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OZET
Ahu PAKDEMIRLI

Yazisma adresi: Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, iZMIR

Yara Iyilesme Modelinde Mezenkimal Kok Hiicre Differansiyasyonunda Folik Asit
Etkisi

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) yetiskin dokularindan izole edilebilen stromal kok
hiicrelerin heterojen alt kiimesi olup eriskin tip kok hiicredir. MKH hem mezodermal
hiicreler hem de diger embriyonik hattaki hiicreler icin farklilastirici olabilir. Stromal kdkenli
olmalarindan dolay1 destek hiicresi 6zelligini tasirlar; dayanikli ve farkli alanlarda kullanim
potansiyeli yuksek htcrelerdir. Calismalar, nakledilen MKH’lerin etkilerini farklilasma
ozellikleri araciligiyla veya doku fonksiyonlarini geri getiren ve bagisiklik hiicrelerini
diizenleyen molekiillerin salinmmi aracihigiyla uyguladigimi  gostermektedir. In  vivo
uygulamalar sonrast MKH’lerin periferik toleransi indiikledigi ve hasarli hiicrelere goc ettigi
ve hasarli alanda pro-enflamatuar sitokinlerin salinmasimni onledigi ve hasar gormiis
hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik ettigi gosterilmistir. Doku yenilenmesi ve onariminda bir
diger onemli faktor olan folik asit, hem yap1 tagi molekiillerin sentezindeki rolii hem de
differansiyasyon Uzerine etkileri nedeniyle arastirilmaktadir. Bu g¢alismada yara iyilesme
modelinde mezenkimal kok hicre differansiyasyonunda folik asidin etkisi arastirilmustir.
HUVEC hiicre hatti ile olusturulan yara iyilesme modelinde folik asit ve inhibitorleri, MKH
salgisal faktorleri kullanilarak doku yenilenmesi degerlendirilmistir. Yara iyilesme hizi
gercek zamanli canli hiicre goriintiilleme sistemi ile hiicre ¢ogalma fonksiyonlar1 gergek
zamanli hiicre proliferasyon yontemi ile dl¢iilmiistiir. Folik asidin hucre proliferasyonunnu
arttirict etkisi MKH kiiltiir ortamina salinan salgisal faktorlerce potansiyalize edilmistir. Folik
asit, yara iyilesme hizimi arttirmistir. MKH salgisal faktorleri bu artis1 ilk alti saatlik
déneminde potansiyalize etmistir. Bu ¢alismada mezenkimal kok hicrelerin folik asit ile
birlikte ko-kiltiirii sonucu ortama salgiladiklar1 faktorlerin endotel hasarini iyilestirme

kapasiteleri in vitro yara iyilesme modelinde arastirilmistir. MKH doku yenilenmesi ve
1



iyilesme siireclerinde yalnizca destek hiicre fonksiyonlart ile degil, differansiyasyonun
salgisal fonksiyonlar iizerindeki etkisiyle de katki sagladigi ve bu katkinin folik asidin doku

yenilenmesi tizerine olan etkisini gli¢lendirdigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yara iyilesmesi, mezenkimal kok hucre, folik asit, folik asit inhibitorleri



ABSTRACT
Ahu PAKDEMIRLI

Corresponding address: Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Physiology

Izmir.

Effect of Folic Acid on Mesenchymal Stem Cell Differentiation in Wound Healing
Model

Mesenchymal stem cells (MSC) are adult type stem cell where the heterogeneous
subset of stromal stem cells that can be isolated from adult tissues. MSC can be a
differentiator for both mesodermal cells and other embryonic lines. Due to their origin as
stromal, they carry the supporting cell feature and are resistant cells with high potency in
different areas. Studies show that the effects of transplanted MSC are mediated through
differentiation properties or by the release of molecules that regulate immune cells, restoring
tissue function. After in vivo applications, it has been shown that MSC induce peripheral
tolerance and migrate to damaged cells and prevent the release of damaged area pro-
inflammatory cytokines and promote the survival of damaged cells. Folic acid, another
important factor in tissue regeneration and repair, has been questioned in the literature due to
its role in the synthesis of building block molecules and its effects on differentiation. In this
study, the effect of folic acid on mesenchymal stem cell differentiation was investigated in
the wound healing model. In the wound healing model generated by the HUVEC cell line,
tissue regeneration was assessed using folic acid and its inhibitors, MSCs secretory factors.
The wound healing rate was measured by a real-time live cell imaging system and cell
proliferation functions were measured by real-time cell proliferation. Increasing effect of
folic acid on cell proliferation. MSH epidemic factors potentiate this increase during the first
six hours. In this study, endothelial damage-enhancing capacities of factors that
mesenchymal stem cells secreted co-culture endothelial with folic acid were investigated in
an in vitro wound healing model. It has been shown that MSCs contribute not only to support

cell functions but also to the effect of differentiation on the secretory functions in tissue

3



regeneration and healing processes, and this contribution potentiates the effect of folic acid

on tissue regeneration.

Key Words: Mesenchymal stem cell, wound healing, folic acid, cell differentiation



1. GIRIS ve AMAC

1.1. Problemin Tanimi

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) bircok yetiskin dokularindan izole edilebilen
stromal kok hiicrelerin heterojen alt kiimesi olup eriskin tip kok hiicredir. MKH hem
adipositler, kondrositler ve osteositler gibi mezodermal hattaki hiicreler hem de diger
embriyonik hattaki hicreler igin farklilagtirici olabilir (1). Stromal kokenli olmalarindan
dolay1 destek hiicresi 6zelligini tagirlar ve birgok dokudan elde edilebilerek sayica ¢ogaltilan,
dayanikli, farkli alanlarda kullanim potansiyeli yiiksek hiicrelerdir (2). MKH, dogal ve
kazanilmis bagisiklik sistemi hiicreleri ile etkileserek bircok efektor fonksiyonlarinin
modiilasyonuna neden olur. MKH dogasi belirsiz olmasina ragmen, klonal olmayan stromal
kiiltiirler tedavi amaghi MKH kaynagi olarak kullanilmaktadir (3). Preklinik ve Klinik
caligmalar, nakledilen MKH’lerin etkilerini farklilasma o6zellikleri araciligiyla veya doku
fonksiyonlarini geri getiren ve bagisiklik hiicrelerini diizenleyen molekiillerin salinimi
araciligiyla uyguladigini gostermektedir. In vivo uygulamalar sonrast MKH’lerin periferik
tolerans1 indiikledigi, hasarli hiicrelere gog ettigi, hasarli alanda pro-enflamatuar sitokinlerin

salinmasini 6nledigi ve hasar gérmiis hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik ettigi gosterilmistir

(4).

Mezenkimal kok hiicreler uygun mikro ¢evre kosullarinda oncelikle bag dokusu
olmak tizere degisik hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyeline sahiptir. In vitro kosullarda
uygun uyaranlarla osteojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik farklilagsma kapasitelerinin
oldugu ve hematopoetik stroma olusturabildikleri, ayrica MKH’lerden pankreas beta
hiicreleri, hepatosit, endotel ve epiteloid hiicrelere doniisim oldugu gosterilmistir (5).
MKH’ler baska bir dokuda hasar olusmasi durumunda diger dokuya gecer ve bu dokuda

olusan hasar1 diizeltmeye ve onarmaya baslar (6, 7).

Folik asit; saglik, biiylime ve gelisme i¢in eksojen alimi gerekli olan B vitamini
kompleks grubunda yer alan suda ¢Oziinen bir vitamindir. DNA bazlar ve diger gerekli

biyomolekillerin sentezindeki tek karbon vericileri igin ko-faktorlerin prekirsori olarak folik



asit gereklidir (8). Doku yenilenmesi ve onariminda bir diger 6nemli faktor olan Folik asit
hem yap1 tasi molekiillerin sentezindeki rolii hem de differansiyasyon iizerine etkileri
nedeniyle literatirde arastirllmaktadir (9). Folik asidin differansiyasyon (farklilasma) izerine
olumlu etkisi bilinmektedir. Differansiyasyon koken alinan dokuya morfolojik olarak veya
islev olarak benzeme 6zelligi olarak tanimlanmaktadir. Folik asit, DNA metiltransferazlar
araciligryla noral kok hiicrelerin ndronlara differansiyasyonunu indiiklemektedir, kok htcre
cogalmasi ve farklilasmasi itizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (10). Folik asit, DNA
replikasyonu ve onarimi, metilasyon, niikleotidlerin ve bazi amino asitlerin sentezi gibi pek
cok metabolik islevde gorev almaktadir. Folik asit molekiil yapisinda formil, metil, metilen,
pteridin, p-amino benzoik asit (PABA) ve glutamik asit bulunmaktadir. Folik asit alimi
yetersizliginde ise megaloblastik anemi, biiylime geriligi ve noral tiip defektleri
gortilmektedir. Bu ¢alismada mezenkimal kok hucrelerin folik asid ile birlikte ko kalttri
sonucu ortama salgiladiklar1 faktorlerin endotel hasarini iyilestirme kapasiteleri in vitro yara

iyilesme modelinde arastirilmistir.

1.2. Arastirmani Amaci

Folik asit ve mezenkimal kok hiicrenin yara iyilesmesine olumlu etkisi vardir. Bu
calismanin amaci yara iyilesme modelinde mezenkimal kok hiicre differansiyasyonunda folik
asit etkisini aragtirmaktir. Bu baglamda mezenkimal kok hicrelerin folik asit ile birlikte ko-
kiiltiiri sonucu ortama salgiladiklar1 faktorlerin endotel hasarmi iyilestirme kapasiteleri

invitro yara iyilesme modelinde arastirilmistir.
Bu kapsamda yiiriitiilen ¢alismada asagidaki hedefler iizerine odaklanilmistir:

1. Folik asit verilmeden sadece mezenkimal kok hicresinin salgisal faktorlerinin yara
iyilesmesinde etkinliginin goriilmesi.

2. Folik asidin farkli dozlarinin yara iyilesmesinde etkinliginin gosterilmesi; folik asit
inhibitorleriyle bu etkinin inhibe edildiginin goriilmesi.

3. Folik asidin mezenkimal kok hiicre farklilandirilmasi siirecinde MKH kaynakli faktorler

(MDFs) uzerine etkisi ile yara iyilesmesinde etkinliginin goriilmesi.



1.3. Arastirmanin Hipotezleri
Mezenkimal kok hucre differansiyasyonunda folik asidin etkisiyle olusan salgisal
faktorlerin yara iyilesmesi iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismamizin hipotezi: ‘Folik asit

ve mezenkimal kok hiicre salgisal faktdrlerinin yara iyilesmesine olumlu etkisi var midir?’



2. GENEL BILGILER
2.1. Yara Iyilesmesi

Normal yara iyilesmesi, hemostazdan enflamasyona, organize doku rejenerasyonuna
kadar giden karmasik, ancak ¢oklu parametreler tarafindan diizenlenen bir olaylar dizisidir.
Doku hasari, beraberinde notrofiller ve makrofajlar gibi proinflamatuar sitokin Ureten
hiicrelerin infiltrasyonu ile karakterize edilen iyilesme siirecini baslatir, bunu ekstraseluler
matriks (ECM) olusturan fibroblastlarin gelmesi ve yeni doku formasyonunun olusumu izler.
Bununla birlikte, en iyi kosullar altinda bile, bu siireg tipik olarak fibrozis veya skar olusumu
ile sonuglanabilir ve doku iyilesmesinin karmasik dogasi géz Oniine alindiginda, klinik
kararlar1 ve sonuclar1 etkileyebilecek c¢ok sayida adim vardir. Her yil c¢esitli kusurlari
gidermek igin milyonlarca rekonstritksiyon prosediirii gerceklestirilmektedir. Endotel gibi
Ozellesmis doku hasarlarinin tedavisi ve oOnlenmesi de ayrica klinik Oneme sahiptir.
Gelistirilen modern tedavi yontemlerine ragmen kronik yaralarin %50'sinden fazlasi tedaviye
direngli kalmaktadir (4). Kronik yaralar, modern tipta biiyikk bir sorun olmaya devam
etmektedir ve sadece fiziksel ve zihinsel saglig1 degil, ayn1 zamanda verimliligi, uzun vadeli
morbidite ve saglik harcamalarini da etkileyen 6nemli bir yiik olusturmaktadir. Bu nedenle

doku iyilesmesinin fizyolojisini anlamaya yonelik ¢alismalar 6nem kazanmaktadir (10).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, yara iyilesmesi ile ilgili gesitli kok hiicreleri
bildirilmistir, 6rn. deri kaynakli 6ncii hiicreler (SKP'ler), epidermal kok hiicre (EpSC'ler),
amniyon kaynakli mezenkimal kok hicreler (AMSC'ler), sinoviyum mezenkimal kok
hiicreler (SMSC'ler), kemik iliginden tiiretilmis kok hiicreler (BMSC'ler) ve adipoz turevli
kok hucreler (ASC'ler). Ancak, aragtirmacilar, MKH'lerin avantajlarindan dolayr kullanimi
konusunda mutabakata varmiglardir. MKH'ler, dokularin ¢coguna yol agma kabiliyetleri ve

organlarda yara iyilesmesinde rollerinden dolay1 artan bir ilgi konusu olmustur (11).



2.2. Mezenkimal Kok Hucre

Mezenkimal kok hicreler Sekil 1’ de goriilecegi gibi (multipotent mezensimal stromal
hicreler olarak da bilinir) kendini yenileme ve ¢ok-soylu farklilagsma kapasitesine sahiptir ve
yara iyilesmesini artirma yetenekleri iyi gelismistir. Parakrin etkilesimleri ile hareket eden
MKH'ler, yara kapanmasini hizlandirir, anjiyojenezi arttirir, yara iltihabinin ¢oziintirliigiint
tesvik eder, hiicre dis1 matrisin yeniden sekillenmesini olumlu bir sekilde diizenler, normal
doku mimarisi ve islevi ile yenilenmesini tesvik eder. Mezenkimal kok hicreler, kendini
yenileme ve osteoblastlar, adipositler, kondrositler, tenositler ve miyositler gibi ¢oklu doku
olusturucu hiicre soylarina farklilagma gosterme kabiliyeti ile karakterize edilir (12). Kemik
iligi, adipoz doku ve umbilikal kord dahil olmak tizere bir dizi dokudan elde edilebilen
MKH'ler, CD44 +, CD73 +, CD90 + ve CD105 + dahil olmak {izere yiizey CD isaretlerinin
ifadesi ile karakterize edilir ve hematopoetik hiicrelerden CD34, CD45, CD14 ve HLA-DR

negatif olmalari ile ayrilirlar.

x400

Sekil 1. MKH'lerde Stro-1 ve CD45'in immiinohistokimya ile boyanmasi. MKH'ler, Stro-1
(@) ile immdino-pozitif iken, CD45 boyamasi negatif (b) olarak goriilmektedir. Oklar:
immiinpozitif hiicreler, oklar kafalari: immiinonegatif hiicreler. Biiyiitme x 100 a ve x 400 b

de. [Bu sekil, www.anatomy.org. tr adresindeki ¢evrimigi versiyondan alintilanmigtir].



http://www.anatomy.org/

Yara iyilesmesi, hiicre gocii, iltthaplanma, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu,
yeniden epitelizasyon ve ECM yeniden modellemesi gerektiren karmasik bir siiregtir.
MKH'lerin bu sirecte aktif bir roli vardir ve MKH'lerin terapétik uygulamasinin yara
iyilesmesini arttirdigr ve iyilestirdigi gosterilmistir. Sekil 2’de ayrintilandirildigr gibi,
MKH'lerin de immiinomodiilatdr, onarict oldugu gosterilmistir ve parakrin sinyallemesi

yoluyla olusan rejeneratif etkilerinin, blyuk terap6tik potansiyeli tartisilmaktadir (13).

* Keratinosit ve
B fibroblast A\ Yara kapanmasi

migrasyonu

AN VEGF, HGF

A Anjiogenez

AN Mikrodamar
yogunlugu

y
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W inflamatuvar hiicreler

W IL1, THF-a

Mezenkimal kik hicre —|— _)l W Inflamasyon |——.| ﬁ Yara iyilesmesi
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A soD, GPx
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ECM yeniden
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AN Kollajen, elastin
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proliferasyonu
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kalinhg

v

AN Deri rejenerasyonu

Ah Deri Uzantilan

Sekil 2. Mezenkimal kok hiicreler tarafindan yoénlendirilen yara iyilesmesi. Bu, yara
kapanmasini hizlandirmayi, angiogenezi arttirmayi, yara inflamasyonunun azalmasini kapsar.
Hiicre dis1 matriksin (ECM) yeniden modellemesini pozitif olarak diizenler ve normal cilt
mimarisinin ve igleyisinin rejenerasyonunu uyarir. Bu etkilere parakrin sinyallemesi aracilik
eder. GPx glutatyon peroksidaz, HaCaT immunize insan keratinosit, HGF hepatosit blytme
faktord, ICAML interselller adezyon molekuli 1, IL-1 interlékin-1, MMP-1 matriks
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metalloproteinaz-1, SOD superoksit dismutaz, TNF-a timér nekroz faktorii-alfa, VEGF

vaskiler endotelyal buytime faktori (14).

MKH’ler pek ¢ok fonksiyonlari ile yara iyilesmesine katkida bulunurlar. Arastirmamiz
kapsaminda, yara iyilesme silirecinde differansiye olarak siirece katilan MKH’lerin ortama
salgiladiklar1 faktorlerin rolii incelenmektir. MKH'ler tarafindan salgilanan dlzenleyici ve
trofik faktorler, cok sayida biiyiime faktortind, sitokinleri ve kemokinleri icerir ve MDFs
olarak bilinirler. Bu faktorlerin, fizyolojik degisiklikler (hipoksi veya anoksi), kii¢iikk molekdil

uyarimi, sitokin tedavileri ve strese cevap verdigi gosterilmistir (15).
2.3. Folik Asit

Differansiyasyon ve yara iyilesmesinde roli oldugu bilinen énemli bir faktor de folik
asittir (Sekil 3). Folik asit DNA bazlarinin sentezi igin gereklidir (16).

OH

Folik asit

Sekil 3. Folik asit molekiilii.

Hwank ve arkadaglar1 hiicre morfolojisini inceleyerek folik asidin myoblastlarin ¢ok
cekirdekli mikrotiibiillere fiizyonunu ve myojenik differansiyasyonunu artirdigini
gostermisglerdir (17). Folik asit tedavisi gen ekspresyonunda hiicre tiiriine bagh degisiklikleri
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uyarir (18). Wei ve arkadaglarinin ¢alismasinda ise folik asidin fare kok hiicre pluripotensini

stirekli kildig1 gosterilmistir (19).

Metyonin Sentezi Timidilat Sentezi
ve SAM-aracili metilasyonlar
FOLIK ASIT
* dUMP
HiDRO+FOLAT

THF TS

,

SAM
¢ MS 5,10-METIiLEN THF dTMP
BI2
S/tH ‘/ MTHFR
HOMOSIS 5-METIL THF
DNA ONARIMI
I DNA SENTEZIi
DNA YONTEMI

Sekil 4. Folik asit metabolizmasi

Folik asit Sekil 4’de gosterildigi gibi DNA'ya metil grubu saglayarak DNA sentezini ve
DNA metilasyonunu etkileyebilen bir kanser dnleyicidir (20). Ayn1 zamanda folik asit birgok
metabolizma siirecinde 6nemli rol oynar ve kardiyovaskiiler, zihinsel hastaliklar, kanser ve
dogum kusurlarina karsi korunmaya yardimeci olabilir. Literatirde folik asidin néral tip
uzerine etkileri (21, 22, 23) ve kanser 6nleyici etkilerine yonelik ¢alismalar bulunmaktadir
(24).

Folik asit (folat, pteroylglutamic asit veya vitamin B9), pteridin halka yapis1 ve / veya

glutamik asit kalintilarinin sayisi ile iretilen bir grup kimyasal yap1 olarak bilinen, viicut
12



sagligi, biyiime ve gelisme icin gerekli suda c¢ozinir B vitaminidir. Folik asidin
hematopoetik sistemle iligkili klinik etkileri uzun zamandir bilinmektedir. Yeni kanitlar
Ozellesmis doku biiyiimesi ve gelisimini de i¢erdigi yoniindedir. Calismalar folik asidin kok
hicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasi {izerinde ¢ok Onemli bir rol oynadigini
gostermektedir (25). Ancak, bu klinik sonuglarin temel mekanizmalar1 hala belirsizligini
korumaktadir. Onciil calismalar, folik asidin hiicrelerdeki enflamatuar proteinlerin
ekspresyonunu 6nemli Olclide azalttigin1 ve hipoksi kosullarinda Ca?* asir1 yiiklenmesini
Onledigini, differansiyasyonu yonettigi bilinen Notchl yolaginda mRNA ve protein
ekspresyonunu etkin sekilde diizenledigini ve hucreler zerinde 6énemli koruyucu etkilere
neden oldugunu gostermistir (26). Sekil 5’te folik asidin kok hiicre metabolizmasinda SAM

tizerinden hiicre artis1 ve kok hiicre differansiyasyonuna olan katkisi goriilmektedir.

SAM
Glikoz b
Histon
metilasyonu
” Folat
G ___»Niikleotidler+~ 1 C Pool |
PPP : Pluripotent
Gep — p
A. Glikoli ( G
akvesdne 4 OP B s
F6P elde edilir.
l PEK1 ATP C. Thr-Gly
FBP ?:R:s:llzmasl
= = 0, 2 .
o mo g P
e J .y (11¢-74 ~ ~ etkinlesir
.Y A NADH
Piruvat ... 'S 2 Gly«>Thr Tasiyicilar g
LOHAENADH i L TDH
NAD* Piruya GCAT
Laktat «— Laktat pOH‘ PC
Amino Ac-'Co ,, - p B QM
asitler . R
‘\{&-ebs dﬁngii;.i:‘-\‘ ,\,ée‘\
s .0“ P @"
--*-— *’b‘;

Sekil 5. Pluripotent kok huicrelerde metabolizma.
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(A) GLUTI / 3 ekspresyonunda artis ile glikoz akisi artar ve heksokinaz (HK) ve
fosfofruktokinaz 1 (PFK1) enzimleri glikolitik akisi keskin bir sekilde arttirmak igin aktive

olur. Sonug olarak, niikleotit sentezi i¢in pentoz fosfat yoluna (PPP) akis artar.

(B) ATP sentezi, glikolitik fosfogliserat kinazlar (PGK) ve piruvat kinazlar (PK) tarafindan
gergeklestirilen reaksiyonlara daha fazla bagimlidir ve mitokondriyal elektron tagima zinciri

(ETC) tarafindan O, tiiketiminden ayrigtirilir.

(C) Treonin dehidrogenaz (TDH), glisin C-asetiltransferaz (GCAT) ve glisin dekarboksilazin
(GLDC) aktivasyonu, S-adenosilmetionin (SAM) yakit olan folat bir karbon (1C) havuzunu
beslemek igin Thr-Gly katabolizmasin1 ve pluripotensi ve proliferasyon korumak igin
niikleotid sentezini tesvik eder. Ac-CoA, asetil koenzim A; F6P, fruktoz-6-fosfat; FBP,
friktoz-1,6-bisfosfat; G6P, glikoz-6-fosfat; GAPDH, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz;
GPI, glikoz-6-fosfat izomeraz; LDHA, laktat dehidrojenaz A; OAA, oksaloasetat; PC, piruvat
karboksilaz; PDH, piruvat dehidrojenaz kompleksi; PK, piruvat kinaz; TP1, triosefosfat

izomerazi (kaynak 27’den alintilanmastir).
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2.4. Folik Asit inhibitorleri
2.4.1. Metotreksat (MTX)

Metotreksat kimyasal yapisi,  “4-Amino-10-methylfolic acid hydrate” olan bir
“Antifolan hydrate”dir. Metotreksat, dihidrofolatin tetrahidrofolata doniistimiinii katalize
eden enzim olan dihidrofolat rediiktazin (DHFR) allosterik inhibitoriidiir. Sekil 6’da
Ozetlendigi gibi piirin ve pirimidin sentezi i¢in tetrahidrofolat gerekli oldugundan,

metotreksat etkisi DNA ve RNA sentezinin inhibisyonu ile sonuclanir (28).

Folik
Asit | Metotreksat Mix |

Hiicre Folat Azaltilmis
Zan Reseptorii folate kamera
\ 4
Mtx
FPGH l FPGS

Mtx-Poliglutamat

e ©
= @ o IDHFRI

Adenozin

Pirimidin Transmetilasyon

Sentezi Bea!(s'lyonun
Inhibisyonu
Adenosin
Hiicrelerin poliferasyonunu ve inflamasyonunu inhibe eder
- P

Sekil 6. Folik asit antagonisti metotreksat metabolizmasi
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2.4.2. Pemetreksat (PTX)

Pemetreksat, kimyasal yapis1 “N-(4- (2- (2-Amino-3,4- dihydro- 4-oxo-7 H-pyrrolo
(2,3-d) pyrimdin- 5 yl) ethyl) benzoyl) glutamic acid sodium salt hydrate”olarak
bilinmektedir. Sekil 7°de 6zetlendigi gibi folik asid metabolizmasinin 3 enzimini de

inhibe ederek folat metabolizmasini durdurur (29).

10, Formil tetra Purin
Hidrofolat sentezi
/v
dUMP 5, 10 Metilen ——

tetrahidro
folat \
Timidilat Tetrahidro folat inhibasyon
sentezi
Pemetreksat
. Dihidro
v Dihidro folat folat rediiktaz

Pemetreksat dTMP _ + NADP
Inhibasyor/
v Pemetreksat
DNA Sentezi

Sekil 7. Pemetreksat ile ¢coklu folat metabolizma enzimlerin inhibisyonu
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Tipi

Bu ¢alisma in vitro deneysel bir arastirma olarak gergeklestirilmistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu ¢alisma Eyliil 2013°de tez konusu belirleme ve literatiir tarama ile baslamuis;
Agustos 2018’de tez savunmasiyla sonlanmistir. Arastirma, Dokuz Eylil Universitesi

Onkoloji Enstitlisi Molekiiler Onkoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi:

Calisma in vitro yara modelinde yapilmis olup, 6rneklem alinmamustir.

3.4. Cahsma Materyali

Bu ¢alismada, HUVEC [umbilical vein/vascular endothelium/endothelial] ve Bone
Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells [Normal] hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hucre
hatlari, DMSZ ve ATCC ’den satin alinmustir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bu c¢alismada endotel kaynakli hasarin mezenkimal kok hicrelerin farklilagsmasi ile
giderilmesinde MDFs ve folik asidin etkisi arastirilmaktadir. MKH farlilagsmasinin
(farklilasma protokolline gore) folik asit etkisi ve folik asit etkisi olmaksizin doku ortamina
salgiladigt MDFs olarak bilinen dizenleyicilerin endotel hasarini tamiri, in vitro yara
iyilesmesi deneysel modelinde arastirilmistir. Yara iyilesmesi hizi bagimli degisken; folik
asit, MKH bagimsiz degiskendir.
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3.6. Veri Toplama Araclar:
3.6.1. Kullanilan Malzemeler - Cihazlar

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM 4 g/L glucose, 4.0 mM L-Glutamine)
(Gibco by Life Technologies, Katalog no: 11965-092, Grand Island, NY, USA)

e Mesenchymal Stem Cell Basal Medium , 485 mL (Cat no: PCS-500-030, ATCC,
USA)

e Essential 6™ Medium, 500 mL, (Catalog number: A1516401, Gibco™ USA.)

¢ HUVEC [umbilical vein/vascular endothelium/endothelial] hiicre hatti

e Bone Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells [Normal] hiicre hati

e Fotal sigir serumu (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)

e Penisilin- Streptomisin (10,000U/ml) (Gibco by Life Technologies, Grand Island,
Katalog no: 15140-122, NY, USA)

e Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi pH 7.4 (1X) ([-] kalsiyum Klor(r [-] Magnezyum Klorr)
(Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)

e Dimetil sulfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, USA)

e Mikropipet set (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e Kimwipes (Kimtech Science Brand, Kimberly-Clark Worldwide, Inc, USA)

¢0.05% Tiripsin-EDTA (1X), Fenol-Kirmiz1 (Gibco by Life Technologies, Grand
Island, NY, USA)

e Tripan mavisi (Sigma Aldrich, USA)

e 25¢cm? hiicre kiiltiir flask1 (MedSupply Partners, USA)

e 75cm? hiicre kiiltiir flaski (MedSupply Partners, USA)

¢ 50 mililitre (ml) tip (MedSupply Partners, USA)

¢ 15 ml tip (MedSupply Partners, USA)

e Serolojik pipet-10 ml (MedSupply Partners, USA)

e Serolojik pipet-5 ml (MedSupply Partners, USA)

e Etanol (MedSupplyPartners, USA)

e Karbondioksit inkubator (Thermo Scientific, USA)
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e XCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA)
e JuLl Br Live Cell Movie Analyser (NanoEnTek)

3.6.2. HUVEC Hucre Kultura

HUVEC hiicre hatt1 uygun hiicre kiiltiirii ortamlarinda {iretildi (37°C’de, %5’lik CO: ,
%10 FBS (fetal bovine serum) (Biochrom), %1 antibiyotik iceren Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium low-glucose (L-DMEM 1 g/L glucose, 4.0 mM L-Glutamine) hicre besleyici

normoksik inkibator ortamda ¢ogaltildi.

3.6.3. Kok Hucre Kalturd

BMSCs (Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cell) hiicreleri, Mesenchymal
Stem Cell Basal Medium for Adipose, Umbilical and Bone Marrow-derived MSCs
(ATCC® PCS-500-030™) ve Fetal bovine serum (%10) (Cat no: S0113, Biochrom GmbH,
Germany), L-glutamin (4,5 mM) (Cat no: K0283, BIOCHROM AG, Germany),
Penicilin/Streptomicin (Cat no: A2210, BIOCHROM , AG, Germany) 37°C’de 5% CO:

iceren normoksik inkibator ortaminda ¢ogaltildi.

3.6.4. xCELLigence ile Gercek Zamanh Hiicre Bilyiimesi ve Cogalmasi Deneyi

XCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) hiicre canlilik analizi igin hiicreler
uygun besi ortaminda ¢ogaltildi. En az %80 konfluent olan hiicreler kullanildi. Plate diizeni
tasarlanirken kontrol grubu, her bir bilesen ve konsantrasyon i¢in E-plate 96 Gizerinde 3 tekrar
yapildi ve her bilesen 7 farkli konsantrasyonda o6lc¢uldi. Konsantrasyonlar Y2 log seri
seyreltmeyle hazirlandi. Negatif kontrol i¢in en az 3 kuyucuk sadece ortam igerecek sekilde
hazirlandi. Calismaya baslamadan once xCelligence programi calistirilarak plate dizeni ve
caligma plani girildi. E-plate 96’nin her kuyucuguna 100 pl hacimde hiicre kiiltiir ortami
eklenerek ve 30dk. oda sicakliginda bekletildi. Cihazin kendi protokoliinde olan arka plan
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Olcimi yapildi. Hucreler flask yuzeyinden kaldirilarak sayildi ve gerekli hesaplamalar
yapilarak hiicre siispansiyonu hazirlandi. E-plate 96, inkubator icindeki RT-CES bolimiine
yerlestirilerek arka plan olgtimii yapildi. E-plate 96 RT-CES boliimiinden ¢ikartilarak ve
hiicre hattinin ikilenme stiresine bagli olarak 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre iceren
100 pl ortam plate’e aktarildi. E-plate 96 oda sicakliginda 30 dk. bekletilerek hicrelerin
kuyucuk tabanina ¢okmesi saglandi. Cl (cell index-hiicre igerigi) degerlerine 48 saat boyunca
her 15 dakikada bir kaydedildi. DMEM igeren kuyucuklar, 6zdireng ana hatt1 6lgtimleri igin
negatif kontrol olarak kullanildi. Deney boyunca mikro kuyucuklarin son hacmi 200 pL

olacak sekilde ayarlandi.

3.6.5. In vitro Yara Modeli

Hiicreler 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plate’in kuyucuklarina ekildi.
Konfluent hale geldiklerinde 200 pl’lik pipet ucu yardimiyla cizilerek yara olusturuldu.
Belirlenen kimyasal konsantrasyonlar1 kuyucuklara eklendi. Hiicreler 37°C, %5 CO- igeren
nemli ortamda inkibe edildi .JuLl Br, live cell movie analyzer (NanoEnTek, Korea)
kullanilarak 0, 24 ve 48. saatlerde yara kapanmasinin bar ¢izgisi eklenmis goriintiileri alindu.

Yara kapanmas1 miktar1 ImageJ software 1.49 ile hesaplandi.

3.6.6. JuLl Br Live Cell Movie Analyser (NanoEnTek)

JuLI Br canli hiicre goriintiileme ve analiz cihazidir. Bu cihaz hiicre gocii calismalari,
hiicre temelli optimizasyon ¢aligmalari, hiicre kiiltiirii kalite kontrolii, kok hiicre gelisimi ve
hiicre proliferasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir. JuLlI Br ile minimum 30 saniye zaman
ayarh fotograf ¢cekimi ve video hazirlama, otomatik hiicre konfluens 6l¢limii yapilabilmekte

ve gercek zamanl hiicre biiyiime egrisi olusturulabilmektedir.
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3.6.7. Ko-Kulttir Modeli

1 KAPAK

UST HAZNE

HUVEC ORTAMI

HUWEC HUCRELERI

SEPERASYOM MEMRANI

MATRIGEL

MEZENKIMAL KOK HUCRELER

MKHKO

ALT HAZNE

Sekil 8. HUVEC [umbilical vein/vascular endothelium/endothelial] hiicre hatt1 ve BMSCs
(Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cell) hiicreleri ile olusturulan ko-kultir modeli.

HUVEC hiicre hatti iki bdlmeli kiiltiir kuyucugunda matrijel iizerine ekildi. Ust
hazneye L-DMEM ortami eklendi. Alt hazneye BMSC hiicre hatt1 ekildi. Mezenkimal hiicre
ortaminda c¢ogaltilan hiicreler alt hazneye eklendikten sonra farklilastirma protokiilii
uygulandi ve kiiltiire Essential medium 6 (Gibco) ile devam edildi. 37°C’de 5% CO- igeren
normoksik inkiibator ortaminda 48 saat boyunca ¢ogaltildi. Deney degiskeni olarak folik asit,
alt hazneye uygulandi. 48 saat sonunda alt hazne hiicre kiiltiir ortami1 MDFs iceren
Mezenkimal Kok Hicre Kiltir Ortami (MKHKO) olarak toplandi ve deneylerde
kullanilincaya kadar -80°C derecede bekletildi. Bu ortamin farkli konsantrasyonlar1 (% 12.5,
25, 50, 75 ve 100) HUVEC hiicre hatlarinda proliferasyon etkisi igin test edildi. HUVEC
hattinda EC50 dozu % 25 olarak (50uL) saptandi. Yara iyilesmesi ve kombine etkilerde bu

doz esas alind.

21



3.6.8. ‘Bone Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells’ Farkhlastirma Protokolu

Kok hicre kiltiriinde kullanilan basal ortamlarin aksine, Essential 6 Medium bFGF
veya TGFp icermez. Bu nedenle, Essential 6 Medium motor noronlar dahil olmak {iizere
endodermal, mezodermal ve ektodermal soylardaki ¢esitli hiicre tiplerinin yonlendirilmis

farklilagsmasi i¢in bir baz olarak kullanilir.

Uygulama Gibco protokiilii esas alinarak uygulandi (30). Mezenkimal kok hiicrelerin,
unipotent hiicrelerle ko-kiiltiirii sonrasinda transdiferansiyasyonu esasina gére HUVEC hiicre
hatt1 ile ko-kultlrd yapildr (31, 32) Sekil 8 de agiklanan deney ortaminda alt haznede essential
6 hiicre ortami kullanildi. 48 saat sonrasinda alt haznede bulunan kok hiicreler, inverted
mikroskop altinda gozlendi. Endotelial karakter kazanimi, diagonal hiicre sekli farklilasmasi
olarak degerlendirildi (Sekil 9).

“Bone Marrow Derived Mesenchymal | “Bone Marrow Derived
Stem Cells” Mesenchymal Stem Cells”
Basal hiicre ortami ile Farklilagtirma protokdli 48h

Sekil 9. Farklilagtirma protokolii mikroskop goriintiileri
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3.6.9. Calisma Gruplan
3.6.9.1. HUVEC hiicre hatti ile olusturulan proliferasyon deneyleri

Yara iyilesmesinin ilk komponenti hiicre g¢ogalmasidir. HUVEC hiicre hatt1 ile
olusturulan proliferasyon modelinde arastirma degiskenleri uygulanarak ger¢ek zamanl
hiicre canlilik analizi yapildi. Bu hiicre hatti, normal hiicre olmasima karsin 50-60 kez
pasajlanabilen, kordon vaskiiler endotelinden ¢ogaltilmis siirdiiriilebilir bir hiicre hattidir. In
vitro damar entoteli ¢alismalari igin en uygun model olarak kabul edilir (33). Deney her bir

degiskenin, her bir konsantrasonu i¢in en az 4 kuyucuk tekrari ile gergeklestirilmistir.

Hiicre Cogalmasi Deneyi Calisma Gruplari:

Folik asidin etkisi

Grup 1: Kontrol (hiicre buyime ortami)

Grup 2: Folik asit (2.5-100uM) arasinda "2 log yedi konsantrasyon araliginda

uygulanmistir.
Grup 3: Metotreksat (folik asit antagosti) (0.25-20 uM/ diisiik doz etkisi) ve (125uM-
2.5mM vyiiksek doz etkisi) ¥ log yedi konsantrasyon araliginda uygulanmistir.
Grup 4: Pemetreksat (folik asit metabolizma inhibit6ri) (0.25-20 uM diisiik doz etkisi) ve

(125uM-2.5mM vyiiksek doz etkisi) ¥2 log yedi konsantrasyon araliginda uygulanmuistir.
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MDFs etkisi

Grup 1: Kontrol (ko-kiiltiir ortaminda alt haznede yalnizca mezenkimal kok hiicre bulunan
ortam) EC50 dozu 50puL

Grup 2: Folik asit 2.5-100uM arasinda ' log yedi konsantrasyon araliginda uygulanmuistir.

Grup 3: Ko-kiltur ortaminda alt haznede folik asidin 2.5-100uM arasinda 7 farkli
konsantrasyonu igin mezenkimal kok hiicre ortami (her kuyucuga 50uL-toplam hacim
200pL) .

3.6.9.2 HUVEC hiicre hatti ile olusturulan yara modeli

Yara iyilesmesinin ikinci komponenti yaranin kapanma hizidir. Bu parametre
hiicrelerin hem gogalmasi hem migrasyonuna baglidir. HUVEC hiicre hatti ile olusturulan in
vitro endotel yara modelinde arastirma degiskenleri uygulanarak baslangi¢ (0. saat), 24. ve
48. saatlerde yara kapanmasi Ol¢iildii. Gergek zamanli hiicre goriintiileme ile yara kapanma

hiz1 degerlendirildi.

Folik asit etkisi

Grup 1: Kontrol (hiicre biiyiime ortami)
Grup 2: Folik asit (25uM) (hiicre gogalmasi deneylerinde EC 50 dozu)

Grup 3: Folik asit (25uM) + Metotreksat (folik asit antagosti) (Folik asidin ilgili dozunu %90
inhibe eden dozu 625 pM)

Grup 4: Folik asit (25uM)+ Pemetreksat (folik asit metabolizma inhibitort) (Folik asidin
ilgili dozunu %90 inhibe eden dozu 625 uM)
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MDFs etkisi

Grup 1: Kontrol (ko-kiiltiir ortaminda alt haznede yalnizca mezenkimal kok hiicre bulunan
ortam) EC50 dozu 50uL

Grup 2: Folik Asit (25uM) (hiicre ¢ogalmasi deneylerinde EC 50 dozu)

Grup3: Ko-kiiltir oratminda alt haznede folik asidin (2.5-100uM) arasinda 7 farkli
konsantrasyonu i¢in mezenkimal kok hiicre ortami (her kuyucuga S50pL-toplam hacim
200pL)
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3.7. Arastirma Plan ve Takvimi

Eylil 2013

Ocak 2017

Mayis 2017

Haziran 2017

Ocak 2018
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Subat 2018

Mart 2018

Haziran 2018

Agustos 2018
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
3.8.1. Istatiksel Yontem(ler):

Veri analizinde SPSS.20.0 istatistik analiz programi kullanildi. iki grup arasindaki
farkliliklarin analizi icin Mann-Whitney U testi uygulandi. Ger¢ek zamanli Hiicre Analiz
Sistemi (xCelligence Real Time Cell Analyzer, ACEA, Biosciences, San Diego, CA)
kullanilarak hiicre artig1, folik asit ile inhibitorlerinin etkisi 6l¢uldu. Yara modelinde folik asit
ve MKHKO i¢in EC50 dozlari, Folik asit inhibitorleri i¢in 1C90 dozlar1 kullanildi. EC 50
dozu asagidaki formiile gore hesaplandi. Deneyin basindaki sifir zamani (time zero, (Tz))
kontrol (C), ve bilesiklerin bulundugu konsantrasyonlarda yapilan ol¢iim (Ti) degerleri
kullanilarak artis oran1 yiizde cinsiden ve EC50 degeri: [(Ti-Tz)/Tz] x 100 = +50 formilu ile
hesaplandi. p degeri <0.05 olarak kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhhiklari

Calisma yalmizca in vitro ortamda gergeklestirilecegi igin; olast yan etki ve
komplikasyon yoktur ve sonlandirma kriteri belirlenmemistir. Bilgilendirilmis Goniilli Olur

Formu (BGOF) hazirlanmamustir. Etik sorun icermemektedir.

Arastirma degiskenlerinden MKHKO igeriginin molekiiler tanimlanmasi, yeterli biitce
kaynagi bulunamadi@1 i¢in belirlenmemistir. Ancak TUBITAK 1002 kapsaminda bir yeni

proje ile degerlendirilecektir.

3.10. Etik Kurul

Etik kurul onay1 08.06.2017 tarih ve 2017/15-23 sayis1 ile Dokuz Eyliil Universitesi

Girigsimsel olmayan Etik Kurulu tarafindan verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. HUVEC hiicre hatt1 ile olusturulan proliferasyon deneyleri

Yara iyilesmesinin ilk komponenti hiicre g¢ogalmasidir. HUVEC hiicre hatt1 ile
olusturulan proliferasyon deneylerinde folik asidin farkli konsantrasyonlarda hicre
proliferasyonuna etkisi aragtirilmistir. Bu etkinin folik asitten kaynaklandigini géstermek i¢in

folik asidin iki farkli inhibitorii olan MTX ve PTX toksik olmayan dozlar1 saptanmaistir.

Folik asit tek basina HUVEC hiicre hattinda hiicre cogalmasini arttirdi. Folik asitin
yedi farkli konsantrasyonu ile yapilan ¢alismada (2.5-100uM), kiiltiir ortamu ile biiyiitiilen
kontrol hiicrelerine gore cogalmayi %90 arttiran folik asit dozu (EC 90 dozu) 100 uM olarak;
EC 50 dozu 25 puM olarak bulundu. Sekil 10’da 48 saat suresince kaydedilen hiicre

cogalmasi, hiicre indeksi (CI) olarak zamana gore grafiklenmistir.

35
30
100 uM folat + hiicre ortamu

10 pM folat + hiicre ortami

Cell Index

2.5 uM folat

Kontrol HUVEC hiicresi + hiicre ortami

B e b e i k] i . i |

T
TS

Time (in Hour)

Sekil 10. Folik asit proliferasyon analizi. Folik asit (2.5-100uM) 7 konsantrasyon araliginda
48 saat siiresince hiicre proliferasyonlari ger¢ek zamanli Ol¢Ulmistiir. Hiicre artiginin
elektriksel empedansinda olusturdugu degisim olan cell index (CI) olarak zamana karsi

grafigi yapilmistir.
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*Tekrarlayan Ol¢limler arasindaki trend degisim Mauchly’nin sferisite testi kullanilarak
analiz edildiginde 100 uM folat grubu kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

p<0.05 olarak alinmustir.

Folik asit inhibitorlerinin HUVEC hiicre hattinda toksik olmayan dozlarmin
saptanmasi1 amaci ile literatiirde yer alan diislik ve yiiksek dozlari ile proliferasyon ¢aligmasi
yapild1 (34,35). Her doz araliginda 7 farkli konsantrasyon ile deneyler yapildi. Her iki
inhibitor icin HUVEC hiicre hattinda toksik olmayan en yiiksek doz 5 mM olarak saptandi.
Sekil 11, Pemetrexede’in HUVEC hicrelerinde toksik olmayan doz belirleme ¢alismasini
gostermektedir. Sekil 12, Metotraxede’in HUVEC hiicrelerinde toksik olmayan doz belirleme

caligmasini gostermektedir.

35

|

T

30

|

2.5mM PTX

SmM PTX

Cell Index

HUVEC hiigresi

B ALl LU i i b |

00 s0 100 150 200 250 300 30 400 450 500
Time (in Hour)

Sekil 11. Pemetreksat (folik asit metabolizma inhibitor() etkisi. PTX (0.25-20 uM diisiik doz
etkisi) ve (125uM-2.5mM yiksek doz etkisi) 7’ser konsantrasyon araliginda 48
saat sliresince hiicre proliferasyonlar1 gergek zamanl 6l¢iildii. Kombine etki i¢in HUVEC
hiicrelerinde toksik olmayan dozu secildi

*Tekrarlayan Ol¢iimler arasindaki trend degisim Mauchly’nin sferisite testi kullanilarak
analiz edildiginde 5 ve 2.5mM PTX grubu kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
p<0.05 olarak alinmistir
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Folik asit HUVEC hcrelerinde proliferatif etki gosterdi. HUVEC hiicre hattinda
PMX ve MTX ile kombine folik asit uygulamasinda bu etki folik asid inhibitorleri ile bloke
edildi. Sekil 13 HUVEC hiicre hatt1 proliferasyon analizinde tek basina folik asidin etkisini

ve spesifik inhibitorleri ile bu etkinin engellenmesini 6zetlemektedir.

35

30

E ,,é"\\ 2.5mM MTX
20 E & : : .t
2 f Rl _ 5SmMMTX
E 15 E_ '.' 1 & e
E /\_-_‘;\ ____ HUVEC hieresi
10 H g
E 1]
05 E /s
: ¥
00 ,.;5 sl i i 1 1 il ad 1 1 ad
00 50 100 150 20 250 300 330 400 450 S00
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Sekil 12. Metotreksat (folik asit antagosti) etkisi. MTX (0.25-20 uM diisiikk doz etkisi)
ve (125uM-2.5mM yiksek doz etkisi) 7’ser konsantrasyon araliginda 48 saat siiresince hiicre
proliferasyonlari gergek zamanli 6lgiildi. Kombine etki i¢in Huvec hiicrelerinde toksik
olmayan dozu secildi.

*Tekrarlayan Ol¢limler arasindaki trend degisim Mauchly’nin sferisite testi kullanilarak
analiz edildiginde 5 ve 2.5 mM MTX grubu kontrole gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. p<0.05 olarak alinmistir.
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Sekil 13. HUVEC hiicreleri iizerine folik asitin etkileri, doz yanitlar1 48 saat sonuglari.
Tekrarlayan 6l¢iimler arasindaki trend degisim Mauchly’nin sferisite testi kullanilarak analiz

edildi Multivariete analizi Pillai’nin trace testi ile yapildi. p<0.05 olarak alinmistir.
t: kontrole kars1 Folik asit grubu;
*: folik asit grubuna kars1 MTX;

&: Folik Asit grubuna karsi PTX olarak alinmistir.
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MDFs ve folik asidin farklilasma siirecindeki rolii g¢alisildi. Folik asit, HUVEC
hicrelerinde proliferatif etki gostermistir. Bu etki mezenkimal kok hucreleri farklilagsma
protokoliinde tanimlanan ko-kiltlir ortamina salinan mediatorlerce potansiyalize edilmis ve
proliferasyonu daha fazla arttirmistir. Sekil 14 zamana bagli olarak hiicre ¢ogalma etkisini,

Sekil 15 MKH ortamina goreli olarak folik asit ve kombine etkisini gostermektedir.

Call Indax

Tirne (in Hour)

100 uh folik. asit ko:kiltir artamy alt hazneve ekleyerek ¢lde edilen MKHKO
— 100 uh folik asit
___ HUVEC hiieresi MKH ko:kiiltiir orfami,

Sekil 14. Folik asit + MKHKO etkisi. Ko-kiiltiir ortaminda alt hazneye eklenen folik
asit (2.5-100uM) + her konsantrasyonda 50ul mezenkimal kok hiicre kiltlir ortami
(MKHKOQO); 7 konsantrasyon araliginda 48 saat siiresince hiicre proliferasyonlar1 gergek
zamanl Olgiildii. Tekrarlayan 6lglimler arasindaki trend degisim Mauchly’nin sferisite testi
kullanilarak analiz edildi Multivariete analizi Pillai’nin trace testi ile yapildi. p<0.05 olarak

alimustir.
t: kontrole kars1 folik asit grubu;

*: kontrole kars1 folat + MKHKO grubu olarak alinmistir.
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Sekil 15. HUVEC hiicreleri tizerine farklilasma protokolu ile elde edilen MDF etkisi.
Kontrol, tek basina MKH ortami olarak kullanildi. 48 saat sonra hiicre ¢ogalmasi iizerine
etkileri %hiicre canliligi olarak degerlendirildi. Tekrarlayan Ol¢limler arasindaki trend
degisim Mauchly’nin sferisite testi kullanilarak analiz edildi Multivariete analizi Pillai’nin

trace testi ile yapildi. p<0.05 olarak alinmistir.
t: kontrole kars1 folik asit grubu;

*: kontrole kars1 folat + MKHKO grubu olarak alinmustir.

4.2. HUVEC hiicre hatti ile olusturulan yara iyilesmesi deneyleri

Yara iyilesmesinin ikinci komponenti yaranin kapanma hizidir. Bu parametre
hiicrelerin hem c¢ogalmasina hem de migrasyonuna baglidir. HUVEC hiicre hatt1 ile
olusturulan in vitro endotel yara modelinde arastirma degiskenleri olan mezenkimal kok
hlcrelerin, folik asidin ve MKH farklilasmasina etki ederek ortama salgiladigi faktorlerde

farklilik yaratan folik asidin etkileri arastirilmustir.
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4.2.1. HUVEC Yara lyilesmesi Modeli (Folik asit etkisi)

Yara iyilesme modelinde folik asidin hiicre ¢gogalmasini %50 arttiran dozu kullanildi.
Bu doz folik asit i¢in inhibisyon saglayan, MTX ve PTX i¢in HUVEC hiicre hattinda toksik
olmayan ancak %90 inhibisyon yapan dozlar secildi. Sekil 16’da gosterildigi gibi baslangig,
6., 12., 24. saatlerde yara kapanmasi ol¢iildii. Yara iyilesme hiz1 % motilite indeksi olarak
hesaplandi. Yiuksek FBS (%20) eklenmis pozitif kontrol hiicre ortaminda yara kapanmasi 24
saat sonunda % 73.64; folik asit grubunda % 100, folik asit + MTX grubunda % 63.82, folik
asit + PTX grubunda % 69.95 olarak bulunmustur.
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HUVEC YARA iYiLESMESI

Folic acid 250M «MTH 625uM Fole ns WX

AR -
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% Motilite indeksi

Sekil 16. HUVEC yara iyilesme modelinde folik asit etkisi. Hiicre prolifersyonunu %50
arttiran folik asit dozu olan 25uM ve bu dozu inhibe eden HUVEC iizerinde toksik olmayan
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inhibitor dozlart olan 625uM PTX ve MTX etkileri 24 saat suresince izlendi. A, Yara
iyilesmesi ger¢cek zamanli goriintiileri; B, yara kapanma hizlar1 %motilite indeksi olarak
verilmistir. Tekrarlayan Olglimler arasindaki trend degisim Mauchly’nin sferisite testi
kullanilarak analiz edildi Multivariete analizi Pillai’nin trace testi ile yapildi. p<0.05 olarak

alimmustir.
t: kontrole kars1 folik asit grubu;
*: folik asit grubuna kars1t MTX;

&: Folik Asit grubuna kars1 PTX olarak alinmistir.

4.2.2. HUVEC Yara lyilesmesi Modeli (mezenkimal kok hiicre etkisi)

Yara iyilesme modelinde, hiicre proliferasyonunu %350 arttiran folik asit dozu olan
25uM, ko-kultir modelinde MKH elde edilen MDFs (50 pL) ve ko-kultir modelinde 25uM
Folik asit eklenmis MDFs (50 pL) dozlart secildi. Baslangig, 6, 12, 24 saatlerde yara
kapanmasi Olgiildii. Yara iyilesme hizi, % motilite indeksi olarak hesaplandi. Sekil 17°de
gosterildigi gibi ko-kultir modelinde MKH ile elde edilen MDFs ile yara kapanmasi 24 saat
sonunda % 83,74, Folik asit grubunda %100 ve Folik asit + MKH grubunda %100 olarak
hesaplandi. 12 saat sonunda yara kapanmasi sirasi ile % 67.30, %89.56 ve %95.12 olarak

bulundu.

Farklilagsma slrecinde MDFs etkisi ile yara iyilesmesini arttirmaktadir. Yiksek FBS
(%20) eklenmis pozitif kontrol grubunda 24 saat sonunda % 73.64 olan kapanma orant MKH
etkisi ile % 83.74’¢ yiikseldi. Ko-kiiltiir ortamina folik asidin eklenmesi ile elde edilen

MDFs, yalniz folik asit etkisine karsilik yara kapanma oranini daha da arttirdi.
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HUVEC YARA IVILESMESI
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Sekil 17. HUVEC yara iyilesmesi modelinde mezenkimal kok hiicre etkisi. Hiicre
proliferasyonunu %50 arttiran folik asit dozu olan 25uM, ko-kultir modelinde MKH elde
edilen MDFs (50 pL) ve ko-kiltir modelinde 25uM Folik asit eklenmis MDFs (50
ML) etkileri 24 saat siiresince izlendi. A, Yara iyilesmesi ger¢ek zamanl goriintiileri; B, yara
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kapanma hizlar1 % motilite indeksi olarak verilmistir. Tekrarlayan 6lgiimler arasindaki trend
degisim Mauchly’nin sferisite testi kullanilarak analiz edildi. Multivariete analizi Pillai’nin

trace testi ile yapildi. p<0.05 olarak alinmistir.
t: kontrole kars1 folik asit grubu;

*: kontrole kars1 folat + MKHKO grubu olarak alinmustir.
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesinin karmasik siireci, iltihaplanma, proliferasyon, anjiyogenez,
epidermal restorasyon, yara kontraksiyonu ve yeniden modelleme dahil, ortiisen fazlarda
meydana gelir. Pro-inflamatuar reaksiyonlar yara onarimini baslatirken vazgecilmez roller
oynadigindan, uzun siireli inflamasyon cilt yaralanmasinda zararli etkiler gosterir. Yara
iyilesmesinde rejenerasyon islemleri normal olarak hiicre dis1 matris, hiicreler ve parakrin
faktorleri arasindaki karmasik etkilesimler aracilifiyla gerceklesir. Bir ya da birka¢ bozuk
mekanizmanin neden oldugu basarisiz ya da daginik iyilesme siirecleri birgok hastalikta yara

iyilesmesinde zorluklara neden olabilir (36).

Negatif basing terapisi, hiperbarik oksijen tedavisi, antimikrobiyal tedavi,
biyomiihendislik cilt esdegerleri, biiyiime faktorleri gibi kronik yaralar igin gelistirilen bir
dizi tedavi sinirh basariya sahiptir. Matris materyaline eklenen veya yara yatagina implante
edilen hiicre transplantasyonu son zamanlarda ilgi gérmistiir. Orijinal olarak organa spesifik
hiicrelerin yerini aldig1 diistintlen kok ve progenitor hucrelerin, konak hiicrelerin kemotaksisi
yoluyla ve hiicre sinyal molekiilleri i¢in bir kaynak olarak yara iyilesmesini saglama

potansiyellerini kesfedilmistir (37).

Iyilesmeyen yaralarda, MKH bazl1 terapiler, anjiyogenez, enflamasyon, hiicre gocii,
proliferasyon ve epidermal terminal farklilagsmasi gibi bir dizi koordineli hiicresel surecleri
aktive etme potansiyeline sahiptir. MKH aracili yara iyilesmesinde rejenerasyon islemleri
normal olarak hiicre dis1t matris, hiicreler ve parakrin faktorleri arasindaki karmasik

etkilesimler araciligiyla gergeklesir (38).

Bir iskemik dokunun hiicresel rejenerasyonu, Ornegin, enfarktiislii bir kalp i¢in bir
milyar masif hiicre gerekmektedir (39). Deneysel calismalar ve klinik ¢alismalar, MKH
aracili terapotik etkinin, kardiyomiyositler, vaskiiler veya renal hiicrelerdeki farklilasma
potansiyellerinden ziyade salgilanan biiylime faktorleri ve sitokin miktarlarinin katkisina

biiyiik 6l¢iide bagl olabilecegini ortaya koymustur (40).
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Sekil 18. Mezenkimal kok hiicrelerin sistemik uygulanmasi. Hiicre kaynakli eylemleri iceren
distal (endokrin) veya lokal (parakrin) etkileri tetikleyebilir. 1) Anjiyogenezin tesvik
edilmesi: vaskuler endotelyal blytme faktori (VEGF), insilin benzeri buyime faktori 1
(IGF-1), monosit kemoatraktan protein 1 (MCP1), bazik fibroblast biyume faktori (bFGF)
ve interlokin 6 (IL6). 2) Kok hiicre biiylimesi ve farklilasmasi: kok hiicre faktorii (SCF),
l6semi-inhibitor faktor (LIiF), makrofaj kolonistimulasyon faktérii (MCSF), stromal tirevli
faktor 1 (SDF-1), anjiyopoietin 1 ve aktivin A. 3) Fibrozis inhibisyonu: hepatosit biiytime
faktori (HGF), bFGF, adrenomedullin (ADM). 4) Apoptozun inhibisyonu: VEGF, HGF,
IGF1, transforme edici buyume faktéri (TGF), bFGF, granulosit makrofaj kolonistimulasyon
faktorii (GMCSF), aktivin A ve trombospondin 1. immiin aracil etkiler asagidakileri igerir (5
ila 8). 5) T ve B hiicrelerinin baskilanmasi: insan 16kosit antijeni G5 (HLAGS), HGEF,
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induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), indoleamin2,3dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2
(PGE2), bFGF ve TGFp. 6) TGFp ifadesi ile diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) farklilasmast
ve genislemesi. 7) IDO, PGE2 ve TGFp'nin salgilanmasi ile dogal 6ldiiriicti (NK) hiicrelerin
inhibisyonu. 8) PGE2nin salgilanmasiyla dendritik hiicre (DC) olgunlagsmasinin

engellenmesi (41) [Sekil Carrion ve Figueroa'dan yeniden tiretilmistir].

MKH'ler tarafindan salgilanan diizenleyici ve trofik faktorler paneli, ¢ok sayida
blylme faktorunu, sitokinleri, kemokinleri icerir ve MDFs olarak bilinirler. Bu faktorlerin,
fizyolojik degisiklikler (hipoksi veya anoksi), kiiciikk molekiil uyarimi, sitokin tedavileri ve
strese cevap verdigi gosterilmistir (Sekil 18) (15). MDF’lerin in vivo profili ve hastaliga
yanitinin tam olarak bilinmemesine karsin mevecut MKH bazli tedavilerin biiyiik 6lgiide bir

parakrin etkisiyle iliskili oldugu gostermistir.

Olusturdugumuz ko-kiiltir modeli ile MKH kaynakli salgisal faktorlerin yara
iyilesmesinin hiicre migrasyonu komponentinde arttirict etkisinin parakrin etki ile
gergeklestigi gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin pek ¢ok fonksiyonlar1 ile yara
iyilesmesine katki sagladiklar1 bilinmektedir. Bu calisma ile endotel hasarinin onariminda
parakrin fonksiyonlariin da etkili oldugu kanitlanmistir. Nguyen ve ark. yaptiklari ¢alismada
MDFs enjeksiyonunun, miyokardiyal enfarktiisin domuz modelinde dogrudan kardiyak
rejenerasyondan ziyade parakrin etkileri ile koruma sagladigini gosterdiler (42). MDF'ler
tarafindan sunulan potansiyel terapotik mekanizma dizisi, antiapoptotik (43), anti-

enflamatuar (44), antifibroz (45), anjiyojenik (46) ve rejeneratif etkileri kapsar (47).

MDF’lerin in vivo etkileri, Lee ve arkadaslar1 tarafindan miyokart hasar1 modelinde
gosterilmistir. Bu ¢alismada akcigerlerde bulunan MKH’ler tarafindan salinan
antiinflamatuvar protein (TSG-6) ile miyokard hasari kii¢iiltiilmiistiir (48). MDF’lerin ayrica
renal hasarin onarimi i¢in MKH’lerin yaniti olarak iyilesmeye katki sagladiklar

gosterilmistir (49). Bobrek hastaliklarinin iyilestirilmesinde  MKH'lerin neden oldugu
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mekanizmalara iliskin 5/6 nefrektomiye (NPX) maruz kalan siganlarda bobrek hasart ve
rejenerasyonunun gesitli fonksiyonel ve molekiiler belirteglerinin degerlendirildigi ¢aligmada
(Villanueva ve ark. 2011) 0.5x10° MKH'lerin salgisinin tek bir intravendz infiizyonu,
makrofaj infiltrasyonu ve interstisyel a-SMA (a-diz kas aktin) dahil olmak (zere serum
kreatinin ve enflamatuar belirteglerin dnemli Olglide azaltilmasi ile iligkili bulunmustur.
Tedavi edilen hayvanlarda, epitelojenik molekdller [Pax-2, bFGF (temel fibroblast buyime
faktorl) ve BMP-7 (kemik morfojenetik protein-7)] ve anjiyogenezde baglanan Tie-2 ve
VEGF transkripsiyon faktorlerinin artan ekspresyonunda anlamli bir artis bulunmustur (50).
Klinik ¢alisma sonuglari in vitro ¢aligmalarla da uyumlu bulunmustur. Benzer mekanizmanin

vaskdler koruyucu olarak MKH’lerin fonksiyonunu da agiklayacag diistiniilmektedir (49).

Calismamizda MDFs, yara iyilesmesinin hiicre migrasyonu komponentinde arttiric
etki gostermislerdir. Yara iyilesmesinde rol oynayan MKH kaynakli salgisal faktorlerin temel
yara iyilesmesi slireclerinde etkili oldugu literatiirde oldukg¢a yeni olarak tartigilmaktadir.
Yara kapanmasini hizlandirarak, reepitelizasyonun arttirilmasi, anjiyogenezin arttirilmasi,
granilasyon dokusu olusumunun uyarilmasi, inflamasyonun modile edilmesi ve ECM
remodelinginin diizenlenmesi ile iliskili kutandz yara iyilesmesi ve cilt rejenerasyonu iizerine
MKH'lerin uygulanmasimin, faydali bir etki gosterdigi belirtilmistir. (Sekil 18) (14). Onemli

olan, bu yararl etkiye parakrin sinyallemenin aracilik ettigi goriilmektedir (51,52).

Bizim ¢alisjmamizda MKH kaynakli salgisal faktorler, yara iyilegsmesinin hiicre
migrasyonu komponentinde (Sekil 16 ve Sekil 17) arttirict etki gostermislerdir.
Olusturdugumuz ko-kultir modelinde bu etkinin parakrin etki ile gergeklestigi gosterilmistir.
Mezenkimal kok hiicrelerin pek ¢ok fonksiyonlar: ile yara iyilesmesine katki sagladiklari
bilinmektedir. Bu ¢alisma ile endotel hasarinin onariminda parakrin fonksiyonlarinin da etkili

oldugu kanitlanmistir. MDFs icerigi bu baglamda 6nemli olacaktir.
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Sekil 19. Doku onariminda MKH’lerin parakrin mekanizmalarinin bir modeli.
Umblikal kord kaynakli MKH’ler ( UC-MSC) ile olusturulan modelde hasarli dokuda MKH
kaynakli salgilanan faktorler SDF-1 / CXCR4 ve MCP-1 / CCR2 ile parakrin aktivite
gosterir. Guclu parakrin kemoatraktan ve anjiyojenik faktorler, farkli hiicre tipleri lizerinde
hareket ederek mikrogevreyi etkileyerek doku onarimi ve anjiyogeneze yol acar. UC-
MSC'ler, umblikal kord mezenkimal kok hiicreler; SDF-1, stromal hiicre kaynakli faktor 1;
CXCR4, C-X-C kemokin reseptori 4; c-met, MCP-1, monosit kemotaktik protein 1; HGF,
hepatosit buyime faktorli; CCR2, C-C kemokin reseptori 2; HUVEC'ler, insan umblikal
arter-ven endotel hicreleri; IGF, insulin benzeri buyime faktor; VEGF, vaskiler endotelyal

blytme faktoru; IL, interlokin; VCAM, vaskiiler hiicre adezyon proteini (53).

Bu nedenle, SDF-1, MCP-1 ve HGF'nin UC-CM'de anahtar diizenleyiciler olabilecegi
ve yaralanmig bir alana enjekte edilen UC-MSC'lerin salgiladigi biiylime faktorleri ve
kemokinlerin dolasimdaki dokuya gbé¢ ederek infiltre olan ve rejenerasyonu baglatan

progenitor / kok hicrelerini ¢ekecegi varsayilmistir (Sekil 2). Sekil 19°da tanimlandigi gibi
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SDF-1, MCP-1 ve HGFnin, UC-MSC'leri tarafindan salgilanmasini ve spesifik hiicre
reseptorleri ile onarict hiicreleri davet ederek, doku onarimini gergeklestirebildigini
gosterilmistir. Ozellikle, UC-MSC'ler ve HUVEC'ler, UC-MSC'lerin salgiladig1 kemotaktik

faktorlere yanit olarak in vitro ve in vivo olarak gog ettikleri kanitlanmistir (53).

Folik asit, in vivo folik asit rediiktazina yanit olarak aktif tetrahidro folik aside
indirgenebilir. Tetrahidro folik asit, bir karbon iinitesinin ana tasiyicisi olup, piirin ve
pirimidin sentezinde ve amino asitlerin karsilikli transformasyonunda rol oynar. In vivo folik
asit eksikligi bir karbon iinitesinin iletimini bozabilir ve hiicre ¢ogalmasi, doku biiyiimesi ve
gelisimi i¢in gerekli olan niikleik asit sentezini ve amino asit metabolizmasini etkileyebilir.
Bu nedenle, folik asit kok hicrelerin gelisimi, proliferasyon ve farklilasmasinin

diizenlenmesinde kritik bir rol oynar (54).

Ohrvik ve ark. tarafindan yapilan bir calismada 14 giinliik folik asit tedavisinin otolog
yetigskin kok hiicre proliferasyonunu ve in vivo olarak farklilasmasini indiikleyerek yara
lyilesmesini arttirdigini gostermislerdir. Ayrica tek basina kok hiicre enjeksiyonu ve folat
uygulamasina karsin kombine uygulamanin daha etkili oldugu [Sekil 19] belirlenmistir
(55,56). Bizim ¢alismamizin sonuglari bu arastirmalari dogrular niteliktedir. Sekil 17°de
acikca goriilecegi gibi folik asitin MKH ile kombine etkisi parakrin olarak yara iyilesmesini

arttirmaktadir.
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Sekil 20. In vivo yara iyilesmesinde folik asit etkisi. 30 giin sonunda epitelyal doku
iyilesmesi (A) Masson trikrom boyali doku dijital goriintiiler (keratin ve kas lifleri icin
kirmizi, kolajen icin yesil, sitoplazma icin agik kirmizi ve hiicre c¢ekirdekleri i¢in koyu
kahverengi). Oklar epitel boslugunun kenarina isaret eder; sar1 noktali ¢izgi yaranin kenar
boslugunu gosterir. (B) Graniilasyon doku kalinligimin 6l¢timii. (C) Epitel boslugunun nicel
degerlendirmesi [Kaynakga 41’den alintilanmistir] (57).

Literatiir 1518inda bu tez ¢alismasi ile folik asidin hticre proliferasyonu iizerine arttiric
etkisi MKH kiiltiir ortamina salinan salgisal faktorlerce potansiyalize ettigi, folik asidin yara
iyilesme hizini arttirdign ve MKH salgisal faktorleri bu artis1 ilk 12 saatlik doneminde
potansiyelize ettigi gosterilmistir. Bu bizim ¢alismamizdan ¢ikan bulgudur ancak literatlirde

bununla ilgili ¢alisma gériillmemistir.

Bu c¢alisma ile MKH doku yenilenmesi ve iyilesme siire¢lerinde yalnizca destek hiicre
fonksiyonlar ile degil, differansiyasyonun salgisal fonksiyonlar tizerindeki etkisiyle de katki
sagladigr gosterilmistir.  Bu katkimin folik asidin ko-kiiltiir modelinde MKH tarafindan

salian faktorlerin etkisini potansiyalize ettigi anlasilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mezenkimal kok hiicreler basta bag doku olmak iizere ¢esitli dokulara farklilasabilme
ozelligine sahip eriskin kok hiicreleridir. Ayrica mezenkimal kok hiicrelerin, doku
hasarlanmas1 durumunda hasar yerine go¢ edip, hasart onarmasi s6z konusudur. Doku
yenilenmesi ve onarilmasi konusunda Onemi olan diger bir faktor ise nikleik asitlerin
sentezindeki anahtar roliine ek olarak farklilasma iizerine de olumlu etkisi olan folik asittir.
Folik asit, DNA replikasyonu ve onarimi, metilasyon, niikleotidlerin, vitaminlerin ve bazi
amino asitlerin sentezi gibi pek c¢ok metabolik islevde gorev almaktadir. Bu c¢alisma
kapsaminda, folik asitin damar dokusunun yenilenmesi Uzerine MKH differansiyasyonu
iliskili degisen salgisal fonksiyonlarinin iyilestirici rolii arastirilmistir. Folik asitin damar
endotel hucrelerinin proliferatif 6zelliklerini pozitif yonde arttirdigt ve bu etkinin damar
endotel hasarmin onariminda etkin oldugu gozlenmistir. Ancak hangi salgisal faktdrlerin
etkili oldugu ileri arastirmalar ile belirlenmelidir. Folik asitin damar endotel hdcrelerinin
proliferasyonuna ve yara iyilismesine olan etkisinin, folik asit antagonist ve inhibitdrlerinin
varliginda azaldiginin gosterilmesi de folik asidin endotel hasarinin iyilesmesinde etkin
oldugunu gostermektedir. Calismada yine folik asitle birlikte MKH kaynakli olup biiylime
faktorleri, stokin ve kemokinler tarafindan zengin olan MDF’lerin in vitro olarak folik asitin
etkisini arttirdigi gozlenmistir. Bu sonug, MDF’lerin damar ve miyokard hasar1 gibi kalp
damar hastaliklari ile iligkili durumlarda onarim ve tedavi siire¢lerinde kullanimi igin in vivo
caligmalarin yapilmasi yararli olacaktir. Calismamiz sonucunda HUVEC hiicre hatlan ile
olusturulan damar endotel hasarinin, MKH’lerin salgiladig: sitokin ve kemotaktik faktorlerle
tyilestigi; folik asidin bu etkiyi potansiyelize ettigi gosterilmistir.

Oneriler;

1. Yaraiyilesmesi lizerine etkisinin FDA (Food and Drug Administration)
standartlarinda ¢alismak (toksisite dozlari, damar hasar1t modellerinde ¢alismak,
etkinlik ¢alismalari, hayvanlardaki toksik doz ¢aligmalari...)

In vivo (Faz 0) ¢alismalar1 yapmak
3. Baska yara modellerinde (karaciger hasar1 onarimi, kemik hasart onarimi gibi) in vitro

caligma yaparak sadece damar endotelinde mi etkili oldu yoksa tiim doku hasarlarinda
mu etkili arastirmak

N
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8. EKLER

8.1. Etik Kurul Onay1

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESH
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Konu: Karar hk. 09.06.2017

s | S0

Saym Prof.Dr.Osman AGIKGOZ,

Kurulumuz tarafindan 08.06.2017 tarih ve 3364-GOA protokol numarah 2017/15-23 karar numarasi
ile goriigiilen “Yara Iyilesme Modelinde Mezenkimal Kok Hiicre Differansiyasyonunda Folik Asit Etkisi”

konulu arastirmaniza iligkin Kurul karar ekte Imugtur.
Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
- Cron—7"
Prof.Dr.Banu ONVURAL
Bagkan

Dokuz Eylil Universitesi Saghk Yerleskesi Inciralti 35340 IZMIR-TURKIYE
Tel:0 232 4122254 - 0 232 4122258 Faks: 0232 4122243 Elektronik posta:etikkurul@deu.edu.tr



) DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

ETIK DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
KOMISYONUN ADI | GiRiSIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURULU
ACIK ADRES Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlifu 2. Kat incirali-iIZMIiR
TELEFON 0232 412 22 54-0 232 41222 58
FAKS 02324122243
E-POSTA etikkurul@deu.edu.tr
DOSYA NO: 3364-GOA
ZMANLIK TEZI AKADEMIK AMACLI
ARASTIRMA K = curld
ARASTIRMANIN ACIK ADI Yara lyilesme Modelinde Mezenkimal Kok Hiicre
Differansiyasyonunda Folik Asit Etkisi
ARASTIRMA PROTOKOL
KODU
g;‘fgﬂgl SORUMLU ARASTIRMACI | Prof.Dr.Osman ACIKGOZ
UNVANI/ADI/SOYADI ve Fizyoloji A.D
UZMANLIK ALANI
DESTEKLEYICI VE ACIK -
ADRESI
DESTEKLEYICININ YASAL |-
TEMSILCISi VE ADRESI
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ X COK MERKEZLI[]
MERKEZLER
Belge Adi Tarihi ;{ erstyon Dili
umarasi
ARASTIRMA 530 .
PROTOKOLU Mevcut Turkge (] Ingilizee (] Diger El
DEGERLENDIRILEN ARASTIRMA ILE ILGILI Mevcut Turkee []  Ingilizce I  Diger O
BELGELER LITERATUR . . i
BILGiLENDIRILMlS
GONULLU OLUR Mevcut Turkge (K]  Ingilizce (]  Diger O
FORMU
OLGU RAPOR FORMU | Mevcut Turkge (X Ingilizee (]  Diger O
Dokuz Eylal Uni i Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu
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KARAR BILGILERI

Karar No:2017/15-23

Tarih:08.06.2017

Prof.Dr.Osman ACIKGOZ iin sorumlusu oldugu “Yara Iyilesme Modelinde Mezenkimal Kok Hiicre
Differansiyasyonunda Folik Asit Etkisi” isimli klinik aragtirmaya ait bagvuru dosyas ve ilgili
belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, etik agidan
calismanin gerceklestirilmesinin uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.

ETIiK KURUL BILGILERI

Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Isleyis Yonergesi

CALISMAESAST iyi Klinik Uygulamalan Kilavuzu
ETIK KURUL UYELERI
Unvan/Adv/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsl A‘ra.asu_r’ma.ile imza
yet 1liskili mi?
Prof.Dr.Banu DEU Tip Fakiiltesi Tibbi
ONVURAL Tibbi Biyokimya Biyokimya Anabilim Dali | Kadm [E[J] |HRX ‘6 .
(Bagkan) v v IC et
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UCKU Halk Saglig1 ‘S)g]{g e ]F;k““es‘ Hak | paam |EOD |HE 1 4 -
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3 . DEU Tip Fakiiltesi Cocuk
Prof.Dr.Ayhan Endokrinoloji ve
ABACY *felslighid Saghg: ve Hastaliklan Erkek |E[] |H g_ﬁ
Anabilim Dali
Hastaliklar ,
Cocuk Saghg ve DEU Hemgirelik Fakiiltesi
]gg];(.?r:s/lurat Hastaliklar Cocuk Saglig ve Erkek |[E[J |HKX %
Hemgireligi Hastaliklar1 Hemsireligi 1 5 y
Uzm.Dr.Ahmet Can DEU Tip Tarihi ve Etik i V /
BILGIN Hukuk AD Erkek |E[] |HKX ( W
Mehmet Erhan sy =
AZKUL Saghk me"nsubu I'D.E..U TIP Faku]tesx Erkek | E D HX o x|
olmayan iiye idari Mali Isler = w,_/

Dokuz Eylil Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu

56



8.2. Laboratuvar izni

22.05.2017

Sayin ilgili,

Dr. Ahu Pakdemirli’nin doktora tezi olarak sunacagi “Yara iyilesme Modelinde Mezenkimal
Kok Hiicre Differansiyasyonunda Folik asit etkisi” baslikli ve Prof. Dr. Osman Agikgdz
danismankliginda siirdiirecegi arastirma igin sorumlusu oldugum laboratuvar ve olanaklari
kullanacaktir.

Bilgilerinize sunarim.

L
Onkoloji En & Molekiiler Onkoloji Laboratuvari Sorumlusu
'

/
Prof. Dr. Yasemin Baskin
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8.3.0zgecmis

Deneyim / isyeri Bilgileri

Yaban Dil Bilgileri

Bilimsel Teknolojik Faaliy tA
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Panelistlik/Dis Danismaniik

Izleyicilik/Danigmanlik Sayisi

Raportoriuk Sayis
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