerine kiyasla ¢ok yuksek olup MKH eklenince ¢ok

azalmasi FBS iceren ortamda hiicrelerden alaninin salgilanmayip aksine

tuketildigini gdstermistir. Fenilalanin de ekstraselliler metabolitler arasinda

saptanmamis, FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde PL varliginda cogaltilan

MKH’lere gbre daha yiiksek bulunmus, benzer sekilde aspartik asit de FBS

varliginda MKH’lerde daha yiksek bulunmustur. Ortamda ise aspartik asit

DMPL besiyerinde DMFBS besiyerine gore daha fazla saptanirken FBS
varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin medyum supernatanlarinda PL varliginda
¢ogaltilan MKH’lerin medyum supernatanlarina gore daha fazla saptanmis, bu

bulgu da PL ortaminda aspartik asitin tiketildigini distindlirmistar.

Hicre kultiirlerinde en 6nemli aminoasitlerden biri glutamindir. Glutamin
ihtiyaci inflamasyon, stres durumlarinda artmaktadir. Glutamin, PL iceren
besiyerinde FBS, PPP ve KiP ile kiyaslandiginda en yiiksek seviyede iken

MKH’ler eklendikten sonra toplanan supernatanlarda PL grubunda glutamik
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asit seviyesinin ¢ok azaldigi gorilmistir. Bu durum, PL varliginda cogaltilan

MKH’ler tarafindan glutamik asitin cok kullanildigini gdstermektedir.

Lipopolisakkarit ile inflamasyon olusturulan ortamda besiyerlerindeki

glutamik asit seviyeleri ise MKH iceren ortamda FBS varliginda artarken

(1.961£0.34’ten 3.24+0.34’e), PL iceren ortamda azalmis (0.9+0.65ten

0.5+0.09’a), bu durum da inflamatuvar durumda da PL iceren ortamin

MKH’lerin glutamin kullanimini, muhtemelen, makromolekil sentezini

artirmak amaciyla glutaminolizis ve glikolitik vyolaklara yonelttigini

diisiindiirmistir. inflamasyon varliginda her 4 grupta da anlaml etkilenen
glutatyon FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde PL, KiP ve PPP varliginda
cogaltilan MKH’lere gore daha yiksek bulunmustur Bu durum LPS’ye
maruziyet sonrasi yine FBS grubunda daha belirgin bulunmustur.

Sistein ve metionin metabolizmasinda 2-oxobutanoate, methionine, L-
Serine, piruvat, glutatyon, L-alanin, 5'-Methylthioadenosine etkilenmektedir.
Oxobutanoate_bir ketoasittir. Bircok amino asit (glycine, methionine, valine,
leucine, serine, threonine, isoleucine) ve propanoate metabolizmasinda rol

oynar. 3-methyl-2-oxobutanoic acid DMFBS besiyerinde DMPL besiyerine

gore kismen fazla saptanmis, her iki ortamda da MKH’lerin _medyum

supernatanlarinda oldukca azalmis, yani kullanilmistir. 5'-Methylthio

adenosine, tim memeli dokularinda dogal olarak olusan kikirt iceren bir
nikleosiddir. Metiyonin ve plrin kurtarma yolaklarinda 5'-Metiltioadenosin
fosforilaz ile metabolize edilerek 5-metiltioriboz-1-fosfat ve adenin olusturur.
Gen ekspresyonu, proliferasyon, farklilasma ve apoptozunun diizenlenmesi
dahil olmak lzere hiicrenin ¢ok sayida kritik yanitini etkiledigi gosterilmistir
Bu metabolit, ekstraselliler metabolitler arasinda saptanmamis, FBS

varliginda cogaltilan MKH’lerde PL varliginda cogaltilan MKH’lere gore daha

yiksek bulunmustur.
Sitrik asit siklusu (Krebs/TCA doéngiisii) metabolitlerinden sitrat, fumarat,
suksinik asit ve izositrat ekstraselliler metabolitler arasinda tanimlananlar

arasinda  bulunmayip, MKH’lerde saptanmislardir. Donginin  ilk
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reaksiyonlarinda olusan sitrik asit ve izositrat PL varliginda cogaltilan
MKH’lerde daha fazla bulunurken, doénginin ge¢ olusan metabolitleri
fumarat ve suksinik asit FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde daha fazla
saptanmistir. Trombosit konsantrelerinde antikoagtilan olarak bulunan sitrat,
PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde daha fazla bulunurken, dongi ilerledikce
ortaya ¢ikan metabolitler FBS varliginda c¢ogaltilan MKH’lerde daha fazla
saptanmistir. Benzer sekilde malat da FBS varliginda cogaltilan MKH’lerde

daha fazla saptanmistir. Bu da Krebs doéngisiiniin FBS varliginda cogaltilan

MKH’lerde daha aktif oldugunu distindiirmektedir.

Propionil CoA, dalli zincirli amino asit yikimi, tek sayih yag asidi yikimi,
kolesterol yikimi gibi mitokondride olusan cesitli metabolik yollarin bir yan
Grinidur. Metabolom analizlerimizde propanoat metabolizmasi liyelerinden

3-(2-hydroxyphenyl)propanoic acid, FBS besiyeri ve supernatanlarda daha

yiksek bulunmus, MKH’lerde ise PL varliginda FBS, PPP ve KiP varliginda
cogaltilan MKH’lere gore belirgin yiksek bulunmustur. Bu da hicrelerin PL

ortaminda bu metaboliti sentezledigini, ancak salinmadigini diistindirmustdr.

3-hydroxypropionyl-CoA, propiponil CA veya malonyl CoA sentezinde
kullanihr. Malonyl-CoA, sitoplazma ya da mitokondride asetil CoA’ya
cevrilerek farkli yolaklara katilir. Malonik asit dizeyleri analizi sonucu FBS
besiyerinde malonik asit seviyesi dusik iken MKH iceren ortam
supernatanlarinda belirgin arttigi, PL iceren ortamda ise aksine baslangicta
yuksek iken supernatanda azaldigi gorilmustir. Her 2 eklenti ile de MKH’lerde

malonik asit saptanmamistir. Bu bulgular, FBS ortaminda gelisen MKH’lerin

malonik asit sentezleyip ortama salgiladigini, PL iceren ortamda ise malonik

asiti kullandigini géstermistir. Bu bulgular malonik asitin muhtemelen asetil

CoA sentezi icin kullanildigini distndUrmustir.

Lipid metabolizmasi incelendiginde FBS ve PL gruplar arasinda belirgin
farkliliklar saptanmis, ilging olarak KiP eklentisi ile de lipid metabolizmasinda
dikkati ceken bulgular saptanmistir. Sfingolipid metabolizmasinda FBS ve PL

ortaminda gelistirilen MKH’lerde istatistiksel anlamli degisiklikler saptanmis,
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ayrica plateletlerin zengin sfingolipid icerigi nedeniyle PL ile PPP arasinda da

anlamli farkhlik oldugu gosterilmistir. Sphingozin ve sphinganin molekiilleri

ekstraselliler metabolitler arasinda saptanmamis, FBS varliginda cogaltilan

MKH’lerde her 2 metabolit de PL varliginda cogaltilan MKH’lere gére daha

yiksek bulunmustur. Ayrica KiP ortaminda gelisen MKH’lerde de FBS

MKH’lere yakin seviyelerde bulundugu gdériulmustiur. Sfinganine/sfingozin

oranina bakildiginda ise FBS ortamindaki MKH’lerde oran 1.17, PLile 0.55, KiP

ortaminda 0.75, PPP ile bu oran 1.27 bulunmustur. Palmitik asit serinle

birlikte sfingozin sentezinde yer alir. Calismamizda palmitik asit FBS ve PL
iceren ortamlarda ve MKH’lerde saptanmis, dizeyler FBS iceren ortamda
daha yuksek bulunmus, hem FBS hem de PL igeren ortama hicrelerin

eklenmesi sonrasi diizeylerinde azalma olmustur. Bu bulgu, palmitik asitin her

iki serum eklentisi varliginda da MKH’ler tarafindan sfingozin ve diger yag

asitleri sentezi icin kullanildigini distinddrmustir.

MKH’lerin  inflamatuar  sitokinlerle  aktivasyonu  sirasinda lipit
metabolizmasinda farkhliklar oldugu bilinmektedir (223). Calismamizda lipid

metabolizma ara {riin seviyeleri incelendiginde LysoPC grubu (lyso-

phosphatidylcholine) PL-MKH’lerde, Lyso-PE (lysophosphatidyl ethanol

amine) grubunun ise FBS-MKH’lerde genel olarak daha yiiksek bulundugu

gdzlenmistir (LysoPE 0:0/20:4(5Z,82,11Z,14Z /M154 haric). ilging olarak, LPS

uyarimi sonrasi PL grubunda daha belirgin olmak Uzere LysoPC grubunda

artma, LysoPE’lerde azalma gozlenmistir. Bu bulgular, PL ortami MKH’lerin

imminmodulatuvar/antiinflamatuvar 6zelliklerininin FBS grubundan farkli
oldugunu gostermektedir. Bu durum LPS uyarimi sonrasi daha belirgin olarak
ortaya c¢ikmaktadir. LysoPC ile LysoPE gruplarinin immunmodulatuvar
ozellikleri hakkinda literatirde geliskili bildirimler vardir (245, 257).

Son yayinlar LysoPC nin antiinflamatuvar oldugunu ileri siirmektedir. Bizim
calismamizda da LPS uyarimi sonra LysoPClerde artis olmasi bu bulguyu
desteklemekte, bu da PL ortamininda hiicrelerin antiinflamatuvar 6zelliginin

daha yiksek olacagini disindiirmektedir.
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Ekstraselller metabolitlerin incelenmesinde dikkati ceken bir bulgu KiP

eklentisi iceren besiyeri ortaminda LPS’e maruz kalma sonrasi cok sayida

metabolitte istatistiksel 6nemli degisiklikler saptanmis olmasidir. Bu

analizlerde, hiicre icermeyen besiyeri ortaminda bile LPS sonrasi unsature yag

asit biyosentezi ile yag asit biyosentezinde farklilik saptanmistir. Dalak ve

timusta LPS uygulamasinin unsatire ve satlre yag asitlerinde 6nemli
degisikliklere ve immiin disregiilasyona yol actigi gosterilmistir (258). KiP
eklentisi iceren besiyerine MKH eklenmesi sonrasi da yag asit sentez

asamasinda gerekli olan biyotin metabolizmasinin etkilendigi gortlmustir.

Biyotin de yag dokusundan zengin bir doku olan kemik iliginde bulunan bir
metabolittir ve yag asit oksidasyonunda roll vardir.

Lipid metabolizmasi ile ilgili metabolitlerden birisi L-karnitindir. Calismamizda
hidroksivalerilkarnitin, L-asetilkarnitin, valerilkarnitin diizeyleri FBS varliginda
¢ogaltilan MKH’lerde, PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lere gére daha yliksek
bulunmus ekstraselliler metabolitler arasinda saptanmamislardir. Bu durum
FBS varhiginda karnitin ile MKH’lerin oksijen tiketiminin arttigini, bu durumun
da yag asit beta oksidasyonu veya oksidatif fosforilasyonun indiklendigini
akla getirmistir.

Analizlerde saptanan diger bir bulgu da serum/plazma eklentilerinden FBS ile

diger 3 eklenti (PL, PPP, KiP) arasinda belirgin farklhiliklarin gériilmis olmasidir.

Valin, 16sin ve izol6sin biyosentezi, sitrat (TCA) donglsl, sistein ve metionin

metabolizmasi, aminoacil tRNA biyosentezi, fenilalanin metabolizmasi, glisin,

serin, treonin metabolizmasi, alanin, aspartat glutamat metabolizmasi,

pantotenat ve CoA biyosentezi, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi PL,

KiP ve PPP varliginda ¢ogaltilan MKH’lerin her iigiinde de FBS ile cogaltilan
MKH’lere gore anlamli farkh bulunan yolaklardir.

Pantotenik asit bir B vitaminidir. FBS besiyeri ortaminda PL'den daha disik

iken MKH eklenince supernatanlarda seviyesi FBS grubunda ¢ok artmis, ayrica
MKH’lerde de FBS iceren ortamda PL’ye kiyasla daha yliksek bulunmustur. Bu

bulgular FBS ortaminda MKH’lerin pantotenik asit sentezledigini, PL
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ortaminda ise pantotenik asitin tiketildigini disindirmustlir. Bu metabolit

PPP ve KiP iceren ortamlarda diisiik diizeylerde saptanmistir.

Askorbik asitin MKH proliferasyonunu destekledigi bilinmektedir. Bizim
calismamizda dehidroaskorbik asit, intrasellller metabolitler arasinda en fazla
PL varhiginda ¢ogaltilan MKH’lerde saptanmistir. Ekstrasellller metabolitler
arasinda ise dehidroaskorbik asit MKH eklenmesini takiben PL, FBS ve PPP
varliginda cogaltilmis MKH’lerin kiltir medyum slpernatanlarinda ¢ok
azalmis, ilging olarak KiP varliginda ¢ogaltilmis MKH’lerin kiiltir medyum

slipernatanlarinda ise artmistir.
Sonug ve Oneriler:

Mezenkimal kok hicreler, farkli serum/plazma eklentileriile kiltir edildiginde
proliferasyon ve  farklilasma  Ozelliklerinde  farklihk  gdstermistir.
Lipopolisakkarid uyarisi da MKH’lerin proliferasyon ve farklilasma
kapasitesinde degisikliklere yol agmistir.

Pirvik asit ve oOnclsu fosfoenol piruvat (PEP) PL ortaminda gelistirilen
MKH’lerde FBS’a gore yilksek bulunmustur. Bu durum PL varhginda
hiicrelerde glikolitik metabolizmanin daha aktif oldugunu disiindlirmustdr.
PL iceren besiyerinde yliksek olan glukoz seviyesi ortama MKH eklenince
azalmis, bu da glukozun kullanildigini diistindlirms, bu bulgu da PL varliginda
glikolizin artmasini desteklemistir.

Fosfoenol pirtivat, FBS besiyerinde PL besiyerine gore ¢ok daha ylksek
bulunmus, MKH eklenince belirgin azalmistir. Bu durum FBS ortaminda
MKH’lerin PEP kullaniminin ylksek olduguna isarettir.

FBS ortaminda baslangi¢ta distk olan glukoz diizeyi MKH eklenince artmistir.
Bu durum MKH’lerin glukoneogeneze yoneldigini dislindlirmustiir. Bu bulgu
da FBS besiyerinde yiksek olan PEP’In muhtemelen glikolize ek olarak
glukoneogenez igin de kullanildigini distindirmustir.

Amino asit dizeyleri genel olarak FBS ortaminda ve/veya MKH’lerde PL ile

kiyaslandiginda yiiksek bulunmustur. Bu durum da PEP’in glukoneogenez
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yaninda amino asit sentezi icin de kullanilmis olabilecegini akla getirmistir. FBS
varliginda treonin, serin, metionin, valin, izol6sin, alanin, fenilalanin, aspartik
asit daha yuksek dizeyde bulunmustur.

FBS varliginda MKH’ler tarafindan kullanilan amino asitler metionin, treonin,
alanindir.

PL varliginda tiketilen amino asitler glutamin ve aspartik asittir. Glutamin PL
besiyerinde diger eklentilere gore en yliksek sevide iken MKH’ler eklenince
¢ok azalmistir. Lipopolisakkarit ile uyarim sonrasi da PL iceren ortamda
glutamin azalmis, bu durum da glutaminolizis ve glikolizinin aktiflestigini
dislindlUrmustir.

Bir ketoasit olan oxobutanoik asit hem FBS hem de PL besiyerlerinde tespit
edilmisken, MKH eklendikten sonra dizeyleri azalmis, kullaniimistir.

Krebs siklusu / TCA dongusinin ilk reaksiyonlarinda olusan sitrik asit ve
izositrat PL varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde daha fazla bulunurken, dénginin
gec olusan metabolitleri fumarat, suksinik asit, malat FBS varliginda ¢ogaltilan
MKH’lerde daha fazla saptanmistir. Bu durum Krebs donglsinin FBS
varliginda ¢ogaltilan MKH’lerde daha aktif oldugunu disindirmustr.
Propanoat metabolizmasi Uyelerinden 3-(2-hydroxyphenyl)propanoic acid,
FBS varliginda ortamda, PL varliginda ise MKH’lerde yiksek bulunmustur.
Malonik asit ise FBS ortaminda MKH’ler tarafindan sentezlenip ortama
salinmis, PL iceren ortamda ise malonik asit tiiketilmistir. Bu bulgular malonik
asitin muhtemelen asetil CoA sentezi icin kullanildigini distndUrmustir.
Ayrica FBS ortaminda yag asit oksidasyonunun uyarilmis olabilecegini
(ortamdaki propanoik asitin kullanilarak MKH’ler tarafindan malonik asit
sentezlenmesi nedeniyle) diisindirmistir.

Sphingazin ve sphingozin FBS ortaminda ¢ogaltilan MKH’lerde PL grubuna
gére daha yiiksek bulunmus, KiP ortaminda da buna yakin degerlerde
bulunmustur. Sfinganine/sfingozin orani da FBS ortaminda gelisen MKH’lerde

PL grubuna gore yiksek bulunmustur. Palmitik asit de FBS iceren ortamda ve
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hicrelerde PL’a gére daha yiksek bulunmus, hem FBS hem de PL grubunda
hicreler eklenince azalmis, kullaniimistir.

e Lipid metabolizma ara metabolitlerinden LysoPC grubu (lyso-
phosphatidylcholine) grubu (imminmodulatuvar) PL ortaminda gelisen
MKH’lerde yiiksek, buna karsin Lyso-PE (lysophosphatidylethanolamine) ise
FBS-MKH’lerde daha yuksek saptanmistir. Lipopolisakkarit uyarimi sonrasi da
LysoPC grubunda artis, LysoPE’lerde azalma gozlenmistir.

e Karnitin seviyeleri FBS varliginda ¢olatilan MKH’lerde PL gurubuna gére daha
yliksek bulunmus, yag asit oksidasyonunun indiklenmis olabilecegini
dustindlUrmustir.

e Bir vitamin olan pantotenik asit ise FBS ortaminda MKH’ler tarafindan
sentezlenmis, PL ortaminda ise tiketilmistir.

e Dehidroaskorbik asit PL ortaminda ¢ogaltilan MKH’lerde daha ylksek seviyede
bulunmustur.

e KiP eklentisi iceren besiyeri ortaminda LPS’e maruz kalma sonrasi ¢ok sayida
metabolitte istatistiksel 6nemli degisiklikler saptanmistir. Hiicre icermeyen
besiyeri ortaminda bile LPS sonrasi unsature yag asit biyosentezi ile yag asit
biyosentezinde degisim saptanmistir. KiP eklentisi iceren besiyerine MKH
eklenmesi sonrasi da yag asit sentez asamasinda gerekli olan biyotin

metabolizmasinin etkilendigi gértlmustur.
CALISMANIN BiYOLOJIK ONEMI VE ONERILER

Bu c¢alisma, klinikte oldukga yaygin kullanilmaya baslanmis olan MKH’lerin
Uretim asamasindaki farkhliklarin MKH’lerin metabolik / fonksiyonel 6zelliklerini
etkileyeceginden vyola ¢ikilarak planlanmis, MKH c¢ogaltilmasinda en etkili
faktorlerden olan serum faktorinin etkisi arastirilmistir. Bunun igin en sik kullanilan
FBS’a alternatif olarak PL, ayrica platelet etkisini degerlendirmek icin PPP ve kemik
iligi mikrocevre ortamini yansitmak tzere de KiP kullanilmistir. Klinikte MKH’lerin en
sik kullanildigi GVHH benzeri inflamatuvar ortamda etkileri hakkinda bilgi edinmek

ve/veya Uretim asamasinda inflamatuvar uyarim etkilerini degerlendirmek lizere de
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LPS uyarimi sonrasi da metabolomik 6lciimler tekrarlanmistir. Analizler sonucunda
cok sayida anlaml metabolit degisikligi ve etkilenen yolaklar tespit edilmis, bunlarin
icerisinden kok hiicre biyolojisinde 6nemi oldugu distnilen secilmis metabolitler
Uzerinden degerlendirmeler yapilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda, PL iceren
ortamda MKH’lerin daha ¢ok glikolitik metabolizmaya yoneldigi, glutamin tiketiminin
ylksek olup hicrelerin glutaminolizise yoneldigi ve inflamasyon durumunda bu
yolaklarin rolii olabilecegi diistiniimis, MKH’lerin PL ortaminda daha imminsupresif,
antiinflamatuvar ve senesensi 6nleyici 6zellige sahip olabilecegini akla getirmistir.
Buna karsin FBS ortaminda ise hicrelerin mitokondrial metabolizma, Krebs siklusu,
yag asit oksidasyonuna ve glukoneogeneze yonelecegi disinllmustiir. FBS iceren
besiyeri ortaminda genel olarak amino asit seviyeleri diger eklentilere gore daha
ylksek bulunmus, FBS ve PL iceren besiyerlerinde hiicreler tarafindan farkli amino
asitlerin kullanildigi gériilmus, metionin, treonin ve alaninin FBS ortaminda, glutamik
asit ve aspartik asitin ise PL ortaminda daha fazla tiketildigi saptanmistir. Hiicrelerin
immunolojik  ozelliklerini  belirlemede  6nemi  gosterilmis  olan  lyso-
phosphatidylcholine ve lyso-phosphatidyletanolamin diizeylerinde farkli eklentilerle
onemli farkliliklar saptanmistir. PL ile LysoPC, FBS ile LysoPE daha yuksek bulunmus,
bu eklentilerle c¢ogaltilan hicrelerin imminmodulatuvar o6zelliklerinin farkli
olabilecegi dusundlmistir. LPS uyarimi sonucu elde edilen bulgular da bunu
desteklemistir.

Literatlrde PL ortaminda gelistirilen MKH’lerin metabolik 6zelliklerine ait
veriler yetersizdir, ¢cok yakin zamanda metabolomik calismalari ile PL'in elde edilis
yontemlerinin etkisi degerlendirilmistir. Calismamiz, bu alanda yapilmis en kapsamli
arastirma olmustur. Analizler hem intraselller diizeyde hem de 4 farkli eklentinin
oldugu besiyerleri ve MKH supernatanlarinda yapilmis, ayrica, LPS ile inflamatuvar
ortamin etkileri test edilmistir. Bu ¢alismamizin devami olarak ilk asamada lizerinde
durulmasi planlanan konu, farkli eklentilerin imminmodulatuvar etkilerinin ve
mekanizmalarinin  detaylariyla ortaya konmasidir.  Boylelikle, metabolik
modifikasyonlarla hicrelerin biyolojik/immiunolojik 6zellilklerindeki degisimlerin

izlenmesi, hlicre tUretim asamasinda metabolik uyarim protokollerinin gelistirilmesi,
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bulgular esliginde hastaliga/patolojiye 06zel, kisisellestirilmis hiicre tedavilerinin
gelistirilmesi yéniinde yararh bilgiler edinilecektir. immiinmodulatuvar &zellikler
disinda hasar onarimi/rejeneratif amagli uygulamalar icin hiicrelerin ihtiyag yoniinde
farklilastirilabilmesi icin yine kisiye 0Ozel, hastaliga 6zel protokoller gelistiriimesi

mUmkUn olacaktir.

Bu calismada cok fazla veri elde edilmistir. Bunlarin detayl biyoinformatik
analizleri, kiiciik molekdl kitiphanelerinin incelenmesi, biyolojik 6nem yoéniinden
ileri biyokimyasal degerlendirmeler yapilmasi durumunda bir¢ok yeni arastirmaya

veri saglayacak bir kaynak olusturulmustur.
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Bilgilendirilmis Onam Formu (Eriskin verici igin)

HACETTEPE UNIVERSITESI KOK HUCRE ARASTIRMA ve UYGULAMA MERKEZi

BiYOBANKA BiLGILENDIRILMIS ONAM FORMU
(ERISKIN VERIci IiN)

Yakininiz veya kendi hastaliginiz ile ilgili sizden alinan biyolojik 6rneklerin Hacettepe Universitesi Kék
Hicre Arastirma ve Uygulama Merkezi binyesindeki hiicre/kék hiicre biyobankasinda arastirma
amacli saklanmasi igin onayiniza basvuruyoruz,

Biyobankalar, hicre/doku/DNA/serum/plazma/idrar gibi biyolojik érnek tamimina giren tom
orneklerin  saklandig ve bunlarla ilgili bilgilerin veri tabanlaninda arsivlenerek gelecekteki
galigmalarda kullanimak tzere uzun sireli korundugu alt yapilardir. Biyobankalar, saklanan biyolojik
drneklerin ozelligine ve bankanin amaclarina gore farkll ozelliklerdedir. Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nin bunyesinde yer alan biyobanka, kék hiicre/hiicre bankasi 6zelligindedir.

Hiicre/kidk hiicre bankasi nedir?

Hucre bankalari; saglikh kigilerden ve/veya farkli hastaliklari olan hastalardan alinan kan, kemik iligi
veya diger doku drneklerinden elde edilen, laboratuvar ortaminda gelistirilen hiicre /kék hicrelerin
ve bunlarla ilgili bilgilerin saklandigi alt vapilardir. Kok Hicreler, kan, kemik iligi veya diger
dokulardan elde edilen ve viicutta bulunan tiim hicre tiplerini olusturabilen hiicrelerdir. Bu
ozellikleriyle kbk hiicreler, hastaliklarin tedavisi, mekanizmalarinin anlasilabilmesi, ilag denemeleri ve
tedaviye yonelik yeni yéntemlerin gelistirilebilmesi igin kritik neme sahiptirler.

Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi'nin biinyesinde yer alan hiicre
ve kik hiicre bankasinda ne tiir insan 6rnekleri saklanir?

Basta kan hastaliklar olmak (izere pek ok hastalikta kan tablosunda bozukluklar meydana gelmekte
ve hastalarda hayati tehdit eden durumlar ortaya gikabilmektedir, Merkezimizde, bu tip hastalig
olan hastalardan, ayrica, saglikli ilik/kan nakli vericilerinden veya diger gontlli saglikh bireylerden
elde edilen doku/hlcre/kok hicreler ve ilgili bilgiler arastirmalarda kullaniimak tzere arsivienerek
saklanmaktadir. Bu arsivde, hastalifa ve genel saglik durumuna ait veriler ile yas, cinsiyet bilgileri
tutulmaktadir,

Biyolojik drnekler nasil saklanir ve ne gibi islemler uygulanir?

Doku ve hiicrelerin canliligini yitirmeden uzun yillar kalabiimesi icin cok sofuk ortamlar (-80°C -
-196°C) gereklidir. Bu kosullarda depolanan hiicreler arastirmalarda kullanilabilmektedir. Dokular
dogrudan dondurularak saklanabildigi gibi laboratuvar ortaminda hiicreler/kék hicreler gelistirilerek
de saklanabilmektedir. Ayrica hiicreler, gesitli islemlerden gecirilerek yeniden programlanip IPS
hucreleri (uyarilimis pluripotent kék hicre) elde edilebilmekte; bu hiicrelerden de cesitli doku/hticre
ve hicre hatlari Uretilebilmektedir. Baslangicta sizden alinan érnek ile kiyaslandiginda tamamen
farkl zellikler kazandirimis olan bu hiicreler, aragtirma-gelistirme calismalari igin glinlimizde en
fazla ilgi ceken hicrelerdir. ilag aragtirmalari, gen tedavileri, doku nakli, hiicresel tedaviler, doku
muhendisligi alanlarinda kullanim potansiyeline sahiptirler. Yiksek maliyet ve ileri teknoloji
gerektiren bu Uretim sureci, merkezimizin/iniversitemizin bitcesi ve olanaklari ile karsilanmaktadir.
|zniniz dogrultusunda, goklu islemlerle tamamen farkl 8zellik kazandirilacak olan hicreler kisk hicre
bankamizin argivi binyesine dahil edilmektedir. Bu asamadan itibaren bu hicreler yeniden izninize
sunulmaksizin arastirma - gelistirme (ar-ge) faaliyetlerinde kullanilmak Gzere yurt ici ve yurt digi
dniversiteler, kamu kurum ve kuruslari ile ar-ge ve ilag firmalari ile de paylasilabilecektir. Ornekleriniz
hiicre bankamizda sinirsiz stire ile saklanacak ve daimi hiicre kaynag) olarak kullanilacaktr.
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Ornekler nasil toplaniyor ve olasi riskler nelerdir?

Biyolojik drnekler kan, kemik iligi veya diger dokular olabilmektedir. Arastirma amagh saklanacak
biyolojik drneklerin alinmasi icin size tibbi gereklilik nedeniyle yapilan girisimler disinda herhangi bir
ek girisim yapilmayacakuir. Biyolojik drnekler, hasta veya vericiden tibbi amagla gereken kosullarda
(ameliyathane veya servis kosullarinda) toplanacakur. Sizden kemik iligi veya herhangi bir doku
ornegi alinmas: gerekiyorsa o islem sirasinda alinan orneklerden tibbi amag igin kullamilacak
miktardan arta kalani kullamilacak ya da toplanan biyolojik érneklerin kullaniimayan/atik kisimlari
arastirmalarda kullamimak Gzere saklanacaktr. Bunun igin size 6rnek alma amach olarak ek bir
girisim yapilmayacagindan drnek bagislamaniz fiziksel risk icermemektedir. Kan/kemik iligi nakli
islemlerinde vericilerinden hastanin ihtiyacina ve vericinin yasina/agirligina gore degismek lzere
yaklagik 300-1400 ml hicresel Uriin toplanmaktadir. Bunun yalnizea 1-5 ml'si arastirmalarda
kullanilmak Gzere saklanacakuir, Ayrica, tibbi gerekgelerle kan alinirken arastirmalar icin ek olarak 5-7
ml kan alinip saklanacaktir. Ek olarak alinacak kan/ilik, sizin icin risk olugturmamaktadir.

Kemik iligi/kan nakli vericilerine de tibbi gereklilik diginda ek bir girisim yapiimayacagindan bankaya
bagislanacak ornek icin herhangi bir fiziksel risk mevcut degildir. Gonilli olarak kan bagisi yapmaniz
durumunda alinacak ornege gore ilgili bolgede kizarma, morarma gibi kalici olmayan, hafif riskler
yasanabilecektir.

Saglik kayitlarimdan neden bilgi vermem gerekiyor?

Bankalanmak (zere sizden alinacak olan biyolojik drnekler yaninda size ait tanimlayici bilgiler de
kaydedilecektir. Bu bilgiler, ileride yapilacak arastirmalarin degerlendirilmesi, karsilagtirmali
galismalarin yapilabilmesi, farkli hastaliklar veya farkli ozelliklere sahip kisilere ait aragtirma
sonuglarinin dogru yorumlanabilmesi icin gereklidir.

Gizliligim nasil korunacak?

Biyolojik &rnekleriniz kisisel ve tbbi bilgileriniz ile birlikte sifre korumali bilgisayarlara
kaydedilmektedir ve bu bilgisayarlara yalnizca yetkilendirilmis biyobanka ekibi erisim
saglayabilmektedir. Biyolojik 6rnekleriniz kodlanarak saklanacaktir, tamimlayici kimlik (isim, soyad),
gibi) ve iletisim bilgileriniz “6698 sayil, Kisisel Verilerin Korunmasi Kanunu® geregince korunacaktir.
Ornekler, arastirma baslamadan 6nce bagimsiz etik kurul tarafindan onay almis projelerde
kullanilacakur. Bu kigisel bilgiler laboratuvar sonuglar, arastirma sonuglan gibi gktilarda
kullanilmayacaktir. Sadece gerektiginde, calismanin kalitesini denetleyen gorevliler, etik kurul ya da
resmi makamlarca incelenebilecektir. Tibbi bilgiler ve arastrma sonuclar bilimsel nitelikteki
toplantilarda/yayiniarda kimlik belirtiimeden kullanilabilecek, yurt ici ve yurt disi veri bankalar ile
kimlik belirtiimeden paylasilabilecektir.

Orneklerimin hiicre bankasina bagislanmasina nasil katilabilirim? Fikrimi degistirirsemn ne olur?
Onay verdiginiz takdirde sizden alinacak biyolojik 6rnekler arastirmaiarda kullanilmak Gizere hiicre
bankasina bagislanmis olacaktr. Hiicrelerin farkli islemlerden gegirilerek yeniden programlanmasi ve
banka arsivine katilmasi igin de ayrica onayiniza basvurulacaktir. Onaminizi ve biyolojik érneginizi her
2aman ¢cekme hakkina sahipsiniz. Geri gekilme durumunda saglik hizmetleri ve haklarinizda herhangi
bir kisitlama olmayacaktir. Talebiniz dogrultusunda drneginiz ve verileriniz imha edilecektir.
Toplanan biyolojik drneklerden laboratuvar kosullarinda uyanimis hiicre/hiicre hatti
olusturulmasindan itibaren hiicrelerin tim haklar Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi'ne
aktanlmis olacak ve bu érneklerin imhasi veya geri ¢ekilmesi mumkiin olamayacak, gizlilik korunarak
arastirmzlarda kullaniiabilecektir.
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Orneklerimin hangi amagla kullanilacagina karar verebilir miyim?

Bankalama amach ornek bagisladiginz takdirde size bahsedilen alanlan igeren arastirmalarda
kullanilmasina onay vermis oluyorsunuz, Bu érnekler genetik arastirmalar (DNA, RNA) da dahil olmak
Uzere tum bilimsel calismalarda ve egitim amagl olarak da kullanilabilecektir. Ayrica &rnekleriniz,
ticari amagh Urtn/ilag gelistirmeye yonelik ar-ge calismalari ya da doku, hiicre/hicre hatti Gretimi
amaciyla da kullanilabilecek, talep dogrultusunda arastirmacilarla paylasilabilecektir. Bu alanlarda
kullanim sizin izninize baghdir. !

Ornek bagisi ile ilgili bana bir 6deme yapilacak mi? Bana bir yararn olacak mi?

Ornek bagisiniz ile ilgili olarak sizden hicbir! Ucret talep edilmeyecek ve size herhangi bir ddeme
vapilmayacaktir. Ornekler, ticari bir karsihg olmaksizin, goénullik esasina dayall olarak
toplanmaktadir. Biyolojik érneklerinizin arastirma amacgl saklanmasi kisa vadede size bir yarar
saglamayacaktir. Sizinfyakiminizin hastalifi| veya diger hastaliklar ilgilendiren aragtirmalarda
kullanilabilecek ve bu durum hastaliklarin izlemine isik tutacak bilgiler ortaya ¢ikarabilecektir. Ancak
bunun size dogrudan bir fayda saglamasi beklenmemektedir. Elde edilen hiicreler halen devam eden
veya ileride vapilacak ar-ge calismalarinda kullanilabilecektir. Bu arastrmalar su anda
tanimlanmamis olsa bile sizin/yakimmzin hastaliginin ya da diger hastaliklarin tani ve tedavisine
yonelik olacaktir, '

Orneklerimin kullanildigi arastirma sonuglarini 6grenebilecek miyim?

Belirli bir arastima amacl 6rnek bagislanmasi durumunda aragtirma sonuclarini Ggrenmeniz
talebinize bagldir. Ancak bankalama amagl &rnek bagislamaniz durumunda, &rneginiz farkh
aragtrmalarda farkh arastirmacilar tarafindan kullanabilecektir. Bu nedenle sonuglann size
bildirilmesi her zaman mimkiin olamayacaktir. Ayrica 8rneklerinizin kodlanarak saklanmig olmalar:
ve kigisel verilerinize ulasimda kisithlik olmasi nedeniyle sonuclarin paylasiimasi biyobanka isleyisi ile
de uyumlu degildir. Ancak arastirma sonuglaninin sizin/yakininizin hastaliinin 6nlenmesi veya
tedavisine yonelik Umit vadeden bulgular icermesi ve arastirmacilar tarafindan bankamiza
bildiritmesi durumunda, yine talebiniz dogrulthsunda sizinle paylasilabilecektir.

Ornek bagisim ile ilgili bir sorum oldugunda kime sorabilirim?

Sorularniz igin K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi Middrd, Prof. Dr. Duygu Uckan Getinkaya
(0533 740 7524) ile gériisebilirsiniz.

Sayfa3 /4

335



ONAM BILDIRIMI
Izin imza
Orneklerimin hiicre bankasinda saklanmasi ve aragtirmalarda  IZIiN
kullanilmasina VERIYORUM.

IPS hiicre gelistiriimesine ve ileri arastirmalar (ticari Griin ve ilag  1ZIN
gelistirme, doku, hicre/hiicre hatti Gretimi, doku mihendisligi VERIYORUM,
¢alismalari...) yapiimasina

Tibbi bilgilerimin ve arastirma sonuglarinin yurt igi/yurt disi veri  iziN
bankalarina eklenmesine, baska arastirmalarda kullaniimak = VERIYORUM,
lzere veri degisimi yapiimasina

imza
Sonug Bildirimi
Aragtirma sonuclarinin bildirilmesini ISTEMIYORUM.

Benim/yakinimin hastaliginin tani ve tedavisine yénelik olmasi [STIYORUM,
veya sonuglarin  o6nleyici olmasi durumunda arastirma
sonuglarinin bana bildirilmesini

Yukaridaki bilgileri okudum, anladim. Biyobanka amag ve igerigi hakkinda agiklamalar yapildi. Bana
soru sormam igin firsat verildi. Ornek vermeyi kabul ediyorum. Imzaladigim bu formun bir kopyasi
bana verilecektir,

Katilimei

Adi Soyad) Dogum Tarihi Tel Imza

—
o
=
=

Adi Soyadi Tel Imza

Hekim

Katilimciya yukaridaki bilgiler sézel olarak aktarilmis, biyobanka amag ve igerigi agiklanmistir.
Adi Soyad

Adres/Tel

imza -

Gdrigme tarih ve saati:
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EK-3: Hacettepe Universitesi K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi Biyobanka

Bilgilendirilmis Onam Formu (Cocuk icin Ebeveyn/Vasi Onami)

HACETTEPE UNIVERSITESI KOK HUCRE ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZI

BIYOBANKA BILGILENDIRILMiS ONAM FORMU
(COCUK ICIN EBEVEYN/VASI ONAMI)

Cocugunuzun/yakinimizin  hastaligi ile ilgili kendisinden alinan biyolojik Grneklerin, Hacettepe
Universitesi Kik Hiicre Aragtirma ve Uygulama Merkezi biinyesindeki hiicre/kdk hiicre biyobankasinda
aragtirma amagl saklanmasi igin onayiniza bagvuruyoruz.

Biyobankalar, hiicre/doku/DNA/serum/plazma/idrar gibi biyolojik &rnek tamimina giren tim
orneklerin saklandigi ve bunlarla ilgili bilgilerin veri tabanlarinda arsivlenerek gelecekteki caligmalarda
kullamiimak iizere uzun sireli korundugu alt yapilardir. Biyobankalar, saklanan biyolojik drneklerin
tzelligine ve bankanin amaglarina gore farkh 6zelliklerdedir. K6k Hicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nin biinyesinde yer alan biyobanka, kék hiicre/hiicre bankasi 6zelligindedir.

Hiicre/kik hiicre bankasi nedir?

Hiicre bankalari; saglikh kisilerden ve/veya farkl hastaliklan olan hastalardan alinan kan, kemik iligi
veya diger doku érneklerinden elde edilen, laboratuvar ortaminda gelistirilen hiicre /kok hiicrelerin ve
bunlarla ilgili bilgilerin saklandigi alt yapilardir. Kok Hucreler, kan, kemik iligi veya diger dokulardan
elde edilen ve viicutta bulunan tiim hiicre tiplerini olusturabilen hiicrelerdir. Bu ozellikleriyle kok
hiicreler, hastaliklarin tedavisi, mekanizmalarinin anlasilabilmesi, ilag denemeleri ve tedaviye yénelik
yeni yéntemlerin gelistirilebilmesi icin kritik Gneme sahiptirler.

Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Aragtirma ve Uygulama Merkezi’nin biinyesinde yer alan hiicre ve
kok hiicre bankasinda ne tiir insan drnekleri saklamr?

Basta kan hastaliklari olmak tzere pek ¢ok hastalikta kan tablosunda bozukluklar meydana gelmekte
ve hastalarda hayati tehdit eden durumlar ortaya gikabilmektedir. Merkezimizde, bu tip hastaligi olan
hastalardan, ayrica, saglkl ilik/kan nakli vericilerinden veya diger géniillii saghkl bireylerden elde
edilen doku/hiicre/kdk hiicreler ve ilgili bilgiler arastirmalarda kullanilmak (zere arsivienerek
saklanmaktadir. Bu argivde, hastaliga ve genel saglik durumuna ait veriler ile yas, cinsiyet bilgileri
tutulmaktadir.

Biyolojik érnekler nasil saklanir ve ne gibi islemler uygulamir?

Doku ve hiicrelerin canliligini yitirmeden uzun yillar kalabilmesi igin cok soguk ortamlar (-80°C - -
196°C) gereklidir. Bu kosullarda depolanan hiicreler arastirmalarda kullanilabilmektedir. Dokular
dogrudan dondurularak saklanabildigi gibi laboratuvar ortaminda hiicreler/kik hiicreler gelistirilerek
de saklanabilmektedir. Ayrica hiicreler, gesitli islemlerden gegirilerek yeniden programlanip IPS
hiicreleri (uyarilmis pluripotent kék hiicre) elde edilebilmekte; bu hiicrelerden de gesitli doku, hiicre
ve hiicre hatlar Uretilebilmektedir. Baslangigta cocugunuzdan/yakininizdan alinan 6rnek ile
kiyaslandiginda tamamen farkli ozellikler kazandirilmis olan bu hiicreler, arastirma-gelistirme
¢alismalar igin glinimiizde en fazla ilgi ceken hiicrelerdir. llag arastirmalari, gen tedavileri, doku nakli,
hiicresel tedaviler, doku miihendisligi alanlarinda kullanim potansiyeline sahiptirler. Yiiksek maliyet ve
ileri teknoloji gerektiren bu iretim siireci, merkezimizin/Universitemizin biitgesi ve olanaklari ile
kargilanmaktadir. izniniz dogrultusunda, goklu islemlerle tamamen farkl ézellik kazandirilacak olan
hiicreler kék hiicre bankamizin arsivi biinyesine dahil edilmektedir. Bu asamadan itibaren bu hiicreler
yeniden izninize sunulmaksizin arastirma - gelistirme (ar-ge) faaliyetlerinde kullanilmak tizere yurt igi
ve yurt disi Universiteler, kamu kurum ve kuruslar ile ar-ge ve ilag firmalari ile de paylasilabilecektir.
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Cocugunuz/yakininiz 18 yasini doldurdugunda, konu kendi onayina sunulacaktir. Ornekleriniz hiicre
bankamizda sinirsiz siire ile saklanacak ve daimi hiicre kaynag olarak kullanilacaktir.

Ornekler nasil toplaniyor ve olasi riskler nelerdir?

Biyolojik érnekler kan, kemik iligi veya diger dokular olabilmektedir. Aragtirma amagh saklanacak
biyolojik érneklerin alinmasi igin gocugunuza/yakininiza tibbi gereklilik nedeniyle yapilan girisimler
diginda herhangi bir ek girisim yapilmayacaktir. Biyolojik érnekler, hasta veya vericiden tibbi amagla
gereken kosullarda {(ameliyathane veya servis kosullarinda) toplanacaktir. Cocugunuzdan/yakininizdan
kemik iligi veya herhangi bir doku érnegi alinmasi gerekiyorsa o islem sirasinda alinan érneklerden
tibbi amag igin kullanilacak miktardan arta kalani kullanilacak ya da toplanan biyolojik rneklerin
kullaniimayan/atik kisimlari aragtirmalarda kullaniimak Gizere saklanacaktir. Bunun igin size drnek alma
amach olarak ek bir girisim yapilmayacagindan érnek bagislamaniz fiziksel risk icermemektedir.
Kan/kemik iligi nakli islemlerinde vericilerinden hastanin ihtiyacina ve vericinin yagina/agirligina gére
degismek Uzere yaklasik 300-1000 ml hicresel Urin toplanmaktadir. Bunun yalnizca 1-5 ml'si
aragtirmalarda kullaniimak iizere saklanacaktir. Ayrica, tibbi gerekgelerle kan alinirken arastirmalar
igin ek olarak kan (yasa gére degismek lizere 1-7 ml) alinip saklanacaktir. Ek olarak alinacak kan/ilik,
gocugunuz/yakininiz igin risk olusturmamaktadir.

Cocugunuzdan/yakininizdan tani ya da tibbi izlem amaci ile alinan kan, kemik iligi veya diger biyolojik
orneklerin  bir kismi ile hiicreler/kbk hiicreler gelistirilerek saklanilacaktir. Bunun igin
gocugunuza/yakimniza ©&rnek alma amacl olarak ek bir girisim yapilmayacagindan bankaya
bagislanacak drnek icin herhangi bir fiziksel risk mevcut degildir. Kemik iligi/kan nakli vericilerine de
tibbi gereklilik disinda ekstra bir girisim yapilmayacagindan, bankaya bagislanacak érnek igin herhangi
bir fiziksel risk mevcut degildir.

Saglik kayitlarimizdan neden bilgi vermemiz gerekiyor?

Bankalanmak tizere gocugunuzdan/yakininizdan alinacak olan biyolojik drnekler yaninda kendilerine
ait tanimlayici bilgiler de kaydedilecektir. Bu bilgiler, ileride yapilacak arastirmalarin degerlendirilmesi,
karsilastirmali calismalarin yapilabilmesi, farkli hastaliklar veya farkl &zelliklere sahip kisilere ait
aragtirma sonuglarinin dogru yorumlanabilmesi i¢in gereklidir.

Gizliligimiz nasil korunacak?

Cocugunuza/yakiniza ait biyolojik &rnekler, kisisel ve tibbi bilgiler ile birlikte sifre korumali
bilgisayarlara kaydedilmektedir ve bu bilgisayarlara yalnizca yetkilendirilmis biyobanka ekibi erigim
saglayabilmektedir. Biyolojik érnekler kodlanarak saklanacaktir, tanimlayici kimlik (isim, soyadi, gibi)
ve iletisim bilgileri “6698 sayili, Kisisel Verilerin Korunmasi Kanunu” geregince korunacaktir. Ornekler,
arastirma baslamadan dnce bagimsiz etik kurul tarafindan onay almis projelerde kullanilacaktir. Bu
kisisel bilgiler laboratuvar sonuglari, arastirma sonuglan gibi giktilarda kullaniimayacaktir. Sadece
gerektiginde, calismanin kalitesini denetleyen gérevliler, etik kurul ya da resmi makamlarca
incelenebilecektir. Tibbi bilgiler ve aragtirma sonuglari, bilimsel nitelikteki toplantilarda/yayinlarda
kimlik belirtilmeden kullanilabilecek, yurt igi ve yurt disi veri bankalari ile yine kimlik belirtilmeden
paylasilabilecektir.

Orneklerimizin hiicre bankasina bajislanmasina nasil katilabiliriz? Fikrimizi degistirirsek ne olur?

Onay verdiginiz takdirde gocugunuzdan/yakininizdan alinacak biyolojik 6rnekler arastirmalarda
kullaniimak Gzere hiicre bankasina bagislanmis olacaktir. Hiicrelerin farkl islemlerden gegirilerek
yeniden programlanmasi ve banka arsivine katilmasi igin de ayrica onayiniza basvurulacaktir.
Cocugunuz/yakininiz 18 yasina geldiginde bizzat kendi onayina da bagvurulacaktir. Onaminizi ve
biyolojik 6rneginizi her zaman gekme hakkina sahipsiniz. Geri ¢ekilme durumunda ¢ocugunuz/yakininiz
igin sunulan saghk hizmetleri ve haklarinizda herhangi bir kisitlama olmayacaktir. Talebiniz
dogrultusunda cocugunuza/yakininiza ait ornek ve veriler imha edilecektir. Toplanan biyolojik
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orneklerden laboratuvar kosullarinda uyarilmis hiicre/hiicre hatti olusturulmasindan itibaren
hicrelerin tim haklari K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne aktariimig olacak ve bu érneklerin
imhasi veya geri gekilmesi miimkiin olamayacak, gizlilik korunarak arastirmalarda kullanilabilecektir.

Orneklerimizin hangi amagla kullanilacagina karar verebilir miyiz?

Cocugunuza/yakininiza ait érneklerin bankalama amagh kullammina izin verdiginiz takdirde size
bahsedilen alanlar igeren arastirmalarda kullaniimasina onay vermis oluyorsunuz. Bu érnekler genetik
aragtirmalar (DNA, RNA) da dahil olmak lizere tiim bilimsel calismalarda ve egitim amagh olarak da
kullanilabilecektir. Ayrica bu 6rnekler, ticari amagh Griin/ilag gelistirmeye yonelik ar-ge ¢alismalar ya
da doku, hiicre/hiicre hatti Gretimi amaciyla da kullanilabilecek, talep dogrultusunda arastirmacilarla
paylasilabilecektir. Bu alanlarda kullanim da izninize baghdir.

Ornek bags ile ilgili bize bir 6deme yapilacak mi? Bize bir yarari olacak mi?

Cocugunuza/yakinimiza ait ornek bagisiniz ile ilgili olarak sizden higbir (icret talep edilmeyecek ve
size/cocugunuza/yakimmiza herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. Ornekler, ticari bir karsihig
olmaksizin, gonillik esasina dayal olarak toplanmaktadir. Biyolojik 6rneklerinizin arastirma amacgh
saklanmasi kisa vadede size bir yarar saglamayacaktir. Cocugunuzun/yakiminizin hastaligi veya diger
hastaliklari ilgilendiren arastirmalarda kullanilabilecek ve bu durum hastaliklarin izlemine 151k tutacak
bilgiler ortaya gikarabilecektir. Ancak bunun size/cocugunuza/yakininiza dogrudan bir fayda saglamasi
beklenmemektedir. Elde edilen hiicreler halen devam eden veya ileride yapilacak ar-ge ¢alismalarinda
kullanilabilecektir. Bu arastirmalar su anda tanimlanmamis olsa bile sizin/yakinimizin/gocugunuzun
hastaliginin ya da diger hastaliklarin tani ve tedavisine yénelik olacaktir.

Orneklerimizin kullanildig arastirma sonuglanimi bgrenebilecek miyiz?

Belirli bir arastirma amagh &rnek bagislanmasi durumunda arastirma sonuglarini dgrenmeniz
talebinize baglidir. Ancak bankalama amacgh 6rnek bagislanmasi durumunda, 6rneginiz farkl
aragtirmalarda farkl aragtirmacilar tarafindan kullanabilecektir. Bu nedenle sonuglarin
size/gocugunuza/yakimimiza bildirilmesi her zaman mimkiin olamayacaktir. Ayrica drneklerinizin
kodlanarak saklanmis olmalan ve kisisel verilere ulagimda kisithlik olmasi nedeniyle sonuglarin
paylasilmasi biyobanka isleyisi ile de uyumlu degildir. Ancak arastirma sonuglarinin
sizin/gocugunuzun/yakimnizin hastaliginin énlenmesi veya tedavisine yonelik iimit vadeden bulgular
igermesi ve arastirmacilar tarafindan bankamiza bildirilmesi durumunda, yine talebiniz dogrultusunda
sonuglar sizinle paylasilabilecektir.

Ornek bagigimiz ile ilgili bir sorumuz oldugunda kime sorabiliriz?

Sorulariniz igin Kék Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi Middirii, Prof. Dr. Duygu Ugkan Cetinkaya
(0533 740 7524) ile gorisebilirsiniz.
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ONAM BILDIRIMI

izin imza

340

Cocugumun/yakinimin drneklerinin hiicre bankasinda IZIN
saklanmasina ve arastirmalarda kullanilmasina VERIYORUM.
IPS hiicre gelistiriimesine ve ileri aragtirmalar (ticari driin ve ilag  IZIN
gelistirme, doku, hiicre/hiicre hatti iiretimi, doku miihendisligi VERIYORUM.
galismalari...) yapilmasina
Benim/cocugumun/yakinimin  tibbi  bilgilerinin ve arastirma IZIN
sonuglannin yurt ici/yurt disi veri bankalarina eklenmesini, baska VERIYORUM.
arastirmalarda kullanilmak lizere veri degisimi yapiimasina

imza
Sonug Bildirimi
Aragtirma sonuglarinin bildirilmesini ISTEMIYORUM.
Benim/cocugumun/yakimimin hastaligimn tani ve tedavisine ISTIYORUM.

yonelik olmasi veya sonuglarin &nleyici olmasi durumunda
arastirma sonuglarinin bana bildirilmesini

Yukaridaki bilgileri okudum, anladim. Biyobanka amag ve igerigi hakkinda agiklamalar yapildi. Bana
soru sormam igin firsat verildi. Ornek vermeyi kabul ediyorum. imzaladigim bu formun bir kopyasi

bana verilecektir.

Katihmci

Ad Soyadi Dogum Tarihi Tel

Veli/Vasi

Imza

Ad Soyadi Tel

Tamk

Imza

Adi Soyadi Tel

Hekim

Katiimciya/ebeveyne yukaridaki
agiklanmistir.

Adi Soyadi

Adres/Tel

Iimza ;

Gdrisme tarih ve saati:

bilgiler sézel olarak aktarilmig, biyobanka

Iimza

amag ve igerigi
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EK-4: Hacettepe Universitesi K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi 18 Yasini

Doldurmus Birey icin “Biyobanka Yeniden Bilgilendirilmis Onam Formu”’

HACETTEPE UNIVERSITESI KOK HOCRE ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZi

18 YASINI DOLDURMUS BIiREY iCIN
“BiYOBANKA YENIDEN BiLGIiLENDIRILMi$ ONAM FORMU”

Sayin katiimai,

Sizin/yakininizin hastaliginin teshisi, tedavisi ya da arastirma calismalari igin -———————-—-
tarihinde sizden alinan biyolojik ornekler | ), o tarihte
cocuk yasta olmaniz nedeniyle ebeveyninizin/yakininizin izni ile Hacettepe Universitesi Kok Hiicre
Aragtirma ve Uygulama Merkezi blinyesindeki biyobankada saklanmistir. 18 yasimi tamamlamig
olmaniz nedeniyle biyolojik érneklerinizin ve/veya elde edilen/laboratuvar ortaminda gelistirilen
hiicrelerin ve arsiv bilgilerinin saklanmaya devam edilebilmesi igin sizin izninize ve onayiniza
bagvurulmaktadir.

Biyobankalar, hiicre/doku/DNA/serum/plazma/idrar gibi biyolojik ©rnek tanimina giren tim
drneklerin saklandigi ve bunlarla ilgili bilgilerin veri tabanlarinda arsivlenerek pgelecekteki
calismalarda kullamiimak tzere uzun sireli korundugu alt yapilardir. Biyobankalar, saklanan biyolojik
grneklerin ozelligine ve bankanin amaglarina gore farkh ozelliklerdedir. Kok Hicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nin biinyesinde yer alan biyobanka, kék hiicre/hiicre bankasi &zelligindedir.

Hiicre/kok hiicre bankasi nedir?

Hiicre bankalari; saglkl kisilerden ve/veya farkli hastaliklari olan hastalardan alinan kan, kemik iligi
veya diger doku érneklerinden elde edilen, laboratuvar ortaminda gelistirilen hiicre /kék hiicrelerin
ve bunlarla ilgili bilgilerin saklandign alt yapilardir. Kok Hiicreler, kan, kemik iligi veya diger
dokulardan elde edilen ve vicutta bulunan tim hicre tiplerini olusturabilen hicrelerdir. Bu
tizellikleriyle kik hiicreler, hastaliklarin tedavisi, mekanizmalarinin anlagilabilmesi, ilag denemeleri ve
tedaviye yonelik yeni yontemlerin gelistirilebilmesi icin kritik Gneme sahiptirler.

Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin biinyesinde yer alan hiicre
ve kdk hiicre bankasinda ne tiir insan érnekleri saklamir?

Basta kan hastaliklari olmak lzere pek ¢ok hastalikta kan tablosunda bozukluklar meydana gelmekte
ve hastalarda hayati tehdit eden durumlar ortaya cikabilmektedir. Merkezimizde, bu tip hastalig
olan hastalardan, ayrica, saglikl ilik/kan nakli vericilerinden veya diger gonillii saglikli bireylerden
elde edilen doku/hiicre/kok hiicreler ve ilgili bilgiler arastirmalarda kullanilmak iizere arsivlenerek
saklanmaktadir. Bu arsivde, hastaliga ve genel saglk durumuna ait veriler ile yas, cinsiyet bilgileri
tutulmaktadir.

Biyolojik érnekler nasil saklanir ve ne gibi islemler uygulanir?

Doku ve hiicrelerin canhlign yitirmeden uzun yillar kalabilmesi igin cok soguk ortamlar (-80°C -
196°C) gereklidir. Bu kosullarda depolanan hiicreler arastirmalarda kullanilabilmektedir. Dokular
dogrudan dondurularak saklanabildigi gibi laboratuvar ortaminda hiicreler/kék hiicreler gelistirilerek
de saklanabilmektedir. Ayrica hicreler, gesitli islemlerden gegirilerek yeniden programlanip IPS
hiicreleri (uyariimig pluripotent kik hiicre) elde edilebilmekte; bu hiicrelerden de gesitli doku/hiicre
ve hiicre hatlan Uretilebilmektedir. Baslangigta sizden alinan ornek ile kiyaslandiginda tamamen
farkh ozellikler kazandirilmis olan bu hicreler, arastirma-gelistirme galismalan igin giniimizde en
fazla ilgi ceken hiicrelerdir. ilag arastirmalar, gen tedavileri, doku nakli, hiicresel tedaviler, doku
mihendisligi alanlaninda kullanim potansiyeline sahiptirler. Yiksek maliyet ve ileri teknoloji
gerektiren bu lretim siireci, merkezimizin/Universitemizin bltgesi ve olanaklari ile karsilanmaktadir.
Velinizin/vasinizin izni dogrultusunda, goklu islemlerle tamamen farkl 6zellik kazandinimis olabilen
bu hiicreler kok hiicre bankamizin arsivi biinyesine dahil edilmistir. Bu asamadan itibaren bu hiicreler
yeniden izne sunulmaksizin arastirma - gelistirme (ar-ge) faaliyetlerinde kullaniimak lzere yurt igi ve
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yurt disi Universiteler, kamu kurum ve kuruslan ile ar-ge ve ilag firmalar ile de paylasilabilmis veya
paylasilabilecektir. &rnekleriniz hiicre bankamizda simirsiz siire ile saklanmakta ve daimi hiicre
kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Gizliligim nasil korunacak?

Biyolojik ©rnekleriniz kisisel we tibbi bilgileriniz ile birlikte sifre korumal bilgisayarlara
kaydedilmektedir wve bu bilgisayarlara vyalmizca yetkilendirilmis biyobanka ekibi erisim
saglayabilmektedir. Biyolojik ornekleriniz kodlanarak saklanmakta, tammlayici kimlik (isim, soyadi,
gibi) wve iletisim bilgileriniz “6698 sayili, Kisisel Verilerin Korunmasi Kanunu” geregince
korunmaktadir. Ornekler, arastirma baslamadan 6nce bagimsiz etik kurul tarafindan onay almis
projelerde kullanilir. Bu kisisel bilgiler laboratuvar sonuglar, arastirma sonuglari gibi giktilarda
kullanilmamakta ve kullanilmayacaktir. Sadece gerektiginde, g¢alismanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurul ya da resmi makamlarca incelenebilmis ve incelenebilecektir. Tibbi bilgiler ve
arastirma  sonuglari  bilimsel nitelikteki toplantilarda/yayinlarda  kimlik  belirtimeden
kullanilabilmis/kullanilabilecek, yurt i¢i ve yurt disi veri bankalari ile kimlik belirtiimeden
paylagilabilmis/paylasilabilecektir.

Orneklerimi geri gekebilir miyim?

Ornek bagiginiz ile ilgili olarak yakimimizdan higbir dcret talep edilmemis, herhangi bir dédeme
yapilmamis ve size de yapilmayacaktir. Onaminizi ve biyolojik 6rneginizi her zaman ¢cekme hakkina
sahipsiniz. Geri c¢ekilme durumunda saglik hizmetleri ve haklarimizda herhangi bir kisitlama
olmayacaktir. Onay verdiginiz takdirde sizden daha odnce alinmis olan biyolojik oGrnekler
aragtirmalarda kullanlmak {zere saklanmaya/kullaniimaya devam edebilecektir. Talebiniz
dogrultusunda drneginiz ve verileriniz imha edilecektir. Toplanan biyolojik drneklerden laboratuvar
kosullarinda uyariimis hicre/hiicre hatti olusturulmasindan itibaren hiicrelerin tim haklari Kok
Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi'ne aktarilmis oldugundan ve bu &rneklerin imhasi veya geri
gekilmesi mimkiin olmadigindan, gizlilik korunarak arastirmalarda kullanilabilecektir.

Grneklerimin kullanildigi arastirma sonuglarini &grenebilecek miyim?

Gegmise doniik arastirmalar ile ilgili bilgiler velinizin/vasinizin istegi/onami dogrultusunda bildirilmis
olabilir. Ancak bundan sonraki dénemde belirli bir arastirma amagh calismamin sonuglarimi
dgrenmeniz talebinize baghdir. Orneklerinizin imha edilmesini isteme hakkina da sahipsiniz. Genel
bankalama amagh izin vermeniz durumunda, drneginiz farkh arastirmalarda farkl arastirmacilar
tarafindan kullanabilecektir/kullaniimaya devam edecektir. Bu nedenle sonuglarin size bildirilmesi
her zaman mimkiin olamayacaktir. Ayrica drneklerinizin kodlanarak saklanmis olmalari ve kigisel
verilerinize ulasimda kisithlik olmas nedeniyle sonuglarin paylasiimasi biyobanka isleyisi ile de
uyumlu degildir. Ancak arastirma sonuglarinin sizinfyakininizin hastalifinin  dnlenmesi veya
tedavisine yonelik Umit vadeden bulgular igermesi ve aragtirmacilar tarafindan bankamiza
bildirilmesi durumunda, yine talebiniz dogrultusunda sizinle paylasilabilecektir.

Ornek bagisim ile ilgili bir sorum oldugunda kime sorabilirim?

Sorulariniz igin Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi Midird, Prof. Dr. Duygu Ugkan Cetinkaya
(0533 740 7524) ile gorisehbilirsiniz.
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ONAM BiLDIRiMi

Litfen asagida izin verdiginiz/kabul ettiginiz alanlari imzalayiniz.
(izin vermediginiz/istemediginiz alanlar liitfen bos birakiniz.)

izin izin imza
No

1. Orneklerimin hiicre bankasinda saklanmasina ve arastirmalarda
kullaniimasina iZIN VERIYORUM.
2. Orneklerimin iIMHA edilmesini istiyorum.

3. IPS hiicre gelistirilmesine ve ileri arastirmalar (ticari Urn ve ilag gelistirme,
doku, hiicre/hiicre hatti lretimi, doku miihendisligi calismalar...)
yapilmasina iZiN VERIYORUM.

4. Tibbi bilgilerimin ve arastirma sonuglarinin yurt ici/yurt disi veri bankalarina
eklenmesini, baska arastirmalarda kullaniimak Gzere veri degisimi
yapilmasini ONAYLIYORUM.

5. Arastirma sonuglarinin bana bildirilmesini iISTEMIYORUM.

6. Benim/yakinimin hastaliginin tani ve tedavisine yénelik olmasi ve énleyici
olmasi durumunda arastirma sonuglarinin bana bildirilmesini ISTIYORUM.

Yukaridaki bilgileri okudum, anladim. Biyobanka amag ve icerigi hakkinda aciklamalar yapildi. Bana
soru sormam icin firsat verildi. Ornek vermeyi kabul ediyorum. imzaladigim bu formun bir kopyasi
bana verilecektir.

Katilimci

Adi Soyadi Dogum Tarihi Tel imza

Tanik

Adi Soyadi Tel imza
Hekim
Katilimciya/ebeveyne yukaridaki bilgiler soézel olarak aktariimig, biyobanka amag ve igerigi

aciklanmustir.

Adi Soyadi

Adres/Tel

imza $
Goriisme tarih ve saati:
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EK-5: 7-11 Yas Cocuk Kabul Formu

7-11 YAS COCUK KABUL FORMU

Aragstirma amagh kan, ilik 6rneklerinin saklanmasi

Senin/kardesinin hastalii icin senden kan veya ilik alinmasi gerekiyor. Bu islemlerin nasil yapilacagl sana
doktor/hemsire tarafindan anlatildi. Alinan bu kan/filik &rneginin kiiglk bir kismini arastirmalarda
kullanmak iizere Hacettepe Universitesi Kék Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde saklamak istiyoruz.
Bunu senin kabul etmen halinde alinan kan/ilik ornegini saklayacagiz. Daha sonra, arastirmalar igin

kullanacagiz. Bu konu ile ilgili anne-babanla konusabilir, onlardan, doktorlardan bilgi alabilirsin.

Arastirma amagl saklamak lzere sana fazladan herhangi bir islem yapilmayacaktir. Senin/kardesinin
hastaliginin tedavisi, izlenmesi igin senden alinacak kanfilik érneginin yaklasik 1-2 corba kasig kadar
miktarini ileride yapilacak arastirmalarda kullanmak izere saklayacagiz. Belki fazladan bir kez kan alinmasi
gerekebilir. Kolundan kan alinmasi sirasinda gok hafif bir agr hissedebilirsin. Orada morarma, hafif kanama

olabilir.

Senden alinacak kan/ilik drneginin saklanmasina izin vermenin sana bir yarari olmayacak. Ancak senden
alinan érneklerden elde edilen hiicrelerle yapilan aragtirmalar kan, ilik hastaligi olan gocuklarin tedavisine

yardimei olabilir.

Bu kagidi imzaladigin takdirde arastirmalar igin saklanmak (zere kan/ilik érneginin kullanilmasina izin
veriyor olacaksin. Sen kabul etmedigin takdirde anne-baban, doktorlar veya hemsireler sana kizmayacak,
senden alinan drnekler saklanmayacak. Kabul ettigin takdirde ise drneklerin saklanacak, ama ileride her
zaman vazgegme hakkina sahipsin. 18 yasina geldiginde, konuyu tekrar sana anlatip, kararini tekrar

soracagiz. istedigin takdirde bu kagidin bir kopyasi sana verilecektir.

Bu galismaya katilmak istiyorsan liitfen imzala:

Adi-Soyadi

imza

Cocuk dogum tarihi:

Formun imzalandigi tarih:
Formun gegerliliginin bittigi tarih:
(18 yasini dolduracag tarih)
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EK-6: 12-17 Yas Cocuk Kabul Formu

12-17 YAS COCUK KABUL FORMU

Arastirma Amagh Kan, ilik Orneklerinin Saklanmasi

Senin/kardesinin hastaligi igin senden kan veya ilik alinmasi gerekiyor. Alinacak bu érnegin kiiglik bir
kismini arastirmalarda kullanmak izere Hacettepe Universitesi Kbk Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nde saklamak istiyoruz. Bunu senin kabul etmen halinde, alinan kanfilik ornegini
merkezimizin hiicre/kdk hiicre bankasinda saklayacagiz. Bu ornekler, kik hiicre, doku nakli
aragtirmalarinda kullanilabilecektir.

Senin veya kardesinin hastaligl i¢in senden kan/ilik toplanmasi gerektigi ve bu toplamanin nasil
yapilacagi sana, doktor/hemgire tarafindan anlatild.. Arastirma amacl saklamak lzere alinacak 6rnek
iin sana fazladan herhangi bir islem yapilmayacaktir. Senin/kardesinin hastaliginin tedavisi, izlenmesi
icin senden alinacak kan/ilik érneginin yaklagik 1-2 gorba kagig kadar miktarini ileride yapilacak
aragtirmalarda kullanmak lzere dondurarak saklayacagiz. Belki fazladan bir kez kan alinmasi
gerekebilir. Kolundan kan alinmasi sirasinda hafif bir agn hissedebilirsin. Orada morarma, hafif
kanama olabilir.

Hiicre saklanmasi ve arastirmalar hakkinda senin/kardesinin doktoru tarafindan sana bilgi verilecek.
Doktora istedigin soruyu sorabilirsin. Ayrica, anne-baban ile bu konuyu konusabilirsin.

Senden alinacak kan/filik 6rneginin saklanmasina izin vermenin sana bir yarari olmayacak. Ancak
senden alinan Grneklerden elde edilen hicrelerle yapilan arastirmalar kan, ilik hastaligi olan hastalar
igin ileride bulunacak yeni tedavilerin gelistirilmesine yardime olabilir.

Senin veya kardeginin tedavisi igin senden kan/ilik alinirken kigik bir kisminin arastirmalar icin Kok
Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde saklanmasini kabul etmek zorunda degilsin. Sen kabul
etmedigin takdirde anne-baban/yakinin doktorlar veya hemsireler sana kizmayacak ve senden alinan
ornekler saklanmayacaktir. Kabul ettigin takdirde ise orneklerin saklanacaktir, ancak saklanan bu
ornekleri de ileride istedigin zaman geri ¢ekme hakkina sahipsin. O durumda senin &rneklerin
saklanmayacak ve arastirmalar igin kullaniimayacaktir. Sen 18 yasina geldiginde, konuyu tekrar sana
anlatip, kararini tekrar soracagiz.

Bu kagidi imzaladigin takdirde aragtirmalar igin saklanmak tzere kan/ilik 6rneginin kullanilmasina izin
veriyor olacaksin. istedigin takdirde bu kagidin bir kopyasi sana da verilecektir.

Bu galismaya katilmak istiyorsan litfen imzala:

Adi-Soyadi

imza

Cocuk dogum tarihi:

Formun imzaland g tarih:
Formun gegerliliginin bittigi tarih:
(18 yasini dolduracag tarih)
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EK-7: Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

16969557-744 numarali karari

T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayi 16969557 THY
oau ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

Toplant Tarihi : 03 MAYIS 2018 PERSEMBI

Toplanti No : 2018712

Proje No : GO 18/430 (Degerlendirme Tarihi: 27.03.2018)
Karar N 1 GO 18/430-23

Universitemiz Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi dgretim tiyelerinden Prof. Dr.
Duygu Ugkan CETINKAYA 'mn sorumlu arastrmact oldugu, Dr (")[_'rl,' Uyesi Fatima Aerts
KAYA. Dog¢. Dr. Emirhan NEMUTLU, Prof. Dr. Osman Ilhami OZCEBE ile birlikte
gahsacaklar ve Dr. Tiillay Karaagag AKYOL un doktora tezi olan, GO 18/430 Kayit numarali
ve “Mezenkimal Kik Hiicre Uretiminde in vitro Temelli Metabolomik ve Analizler” bashikl
proje dnerisi aragirmanin gerckge. amag. vaklagim ve vontemleri dikkate alimarak incelenmis
olup. etik agidan uygun bulunmustur,

)
|.|=m|:|)r.r\'un¢nx\mi<s‘|rm (Bagkan) 10 Dog. Dr, Gozde GIRGIN \]ﬂ (Uye)
Lr) iZINLI

2. Prof. Dr. Sevda F. MUF1 ["()(547 (Uye) 11 Dog. Dr. Fatma Visal OKUR (Uye)
¢

3, Prof, Dr. M, Yildinm S (Uye) 12, Dog. Dr. Can Ebru KUR' (Uye)

IZINLI IZINLI

4. Prof. Dr. Necdet SAGLAM (Uye) 13, Dog. Dr. H. Hiisrev TURNAGOL (Uye)
5. Prof. Dr. Hatice Dogan ON].U (Uye) 14. Dr. Ogr. Uyesi Ozay GOKOZ dﬁ (Uye)
IZINLI iZINLI '

6. Prof. Dr. R. Kiksal OZGUL (Uve) 15 Dr. Ogr. Uvesi Miige DEMIR (Uye)

7. Prof. Dr, Ayse Lale DOGAN (ﬂ}} (Uye) 16, Ogr.Gor.Dr. Meltem SENGELEN

8. Prof. Dr. Mintaze Kerem GUNEL (Uye) 17, Av. Meltem ONURLU
N

(Uye)

9. Prof. Dr. Oya Nuran EMIROG .l‘\}J\J (Uye)
N

Hacettepe Universitesi Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
06100 Sihhiye-Ankara
Telefon: 0 (312) 305 1082 « Faks: 0 (312) 310 0580 « E-posta: goetik@hacettepe.edu.tr

Avrintih Bilgi igin
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Ek-8: Orjinallik Raporu
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Dijital Makbuz
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Adi, Soyadr: TULAY KARAAGAGC AKYOL
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Medeni durumu: Evli, iki cocuklu.
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