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OZET

SAHIN A. B., Myeloid Kanserlerde Kemik Iligi Mikrocevresinin Metabolik
Profilinin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok
Hiicre Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. Losemi tanisinda, tedavi
sonrasinda ve relaps/refrakter hastalik durumunda 16semik hiicre metabolizmasinda
izlenen dinamik degisimlerin en iyi gostergesi losemi nisinin metabolik profilinin
cikarilmasidir. Bu amagla, bu projede in vivo 16semik nisteki metabolik ortami en iyi
yansittig1 kabul edilen, kemik iligi plazma oOrnekleri kullanilarak AML hastalari
(N=28) ve saglikli vericiler (N=15) arasinda karsilastirmali metabolom analizleri
yapilmistir. Analizler i¢in 3 ana grup olusturulmustur. Birinci grupta 16semik hiicre
kitlesinin kemik iligi nisinin metabolik profilinde neden oldugu degisimleri
degerlendirebilmek icin AML hasta Ornekleri ile saglikli verici Ornekleri
karsilastirilmustir. Tkinci grupta, tedavi sonrasi 16semik hiicre kitlesinin temizlenmesi
ile kemik iligi metabolik profilindeki degisimi gdsterebilmek amaciyla tedavi sonrasi
ve tedavi oncesi AML 6rnekleri karsilastirilmistir. Uciincii grupta ise tedavi sonrasi
AML ve saglikli verici Ornekleri karsilastirilarak iyilesen AML hastalarinda kemik
iligi metabolik profilindeki normalle doniis degerlendirilmistir. AML hasta
orneklerinde 6ne ¢ikan metabolitler/lipidler; anlamli artig gosteren lipid metabolizmasi
ile iligkili olan; triaclyglycerol, sfingolipidler / metabolitleri, fosfolipidler
(fosfotidilkolin, fosfoditil ethanolamin, fosfokolin) ve yag asitleridir. Yine artmis
glikoliz ile iliskili olarak fosfogliserik asit, isomaltoz, laktobionik asit, sitrik asit
diizeylerinde anlaml artis tespit edilmistir. Ayrica AML hastalarinda saglikli vericiler
ile kiyaslandiginda en ¢ok etkilenen metabolik yolaklarin; galaktoz, gliserofosfolipid
ve askorbat/aldarat metabolizmas: ile iligkili yolaklar oldugu goriilmistiir. Sonug
olarak, bu caligma ile AML’de tan1 ve tedavi siireclerindeki l6semik nis ile saglikli
hematopoietik nisin metabolik profilleri karsilastirilmis ve aralarindaki belirgin
farklilar gosterilmistir. Bu bulgular 16semik mikrogevrede meydana gelen, 16semi
gelisimi/ilerlemesi veya tedavi direnci ile iligkili olabilecek metabolik degisimlerin

genel profilinin ¢ikarilmasina katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: akut myeloid 16semi, 16semik mikrogevre, metabolom, biitiinlesik

omiks veri analizi
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ABSTRACT

SAHIN A. B., Investigation of the metabolic profile of the bone marrow
microenvironment in myeloid cancers, Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences, Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2024. Metabolic
profiling of the leukemic niche is the best indicator of dynamic changes in leukemic
cell metabolism at leukemia diagnosis, after treatment, and in relapsed/refractory
disease. For this purpose, in this project, comparative metabolome analyses were
performed between AML patients (N=28) and healthy donors (N=15) using bone
marrow plasma samples, which are considered to best reflect the metabolic
environment in the leukemic niche in vivo. Three main groups were formed for the
analyses. In the first group, AML patient samples were compared with healthy donor
samples to evaluate the changes caused by the leukemic cell mass in the metabolic
profile of the bone marrow niche. In the second group, post-treatment and pre-
treatment AML samples were compared in order to show the changes in the metabolic
profile of the bone marrow niche after the clearance of the leukemic cell mass. In the
third group, post-treatment AML and healthy donor samples were compared to
evaluate the normalization of the bone marrow metabolic profile in recovered AML
patients. The prominent metabolites/lipids in AML patient samples were
triacylglycerol, sphingolipids/metabolites, phospholipids (phosphatidylcholine,
phosphatidylethanolamine, phosphocholine), and fatty acids, which are associated
with significantly increased lipid metabolism. Significant increases in phosphoglyceric
acid, isomaltose, lactobionic acid, and citric acid levels were also found in relation to
increased glycolysis. Also, in AML patients compared to healthy donors, the most
affected metabolic pathways were found to be those related to galactose,

glycerophospholipid, and ascorbate/aldarate metabolism.

Key words: acute myeloid leukemia, leukemia microenvironment, metabolomics,

integrated omics data analysis
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1. GIRIS

Akut myeloid 16semi (AML) ve diger myeloid kanserler (myelodisplastik
sendrom-MDS, juvenil myelomonositik 16semi-JMML, kronik myeloid losemi -
KML) myeloid 6nciil hiicrelerin anormal proliferasyonu sonucu gelisen, molekiiler ve
genetik heterojenitesi yliksek olan kanserlerdir (1). Bu ¢alisma kapsaminda myeloid
l16semiler i¢in bir model olarak incelenecek olan akut myeloid l6seminin karakteristik
ozelligi kemik iligindeki (KI) hematopoietik kok/énciil hiicrelerde biriken genetik ve
epigenetik degisimler sonucu myeloid 6nciil hiicrelerin anormal klonal proliferasyonu
ile saglikli hematopoezin baskilanmasidir. Bunun sonucu olarak hastalarda ciddi
sitopeniler ile baslayan klinik tablo tedavi edilmedigi takdirde Sliimciil kemik iligi
yetmezligine ve agir enfeksiyonlara neden olmaktadir (2). Risk siniflamasina gore
uygulanan coklu ilag kemoterapi uygulamalar1 ve yiiksek riskli hastalara yapilan
allojeneik hematopoietik kok hiicre transplantasyonu (HKHT) ile hastalarin biiyiik
kisminda morfolojik remisyon elde edilmesine ragmen, hastalarin hala %30’undan
fazlasinda relaps (niiks) ve/veya refrakter (direngli) hastalik gelismektedir (3). Farkli
yas gruplarindaki hasta kohortlarinin karsilastirildigr arastirmalarin sonuglari, hastalik
fenotiplerindeki ve losemi alt tiplerindeki benzerliklere ragmen AML molekiiler
profillerinin ve biyolojik 6zelliklerinin yas ile birlikte 6nemli dlctide degistigine isaret
etmektedir. Ayrica tedavi silirecleri sonrasi kalan rezidiial 16semik hiicrelerin veya
relaps hastalik durumunda yeni ortaya ¢ikan 16semik hiicrelerin klonal evaliiasyonu
sonucu molekiiler 6zelliklerinin de degistigi, ve ciddi tedavi direnci tablosunun
gelistigi disiiniildiigiinde tam1 anindaki molekiiler profillemeye dayali tedavi
rejimlerinin ya da yeni hedefe yonelik tedavilerin 6zellikle yiiksek riskli hastalarda
yetersiz kaldig1r goriilmektedir ve bu hastalarin tedavisi i¢in Onerilebilecek etkinligi
kanitlanmis kesin tedavi dnerileri hala mevcut degildir (4). Ozellikle l1okomogenez ve
relaps/refrakter hastalik gelisiminden sorumlu tutulan 16semik kok hiicrelerin (LKH)
hedeflendigi tedaviler ile 16seminin tamamen iyilestirilmesi miimkiin olabilecegi 6n
goriilmektedir. Ancak 16semik kok hiicrelerin karakterizasyonu ve biyolojik davranig
ozelliklerinin belirlenmesi saglayacak kanitlanmis ve kabul gérmiis bilimsel veriler
hala yeterli diizeyde olmadigindan bu hiicrelerin genellikle 16semik hiicreyi hedefe
koyan konvansiyonel veya yenilikgi tedavilere ile eradike edilebilmesi heniiz miimkiin

goziikmemektedir(5). Myeloid 16semilerde allojeneik HKHT sonuglarimin diger



hematolojik kanserlere kiyasla kismen iyi olusu, AML’nin immiin regiilatuvar
tedavilere yanit verme potansiyelinin iyi olacag1 beklentisini olusturdugu i¢in AML
hastalarinda yeni immiinoterapi uygulamalarinin (bispesifik monoklonal antikorlar,
immiin checkpoint inhibitorleri, genetik olarak modifiye edilen kanser antijen-spesifik
adoptif T ve NK hiicre tedavileri) tek olarak ya da diger tedaviler ile kombine edilerek
etkinliginin arastirildig1 cok sayida preklinik ve klinik arastirma devam etmektedir (6).
Preklinik ve klinik aragtirmalar, AML ve MDS basta olmak {izere myeloid kanserlerde
konvansiyonel tedavilere, tekli veya kombine yeni hedefe yonelik tedavi
yaklagimlarina ragmen tedavi yanitlarinin kisa stireli ve kisitli oldugunu ve allojeneik
nakil sonrasi bile hastalik relaps1 gelisebildigini gostermektedir. Bu alandaki giincel
arastirmalarin sonuglar1 16semik mikrogevrenin, l6semi gelisimindeki roliiniin yani
sira diren¢ gelisimindeki roliiniin de arastirilmasi gerekliligini giindeme getirmistir.
Losemik hiicre etkisiyle (hiicreler arasi etkilesimler ve/veya losemik hiicre sekretomu)
kemik iligi mikrocevresindeki mezenkimal kok hiicreler (MKH) basta olmak {izere
diger stromal hiicreler (osteojenik Onciil hiicreler, adipositler, endotel ve sinir
hiicreleri), l6semi hiicresinin yasamasi ve devamliligi icin gerekli yolaklarin
aktiflesmesine, metabolik degisimlere ve immiin kag¢is mekanizmalarinin gelisimine
katkida bulunarak bir anlamda kemik iligi mikrogevresinin (nis) yeniden
programlanmasina; l6semik hiicre varligimi destekleyen ve normal hematopoezi
baskilayan bir hale gelmesine yol acarlar (7, 8). Dolayis1 ile 16semik mikrocevredeki
farkli stromal hiicrelerin bu mekanizmalarin gelisiminde oynadiklar1 rollerin ve
hiicreler arasi etkilesimin neden oldugu fonksiyonel sonuglarin detayli arastirilmasi,
tedavi direnci gelisim silirecinin daha iyi anlasilmasini saglayarak losemik
mikrogevreninde hedeflendigi, etkinligi daha yiiksek olan kombinasyon tedavilerinin
gelistirilmesinin yolunu acacaktir. Lokomogenez siirecinde hematopoietik Onciil
hiicrelerde driver mutasyonlarin birikimi klonal evaluasyona neden olurken, 16semik
hiicreler ile stromal hiicreler arasindaki simbiotik iliski mezenkimal hiicre kokenli
stromal hiicrelerde gelisen genetik degisimlerin de (Dicer 1, Wnt/B- katenin, SBDS
(Shwachman—Diamond-Bodian) ve PTPNI11 mutasyonlari) genotoksik stres
mekanizmalarinin aktivasyonuna yoluyla 16semi baslatic1 etki gosterebildigi in vivo
myeloid kanser fare modellerinde (MDS, AML, myeloproliferatif hastaliklar, IMML)
yapilan ¢caligmalar ile gosterilmistir (9-12). MKH’deki bu genetik degisimlerin 16semi



baglatici roliiniin, insan Ornekleri ile yapilacak preklinik ¢aligmalarla kanitlanmasi
gerekmektedir. Diger yandan, lsemik hiicrelerin metabolik stresten ve immiin sistem
taramasindan kagip varliklarini siirdiirebilmeleri ve kemorezistan hale gelebilmeleri
icin K1 nisi 16semi lehine dinamik bir degisim ge¢irmektedir. Bu yeniden diizenlenme
siirecinde, nisin temel stromal hiicre bileseni olan MKH’ler de 16semik hiicreler ile
karsilikli etkilesim sonucu sekresyon ve ylizey belirte¢ profillerini degistirerek
16semik hiicre varligini ve tedavi direncini destekleyen disfonksiyonel bir hiicre grubu
ozelligi kazanmaktadirlar. Son yillarda hedefe yonelik molekiiler ve adoptif hiicresel
immiinoterapi yaklagimlarinin klinik uygulamadaki artan Onemi bu yenilik¢i
tedavilerin etkinligin artirilmasi, direng olusumun Onlenmesi ve kisiye 6zel hale
getirilebilmesi icin 16semik mikrogevre modifikasyonunun 6nemi ortaya ¢ikarmaistir.
Ozellikle AML hastalarinda farkli genetik varyasyonlarin varligi (FLT3 -Fms related
receptor tyrosine kinase3, c-Myc, ve RAS iligkili genetik varyasyonlar gibi), farkli
hastalik evresi (yeni tani1 veya relaps/refrakter hastalik) veya uygulanan tedaviler
16semik hiicre metabolizmasinda 16semi hiicresine yasamsal avantaj saglayici ve
kemorezistans gelisimine neden olan dinamik degisimlere (artmis glikoliz,
glutaminoliz, lipid biyosentezi, mitokondriyal biyogeneze) neden olmaktadir (13). Bu
nedenle 16semik hiicre metabolizmasindaki degisimler ve bunlarin tedavi direng
mekanizmalar ile iliskilendirilmesi giderek daha fazla ilgi ¢eken bir arastirma alan
haline gelmistir. Ancak Ki-MKH’lerinin 16semi hiicrelerinin artmis enerji
ihtiyacglarinin karsilanmasinda ve gelisen oksidatif stresin ortadan kaldirilmasindaki
roliiniin irdelendigi insan 6rnekleri ile yapilan ¢alismalarin sayisi sinirhdir (14). Ayrica
16semik hiicrelerin artmis metabolik aktivitesi ve degisen metabolik profilleri
nedeniyle ortamdaki temel enerji kaynagi besin molekiillerin hizli tiiketimi ve
metabolik atiklarin birikimi 6zellikle anti-16semik yanitin gelisimi igin gerekli olan
immiin hiicrelerin metabolizmasi1 degistirerek, immiin hiicre disfonksiyonuna yol
acmaktadir. Boylece 16semi gelisimini veya tedaviye direngli 16semik klonlarin ortaya
cikmasini destekleyici immiinsupresif nis ortami gelismektedir (15). Losemi tanisinda,
tedavi sonrasinda ve relaps/refrakter hastalik durumunda 16semik hiicre
metabolizmasinda izlenen dinamik degisimlerin en iyi goOstergesi losemi nisinin
metabolik profilinin ¢ikarilmasidir. Bu amagla, projemiz kapsaminda in vivo 16semik

nisteki metabolik ortami en iyi yansittig1 kabul edilen, kemik iligi plazma 6rnekleri



kullanilarak karsilagtirmali metabolom analizleri yapilmasi planlanmistir. Bu sekilde
16semik mikrogevrede meydana gelen, 16semi gelisimi/ilerlemesi veya tedavi direnci
ile iliskili olabilecek metabolik degisimlerin genel profilinin ¢ikarilmasi
hedeflenmistir. Farkli hastalik evrelerinde (tani, remisyon ve relaps) yapilacak
metabolik nis profillemesi sayesinde mevcut konvansiyonel veya immiinoterapotik
yaklagimlarin etkinligini artirict yeni metabolik hedeflerin  tespit edilmesi

amaglanmaktadir.



2. GENEL BiLGILER

Yeni aragtirma sonuglart hematopoietik mikrogevrenin saglikli hemataopoezin
devami ve regiilasyonu yaninda hematolojik kanserlerin gelisiminde, ilerlemesinde,
konvansiyonel kemoterapi ve hatta immiinoterapi gibi yenilik¢i hedefe yonelik
tedavilere kars1 direng gelisiminde de kritik rol oynadigini gostermektedir. Dolayisi ile
16semik mikrogevrenin farkli bilesenlerinin detayli analizi ve bu bilesenler ile iligkili
tedavi direng mekanizmalarinin anlagilmasi, 16semi eradikasyonunu saglayacak yeni
hedefe yonelik, kisiye/hastalifa 0Ozel terapotik yaklasimlarin gelistirilmesini
saglayacaktir. Lokomogenez siirecinde hematopoietik kok/onciil hiicrelerde biriken
genetik/epigenetik degisimler malign transformasyona neden olurken, kemik iligi
mikrogevresi de 16semi gelisimini/yayilimini destekleyecek yonde yeniden diizenlenir.
Kemik iligi mikrogevresinin temel stromal hiicre grubu olan ve diger stromal hiicre
gruplarin1 (osteoprogenitdr hiicreler, adipositler, fibroblastlar) onciil hiicresi olan
MKH’ler 16semi gelisimi ve tedavi siiregleri ile birlikte degisim gosteren bu yeniden
diizenlenme mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiimor biyolojisinin
temel ayirt edici ozelliklerinden biri tiimor hiicresinin metabolik olarak yeniden
programlanmasidir. Farge ve ark. basta olmak {izere farkli gruplar tarafindan, 16semik
hiicrenin metabolik yeniden programlanma mekanizmalarimin aydinlatilmasina
yonelik yapilan arastirmalarin sonuglari 16semik kok hiicrelerin ve kemorezistan
16semik hiicrelerin mitokondriyal oksidatif fosforilasyona bagimli oldugunu ve yag
asitlerini enerji kaynagi olarak tercih ettiklerini gostermektedir (13, 16, 17). AML
hasta ornekleri kullanilarak yapilan metabolik analizler farkli AML subtiplerinde,
16semik hiicrelerin koken aldiklar1 myeloid onciil hiicre farklilagsma evreleri ile iligkili
farkli metabolik profiller gosterdigi, 2-hidroksiglutamat (2-HG), glutatyon (GSH),
glutamin (Gln), ve bazi lipid metabolitlerinin AML prognozu ile iliskili oldugu
bulunmugstur (18). Bu arastirmalar1 takiben yapilan klinik aragtirmalarda ise
relaps/refrakter myeloid l6semi tedavisinde iyi sonuclar veren hipometilasyon
ajanlarmin (azasitidin) ve B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl2) inhibitorlerinin (venotoklaks)
enerji metabolizmasini hedefleyerek 16semik kok hiicre eredikasyonunu sagladigin
kanitlamistir (19). Losemik hiicrelerin metabolik yeniden programlanmasi ile ilgili
caligmalar genellikle 16semik hiicre metabolizmasi odaklidir ve in vitro deneylerin

sonuclarinin teyit edilmesi i¢in in vivo l0semik fare modelleri kullanilmaktadir. Oysa



tipki hematopoietik kok/Onciil hiicreler gibi 16semik hiicre ve 16semik kok
hiicrelerinde varliklarini siirdiirebilmeleri ve tedavi direncgli hale gelebilmeleri i¢in
16semik hiicre lehine 6nemli 6l¢iide degisim gecirmis olan kemik iligi nisine ihtiyaclar
vardir. Mikrogevrenin, 1dsemik hiicre varligini destekler yonde degisimini saglayan
temel mekanizmalardan biri stromal hiicrelerin  dinamik 16semik hiicre
metabolizmasin1 desteklemesi ve 16semik hiicreleri oksidatif hasar yiikiine ve
hipoksiye karst korumasidir. Forte ve ark.’nin Nestin® MKH’lerin AML gelisimi ve
konvansiyonel kemoterapi direnci ile iligkini arastirmak icin in vivo 16semik fare
modeli ile yaptiklarni c¢aligmada MKH’lerin 16semik hiicrelerde oksidatif
metabolizmay1 destekleyerek ve GSH iliskili antioksidan mekanizmalar ile hiicre i¢i
ROS diizeylerinin dengelenmesini saglayarak l6komogeneze ve kemoterapi direncine
katkida bulundugunu gostermektedir (14). Bu proje kapsaminda 16semik hiicre odakl
ve hiicredeki metabolik degisimler ile hastalik prognozu ve/veya tedavi yanitlari ile
iliskisini tanimlayarak yeni biyolojik belirteclerin bulunmasini hedefleyen bu alanda
yapilan diger arastirmalardan farkli olarak 16semik nisteki metabolik degisimlerin
biitiinden parcaya dogru bir yaklasim izlenerek degerlendirilecegi proje dizayni ile in
vivo ortamdaki dinamik metabolik degisimlerin genel bir profili ¢ikarilacaktir.

Projemiz bu yoniiyle 6zgiin deger tagimaktadir.
2.1. Akut Myeloid Losemi

Akut myeloid 16semi, kemik iligindeki myeloid onciil hiicrelerin kontrolsiiz
bicimde c¢ogalmasi, kemik iliginde ve periferik kanda (PK) birikmesi olarak
tanimlanan bir hematolojik kanserdir (20). Fransiz-Amerikan-Ingiliz (FAB) siniflama
sistemine goére AML’nin farkli morfolojik Ozellikler tasiyan ve farkli myeloid
onciillerden koken alan alt tipleri bulunmaktir (Tablo 2.1). Kemik iligindeki
hematopoietik kok/Onciil hiicrelerde meydana gelen ve biriken genetik ve epigenetik
bozukluklar; myeloid Onciil hiicrelerin hematopoietik farklilasmanin degisik
evrelerinde farklilagsma siireclerinin duraksamasina, kontrolsiiz proliferasyon
yetkinligi elde etmelerine yol acar ve bdylece myeloid Onciil hiicreler malign

transformasyona ugrayarak klonal 6zellik kazanirlar. (18).



Tablo 2.1. FAB siiflamasina gére AML alt tipleri

Alt Tipi Adi
MO Diferansiye olmamis akut myeloblastik 16semi
Ml Minimal matiirasyon gdsteren akut myeloblastik 16semi
M2 Matiirasyon gosteren akut myeloblastik 16semi
M3 Akut promiyelositik 16semi (APL)
M4 Akut myelomonositik 16semi
M4 eos Eozinofilik akut myelomonositik 16semi
M5 Akut monositik 16semi
M6 Akut eritroid 16semi
M7 Akut megakaryoblastik 16semi

AML yalnizca 16semik hiicre morfolojisiyle degil bunun yaninda l6semik
hiicrelerin ~ genetik  profillemeleri ve  immunofenotiplerine  bakilarakta
siniflandirilmaktadir. (Diinya Saglik Orgiitii-WHO siniflandirmasi). Buna gére AML
dort ana gruba ayrilmaktir (21). Bu gruplar t(6;9), t(16;16), inv(16) t(8;21) seklinde
inversiyonlar veya translokasyonlarin varlig1 ile veya myelodisplastik 6zellikler gibi
belli genetik bozukluklarla tanimlanmaktadir. ASXL1, RUNXI1, TP53 FLT3, gibi
AML patogenezinde kritik rol oynayan belirli genlerde meydana gelen mutasyonlar

hastaligin gidisati ile ilgili 6nemli 6n verileri saglayabilmektedir.



Bundan dolayi tan1 anindaki AML risk siniflandirmasini ve alt tiplerini bilmek
hastaligin ilerleyis siirecini dngorebilmek ve uygun tedavinin segilebilmesi i¢in ¢ok
onemlidir. Coklu kemoterapdtik ajan kombinasyonlarini igeren ilag tedavileri pediatrik
ve yetiskin AML tedavisindeki genel tedavi uygulamasidir. Patogeneze bagl olarak
AML iki kategoriye ayrilabilir: primer ya da de novo AML ve sekonder ya da tedaviye
bagli gelisen AML. Sekonder AML, diger kanserlerin (sarkomlar, lenfoma ve diger
hematolojik kanserler gibi) tedavi silirecinde uygulanan radyoterapi/kemoterapi
maruziyetinden sonra gelisebilmektedir. Bu durum biitiin AML vakalarinin %5-151ini
teskil etmektedir. De novo AML ise daha 6ncesinde herhangi bir maruziyet olmadan
meydana gelen primer AML tipidir (22). AML hastalarinda hastalik spesifik genetik
varyasyonlarin tespit edilebilmesi ileri molekiiler analiz teknolojileri sayesinde
miimkiin hale gelmistir. Ve bilinen genetik varyasyonlarin varligma gére AML
hastalar1 hastalik prognozuna (tedavi yaniti, niiks hastalik riski) gore erken donemde
hastalik-risk gruplarina ayrilarak, uygun yogunlukta tedaviler almaktadirlar. Pediatrik
AML hastalarinda tanimlanmis olan ii¢ somatik mutasyon (CEBPA, NPM1, FLT3)
hastalik prognozu ve tedaviye yanit agisindan 6nemli gostergelerdir (23). Yiiksek niiks
oranlar1 ve kotii tedavi sonuglar1 FLT3 mutasyonlar1 ile, CEBPA mutasyonlart ise iyi
hastalik prognozu ile iliskilendirilmektedir. FLT3 mutasyonlar1 pediatrik AML
hastalarinin %15'inde, CEBPA mutasyonlar1 pediatrik AML hastalariin %5'inde
tespit edilmektedir (2, 23). Fanconi Aplastik Anemisi, Down sendromu, Kostmann
Sendromu, Klinefelter Sendromu, Diamond Blackfan anemisi, nérofibromatoz gibi
baz1 kansere yatkinlik sendromlarinda, hastalarn AML/MDS gelistirme riskleri
artmaktadir. %80 oraninda AML hastalarinda klonal kromozomal anormallikler
bulunur. Genel olarak AML hastalar1 i¢in %75-80 oraninda hastalik remisyon oranlar1
bildirilmis olsa bile, yiiksek niiks riski sebebiyle gercek sag kalim orani ortalama %55-
65’tir (24, 25). AML genetik ve biyolojik 6zellikleri dolayisi ile hiicre davranig
paternleri birbirinden farkli olan 16semik hiicre subklonlar igeren son derece heterojen
bir 16semidir. Losemik hiicrelerin bu heterojenligi, hem hastalik tani/izleminde hem
de 16semi tedavisinde ciddi zorluklara neden olmaktadir. Ayrica tedaviyi takiben niiks
eden AML hastalarinda 16semik hiicrenin daha direngli hale gelmesine neden olan
klonal evoliisyon gelismekte ve bu durum tedavi olasiligini daha da diistirmektedir

(26).



2.2. Pediatrik AML

Erigkin ve pediatrik AML hastalarinda 16semik hiicrelerin genetik/epigenetik
ozellikleri dolayis1 ile 16komogenez mekanizmalart ve 16semik hiicrenin biyolojik
davranig paternleri oldukca farklidir. Tiirk Hematoloji Dernegi (THD) tarafindan rapor
edilmis veriler 1s18inda pediatrik ve adolesan AML, tiim ¢ocukluk c¢agi 16semi
vakalarmin yaklasik %15-20" sini olusturmaktadir. Her y1l ortalama 1200-1500 yeni
16semi vakasi 16 yasin altindaki ¢ocuklarda teshis edilmektedir. Losemi ¢ocukluk ya
da ergenlik doneminde her yasta ortaya ¢ikabilir fakat en sik 2 ile 5 yas araligindaki
cocuklarda tespit edilmistir. Yas, 1k, tan1 anindaki agirlik ve genetik yatkinlik gibi
degistirilemeyen hasta 6zellikleri AML’li c¢ocuklar i¢in hastalik tedavi sonuglari
etkilemektedir. Hastalik risk grubuna dayali yogun kemoterapi uygulamalar1 ve
destekleyici bakim ile ¢ocuklarda iyi tedavi sonuclari elde edilebilirken, geng
yetiskinler ve ergenlerde tedaviye bagli morbidite, mortalite oranlar1 ve hastalik niiks
oranlar1 yiiksektir (27-29). Tani anindaki bazi1 hasta ve hastalik iliskili 6zellikler
ornegin; tan1 anindaki periferik kan 16kosit sayisi, 16semi alt grubu, tani yasi, kemik
iligi disinda hastalik tutulumu varlig1 hastalik prognozu ile ilgili 6nemli belirtecler
olarak halen kullanilmaktadir. Ayrica indiiksiyon kemoterapisine verilen yanit
degerlendirilmesinde 16semik hiicrelerin tedavi duyarliligi ve hastalik prognozu
acisindan oldukga bilgi vericidir (29, 30). Losemik hiicrelerin tan1 anindaki molekiiler
ve sitogenetik Ozelliklerine dayanilarak gelistirilen hastalik risk siniflamasi genel
tedavi semalarini belirlemesinde temel rol oynamaktadir. Tedavi siirecinde ise tedavi
yanitlarinin izlenmesi ve niiks hastalik erken tanisi i¢in molekiiler / sitogenetik ve/veya
immiinfenotipik profilleme yolu ile yapilan minimal kalint1 hastalik (MKH) tespiti son
derece dnemlidir ve MKH tedavi siirecindeki hastalarda risk grubunun yiikseltilmesini
ve tedavi yogunlugunun ayarlanmasini miimkiin kilan o6nemli bir prognostik

belirtectir.
2.3. Kemik iligi Mikrocevresi

Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicre (HKH) mikrogevresi “kemik iligi
nisi”’ olarak isimlendirilmektedir. Kemik iligi Nisi (hematopoietik nis); progenitor ve
HKH’lerin ¢ogalmasi, kendini yenileme, farklilagma ve migrasyonunu, ayni zamanda

devamliligint ya da hasara cevabi kontrol ederek hematopoetik homeostazi
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saglamaktadir (31). Son derece dinamik ve komplike bir yapis1 olan nig, normal kan
hiicresi liretimini saglamak i¢in yapisal ve fonksiyonel bir¢ok mekanizmay1 regiile
etmektedir (32, 33). Hematopoetik (lenfoid ve myeloid hiicreler) ve hematopoetik
olmayan (mezenkimal kok/stromal hiicreler, endotelial hiicreler, adipositler) hiicreler
kemik iligi nisinin hiicresel bilesenlerini olusturmaktadirlar (34). HKH’ler biitiin kan
hiicrelerini yeniden olusturabilme potansiyeline sahip multipotent kok hiicrelerdir.
HKH’lerin bu 6zelligi ilk defa Till ve McCulloch tarafindan yapilan arastirmalarin
sonuclar1 ile kanitlanmistir. Farkli in vivo ve in vitro fonksiyonel analizler ile
HKH’lerin varlig1 ve farklilagma potansiyelleri gosterilebilmektedir. Kemik iligi nisi
molekiiler, seliiler ve aselliiler bilesenleri sayesinde HKH’lerin kendini yenileme
idame ettirme, farklilagma ve mobilizasyon gibi yeteneklerini diizenler. Kemik iligi
mikrogevresinde hematopoietik kok /Onciil hiicreler ile stromal hiicreler arasinda ve
hiicreler ile ekstraseliiler matriks elemanlari arasinda son derece kompleks ve degisken
bir etkilesim mevcuttur. Kemik iligi homeostazinda, dis uyaranlara uygun
hematopoietik yanitlarin gelisiminde ve dolayist ile HKH kaderinin belirlenmesinde
onemli rol oynayan nonhematopoietik hiicre gruplari olarak; mezenkimal kok/stromal
hiicreler, endotel hiicreler, perisitler, megakaryositler, adipositler, sinir sisteminin
destek hiicreleri, sempatik sinir lifleri, immiin sistem hiicreleri (T, B lenfositler,
monosit/makrofajlar) sayilabilir (Sekil 2.1). Kemik iligi nisi i¢in genellikle endosteal
ve vaskiiler nig olmak iizere iki nig bileseninden bahsedilir. Bu nisler kemik i¢ine sikica
baglidir. Dinamik olan HKH nisleri fizyolojik taleplere cevap verme ozelligine
sahiptir. HKH’lerin endosteuma yakinlig: arttik¢a dinlenme durumu da artar. Kemik
iliginin merkezinde bulunan HKH’ler proliferatif o6zelliktedir. Kemige yakin
konumlanan endosteal nis HKH’lerin dinlenme durumunun ana belirleyicisidir.
Endosteal nig bolgesindeki osteoblastlar (endosteal kemik bolgesi yilizeyinde bulunur)
ve osteoblastik projenitorler bu konudaki gerekli diizenlemeyi saglarlar. Osteoblast
hiicreleri sayesinde HKH’ler tesvik edilir ve Notch aktivasyonu saglayarak islevsellige
katkida bulunurlar. Notch inhibe oldugunda ise endostealde bulunan HKH’ler sayica
azalmaktadir. Yapilan fare modeli aragtirmalarinda kemik morfogenik protein
reseptorili inhibisyonunda, osteoblastlar ve HKH’ler sayica artmistir. Osteoblastlar ve
HKH’lerin arasindaki hiicre-hiicre iletisimi genellikle N-kaderin ve B-katenin ile

saglanmaktadir. Kemik iliginin vaskiilarizasyonu da saglikli hemataopoezin
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devamlilig1 agisindan kritik Oneme sahiptir. Niste endosteum ve medulladaki
fenestrated siniizoidler ve endosteumdaki arteriyoller olmak tiizere iki tiir damar ag1
bulunmaktadir. Kemik iligi mikrogevresi hipoksiktir ve Ki’nin merkez-mediiller
zonundaki yogun vaskiilariteden dolayi, siniizoidlerin oldugu alandan yeniden
yapilanma (remodeling) iinitelerinin oldugu alanlara dogru gidildik¢e oksijen
yogunlugu daha da azalir (sirasiyla %6 ve 1). Bu hipoksik ortam, HKH’lerin uzun
stireli kendini yenilemesi icin gerekli olan temel faktorlerden HIF-1a ve HIF-2a’y1
ifadesini uyarir (30). Ayrica endosteal bolgede, Ca+2 iyonu, kemik remodelinginden
dolay1 fazla bulunur. Boyle bir mikrogevrede, MSH (mezenkimal stromal hiicreler) ve
HKH’ler arasindaki iletisim homeostazin saglanmasi i¢in zorunludur. Vaskiiler nis, ilk
olarak HKH'lerin proliferasyonunu ve farklilagsmasini desteklemekle tanimlanmisti
ancak simdi sinlizoidlerin yakininda hareketsiz HKH’ler olduguna dair kanitlar
bulunmaktadir. Bir ¢alisma, uzun donem yeniden popiilasyon saglayan HKPH'lerin
yaklasik %85'inin siniizoidlere yakin oldugunu gdstermektedir. Bu bolgede HKH'ler,
leptin reseptor (Lepr+), yiikksek CXCL12 seviyeli hiicreler ve onlar1 destekleyen
endotel hiicreleri ile temas halindedir. HKH'ler, siniizoidlere fiziksel olarak yakindir
ve arteriollerden uzaktadir. Lepr+ hiicreler, sinlizoidlerin etrafini sarar. NG2+ hiicreler
veya polidendrositler, endosteumdaki arteriollere yakindir ve HKPH'lerin bakiminda
rol oynar. NG2+ hiicrelerin tiikenmesi, HKPH'lerin proliferasyonuna ve HSC

havuzunun tiikenmesine yol agar (30).
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Sekil 2.1. Normal Kemik Iligi Mikrogevresi. HKH’ler kemik iligindeki bu
mikrocevre ile diizenlenmektedir. Osteoblastlardan ve osteoklastlardan
olusan nis, endosteal nis olarak adlandirilir ve bu nis endosteuma yakin
konumlanmigtir. Kemigin ortasindaki nis ise siniizoidlere yakin olan
vaskiiler nistir. Mikrogevreleri farkli hiicre tipleri olusturmaktadir. Bunlar;
MSH'ler (LepR+ hiicreleri, CAR hiicreleri, Nestin+ hiicreleri ve CD146+
hiicreleri), endotel hiicreleri, megakaryositler, adipositler ve sempatik sinir
sistemi (SSS).

HKH ve MSH arasindaki iletisim, kemik iligi mikrocevresindeki homeostazin
ve hematopoietik kok hiicrelerin islevlerinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar.
KiM’deki HKH ve MSH’ler arasindaki iletisimde gorevli olan bazi sitokin, sitokin
reseptorleri ve adezyon molekiilleri gosterilmistir. CXCL12 (SDF-1) — CXCR4, KHF
(kok hiicre faktorii) — c-kit, vaskiiler hiicre aderans molekiilii-1(VHAM-1) — VLA-4
(04P2), anjiyopoietin-1 (Ang-1) ve Tie-2, trombopoietin (TPO) — MPL bunlara

ornektir. Yapilan in vitro aragtirmalar, kemik iligi mikrogevresi hiicrelerinin (6zellikle
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osteoblastlar) CXCL12, KHF, Ang-1 IL-6 ve Jagged 1 (Jagl, Notch ligand) gibi
hematopoietik sitokinleri sekrete ettigini gostermistir. KHF ve IL-6; normal
hematopoezi, HKH’lerin idame ve sessizligini destekleyici niteliktedir. KHF, baslica
kemik iligindeki perivaskiiler hiicreler tarafindan ifade edilir. Anti-apoptotik olan
Ang-1 HKH’lerin sessizlik durumunu diizenlerken, TGFB1 de HKH sessizligini
tetiklemektedir. Endosteal bolgede bulunan osteoblastlarin iirettigi bir glikoprotein
olan OPN, anjiyogenezde gorevlidir. OPN, HKH’lerin ylizeyinde konumlanan avf1
integrinini tanir; inflamatuar cevapta, HKH’lerin lokalizasyonunda, proliferasyonunda
ve mobilizasyonunda islevseldir. OPN eksikligi olan bir fare modeli, OPN’nin kemik
iligindeki HKH’leri tuttugunu ve sayilarini olumsuz yonde diizenledigini
gostermektedir. Osteoblastlar ylizeylerinde TPO’yu ifade eder. TPO, hematopoetik
kok ve progenitdr hiicrelerin (HKPH) yiizeyinde bulunan c-MPL (C-mannosylation of
thrombopoietin receptor) reseptoriinii aktive eder. Bu TPO/c-MPL etkilesimi, [-

integrin yolunun aktivasyonu yoluyla kok hiicre sessizligini indiikler.
2.3.1. Nis Bilesenleri
Mezenkimal Kok/ Stromal Hiicreler

Cohnheim, 1867°de kemik iliginde hem yenileyici hem de hematopoetik olmayan
hiicreleri ¢181r agici bir sekilde ilk kez tanimladiktan (35) sonra 1970 yilinda Dr.
Friedenstein, kemik iligi icinde HKH’lara benzeyen ve ileride Stro-1 antikoru
kullanilarak ayirt edilecek olan mezenkimal stromal hiicrelerin varligini ortaya
koymustur. Hiicre ve Gen Tedavisi i¢in Uluslararasi Topluluk (ISCT), mezenkimal
stromal/kok hiicreleri kiiltlir kabi plastigine yapisabilmesi; adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik kaderlere dogru farklilasma kapasiteleri ve 6zel morfolojileriyle tanimlar
(36). Standart karakterizasyon i¢in de kullanildig1 tizere; MSH’ler heterojen bir hiicre
gurubudur ve pozitiflik gosterdikleri belirtecler CD73+, CD90+, CD105+ iken; CD34,
CD31-, CD45RA-, CD14-, CDI19-, HLA-DR- belirtecleri acisindan negatif
fenotiptedirler. Kemik iliginde %0,01 kadar az oranda goriilen MKH’ler, KIM ve
HKH (6zellikle CAR hiicreleri-CXCL12-zengin retikiiler hiicreler, nestin” hiicreler ve
CD146" hiicreler) arasindaki iliskide ¢ok biiylik bir role sahiptir (37). LepR" (leptin
reseptoril) hiicreleri, MKH’larin eriskin kemik iligindeki kaynagi olmakla birlikte
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bolgedeki oran1 %0,3’tiir ve stres durumlarinda prolifere olmalar1 disinda sessiz bir
halde bulunurlar. Kemik iligindeki mononiikleer hiicrelerin %3'"linii olugturan CD146+
alt tipindeki MKH hiicreleri, Ang-1 ve CXCL12 eksprese ederler ve biiylik oranda
vaskiiler niste bulunurlar. Tie-2 ve CXCR4 ifadelenmesi ile ise HKH ve endotelyal
hiicrelerle etkilesirler (30, 38). Kemik iligi mononiikleer hiicrelerinin %0,08'ini temsil
eden ve noral krest kokenli olan nestin+ hiicreler ise ¢cogunlukla perivaskiiler alanda
bulunurlar (30, 38). Bu hiicreler sempatik sinir sistemi ndronlar ile iligki halindedir.
Ayrica hedef dokuya yerlesmesine yardimci olup HKH'lerin mobilizasyonunu
baskilarlar. HKH sessizligini saglayan ve ¢okc¢a ifade edilen idame genleri arasinda
OPN, CXCL12, KHF, Angl, VCAM-1 ve IL-7 bulunmaktadir (30, 38). Fakat nestin+
hiicrelerin yiizeyindeki nestin ifadesi in vitro ortamda hizla diisen bir trend gosterir
clinkii difere olmaktadirlar. Yine bir MKH alt tiirli olan CAR hiicreleri ise genellikle
endosteal bolgede bulunup kemik iligindeki orami %0,27 civarindadir. Yiiksek
CXCL12 ve KHF ifadeleri sayesinde HKH'lerin kendini yenileme 6zelliklerini ve
hiicre dongiisiinii kontrol ederler. Hatta, en sessiz Ozellikteki HKH’lerin CAR
hiicreleriyle yakin temasta oldugu gosterilmistir. Bu oOzellik CXCLI12 ifadesi
susturulan in vivo modelde de ispat edilmis ve HK sayisinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu
bulguya gore HKH havuzunun idamesini ve c¢ogalmasini diizenledikleri

anlasilabilmektedir (30).
Endotelyal Hiicreler

Kemik iligindeki hem HKH’ler hem de MSH’ler, endotelyal hiicreler ile temas
halindedir. Endotelyal hiicrelerin kemik iligi nisinde HKH’lerin diizenlenmesinde
etkili oldugu birkag farkli calismada gosterilmistir. Ornegin VE-kadherin ve VEGFR2
ifadesi bozulmus olan bir fare modelinde, daha az HKPH ve daha ¢ok farklilasmis
hiicre goézlemlenmistir (30, 39). Baska bir fare Sele—/— modelinde, endotelyal
hiicrelerin yiizeyindeki E-selektin’lerin delesyonu yapilmistir. BrdU testi sonucunda
HKH metabolizmasindaki devinimin yabani tip veya P-selektin susturulmus farelere
kiyasla azaldig1 ve hiicrelerin %30 civarinda bir kismmin GO fazinda oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak bu modelde HKPH sessizliginin arttig1 goriilmiistiir (40).
Bu c¢aligmalar endotelyal hiicrelerin HKH’lerin proliferasyonu ve sessizliginde etkili

oldugunu kanitlar niteliktedir.
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2.3.2. HKH Nisinin Diger Hiicre ve Elemanlar:

Sempatik sinir sistemi noronlari, adipositler, makrofajlar ve megakaryositler
kemik iligi mikronisinde HKH kaderinin belirleyen ve diizenleyen major
elemanlardandir. Sempatik sinir sistem néronlari, HKH mobilizasyonunda etkilidir
(41). Kemik iliginde cogunlukla beta adrenerjik ndron uglari bulunmaktadir. Sempatik
sinir sisteminde c¢okc¢a miyelinize olmayan Schwann hiicresi bulunmaktadir. Bu
hiicreler nisi TGFB1 araciligiyla diizenler. Sempatik sinir sistemi, perivaskiiler
mikrogevre hiicrelerinin CXCL12 ifadelenmesini ve sirkadiyen salinim araciliiyla da
HKH’lerin retansiyonunu diizenler. Kemik iligindeki adipoz doku mezenkimal
kokenlidir. Cesitli kanitlara gore, adipokin ve adiponektin tiretimleri sayesinde
HKH’lerin nisteki ¢ogalma ve idamelerini desteklerler. Ote yandan nisteki adiposit
say1s1 HKH sayisi ile ters orantilidir, adiposit sayisinin diigmesi HKH engraftmanin
giiclendirmektedir. Son c¢aligmalara gore, adipositik hiicreler, dipeptidil peptidaz
(DPP4 / CD26; apopitoz ve immiin cevapla ilgili bir protein) aracigiyla kemik iligi
niginin rejenerasyonunu ve hematopoezi inhibe etmektedir. CD169+ hiicrelerin
(makfrofajlar) silindigi bir fare modelinde, HKH’lerin nisteki retansiyonunun negatif
etkilendigi gozlemlenmistir. Makrofajlar, osteokalsin ve CXCLI12 ifade etmekle
beraber MSH’larin CXCLI12 ekspresyonunu da diizenleme, HKH’lerin nisteki
retansiyonunu ve osteoblastlarin hayatta kalimini saglama islevleri vardir. Graniilosit
koloni stimiile edici faktor (G-CSF) kullanim1 osteoblastik hiicre sayisin1 azaltir ve
endosteumdaki makrofaj sayisinin tilkenmesine sebep olur ki bu da makrofajlarin
HKH’lerin retansiyonunda osteoblastlar1 destekledigini gostermektedir. Vaskiiler
nigle iligkili olan megakaryositler HKH’lerle siki baglantidadir. HKH
proliferasyonunu IGFBP-3, IGF-1 gibi ¢esitli sitokinler araciligryla; HKH sessizligini
de platelet faktor 4 (PF4-CXCL4) salgilayarak diizenlerler. Megakaryositlerin silindigi
bir fare modelinde yapilan calismaya gore; megakaryosit kaybi, HKH idamesini
azaltarak farklilasmay1 tetikler. Megakaryositlerin a-graniillerinde PF4 ile birlikte

bulunan TGFB1 de, HKH sessizliginin korunmasinda gorevlidir.
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2.3.3. Myeloid Malignitelerde Kemik iligi Mikrocevresi

Losemi gelisiminde hematopoietik mikrogevrenin (kemik iligi nisi) etkisinin
arastirilmasinda fare modelleri sik¢a kullanilagelmistir. Osx-GFP-Cre+ Dicer 1f1/f1
fare modellerinde, Nis myelodisplastik sendrom gelisimini destekledigi gosterilmistir.
Bu modeller ile osteoprojenitér hiicrelerde Dicerl geninin delesyonunun, insan
MDS’deki bozulmus hematopoezi taklit ettigi kanitlanmistir. Bu modellerin
osteoprojenitor hiicrelerindeki SBDS geninin ifadesi azalmaktadir. SBDS silinmis
farelerde de MDS fenotipi gelismektedir. Bu fare modelinde yapilan baska bir
caligmada, yiiksek oksidatif stres ve DNA hasar1 sebebiyle MKH’lerin fonksiyon
gostermeyen mitokondrilere sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, kemik iligi
stromasinin myeloid malignansilerin gelisiminde potansiyel bir rolii olabilecegi ileri
stiriilmektedir (42). AML fare modelinde osteoblastlarin aktif mutasyonu sonucu elde
edilen sonuglara gore, beta-katenin yolaginin overekspresyonu, myeloid ve lenfoid
onciil hiicrelerin farklilagma kapasitesini azaltarak MDS/AML gelisimine sebep
olmaktadir (10). Ayrica bu osteoblastlarda NOTCH ligand1 olan Jagged-1'in de
ifadalenmesinde artis oldugu gosterilmistir. AML hastalarindan alinan kemik iligi
biyopsilerinde de osteoblastlarda [B-katenin’in; HKH’lerde ise Notch sinyalinin
arttigin1 gosterilmistir. Boylece bu iki bulgu arasindaki iliski insanlarda AML gelisim
siirecinde de onemli olabilir diye diisliniilmiistiir. Myeloid malignitelerde kemik
iligindeki neoplastik myeloid hiicrelerin nigle ¢apraz etkilesimi hastaligin gelisiminde
ve seyrinde dnemlidir. Myeloid kanserli hastalarin kemik iligi nisinde modifikasyonlar
goriilmektedir. AML ve MDS hastalarinda anjiyogenezde meydana gelen artis buna
bir drnektir (30, 43-45). Benzer vaskiilerite bozulmasi ve anjiyogenez artist AML-
PDX fare modelinde de saptanmustir (30, 46). Philadelphia negatif myeloproliferatif
neoplazm (MPN) hastalarinda izlendigi gibi, MDS hastalarinda da kemik iligi fibrosizi
yaygin olarak bulunmaktadir. Myeloid malignitelerdeki nis modifikasyonlarini
arastirmak i¢in kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (MKH) kullanilabilmektedir.
AML, MDS, Philadelphia negatif MPN ve KML hastalarinda, bu MKH’lerdeki
fonksiyonel degisikliklerin myeloid hastaliklarin dogal seyriyle baglantili oldugu
calismalarla gosterilmistir. Ote yandan, BCR-ABL pozitif kronik myeloid 16semi fare
modelinde PTH reseptoriiniin aktivasyonu ile osteoblastik hiicreler degistirilmis ve

KML tablosunda diizelme saptanmistir (47). Ancak, bu modelde MLL-AF9 ile
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indiiklenen akut myeloid 16semi gelisimi artmistir. Bu sebeple, farkli myeloid
l6semilerin gelisiminde birbirinden farkli nis kosullarinin rol oynadigi sdylenebilir.
Philadelphia negatif (t(9:22) translokasyonu tasimayan) myeloproliferatif
neoplazmlarin (MPN) gelisiminde ve ilerlemesinde kemik iligi mikrogevresinin
etkisinin gosterilmeye c¢alisildigi fare modelleri de mevcuttur. Ornegin hem
mikrogevrede hem de hematopoetik hiicrelerde retinoblastoma (RB1) geninin silindigi
bir fare modelinde MPN hastalig1 gelistigi izlenmistir. Ayn1 grubun bir diger
caligmasina gore, retinoik asit reseptér gamma (RARY) geninin nisten silinmesiyle
MPN benzeri bir hastalik tablosu olusmaktadir. Osteoblast ve endotelyal hiicreler
olmaksizin, nestin+ mezenkimal kok hiicrelerde Ptpnll aktivasyonu yapildiginda,
hematopoetik kok hiicreler icin zararli etki yaparak MPN gelisimine sebep
olabilmektedir. Bu hiicrelerin fazlaca tirettigi CCL3 (C-C motif kemokin ligand 3), IL-
1B gibi proinflamatuar sitokinler salan monositlerin HKH nisine toplanmasina sebep
olur. Losemik baglatict hiicrelerin ¢ogalimmin ve MPN ilerleyisinin goézlendigi
Jak2V617F fare modellerinde, kemik iligindeki nestin ekspresyonunun ve nestin+
hiicrelerin sayisinda diislis goriilmiistiir (48). Scl-tTA/ABL ¢ift transgenik fareler de
MPN modeli i¢in kullanilmistir. Bu modelde, 16semik baslatict hiicrelerin mikronisteki
osteoblastik hiicrelerinde sira dis1 bir artisa sebep olup miyelofibroz inflamatuar bir
ortam olusturdugu tespit edilmistir. TGFB ve Notch yolaklarinin goérev aldigi bu
16semik niste, HKH'ler yerine 16semik baslatici hiicrelerin artist tesvik edilmektedir

(30, 48).
2.3.4. AML’de Kemik iligi Mikrocevresi-Losemik Nis

AML, heterojen klonal bir hastaliktir. Periferik kan veya kemik iligindeki
immatiir myeloid onciillerinden kdken olan I6semik blastlarin ekspansiyonu ile
karakterizedir. Tedavi edilmemis AML hastalarinin MKH’lerinde de hastalik iliskili
genetik varyasyonlar, bunlar i¢inde de en sik translokasyon goriilmektedir (49). Fakat
bu anomaliler, ayn1 hastanin HKH’lerinde goriilen ve l6komogenezden sorumlu olan
anomalilerden farkli olmaktadir. DNA sekanslama yontemiyle AML-MKH’lerinden
elde edilen verilere gore; bu hiicrelerde, plektin ve kromotin remodeling genleri de
dahil olmak iizere, birden ¢ok mutasyon izlenebilmektedir (50). Ayrica, PITX2 ve
HOXB6 genlerinde hipermetilasyon; HOXA3 ve HOXAS genlerinde hipometilasyon
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olmak tizere DNA metilasyon modifikasyonlarinin varligi da da gosterilmistir
(51). Adezyon molekiilleri (50), inflamatuar sitokinler (30, 52-54), Notch yolag1 ve
CXCL12 de dahil olmak ftizere, gen ifadelenmesi modifikasyonlar1 da literatiirde
bildirilmistir (30). MKH ve HKH’ler arasindaki etkilesimi hem fizyolojik hem de
ozellikle kanserlerde olmak iizere patolojik durumlarda, CXCL12/CXCR4 etkilesimi
saglamaktadir. CXCR4, normal hematopoetik hiicreler ve AML hiicrelerinde bolca
ifade edilmekle birlikte AML blastlarinda yliksek CXCR4 ifadelenmesi kotii
prognozun bir isaretcisidir. Ksenotransplantasyon modellerinde, CXCR4 ve CXCL12
arasindaki etkilesimin bozulmasi, apoptoz oraninda bir artisa ve 16seminin
gerilemesinin neden olmaktadir ki bu, mikrogevrenin korunmasinda sorun oldugunu
diistindiirtmektedir (30). CXCR4 antagonisti kullanilarak ekspresyonun inhibe edildigi
durumlarda AML blastlarinda artmis apoptoz izlenmektedir. Bu hiicre 6liimii; BCL-2,
MCL-1 ve siklin D1’i agag1 dogru regiile eden miR-15a/miR16-1’in yukar1 dogru
regiilasyonu ile saglanir. Genetik modifiye Cxcl12™ farelerde CAR hiicrelerinde ve
perivaskiiler MKH'lerde CXCL12 delesyonu, HKH’lerin sessizlik ve kendini
yenileme potansiyelini diisiiriirken; osteoprogenitérlerde CXCL12 delesyonu, HKH
mobilizasyonu artirip idamesi ve sessizligini etkilememektedir. Ek olarak, Ki
MKH'leri 16semik hiicrelerle kokiiltiire edildiginde CXCL12 mRNA diizeylerinde
artis gorildigi belirtilmistir (30, 55). AML-MKH’lerinin klonojenik potansiyelinin
(CFU-F- Fibroblast kolonisi yapan {init) tan1 aninda diisiik oldugu (51, 53, 55) ve
hastalar tedavi sonrast tam remisyonda girdiginde ise normal potansiyellerini tekrar
kazandiklar1 gosterilmistir [135]. AML KI MKH'lerinin in vitro ortamda normal Ki
MKH'lerine gore daha az prolifere olup senesense daha hizli girdigi (55) ve idame
stirelerinin kiiltiir ortaminda kisalip ikinci pasaji gegemedikleri bilinmesine ragmen;
diisiik, orta ve yiiksek risk gruplu olmak iizere fazla sayida AML hastasindan alinan
orneklerin kullanildig1 bir ¢alismada, AML-MKH'lerin klonojenik potansiyellerinin,
immiinsiipresif kapasitelerinin ve IL-10 gibi antiinflamatuar sinyallerinin saglikli
MKH'lere gore arttig1 da gosterilmistir (56). AML-MKH'lerin farklilagmastyla ilgili
veriler farklilik gdstermektedir. Farklilagsma yeteneklerinde herhangi bir degisiklik
olmadigin1 gosteren calismalar bulunsa da, osteojenik farklilagmalarinda azalma
oldugunu belirten ve osterix ile osteokalsin gibi osteoblastik soya ait gen

ekspresyonlarinin azalmasiyla iliskilendirilmis ¢alismalar da bulunmaktadir. AML
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hastalarinin kemik iliginde normalden daha fazla CD146(-) 166(+) osteoblastik hiicre
bulundugu da gozlemlenmistir (55). Baz1 calismalara gore, sadece kotli prognozlu
AML hasta MKH’lerinin adipo/osteojenik potansiyelde azalma olmaktadir (56).
Ancak son aragtirmalar, AML-MKH'lerinde adipojenik potansiyelde azalma ve osteo-
jenik farklilasmasinda artis oldugunu gdstermektedir. Bu ¢aligmalardan biri, primer
AML hastalarinda kemik iliginde goriilen adipogenezdeki azalmanin, l8semik
hiicrelerin KI adipositlerini  baskilamasmin sonucu olarak myelo-eritroid
olgunlagsmasinin bozulmasina neden oldugunu ortaya koymustur. Diger bir ¢alisma
ise, AML kaynakli osteojenik farklilagmasinin 16semik biiylimeyi destekledigini
belirtmistir (57, 58). MKH'lerin hematopoezi siirdiirme kabiliyeti hem in vitro olarak
2D ve 3D ko-kiiltiir modelleri araciligiyla hem de in vivo olarak immiin yetmezlikli
farelerde ksenogreftler araciligiyla incelenebilmektedir. AML-MKH’leri kullanilarak
yapilan kokiiltiir deneylerinde, uzun-siireli-kiiltlir-baslatici-hiicrelerden (LTC-IC-
long-term culture initiating cells) elde edilen veriler, bu hiicrelerin normal bir
hematopoezi destekleme kapasitesinde bozulma oldugunu gostermektedir. Normal
HKH'ler ile AML-MKH'lerin LTC-IC kiiltiiriinden sonra yapilan colony forming
assay ile metilseliilozda az sayida myeloid koloni gelisimi gozlenmistir. Ayrica, AML
hastalarindan elde edilen MKH'lerin, 16semi baslatict hiicreleri (LIC-leukemia
initiating cells), saglikli MKH'lerden in vitro ortamda daha iyi destekledigi
bildirilmistir. Baz1 ksenograft deneylerinde, AML hiicrelerinin otolog MKH'lerle
birlikte enjekte edilmesini incelenmis, ancak birlikte enjekte edildiklerinde MKH'lerin
engraftman seviyesini iyilestirmedigi bulunmustur. Yakin ge¢miste, matrigel ve
benzeri materyaller kullanilarak in vivo olarak MKH'lerle enjekte edilen subkiitan
iskeleler tanimlanmistir ve enjekte edildigi farelerde LBH'lerin oranini artirdigi
gosterilmistir. Benzer sekilde, saglikli MKH'lerle calisilan bu iskelelerin
implantasyonu, normal HKH'lerin engraftmanini da iyilestirmektedir (59, 60).
Kullanilan MKH'lerde HIF-la geninin durdurulmasi durumunda, iskeledeki
engraftman azalmaktadir. Boylelikle, bu 3D iskelelerin insan nis ortamini taklit ettigi
ve 16semik hiicrelerin engraftmanini iyilestirdigi goriilmektedir. Bu ve benzeri ¢ok
sayida arastirmanin sonuglart kemik iligi mikrogevresinin 16semik hiicreler igin
koruyucu bir kalkan sagladiginm1 gostermektedir. MKH'lerle etkilesim 16semik

hiicreleri apoptozdan korumakta ve kemoterapiye karsi direngli hale gelmelerine
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neden olmaktadir. Ayrica, bu etkilesim 16semik hiicrelerdeki farklilagsma
duraksamasina katkida bulunmakta, losemik hiicrelerin kendini yenileme
potansiyellerine ve genel sag kalimlarmin korunmasina da neden olmaktadir (30).
Arastirmalar, AML-MKH'lerinin saglikli MKH'lerle benzer kemoprotektif yetenekler
sergiledigini, ancak daha yiiksek immiinosupresif ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip
olduklarm1 ve daha diisiik pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonununa sahip
olduklarini ortaya koymaktadir. MKH’lerin 16semik hiicreler lizerindeki koruyucu
rolii, basta CXCR4/CXCL12 aks1 olmak fiizere gesitli sitokinlerden etkilenmektedir.
Diger yandan, AML hiicrelerinin kemik iligi mikrogevresini de degistirerek ve ko-
kiiltiirde saglikli MKH'lerin ¢ogalmasini engelledikleri gosterilmistir. Bu da AML’de
16semik hiicreler ile kemik iligi mikrogevresi arasinda 16semi gelisimini ve yayilimin

destekler yonde karsilikli bir etkilesim oldugunu kanitlayan bir bulgudur (30).
2.4. Akut Myeloid Losemi ve Losemik Hiicre Metabolizmasi

Hiicresel ihtiyaglara goére enerji iiretimine izin veren dinamik siireglere
metabolizma denir. Hiicrenin farklilagsma, ¢cogalma ve quiescence (sessizlik) durumlari
metabolizmaya baglidir. Normal hematopoietik kok hiicreler karakteristik olarak
sessiz olup, hayatta kalmalarini siirdiirmek ve multipotent progenitorler iiretebilmek
icin, kemik iligi nisinde, metabolik profillerini diisiik seviyede tutmaktadirlar. AML
‘de 10semik hiicre kiitlesinin biiylik kisminin hiicre dongiisii ¢cok hizli oldugundan,
fazla miktarda enerji kaynagma gereksinim duymaktadirlar. Normal hematopoietik
kok hiicreler ile 16semik kok hiicreler ve 16semik hiicreleri arasinda genetotipik ve
fenotipik farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica, bu hiicre gruplarimin her biri kendi
iclerinde de yiiksek oranda ¢esitlilik sergilemektedirler. Arastirmalar, 16semik kok
hiicre-LKH (16semi baslatici hiicre) olarak adlandirilan ve ¢ok nadir goriilen immatiir
CD34+/CD38- 16semik hiicre alt grubunu, immiin yetmez farelere transfer ederek, bu
farelerde 16semi gelistigini gostermis, bdylece bu hiicrelerin 16semi baglatma
potansiyelleri tanimlamistir. Daha olgun bir immiinfenotip tasiyan CD34+/CD38+
AML 16semik hiicreleri ise, aym sartlar altinda I0semi gelistirici etki
gosterememiglerdir. LKH'ler ile normal hematopoietik kok hiicreler benzer
CD34+/CD38- yiizey immunofenotiplerini tasidiklart i¢in, bu LKH'leri hedef
alabilecek belirgin hiicre yiizeyi isaret¢ileri (CD32, CD44, CD47, CD123, TIM3,
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CD45RA ve CD96) iizerinde yogun g¢alismalar siirdiiriilmektedir (61-64). Normal
hematopoietik kok hiicreler gibi, 16semi kok hiicreleri de AML hastalarinin kemik iligi
nisinde yer alirlar, bu durum onlarin yasamini destekler ve kemoterapiye direngli hale
gelmelerine neden olur. Kemik iligindeki 16semik mikrogevrede oksijen dusiikliigii,
daha az reaktif oksijen tiirii (ROS) tiretilmesine yol agar; bu durum, LKH'leri genel
AML Il6semik hiicre popiilasyonundan ayirmanin yani sira, hiicrelerin sessiz
durumlarinin korunmasina, hiicre-i¢i anaerobik metabolizmanin desteklenmesine ve
kok hiicre 6zelliklerinin devam ettirilmesine yardimci olmaktadir. Tiim bu 6zellikler
sayesinde LKH'ler kemoterapinin etkisinden korunabilmektedirler. Bunun tersine,
dolasimdaki AML blastlar1 yiiksek ROS diizeylerine sahiptir, proliferasyonlarin

desteklemek artan enerji ihtiyaclar1 nedeni ile metabolik aktiviteleri yiiksektir.

2.4.1. HKH'ler, LKH'ler ve Losemik Blastlar Arasindaki Metabolik
Farkhhklar

AML metabolizmasi ilgili aragtirmalar, normal hematopoietik kok hiicrelerin,
16semik kok hiicrelerin ve AML blastlarinin kendine 6zgli ve farkli metabolik
profillere sahip oldugunu gostermektedir. Normal HKH'lerin minimal enerji ihtiyacina
kiyasla, 16semik blastlar, artan hiicre dongiislinii desteklemek adina daha fazla ATP
iiretimine ihtiya¢ duymaktadirlar. Losemik blastlar, glikoliz ve pentoz-fosfat yolu gibi
metabolik siirecleri artirarak, amino asitler, niikleotitler, yag asitleri ve elektron
tastyicilart gibi makromolekiiler yapi taslarini tiretir. Buna karsilik, LKH'lerin
boliinmeyi yavaslatarak/durdurarak sessiz kalma ve kendini yenileme kabiliyetlerini
stirdiirebilmek i¢in mitokondriyal metabolizmaya bagimli olduklar1 gdzlemlenmistir.
AML'de yeniden diizenlenen temel metabolik yolaklar arasinda glikoliz, oksidatif
fosforilasyon, amino asit ve lipid sentezi bulunmaktadir. (63). Losemik hiicrelerin bu
metabolik yeniden programlanma kabiliyeti 16semi hiicresinin degisen mikrogevre
kosullarina hizla adapte olmasinin ve varligim1 = siirdiirebilmesinin  temel

mekanizmalarindan biridir.
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2.4.2. Glikoz Metabolizmasi

Yaklagik bir asir once Dr. Otto Warburg, oksijen varliginda bile tiimor
hiicrelerinin glikozu fermente ederek pirtivat1 tri-karboksilik asit (TCA) dongiisiine
girmesine izin vermek yerine laktata doniistiirmeyi tercih ettigini kesfetmistir. Bu
durum, kanser hiicrelerinin hizli boliinmelerini desteklemek i¢in gereken yliksek
diizeyde ATP diretimini saglamaktadir. Glikoz metabolizmasinin biyoenerjetik
islevinin yani sira, bu siire¢ ayni zamanda riboniikleotitlerin sentezi i¢in pentoz iireten
pentoz-fosfat yolunu, amino asitleri {ireten serin biyosentezini ve evrensel bir elektron
tastyict olan NADPH'i (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) iireten tek karbon
metabolizmasi gibi baska yollaklar1 da kapsamaktadir (48, 63). Bu nedenle, glikoliz
yalnizca enerji saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin devamliligi
icin gerekli molekiiler yapi taglarini teminini de miimkiin kilmaktadir. AML hiicreleri,
SLC2A (Solute Carrier Family 2 Member A) ailesi genler tarafindan kodlanan ve
GLUT olarak adlandirilan 6zel bir membran tasiyicist araciligiyla glikozu hiicre igine
alarak glikolizi baglatir. Hem AML hiicre hatlarinda hem de hasta 6rneklerinden alinan
blastlarda gozlemlenen yiiksek glukoz seviyeleri, GLUTI1 ve laktat dehidrogenazin
yiiksek diizeyde ifadesi ile iligkili olup, bu durum ilag¢ direncini ve tiimor hiicrelerinin
hayatta kalmasini artirir. Ayrica, tan1 aninda AML hastalarinin serumlarinda saglikli
bireylerle kiyaslandiginda daha fazla piriivat ve laktat bulunmus ve bu da kétii prognoz

ile baglantili olarak degerlendirilmistir (63). Piruvat ve laktat, sirasiyla PKM?2

(Pyruvate kinase M2) ve LDHA tarafindan katalize edilen son glikolitik
reaksiyonlarda iiretilen iki 6nemli glikoliz bilesigidir. PKM2'deki mutasyonlar, normal
hematopoietik kok hiicrelere zarar vermeden, progenitdr hiicre fonksiyonlarini
bozarken, LDHA'nin yoklugu hem HKH'lerin hem de progenitdr hiicrelerin
islevlerinde ciddi kisitlamalara neden olmaktadir ve bu da farkli hematopoetik hiicre
alt tipleri arasinda belirgin bir metabolik farklilik oldugunu gostermektedir (63, 65).
Glikoliz, AMPK (AMP-activated protein kinase) ve PI3K/Akt/mTOR (Mechanistic
target of rapamycin) dahil olmak {izere bir sinyal molekiilleri ag1 araciliiyla kontrol
edilir. Bu ag, normal hematopoez icin gerekli olan oksidatif fosforilasyon, pentoz
fosfat yolu ve niikleotid biyosentezi gibi diger tiim metabolik yollarla baglantilidir.
AML gelisimi ile, bircok metabolik yolak islevinde bozulma gozlemlenmektedir. Bu

durum 16semik hiicrelerin artmis proliferasyonuna destek olarak 16semi gelisimine
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katkida bulunmaktadir. Ornegin, AMPK'nin islev kaybina neden olan mutasyonlarmn
GLUTT! tastyicisinin downregiilasyonu yoluyla glukoz akisini bozarak 16komogenezi
baskiladig1 gosterilmistir. Benzer sekilde, mTOR kompleks-1 (mTORC1), normal
hematopoietik kok hiicrelere kiyasla 10semik kok hiicrelerde daha fazla aktiftir ve
mTORC1'in baskilanmasinin 16semik siireci durdurdugu goézlemlenmistir (38).
mTORCI, glikoliz ve pentoz fosfat yolu dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel siire¢lerde
birgok hiicresel siirecin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Ayrica, mMTORC]1 glukoz
tilketimini artirir ve inhibisyonu, AML hiicrelerinin enerji iiretimini glikolizden
oksidatif fosforilasyona kaydirmasina neden olur, bu da oksidatif stres ve DNA
hasarina sebep olur (63, 65). Bu ylizden, 16semik blastlar genellikle enerji iiretimi igin
glikolitik yollara bagli kalsalar da metabolik siireglerini yeniden diizenleyerek
kemoterapiye direngli hale gelebilmekte ve oksidatif fosforilasyona gecis
yapabilmektedirler. Ayrica, AML hastalarinda sik rastlanan ve kotii prognozla iliskili
bir mutasyon olan Fms benzeri tirozin kinaz-3 i¢ tandem duplikasyonu (FLT3-ITD)
tastyan AML hiicrelerinde glikoliz, hiicre sagkalimi i¢in yiiksek glikoz akisini
stirdiirmek iizere pentoz fosfat yolu ile iligkilidir (63, 66). Ayr1 bir ¢alismada, glukoz-
6-fosfat dehidrojenaz pentoz fosfat yolunun Onemli bir diizenleyicisi olarak
tanimlanmis ve asirt ekspresyonu olumsuz prognozla iliskilendirilmistir (67). Glukoz-
6-fosfat dehidrojenazin inhibisyonu ve FLT3'in Ilestaurtinib ile farmakolojik
baskilanmasi, FLT3-ITD tasiyan AML hiicrelerinde belirgin bir anti-losemik etki
gbstermis ve yeni bir terapdtik yaklasim olarak belirlenmistir. AML blastlarindan
farkli olarak, normal HKH'ler ve LKH'lerde pentoz-fosfat yolunun islevi kapsamli
olarak incelenmemistir, bu hiicreler iizerinde daha fazla in vivo ve in vitro calismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Karbonhidrat metabolizmasinin ve glikolizin 6nemli bir
diizenleyicisi olan kemik iligi mikrogevresi hem HKH'lerin hem de diisiik ROS
seviyelerine sahip LKH'lerin hayatta kalmasinda kritik bir role sahiptir. Normal
HKH'ler enerjilerini ¢ogunlukla glikoliz yoluyla elde ederken, diisiik ROS iceren
LKH’ler enerji tiretimlerini mitokondriyal solunum ile saglar. Buna karsin, hizli bir
sekilde boliinen 16semik blastlar periferik kanda daha yiliksek diizeyde glukoz ve
fruktoz tiiketebilir. Ayn1 zamanda, fruktoz aliminin engellenmesinin 16semi geligimini
yavaslattigi ve niste hizli ¢ogalan 16semik hiicreler iizerinde Ara-C' nin sitotoksik

etkisini artirdig1 gézlemlenmistir. Bu bulgu niste hizla ¢ogalan 16semik hiicrelerin Ara-
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C'ye kars1 kemoterapi direncini karbonhidrat metabolizmasina dayanarak gelistirdigini
gostermektedir. Genel olarak, normal HKH'ler ve hizli ¢ogalan AML blastlari
LKH'lere gore daha fazla glukoz igerigi ve glikolitik aktiviteye sahiptir, bu da

lokomogenezde glukoz metabolizmasinin 6nemine isaret etmektedir.
2.4.3. Mitokondriyal Metabolizma

Mitokondri; karbonhidratlar, amino asitler ve yag asitleri gibi besinlerin TCA
dongiisiinde bir araya geldigi coklu metabolik siireclerin merkezinde ve kanser
hiicrelerinde temel bir enerji kaynagi olarak goriilmektedir. Biyoenerjetik rollerinin
yani sira, mitokondri ayrica TCA dongiisii, glutaminoliz, oksidatif fosforilasyon ve
yag asidi oksidasyonu (YAO) gibi temel metabolik islevleri desteklemekte ve
diizenlemektedir. Bu mitokondriyal siire¢lerden bazilart AML hiicrelerinde 6nemli
derecede modifikasyona ugramaktadir ve bu hiicrelerin hayatta kalmasi ve

fonksiyonlariin devam ettirebilmesi icin kritik bir rol oynamaktadirlar (63, 68, 69).
TCA veya Krebs Dongiisi:

Trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, glikoliz siirecinden elde edilen NADH
(Nikotinamid Adenin Diniikleotid) ve FADH> (Flavin Adenin Diniikleotid Hidrojen)
gibi yiiksek enerjili elektron tasiyicilarini toplayip, mitokondrideki elektron tasima
zincirine aktarir. Saglikli hematopoetik kok hiicreler piruvatin tetikledigi diizenli bir
metabolik dongiiye sahiptirler. Fakat AML’de 16semik hiicrelerde, bu siiregler
arasindaki baglantiy1 kesilmekte ve piruvat laktata ¢evrilmektedir. Bu durum, AML
hiicrelerinin enerji saglamak i¢in glutamat gibi alternatif karbon kaynaklarini
kullanmalarina olanak tanimaktadir. Bu sebeple, glutamin metabolizmasina yonelik
tedaviler, AML'ye kars1 etkili olabilmektedir (70, 71). Losemik hiicreler TCA
dongiisiindeki ara iiriinleri tamamlamak amaciyla glutamati a-ketoglutarata gevirirler,
bu doniisiim glutamat dehidrogenaz araciligiyla gergeklesmektedir. Bu bilgiyle
uyumlu olarak, CRISPR/Cas9 arastirmalari, AML hiicre hatlarinin TCA dongiisiine
katk1 saglamak i¢in a-K G iiretimi i¢in gerekli olan glutamin tagiyicilar1 ve glutaminaz
enzimlerini arttirdigin1 géstermistir. Bu artig, bir BCL-2 inhibitdrii olan venetoclax'a
kars1 hiicrelerin direncini artirir. Arastirmalar ayrica, l6semik hiicrelerin glutamini

sitrata  doniistiirip TCA dongiistine dahil edebildigini, bdylece metabolik
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esnekliklerini koruduklarim1 gostermektedir. ROS diizeyi diisiik LKH’ler, yiiksek
miktarda 13Cie palmitat alarak bu molekiilii sitrat ve malat gibi TCA dongiisii ara
iiriinlerine doniistiiriirken(72), ROS diizeyi yiiksek AML hiicrelerinde bu durum
gozlemlenmemektedir. Ayrica, uzun siireli sessiz kalan HKH'lerde yapilan
metabolomik profillemeler, diisiik TCA metabolit seviyeleri gostermistir; bu durum
hiicresel hipoksiye yanit veren HIF-lo transkripsiyon faktorii tarafindan
diizenlenmektedir. HIF-1a islev kaybina sahip HKH'ler, glikolizden daha az bagimh

hale gelmekte ve hiicresel dinlenme kapasitelerinde azalma yasamaktadir (63, 73-76).
Oksidatif Fosforilasyon

Baslangicta, kanser hiicrelerinin hayatta kalmak icin esas olarak glikolize
bagimli olduklart ve mitokondriyal solunumun bu hiicrelerde bozuldugu
varsayllmistir. Ancak, gilincel arastirma sonuclari, l6semik hiicrelerin hayatta
kalabilmek i¢in oksijeni oksidatif fosforilasyon yoluyla kullanarak yiiksek seviyelerde
ATP iirettigini ve elektronlar1 TCA dongiisiine aktardigi gostermektedir. Oksidatif
fosforilasyon, enerji saglamanin yani sira, mitokondriyal zarin gegirgenligini
diizenleyerek apoptoz ve hiicre ¢ogalmasi arasindaki dengeyi de kontrol etmektedir ve
redoks biyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (77). Normal hematopoetik kok
hiicreler, mitokondriyal solunum hizlarini diistirerek ve glikolize dayanarak dinlenme
durumlarini korurlar. Bunun yaninda baska bir arastirmada, (Skrti¢ ve ark.), AML’de
16semik blastlarin, normal HKH'lere gore daha yiiksek mitokondriyal biyogeneze ve
bazal oksijen tiiketimine sahip oldugunu gostermistir (78). Ancak, ¢caligmalar dinlenme
halindeki HKH'lerin, oksidatif stresle basa c¢ikarken yedek kapasite olarak bilinen
yiiksek glikolitik aktivite ve elektron akisi ile enerji iiretimlerini maksimize
edebildigini, fakat AML blastlarinin mitokondriyal oksidatif stres karsisinda
savunmasiz oldugunu da gostermistir (63, 79, 80). Dinlenme halindeki HKH'lere
benzer sekilde, losemik kok hiicrelerde diisiik oksijen tiiketimi ve oksidatif
fosforilasyon seviyelerine sahiptir, ancak yine de hayatta kalmak icin bu metabolik
yola bagimlidirlar. Yapilan bir ¢aligmada, primer AML 6rneklerindeki CD34+ CD38—
LKH popiilasyonunda mitokondriyal ATP-bagimli Clp proteazin (ClpP) asir1 ifade
edildigi bulunmustur (81). Bu nedenle, artmig ClpP ifadesi, AML hastalarinda

yiikselmis oksidatif fosforilasyonun bir biyobelirteci olabilir. Buna paralel olarak,
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Jones ve ark. tarafindan yapilan metabolomik ve gen ifade analizleri, LKH’in
zenginlestirilmis alt gruplarimin metabolik olarak duragan olan popiilasyonlar
oldugunu ve HKH'lerin aksine, enerji iiretimi i¢in amino asit metabolizmasina bagimli
olduklarin1 gostermistir (63, 72). Mitokondriyal metabolizma, TCA dongiisii ve
oksidatif fosforilasyon, LKH’lerde ve belirli kosullar altinda AML blastlarinda ATP

molekiilleri tiretmek i¢in kritik yollardir.
Amino Asit Metabolizmast

Yirmi standart amino asit, proteinlerin, niikleotidlerin, lipidlerin ve glutatyon
(GSH) gibi bilesenlerin biyosentezi i¢in gerekli olup, tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasi
icin hayati 6neme sahiptirler (82). Tiim amino asitler i¢inde, 6zellikle glutamin,
AML’de 16semik hiicrelerinin yasamasi ve ¢ogalmasi icin kritik 6neme sahiptir.

Glutamin ve glukoz, 16semi gelisim siirecinde sadece TCA dongiisiinde a-ketoglutarat

saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda 16sinin AML hiicrelerine aktarilmasinda da temel
bir rol oynarlar ve mTORCI1 aracilikli protein sentezini aktivasyonunu tetikler.
Glutamin, SLC1AS (Solute carrier family 1 member 5) tasiyicist araciliiyla AML
hiicrelerine taginir ve glutaminoliz ad1 verilen bir siirecte glutamata ve a-ketoglutarata
doniisiir (83). Normal hematopoietik kok hiicrelere gore, 16semik blastlar ¢ogalmak
ve hayatta kalmak i¢in daha fazla glutamin tiikketmektedirler. Diisiik reaktif oksijen
tiirleri (ROS-diisiik) seviyesine sahip olan, tan1 anindaki lI6semik kok hiicreler, hayatta
kalmak icin oksidatif fosforilasyona dayanan amino asit metabolizmasina
bagimlidirlar (72). Niiksetmis akut myeloid 16semi hastalarindan alinan 16semik kok
hiicreler ise, yag asidi metabolizmasini artirarak ve 6zellikle palmitat alimini tegvik
ederek amino asit kaybin1 dnlemeye uyum saglamaktadirlar. Bu durum, LKH’lerin
metabolik adaptasyon kabiliyetini ve tedavi direnci gelistirme potansiyelini
gostermektedir. Ayrica, niiks hastalik durumundaki LKH’lerin enerji iiretimi igin
alternatif yollar1 nasil kullanabildiklerini gdstermektedir. Glutamin metabolizmasi
disinda, AML hiicreleri hayatta kalmak i¢in arginin gibi diger amino asitlere de ihtiyag
duyar. Arginin, niikleotid iiretimi i¢in amin gruplar1 ve aspartat saglamada hayati
oneme sahiptir. Normal HKH'lerin aksine, arginosiiksinat sentetaz-1 mutasyonuna
sahip AML hiicreleri sitriilin ve aspartattan arginin iiretemez ve disaridan arginin

alimina bagimli hale gelir. Arginin katabolizmasi, AML blastlarinda antijenlere kars1
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bagisiklik tepkisini engeller ve bu nedenle plazma arginin seviyesinin 6l¢iilmesi, AML
hastalariin  immiinoterapi  stratejilerine  yanitinin  tespitinde  6nemli  gibi
goziikmektedir (84, 85). Genel olarak, amino asit metabolizmasi ve icerigi, LKH'lerde
AML blastlarina gore daha dikkate degerdir ve LKH popiilasyonunu hedef almak i¢in
stratejik bir firsat sunmaktadir (63).

Lipit Metabolizmasi

Glikoz ve glutaminden sonra, lipitler kanser hiicrelerinin ¢cogalmasi ve hayatta
kalmasi i¢in 6nemli tiglincii bir kaynak olarak kabul edilir. Lipitler yalnizca enerji
kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda hiicre zariin biyogenezi ve gesitli sinyal yollarinin
diizenlenmesi i¢in gerekli olan islevsel yag asitleri saglama gorevini tistlenmektedirler
(86). AML hiicrelerinde, normal hematopoietik hiicrelere kiyasla lipid metabolizmasi
bozulmustur, bu da lipid sentezinin hedeflenmesinin AML tedavisinde olas1 faydalar
sunabilecegini diislindiirtmektedir. AML tanist almis hastalarin periferik kan
plazmasinda yapilan lipidomik analizler, baz1 serbest yag asitlerinin, o6zellikle
aragidonik asitin artis gosterdigini ve genel yag asidi ile kolesterol seviyelerinin diisiis
gosterdigini ortaya koymustur (87). Bu degisikliklerin nedeninin, artmis yag asidi
oksidasyonu (YAO) olabilecegi ongoriilmektedir. YAO, asetil-CoA ara iiriinii
aracilifiyla TCA dongiisiinii besler ve bu da sitratin artisina ve dolayisiyla de novo
yag asidi sentezinin baglamasina neden olur (88). Yag asidi oksidasyonu AML
hiicrelerinde regiilasyonu bozulmus olan 6nemli bir metabolik yolaklardan biridir. Yag
asitlerinin oksidasyonu siirecinde asetil-CoA iiretilmekte ve asetil-CoA, TCA
dongiistine girerek ATP {iretimini desteklemektedir. Bu siire¢, 16semik hiicrelerin
hayatta kalmasina ve durgun kalmasma yardimci olmaktadir. Ayrica, glikoliz ve
amino asit katabolizmas1 yoluyla da TCA dongiisiine ek asetil-CoA saglanmaktadir.
Ote yandan, yag asidi sentetaz (YAS) adli enzim, AML hiicrelerinde yag asidi
sentezini katalizler ve bu hiicrelerin proliferasyonu i¢in gereklidir. YAS, saglikl
bireylerden tiiretilmis normal hematopoetik kok hiicrelerde diisiik seviyelerde ifade
edilirken, AML hastalarinda asir1 ifade edildigi gosterilmistir (63). YAS inhibitorleri,
RNAi veya epigallokatesin-3-gallat kullanilarak, akut promiyelositik 16semi
hiicrelerinde graniilositik farklilagsmanin hizlandig1 ve bu hiicreleri ATRA tedavisine

yeniden duyarli hale getirilebildigi gdsterilmistir. Bu siirecte lizozomal biyogenezin
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ve otofajinin rol oynadigi one siiriilmiistiir (89). Yag asidi oksidasyonu siirecine dahil
olan aralarinda karnitin palmitoiltransferaz-1A ve karnitin tasiyict CT2'nin de
bulundugu bir¢ok enzim ve tasiyicilar, AML hiicrelerinde normal hematopoetik kok
hiicrelere kiyasla fazla ifade edilmektedir. Sessiz HKH'ler, sessizlik durumlarin
korumak i¢in YAO oranlarini temel bir seviyede tutmaktadirlar. HKH'lerin kaderi,
durgunluktan ¢iktiklarinda gegcirdikleri hiicre boliinmesi tipine baglidir (90). Asimetrik
boliinme, iki yavru hiicre olusturur; bu hiicrelerden biri kendini yenileme yetenegini
kazanir ve sessiz kalirken, digeri farklilasir ve sistemik dolagima girmektedir. Buna
karsilik, simetrik boliinme, yalnizca hiicre ¢cogalmasi ve farklilasma yetenegine sahip
iki yavru hiicre iretmektedir. YAO metabolizmasi, asimetrik bdliinmeyi
desteklemekte ve boylece HKH’lerin kendini yenileme kabiliyetinin korunmasina
katkida bulunmaktadir (91). YAO HKH’lerde oldugu gibi, LKH'lerin korunmasi i¢in
de onemlidir ve venetoklaks direncinde kilit bir rol oynamaktadir. Diren¢li, ROS
diizeyi diisiik LKH'lerde yapilan transkripsiyonel profillemeler, RAS yolaklarinda
mutasyonlarla birlikte YAO'da artis ve CD36 ifadesinde yiikselme gostermektedir.
CD36, CD36+ LKH popiilasyonunda lipid alimin1 kolaylastiran 6énemli bir yag asidi
tastyicisidir. Bu CD36+CD34+ hiicreler, gonadal yag dokularinda 6nemli 6l¢iide
zenginlesmistir, bu da onlar1 venetoklaksin yikici etkilerinden korunmasina katki
saglarken ve devamliliklart i¢in gerekli olan YAO'yu kullanmalarma olanak
tanimaktadir. Buna ek olarak, AML blastlar1 ile kemik iligi adiposit hiicreleri
arasindaki etkilesim, lipolizi tetiklemektedir, bdylece adipositlerden AML'ye yag
asitlerinin salinmasini saglanmakta ve AML hiicrelerinin hayatta kalmasi ve in vivo
ortamda ¢ogalmalar1 desteklenmektedir (63). Yag asitleri ve ilgili metabolik yollarin
yani sira, sfingolipidler de Idkomogenezde hiicre cogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki
dengeyi diizenleyerek kritik bir rol oynamaktadirlar. Sfingolipidlerin olusumu ve
islevselligi, AML hiicrelerinde bulunan onkogenik proteinler olan sfingozin kinazlar
ve asit seramidazlara baglidir. Sfingozin-1-fosfat, sfingozin kinaz-1 tarafindan iiretilen
biyoaktif bir lipittir. AML hiicrelerinin hayatta kalmalar1 ve 6lmeleri lizerinde aktif

bir sekilde siirekli etkisini gostermektedir (63).
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2.5. Omiks Teknolojileri

Omiks teknolojileri; Proteinler,transkriptler,genler,lipitler, metabolitler veya
biyolojik sistemlerde var olan farkli bilesenlerin aralarinda olan etkilesimleri
aragtirarak, kisiye 0zel tedavi stratejileri gelistirilmesine, hastaliklarda erken teshise,
hastaliklarin mekanizmalarinin anlasilabilmesine imkan sunar (92). Bilhassa kanser
benzeri karmasik hastaliklarin erken tani ve tedavisinde ve biyobelirteclerin
bulunmasinda etkin bir yeri vardir. Gliniimiizde karmasik bir¢cok hastaligin baslicada
kanserin arastirilma siireglerinde, ilag kesiflerinde omiks teknolojileri kullanilmaktadir
(93).Kanser hastalar1 icin kisisellestirilmis hedefli tedaviye dogru ilerlerken, bu
bilgileri tedavi sonuclarini iyilestirmek i¢in karar verme siirecine dahil etmek i¢in
metabolizmanin kanserden nasil etkilendigini anlamamiz 6nemlidir "Metabolomik,
kanser biyobelirteglerini ve tiimor olusumunu tetikleyen unsurlar tespit etmede kritik
bir bilimsel yontemdir (94). Omiks verilerin entegrasyonu, kanserin molekiiler
temelini daha iyi anlamamiza ve tedavi stratejilerini daha hassas bir sekilde
yonlendirmemize yardimci olur. Genomik, proteomik ve metabolomik verilerin
birlikte kullanilmasi, daha kapsamli bir biyolojik resim sunar ve bu da kisisellestirilmis
tip uygulamalarinin yayginlagmasma katkida bulunur. Ornegin, bireysel timor
profillerine dayali tedavi planlari, hastanin genetik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore

ozellestirilebilir ve bu da tedavi etkinligini artirir (95, 96).
2.5.1. Genomik

Genomik, organizmalarin epigenetik, genetik dizi bilgilerini arastirir. Biyolojik
iriinlerin islevlerini yapilarin1 6grenmeyi hedefler. Sistematik sekilde organizmada
var olan DNA'y1, / genomunu analiz eder. Fonksiyonel ve yapisal olarak iki farkli ana
alt grubu vardir (97). DNA dizilimi, genom haritalamas1 gibi yontemler ile
organizmanin genetik olarak sahip oldugu bilgilerini karakterize eden yapisal
genomiktir. Genlerin ekspresyon desenlerini; miktar, zaman, bigim olarak analiz eden

fonksiyonel genomiktir.
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2.5.2. Transkriptomik

RNA dizileme ve protein kodlamayan genler ¢alismalarina ele alan bir bilim
dalidir. Belirli bir hiicrede ya da 6zel kosullarda genom tarafinca tiretilen tiim RNA
transkriptlerin biitiiniinii, esasen transkriptomu, yliksek verimlilikle analiz eder.
Protein iiretimde sablon gorevinde olan, ¢evresel faktorlerle degisebilen, her an aktif
bir sekilde ifade edilen genleri ifade etmekte olan transkriptom biyoinformatik
yontemler ve dizileme ile incelenir. Tiim bu analizler hiicre diizeyinde olan isleyisi
kavramak ve hastaliklarin gelisim mekanizmasini anlamada 6nemli bir yere sahiptir.
Bunun yanisira mRNA seviyesindeki anormallikleri ve onkogenez siireglerindeki

etkilerini belirleyerek kanser arastirmalarinda 6nemli bilgiler sunar (98).
2.5.3. Proteomik

Bir hiicrede, dokuda ya da organizmada meydana gelen tiim proteinlerin
ifadelerini, etkilesimlerini, modifikasyonlarini inceler. Bu disiplin proteinlerin nasil
bir sekilde islediklerini, nasil etkilesim kurduklarini anlayabilmek i¢in protein aglarini
kullanarak bilginin akigini elde eder. Siirekli degisen yapisi sayesinde biyobelirte¢
kesifleri i¢in 6nemlidir. Proteomik, hastaliklarin erken tanisinda, hastalik siire¢lerinin
takibinde ve yeni ilaglar gelistirilmesinde kritik bir role sahiptir. Kanser
arastirmalarinda 6zellikle, protein etkilesimlerini ve kanserin olusum mekanizmalarini
daha iyi kavrayabilmek amaciyla kullanilir. Kiitle spektrometrisi, proteomun daha
detayli incelenmesine olanak saglar. Bu durumda; proteomik analizlerin hiicresel

stirecleri gercek zamanl olarak goriintii saglama yetenegini artirir.
2.5.4. Metabolomik

Diisiik molekiiler agirlikli olan organik ve inorganik (<1.500 Da) metabolitleri
detayli bir sekilde inceler (99). Metabolitler ¢esitli biyolojik bilesenlerin
temelindedirler. Enerji iiretimi sinyalizasyon, metabolizma ve diizenleme gibi
durumlarda kritik bir yere sahiptir. Lipidlerin biyosentezi, glukoz ve glutamin
metabolizmasi, mitokondriyal islevler seklideki hiicresel durumlar1 detaylica analiz

eder. Bu siireclerden elde edilen sonuglar patofizyolojik siireglerin anlasilip
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tanimlanmasinda, biyobelirte¢ kesiflerinde, ila¢ etkinliklerini 6grenebilmekte

kullanilir.
2.5.5. Lipidomik

Sistem biyolojisinin dallarindan biri olan lipidomik; lipid metabolizmasini
kapsamli olarak inceler. Canli organizmalardaki 06zglin olan farkliliklarin
biyokimyasal temellerine 151k tutmay1 hedefler. Son on y1l igerisinde gelismistir (100).
Hiicre ve organellerin zar kisminda bulunur. Enerji deposu, sinyalizasyon, membran

matrisleri gibi kapsamli fonksiyonlarda 6nemli bir yeri vardir.
2.5.6. Biitiinlesik Omiks Analizler

Omiks calismalari; daha c¢esitli verileri sunmayi1 hedefler. Cok faktorlii
kompleks hastaliklarda geleneksel metotlar yeterli gelmeyebilir. Bu metotlarda
cogunlukla tek bir metabolit-gen -protein iizerine odaklanilmasindan dolayi. Bu
arastirmalarin amaci incelenen biyoloji sistemi daha detayli anlamak, fenotip ve
genotip arasinda olan nedensel ve islevsel iliskileri ortaya koymak adina lipit-protein-
metabolit gibi ara molekiiler diizeydeki bilesenleri incelemenin 6nemini vurgular.
Biitiinlesik omiks yaklasimlar1  proteomik, metabolomik ve lipidomik
metodolojisinden gelen bilgileri kullanilarak genotip ile fenotip iliskilerini

aydinlatmaya dayalidir (101, 102).
2.5.7. Metabolomik ve Lipidomik iliskisi

Hiicresel metabolik {iriin olan lipitler cogunlukla metabolomik ¢alismalarin bir
kismi olarak ele alinir ve bunlarin igerisinde bazi lipit siniflarini da belli bir asamaya
kadar inceler (103). Fakat lipitlerin suya ¢oziinmeyen yapisi 0zgiin-kimyasal ve
fizikler yapilarinca metabolomik caligmalardan ayri olarak degerlendirilmelidir.
Siniflandirilan lipitler yiizlerceden daha yiiksek miktarda bireysel lipit tiiriine sahiptir.
Metabolik aglardaki degisimlerini-farklilagmalarini kimyasal yapilar1 direkt sunmaz.

Bundan dolay1 analizlerde lipidomigin metabolomikten ayr1 olarak yapilmasi kritiktir.
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2.5.8. Metabolomik ve Lipidomik Analizler

Hedeflenmis ve hedeflenmemis olarak temelde ikiye ayrilirlar. Hedefe yonelik
olan sekilde belirli bir molekiiler grupta olan kisith sayidaki molekiiliin verilerini
niceliksel olarak toplayarak bunlarinda alakali biyokimyasal yollardaki farkliliklar
incelemek {iizerine odaklanmis yaklagimlarla degerlendirir. Nicel ya da yar1 nicel
seklinde, i¢ standartlar yardimiyla hedeflenmemis analizler gerceklesir. Hedeflenmis
olan ¢alismalarda analizi belirlenen metabolit-lipitlerin standartlari ele alinip optimize
edilen analitik yontemlerle analiz yapilir. Hedeflenmeyen analizde ise 6rnekte var olan
bilinmeyen tiim molekiillerde dahil kapsamli analiz yapilir. Hedeflenmemis, analizlerin
esas amact Ornekte var olan metabolom-lipidom profilini detayl bir sekilde ortaya
koymaktir. Gaz kromtatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) sistemleri, gaz
kromatografisi ve kiitle spektrometrisi tekniklerinin entegrasyonu ile meydana gelir.
Analiz sirasinda, drnekler ilk olarak GC kolonunda ayrilir ve daha sonra bir transfer
hatt1 araciligiyla kiitle spektrometre cihazina aktarilir. Kromatografi icinde, iki veya
daha c¢ok bilesen igeren bir numune, kolon i¢indeki iki farkli faz arasinda dagitilarak
bilesenlerin birbirinden ayrilmasi ile gerceklesir. Bu siirecte hareketli faz gaz
formundadir ve numuneler bu hareketli ve sabit fazlar arasinda dagilima tabi tutulur.
GC, karisgimlart ayirmak i¢in kullanilirken, kiitle spektrometresi ayrilan bilesenlerin
yapisal tanimlanmasini miimkiin kilar. Sivi kromtaografisis-kuadropol ucus zamanh
kiitle spektrometresi (LC-qTOF-MS) teknolojileri sivi kromatografisinin ayrigtirma
kapasitesi ile kiitle spektrometresinin analiz yeteneklerinin bir araya getirildigi
sistemler olarak tanimlanabilir. incelenen 6rnekler, fiziksel karakteristiklerine bagl
olarak siniflandirilir ve hem quadrupol hem de ugus zamanh algilayicilar kullanilarak,
oldukca diisiik konsantrasyon seviyelerinde dahi, bilesenlerin tanimlanmasi ve

miktarlariin belirlenmesi (ug/L ve ng/L diizeyde) miimkiin kilinir.



33

3. GEREC ve YONTEM
3.1. Hasta ve Saghkl Verici Secimi, Biyolojik Orneklerin Alinmasi

Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi'nde bulunan Kemik
[ligi Transplantasyon Merkezi'nde, farkli hastaliklar icin hematopoetik kok hiicre
nakilleri gerceklestirilmektedir. Bu nakil islemi dncesinde, saglikli vericilerden kemik
iligi lirlinii toplanmaktadir. Bunun yani sira Pediatrik Hematoloji Boliimii’nde tan1 alan
AML hastalarinda da tan1 ve izlem amagl kemik iligi Ornekleri rutin testler
kapsaminda alinmaktadir. Elde edilen bu 6rneklerin bir kism1 hasta/ebeveyn onamlari
alindiktan sonra, etik kurul onaylar1 (HU Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu, GO 22/981) alinmis olan ilgili laboratuvar arastirmalar1 kapsaminda
kullanilmak iizere Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi’ne (PEDi-STEM) gelmektedir. Kemik iligi 6rneklerinden elde edilen plazma
ve mononiikleer hiicreler aragtirmada kullanilmak {izere dondurularak hiicre arsivinde
saklanmaktadir. Calismamizda da bu hasta ve saglikli goniillii vericilere ait kemik iligi
plazma ornekleri kullanilmigtir. Kemik iligi plazma 6rnekleri 15 saglikli verici ve 28
AML hastasindan (23 AML yeni tani, 5 niiks (relaps) AML (remisyon) elde edilmistir.
Analizlerde 28 yeni tan1 veya niiks hastalikla gelen AML hasta 6rnegi ve 5 tanede
remisyon hastalik aninda alinan AML KI plazma 6rnegi olmak iizere toplam 33 6rnek
kullanilmistir. Ayrica 4 tani-remisyon ¢ifti, 1 relaps-remisyon ¢ifti olan AML hasta
ornegi mevceut oldugu icin toplamda 5 hastanin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi kemik
iligi plazma Ornek ciftlerinin degerlendirilmesi miimkiin olmustur. Kontrol grubu
ornekleri AML hasta ortalama yag aralig1 ile eslestirilerek secilmistir. AML tanisi olan
28 hastanin yas ortalamasi 10,5 (minimum: 2,5 — maksimum: 16), erkek/kiz orani:
10/18. AML tanil1 hastalarda en sik goriilen alt tip M4-MS5 olarak izlenmistir. Hasta
grubuna sekonder AML hastalarida dahil edilmistir. Saglikli vericilerin yas ortalamasi

11,06 (minimum:5 — maksimum: 16) ve erkek/kiz orani: 7/8’dir.
3.1.1. Kemik iligi Orneklerinden Plazma Ornegi Toplanmasi

Gelen Kemik iligi 6rnegi heparinli siringadan siringanin ucu ¢ikartilarak 15 mL
olan santrifiij tiipiine aktarilmigtir. 805 x g frenli oda sicakliginda 10 dakika santrifiij

edilmigtir. Santrifiij (Eppendorf, kat no #5810) sonras1 saydam agik renkli ve diizgiin
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ayrilmis plazma tabakasi olusmustur. Bu tabaka eppendorf tiiplerine aktarilarak, daha

sonra kullanilmak i¢in -80°C’de dondurularak saklanmaistir.

¢ Kemik iliginden plazma izolasyonu agamasi

E N /—\
‘I > *‘é — 7 ___, Plazma 1B il — -
T '\_‘/ ) " — o Lokosit A -
3 y o Eritrosit )
Kemik iligi Santrifilj 850xg 10 dk . Lreor:\ne:)tgzléetik Kok Hiicre -80°C

———— >« Kemikiliginden elde edilen yag hiicreleri
e Plazma

: o Lokosit (Beyaz kan hiicreleri)
. ‘1—' o Eritrosit (Kirmizi kan hiicreleri)
1 « Trombosit

— * Hematopoetik Kok Hiicre

Saglikh verici kemik iligi ornegi
Santrifiij sonrasi

Sekil 3.1. Kemik iligi 6rneklerinden plazma 6rnegi ayrilmasi (104).

3.2. Metabolomik Analizler
3.2.1. Ornek Hazirlama

Derin dondurucuda saklanan (-80 °C) plazma Ornekleri ¢ozdiiriilmiistiir.
(Cozdiirtilen 6rneklerden 200 pL ¢ekilip yeni 2 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir.
Her bir santrifijj tiipline 6:2 oraninda Metanol:su (Merck/67-56-1, Isolab/7732-18-5)
800 pL eklenmistir. 15 saniye boyunca vorteks yapilmistir. Vorteks sonrasinda her bir
santrifiij tiiptine 600 pL Kloroform (Merck/67-66-3) eklenmistir. 15 saniye boyunca
vorteks yapilmistir. +4 °C ayarlanmis etiiv icerisinde, 6rnekler ¢alkalayici (dakikada
~250 devirde) iizerine konularak 20 dakika boyunca bekletilmistir. Bekleme esnasinda
santrifiij +4 °C ayarlanir. Ornekler 3220 x g +4 °C ‘de 15 dakika santrifiij (Eppendorf,
kat no #5810 R) edilmistir. Santrifiij sonras1 6rnekler dikkatlice cihazdan alinmistir.
Tiiplerde 3 faz goriinmektedir iist fazi metanol:su, ara fazi pellet, alt fazi ise kloroform
fazindan olusmustur. Her bir 6rnegin olusan {ist fazindan, ara fazina dokunmadan GC-

MS analizleri i¢in 300’er pL cekilip yeni santrifiij tiipline aktarilmigtir. Metabolomik
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analizler icin gerekli olan kalite kontrol (QC) havuzlari olusturmak amacryla, tiiplerde
kalan iist fazdan, 100’er puL ¢ekilerek, 50 mL’lik santrifiij tlipline aktarma yapilmstir.
Olusan alt fazdan daha sonraki LC-qTOF-MS c¢alismalarinda kullanilmak i¢in 250’ser
uL cekilip yeni santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Lipidomik analizler i¢in gerekli olan
kalite kontrol (QC) havuzlar1 olusturmak amaciyla, tiiplerde kalan {ist fazdan, 50’ser
uL ¢ekilerek, 50 mL’lik santrifiij tlipline aktarma yapilmistir. 80°C’de dondurularak
saklanmistir. Ara fazda olusan pellet daha sonrasinda proteomik ¢alismalar1 yapilmak
amacuyla tiipte birakilmis, direkt- 80°C’de dondurularak saklanmigtir. Metabolomik
ve lipidomik analizler i¢in olan santrifiij tiipleri 24 saat boyunca vakumlu santrifiijde

ucurulmaya birakilmisg, 24 saatin sonunda -80 °C'e kaldirilmistir.

o Metabolit ve Lipidlerin tiiketilme agamasi
6:2 metanol: su { 600 pL Kloroform

Y N

FERAAN
-9 -9 B
200 pLKi

plazma 15 saniye 15 saniye Calkalayict
+4 °C 20 dakika

2 Numune hazirlama

P
300 pL 1.tipe
100 L 2. tiipe (QC) I =
—A T Metabolitler  ——p o ™ f
1~
- / f’
\ \J \ - 9

Q —>  Protein o D
e — 250 L 1.tiipe .
@‘ 50 L 2. tiipe (QC) Padh |
—— ~> Lipitler EE——
Santrifiij 80"
+4°03220xg Vakum Santrifiij 8oc
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Sekil 3.2. Metabolomik ve Lipidomik analizler i¢in 6érneklem hazirlanma asamalari
(104).

3.2.2. GC-MS Temelli Metabolomik Analizler i¢in Tiirevlendirme

-80 °C’deki metabolomik analizler i¢in olan 6rnekler ve QC tiipleri 10 dakika
vakumlu santriflijde tekrardan ucurulur. Kuruluga kadar u¢urulmus, 6rneklere 20 pL
MeOX (piridin igerisinde 20 mg/mL) (Sigma/593-56-6) cozeltisi eklenmistir ve
ornekler 30 °C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika boyunca ¢alkalayici tizerinde inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon bitiminde &rneklere 50 puL MSTFA + %1 TMCS
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(Sigma/24589-78-4) eklenmistir ve 6rneklere 15 saniye boyunca vorteks yapilmistir.
Vorteks sonrasinda ornekler 37 °C ayarlanmis etiivde 30 dakika boyunca ¢alkalayici
iizerinde inkiibe edilerek tiirevlendirilmistir. Tirevlendirilen oOrnekler GC-MS
viallerine aktarilmistir. GC-MS (Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra, Kyoto, Japan)

cihazinda analiz yapilmstir.
3.2.3. LC-qTOF-MS Temelli Lipidomik Analizler

80°C den alinan 6rneklerin oda sicakligina gelmesi beklenir. Tiim tiipler bir
arada 48 tiip (Saglikli verici + AML) +6 Adet QC-C Tiipii =54 Tiip. Viallere insertleri
yerlestir ve numaralandir. 7:3 IPA: Asetonitril (Isolab/67-63-0, Isolab/75-05-8)
soliisyonundan her bir eppendorfa 200 pl eklenir. Hazirlanan bu soliisyon tiipte pipetaj
yapilir ve her bir eppendorficerisine 200 pl olacak sekilde eklenir. Her bir tiip 1 dakika
boyunca vortekslendi. Tiiplerdeki silipernatant kismi pellete dokunmadan 190
ul cekilip viallere aktarildi. Hazir olan 6rnekler run islemi i¢in LC-qTOF-MS (Agilent
6530 accurate-mass, California, USA) cihazina alinir. Cihaz analiz kismindan 6nce faz
icin soliisyonlar hazirlanir. Soliisyon A (1000 ML): 6:4 Su: Asetonitril ,10 mM
(Milimolar, Amonyum Format, %0,1 Formik asit. Soliisyon B (1000 ML) 7:4 IPA:
Asetonitril ,10 mM (Milimolar) Amonyum Format (Sigma/540-69-2), %0,1 Formik
asit (Merck/64-18-6).

3.2.4. Biitiinlesik Veri Analizi icin Kullanilan Istatiksel Yontemler

Metabolomik ve lipidomik analizler i¢in biitiinlesik veride, veri
dekonvoliisyonu, pik hizalama, normalizasyon ve veri matrisi olugturma islemleri MS-
DIAL (ver. 4.92) yazilim1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Gelistirilen nihai veri
matriksi ¢ok degiskenli analizlerin yapilmas: i¢cin MetaboAnalyst programina
aktarilmistir. Temel Bilesen Analizi-Principal Component Analysis (PCA), ¢ok
degiskenli analizler kapsaminda kismi en kiigiik kareler farklilastirma analizi-Partial
Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA), analizlerindeki farklilagsmaya neden
olan metabolitlerin bulunmas: igin Projeksiyondaki Degisken Onem Derecesi-
Variable important in projection (VIP) grafiklerinden yararlanilmistir. En yiiksek VIP
degerine sahip metabolit veya lipit ayirimda en biiyiik etkiye sahip metabolit veya lipit

olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna kars1 hasta gruplari arasinda istatistiksel olarak
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anlamli degisen metabolitler ve lipitler t-testi ile belirlenmis ve gruplara ait ortalama
ve standart hata degerleri hesaplanmistir. Yine T-testi sonuglar1 kullanilarak Volkan
grafikleri olusturulmustur. Orneklerin veya metabolitlerin benzerliklerine gore
gruplandirilmas: i¢in 1s1 haritasi analizi kullanilmistir. AML’de kullanilabilecek
potansiyel metabolik biyobelirteclerin belirlenmesi icin ayirt edici giicii (kontrol
grubuna kars1) yiiksek olan metabolitler cok degiskenli Islem karakteristik egrisi -
Receiver Operating Characteristic (ROC) kullanilarak biyobelirte¢ analizleri
gerceklestirilmistir.  Gruplar arasi karsilagtirmalar sonrasi elde edilen Onemli
metabolitlerin rol oynadig1 cesitli biyoenerji/metabolik yolaklarin etki diizeylerini

degerlendirmek i¢in yolak analizleri yapilmistir.

Herhangi bir istatistiksel test kullanmadan, varyans-covaryans matrisi veya
korelasyon matrisi lizerinden 6zdegerler ve 6zvektorler hesaplayarak veri boyutunu
azaltir ve veri setindeki ana bilesenleri ortaya cikarir. Veri setinde sistemik bir hata
olup olmadigim1 gorsellestirir. AML ve saglikli verici drnekleri arasindaki genel

metabolik farkliliklar belirlemek i¢in kullanilmistir.

Siniflandirma basarisini  degerlendirmek i¢in ¢apraz dogrulama (cross-
validation) ve permiitasyon testleri yapilir. PLS-DA'nin temel amaci, veri setindeki
siniflar arasindaki ayirimi1 maksimize edecek sekilde boyut indirgeme yapmaktir. PLS-
DA analizinde, VIP skorlari, gruplar arasinda énemli metabolik farkliliklar1 gosteren
bilesenleri belirlemeye yardimci olur. VIP skorlart yiiksek olan bilesenler, analiz

edilen kosullar altinda 6zellikle 6nemli olan metabolitleri isaret eder.

Volkan grafikleri olusturmak icin genellikle t-testi veya ANOVA kullanilir. Bu
istatistiksel testler, her bir metabolitin anlamliligin1 (p-degeri) ve etki biiyiikligiini
(6rnegin, kat degisimi) hesaplamak icin kullanilir. Bu, AML'yi karakterize eden
potansiyel biyobelirtegleri belirlemeye yardimci olabilir. Volkan grafikleri, -log10(p-
degeri) ile kat degisim arasindaki iliskiyi gosterir ve genellikle diferansiyel ifade
analizinde kullanilir. Bu grafik, istatistiksel olarak anlamli ve biyolojik olarak énemli

degisiklikleri olan metabolitleri/biyobelirte¢leri belirlemeye yardimci olur.

Is1 Haritas1 Analizi olustururken genellikle hiyerarsik kiimeleme analizi

kullanilir. Bu analiz, Orneklerin veya metabolitlerin benzerliklerine gore
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gruplandiriimasm saglar. Ornekler arasindaki benzerlikleri ve farkliliklar1 gorsel

olarak ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir.

ROC egrisi analizi, bir smiflandiricti veya belirtecin performansin
degerlendirmek i¢in kullanilir. ROC egrisi, gercek pozitif orant (TPR) ile yanlis pozitif
orani (FPR) arasindaki iligkiyi grafik tizerinde gosterir. AUC (Area Under the Curve-
Egri Alt1 Alan), modelin performansini degerlendirmek i¢in kullanilir. ROC analizi,
bir biyobelirtecin hastaligi tanima yetenegini degerlendirir. Bu, metabolitlerin AML

tanisinda kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in kullanilir.

ROC Goriiniimii: Bu gorlinlim, segilen ozellikler icin ROC egrilerini
gorsellestirir. Egriler, siniflandirma modelinin performansin1 degerlendirmek igin
kullanilir ve her egri, modelin farkli kesme noktalarindaki duyarlilik ve 6zgiilliigiinii

gosterir.

Olasilik Goriinitimii: Bu goriiniim, her bir 6rnek i¢in siniflandirma modelinin
tahmin olasiliklarin1 gosterir. Bu olasiliklar, modelin 6rneklerin hangi sinifa ait oldugu

konusunda ne kadar emin oldugunu yansitir.

Tahmin Goriiniimii: Bu goriiniim, model tarafindan yapilan tahminlerin bir
Ozeti sunar. Hangi Orneklerin hangi sinifa atandigin1 ve modelin genel dogrulugunu

gormek icin kullanilir.

Onemli Bilesenler: Istatistiksel olarak anlamli dzelliklerin listesini sunar. Bu
ozellikler, modelin siniflart ayirt etmede kullandig1 ve yiiksek performans gosterdigi

anahtar bilesenlerdir.

Yolak analizi, belirli metabolik yolaklarin hastalik durumuyla nasil iliskili
oldugunu belirlemek icin kullanilir. Yeni terapotik hedeflerin arastirilmasina ve

hastaligin molekiiler mekanizmalarinin kesfedilmesine yardimci olur.
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4. BULGULAR

Losemi tanisinda, tedavi sonrasinda ve relaps/refrakter hastalik durumunda
16semik hiicre metabolizmasinda izlenen dinamik degisimlerin en iyi gostergesi l6semi
nisinin metabolik profilinin ¢ikarilmasidir. Bu amagcla, projemiz kapsaminda in vivo
16semik nisteki metabolik ortami en iyi yansittig1 kabul edilen, kemik iligi plazma
ornekleri kullanilarak AML hastalar1 ve saglikli vericiler arasinda karsilastirmali
metabolom analizleri yapilmistir. Bu amagla belirlenen gruplar arasindaki tim
metabolik degisimlerin tespit edilebilmesi i¢in iki farkli analitik platform kullanilarak
(GC-MS ve LC-qTOF-MS); hedeflenmemis metabolom/lipidom analizleri
gerceklestirilmistir. Karsilagtirmali analizler i¢in 3 ana grup olusturulmustur. Birinci
grupta (Grup 1), 16semik hiicre kitlesinin kemik iligi nisinin metabolik profilinde
neden oldugu degisimleri degerlendirebilmek icin AML hasta 6rnekleri (n=28, yeni
tam ve relaps hastalik) ile saglikli verici &rnekleri (n=15) karsilastirilmistir. Ikinci
grupta (Grup 2), tedavi sonrast 16semik hiicre kitlesinin temizlenmesi ile kemik iligi
metabolik profilindeki degisimi gosterebilmek amact ile indiiksiyon kemoterapisi
verildikten sonra remisyona giren AML hasta 6rnekleri (n=5) ile tedavi dncesi AML
hasta drnekleri (n=28) karsilastirilmistir. Uciincii grupta ise (Grup 3), tedavi sonrasi
remisyona giren AML ornekleri (n=5) ile verici orneklerine (n=15) karsilagtirilarak
iyilesen AML hastalarinda kemik iligi metabolik profilindeki degisim ile ilgili bilgi
edinilebilecegi Ongorilmistiir. Ayrica AML tani, remisyon ve relaps hastalik
stireclerinde kemik iligi niginde metabolik profilin degisimi ile ilgili daha detayl bilgi
edinilebilmek i¢in 5 farkli alt grup (Grup5-8) daha olusturulmustur (Sekil 4.20 ve tablo
4.4). Ancak bu gruplara ait biitiinlesik veriler ile yapilan detayli analizler
sunulmamigtir. Belirlenen ii¢ ana grup icin biitiinlesik veriler kullanilarak tiim
istatistiksel analizler yapilmistir. Belirlene 3 ana grupta metabolitlerin karsilastiriimasi
icin t-test yapilmis, p <0.05’in olan istatistiksel olarak anlamli degisim gosteren
metabolitler ile li¢lii Venn diyagrami olusturulmustur. Daha sonra bu gruplar (Grup1-
3) igerisinde her bir gruba spesifik olan dolayis1 ile AML’de hastalik stireci iligkili
degisken metabolik profili belirlemede dnemli olabilecek metabolitler belirlenmistir.
PCA, PLS-DA, VIP grafigi, volkan grafigi, 1s1 haritas1 analizi yapilarak elde edilen
veriler gorsellestirilerek tek degiskenli ve cok degiskenli istatiksel analiz sonuglart her

iic grup i¢in ayri ayr1 sunulmustur. Ayrica sadece GC-MS analiz platformundan elde
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edilen metabolik veriler kullanilarak (lipidom analiz verileri dahil edilmeksizin) yolak
analizleri gerceklestirilmistir. Yolak analizleri ile AML’de hastalik ile iligkili ve
hastalik siirecinde (tani, remisyon, relaps hastalik) 6nemli olabilecek saglikli vericiler
ile yapilan karsilastirmada farklilik gosteren dnemli metabolik yolaklar belirlenmis ve
bu yolaklarin iligkili oldugu secilmis metabolitler gdsterilmistir. Diger alt gruplar
sirastyla; Grup 4,5,6,7, ve 8 olarak isimlendirilmistir. Grup 4°te; yeni tant AML (n=23)
ornekleri ile saglikli verici ornekleri (n=15), Grup 5’te relaps AML tanis1 ile gelen
ornekler (n=5) ile saglikli verici 6rnekleri (n=15), Grup 6’da remisyondaki hasta
ornekleri ile (n=5) AML yeni tan1 hasta 6rnekleri (n=23), Grup 7°de AML yeni tani
hasta Ornekleri ile (n=23) relaps AML 06rnekleri (n=5), ve Grup 8’de ise ayni
hastalardan alinmis (n=5) tani/relaps hastalik aninda alinan 6rnekler ile remisyon

ornek ciftleri karsilastirilmistir.
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4.1. Kemik Iligi Plazma Orneklerine ait Biitiinlesik (Metabolomik ve

Lipidomik) Veri Genel Analiz Sonuclar:

Grup 1’e ait analizler kapsaminda AML hasta (tani/relaps hastalik) ile saglikli

verici Ornekleri incelendiginde toplam 257 metabolit tespit edilmis ve bunlardan 84

tanesi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Grup 1 biitiinlesik omiks verisi ile tanimlanan metabolitler ve istatistiksel

analiz sonuglari

METABOLIT AML (tam /relaps SAGLIKLI VERICI P degeri
hastalik) (ortalama + SH)
(ortalama + SH)

CAR 18:1 1.016+0.135 1.046+0.151 0.888
Cer 40:1;20|Cer 0.483+0.169 1.463+0.882 0.157
18:1;20/22:0

CL 69:1|CL 1.173+£0.24 0.62+0.156 0.121
16:0 18:0 18:0 17:1

DG 32:0/DG 16:0_16:0 0.747+0.258 0.831+0.124 0.819
DG 34:2|DG 16:0_18:2 1.017+0.31 0.09+0.048 0.036
FA 14:0 0.949+0.143 1.085+0.142 0.544
FA 16:0 0.892+0.1 1.144+0.106 0.114
FA 16:1 0.977+0.179 1.087+0.204 0.704
FA 18:0 0.917+0.026 1.142+0.091 0.005
FA 18:3 0.58+0.09 1.905+0.338 0.000
FA 20:3;30 1.382+0.665 0.548+0.115 0.369
FA 22:5 0.863+0.288 1.42240.253 0.207
FA 38:8 1.171£0.21 0.611+0.063 0.062
FA 42:5 0.775+0.277 1.623+0.537 0.127
Hex2Cer 34:1;20[Hex2Cer 0.703+0.192 1.569+0.965 0.253
18:1;20/16:0

Hex3Cer 34:1;20[Hex3Cer 0.977+0.093 1.08+0.293 0.677
18:1;20/16:0

LPC 14:0/0:0 0.872+0.092 0.998+0.132 0.430
LPC 16:0/0:0 0.956+0.083 1.135+0.136 0.240
LPC 16:1/0:0 0.93+0.118 0.87+0.132 0.754
LPC 18:0/0:0 0.92+0.081 1.194+0.111 0.053
LPC 18:1/0:0 0.888+0.07 1.1340.115 0.065
LPC 18:2/0:0 0.871%0.101 1.181£0.158 0.092
LPC 18:3/0:0 0.988+0.048 1.047+0.081 0.502
LPC 19:0/0:0 0.759+0.094 1.548+0.162 0.000
LPC 20:0/0:0 0.641+0.092 1.74140.135 0.000
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LPC 20:3/0:0 0.845+0.1 1.159+0.119 0.061
LPC 20:4/0:0 1+0.139 0.883+0.103 0.575
LPC 22:0/0:0 0.214+0.029 2.676+£0.979 0.001
LPC 22:6/0:0 0.947+0.125 0.965+0.214 0.938
LPC 24:0/0:0 0.612+0.079 1.73+0.498 0.005
LPC O-18:0 0.981+0.153 1.066+0.106 0.705
MG 16:0 0.972+0.072 1.17+0.036 0.061
MG 20:0 0.96+0.045 1.138+0.122 0.107
NAE 13:0 0.914+0.079 1.2+0.054 0.018
NAE 20:0 0.888+0.081 1.283+0.139 0.012
PC31:0 1.01+0.107 0.916+0.23 0.673
PC 32:2|PC 16:1_16:1 0.559+0.078 1.677+0.339 0.000
PC 33:2|PC 15:0_18:2 1.021+£0.096 0.956+0.417 0.844
PC 33:4 1.107+0.154 0.496+0.178 0.018
PC 34:1|PC 16:0_18:1 0.85+0.4 0.006+0.001 0.133
PC 34:3 0.75+0.1 1.321+0.271 0.022
PC 34:4 0.534+0.071 1.764+0.399 0.000
PC 35:1 0.703+0.376 0.073+0.016 0.230
PC35:3 0.797+0.087 1.334+0.465 0.140
PC 35:4|PC 17:2_18:2 0.929+0.108 1.068+0.282 0.586
PC 36:0 0.029+0.006 0.076+0.013 0.001
PC 36:1|PC 16:0_20:1 0.73+0.339 0.596+0.329 0.800
PC 36:2|PC 18:1_18:1 0.8+0.263 0.748+0.556 0.925
PC36:3 0.867+0.197 0.824+0.202 0.889
PC 36:4|PC 18:2_18:2 0.454+0.055 2.161+0.885 0.012
PC 36:5 0.4+0.055 2.176+0.404 0.000
PC37:2 0.752+0.153 1.406+0.358 0.057
PC 37:5|PC 17:1_20:4 0.837+0.118 1.216+0.391 0.253
PC37:6 0.128+0.024 2.918+2.673 0.157
PC 38:4 0.877+0.101 1.161+0.326 0.305
PC 38:6 0.85+0.056 1.296+0.441 0.181
PC 38:7 1.15+0.062 0.76+0.278 0.082
PC 40:4 0.796+0.392 0.336+0.037 0.399
PC 40:5 0.384+0.063 0.566+0.054 0.063
PC 40:6 0.898+0.421 0.49+0.117 0.488
PC 40:7 0.897+0.115 1.113+0.246 0.369
PC 40:8 0.687+0.087 1.623+0.253 0.000
PC 0-33:1|PC O-17:1_16:0 1.091+0.598 0.689+0.096 0.629
PC 0-34:0 0.911+0.365 0.224+0.04 0.179
PC 0-34:0;20|PC O- 0.775+0.14 1.654+0.47 0.030

17:0_17:0;20
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PC 0-34:2 0.788+0.239 0.792+0.206 0.991
PC 0-35:0|PC 0-19:0_16:0 0.265+0.08 0.354+0.063 0.458
PC O-37:0/PC O0-19:0_18:0 | 0.04+0.013 1.1+0.233 0.000
PC 0-37:1|PC O-19:1_18:0 | 0.66+0.117 1.663+0.284 0.000
PC 0-37:3|PC 0-19:2_18:1 0.537+0.053 2.012+0.39 0.000
PC 0-37:7 0.975+£0.114 1.103+0.337 0.663
PC 0-39:3|PC 0-19:0 20:3 1.207+0.346 0.9+0.11 0.528
PC 0-39:4/PC 0-19:0_20:4 | 0.609+0.094 1.867+0.259 0.000
PC 0-39:5|PC O-17:0_22:5 0.995+0.161 1.121+0.165 0.619
PC 0-39:6/PC O-21:4 18:2 1.158+0.306 1.038+0.243 0.794
PC 0-40:4 0.601+0.098 1.72+0.281 0.000
PC 0-41:7|PC O-19:1_22:6 | 0.525+0.083 1.966+0.411 0.000
PC 0-50:8 1.415+0.547 0.062+0.037 0.079
PE O-35:1|PE O-17:0_18:1 0.782+0.128 1.109+0.225 0.181
PE O-35:2|PE O-17:0_18:2 0.823+0.196 1.363+0.235 0.098
PE O-37:1|PE O-19:0_18:1 0.772+0.145 1.478+0.264 0.014
PE O-37:2|PE O-19:0_18:2 0.774+0.036 1.501+0.226 0.000
PE O-37:3|PE O-19:1_18:2 0.626+0.101 1.697+0.251 0.000
PE O-37:4|PE O-17:0 20:4 0.794+0.188 1.375+0.21 0.059
PE O-39:3|PE O-19:0 20:3 0.814+0.198 1.506+0.375 0.079
PE 0-39:4|PE O-19:0_20:4 0.673+0.18 1.619+0.277 0.005
PE 0-39:5|PE O-21:4 18:1 0.837+0.146 1.196+0.163 0.130
PE P-38:4|PE P-18:0 20:4 0.878+0.418 0.48+0.06 0.494
PI58:11 1.52+0.248 0.018+0 0.000
PI O-37:1[P1 0-19:0_18:1 0.851+£0.149 1.355+0.267 0.081
PI O-37:3[P1 O-19:1 18:2 0.533+0.148 0.413+0.165 0.611
PI 0-39:4|P1 O-19:0 20:4 1.438+0.347 0.049+0.017 0.006
PI 0-39:5|P1 O-19:1_20:4 1.217+0.135 0.273+0.115 0.000
PI O-39:6/P1 O-17:0_22:6 0.898+0.16 0.721+0.293 0.565
SL 48:6;0 0.763+0.107 1.518+0.183 0.000
SL 49:4;0 1.431+£0.872 0.41+0.118 0.400
SM 30:2;20 0.771£0.182 0.853+0.113 0.757
SM 31:1;20 0.686+0.081 1.376+0.263 0.003
SM 32:0;20|SM 0.734+0.095 1.348+0.338 0.032
19:0;20/13:0

SM 32:2;20|SM 0.713+0.084 1.371+0.15 0.000
18:2;20/14:0

SM 32:6;30 1.095+0.073 0.814+0.089 0.023
SM 33:1;20 0.775+0.086 1.306+0.375 0.080
SM 33:2;20|SM 0.787+0.113 1.204+0.226 0.071
16:2;20/17:0

SM 34:1;20 0.904+0.15 0.984+0.198 0.752
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SM 34:1;30 0.78+0.067 1.494+0.557 0.092
SM 34:2;20|SM 0.612+0.054 1.787+0.481 0.002
18:2;20/16:0

SM 35:1;20 1.033+0.198 0.721+0.095 0.273
SM 35:2;20 0.889+0.12 1.1124+0.323 0.440
SM 35:4;20 1.081+0.184 0.483+0.134 0.033
SM 36:1;20|SM 27:1;20/9:0 1.019+0.331 0.368+0.077 0.163
SM 36:2;20 0.963+0.074 1.004+0.352 0.883
SM 36:4;20|SM 0.923+0.255 0.953+0.346 0.945
19:2;20/17:2

SM 38:1;20|SM 1.575+1.353 0.012+0.005 0.406
25:1;20/13:0

SM 38:2;20 0.873+0.272 0.883+0.294 0.981
SM 39:1;20 0.748+0.334 0.17+0.062 0.217
SM 40:1;20 0.616+0.452 0.314+0.069 0.631
SM 40:2;20|SM 0.885+0.207 0.513+0.27 0.289
18:1;,20/22:1

SM 41:1;20|SM 0.808+0.526 0.104+0.031 0.337
18:1;20/23:0

SM 41:2;20 1.113+0.468 0.076+0.074 0.116
SM 42:1;20|SM 0.58+0.247 1.703+0.599 0.048
18:1;20/24:0

SM 42:2;20 0.235+0.065 2.6£1.609 0.050
SM 43:1;20|SM 0.402+0.176 2.191+0.844 0.010
18:1;20/25:0

SM 43:2;20|SM 1.024+0.27 0.579+0.12 0.250
18:1;20/25:1

SMGDG 38:4 1.137+0.198 0.406+0.275 0.036
SMGDG 49:6 0.478+0.047 2.146+0.346 0.000
SMGDG 0-35:1|SMGDG O- | 1.105+0.341 0.267+0.097 0.084
17:0 18:1

SMGDG 0-35:2|SMGDG 1.437+0.181 0.028+0.017 0.000
0-17:0 18:2

SMGDG 0-37:2|SMGDG 1.241+0.187 0.425+0.134 0.005
0-19:0 18:2

SMGDG 0-37:4SMGDG 1.317+0.203 0.047+0.02 0.000
0-17:0 20:4

SMGDG 0-39:3]SMGDG O- | 0.107+0.021 2.934+2.041 0.063
19:0 20:3

SMGDG 0-41:6|]SMGDG 1.448+0.323 0.065+0.048 0.003
0-19:0 22:6

ST 27:1;0 0.982+0.114 0.661+£0.157 0.105
TG 24:0|TG 8:0_8:0_8:0 0.151+0.007 2.868+0.897 0.000
TG 26:0|TG 8:0_8:0 10:0 0.327+0.021 2.494+0.886 0.002
TG 27:0|TG 8:0_9:0 10:0 0.413+0.04 2.241+0.731 0.001
TG 28:0/TG 8:0 10:0_10:0 0.688+0.085 1.718+0.818 0.096
TG 30:0/TG 10:0_10:0_10:0 1.206+0.413 0.371+0.188 0.161
TG 44:1|TG 12:0 _14:0_18:1 | 0.162+0.022 0.467+0.185 0.032
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TG 46:1|TG 14:0_16:0_16:1 | 0.467+0.191 1.544+0.513 0.023
TG 48:1|TG 14:0_16:0_18:1 | 1.225+0.29 0.106+0.049 0.008
TG 48:2|TG 14:0_16:1 18:1 1.033+0.436 1.01+0.403 0.972
TG 48:3]TG 12:0_18:1 18:2 0.412+0.353 0.267+0.077 0.767
TG 48:4|TG 12:0_18:2 18:2 0.375+0.118 0.332+0.077 0.807
TG 49:1|TG 15:0_17:0_17:1 | 0.401+0.079 1.2724+0.464 0.018
TG 50:0|TG 16:0_16:0_18:0 | 0.283+0.062 0.051+0.031 0.011
TG 50:2|TG 16:0_16:1 18:1 0.816+0.172 0.904+0.731 0.880
TG 50:3|TG 16:0_16:1_18:2 0.629+0.31 0.366+0.124 0.549
TG 50:4|TG 16:1_16:1_18:2 | 0.234+0.062 0.696+0.283 0.044
TG 51:1|TG 16:0_17:0_18:1 | 1.526+0.295 0.208+0.054 0.002
TG 52:1|TG 16:0_18:0_18:1 | 1.453+0.35 0.379+0.185 0.037
TG 52:2|TG 16:0_18:1 18:1 0.952+0.351 1.417+0.79 0.538
TG 52:3ITG 16:0_17:1_19:2 0.447+0.074 2.142+1.938 0.235
TG 52:4|TG 16:1_18:1 18:2 0.351+0.179 0.115+0.042 0.346
TG 52:5TG 16:1_18:2 18:2 1.432+1.254 0.083+0.062 0.438
TG 53:2ITG 17:0_18:1_18:1 1.158+0.233 0.83+0.235 0.370
TG 53:3ITG 17:0_17:1_19:2 0.638+0.181 1.01+0.198 0.201
TG 54:2|TG 16:0_18:1_20:1 1.278+0.323 0.792+0.394 0.362
TG 54:5|TG 18:1_18:2_18:2 | 0.226+0.058 2.672+1.507 0.031
TG 54:6/TG 18:2_18:2 18:2 0.458+0.397 0.694+0.342 0.695
TG 54:7|TG 18:2_18:2_18:3 | 0.402+0.223 1.667+0.707 0.040
TG 56:3|TG 18:1_18:1_20:1 | 0.315+0.036 2.574+1.071 0.006
2-keto-L-gulonic acid 1.125+0.204 0.858+0.304 0.459
2-ketocaproic acid 1.018+0.096 0.986+0.1 0.831
2-ketoisocaproic acid 0.907+0.127 1.073+0.128 0.404
2,3-dihydroxybenzoic acid 1.01+0.154 1.062+0.182 0.834
2,3-dimethylsuccinic acid 0.921+0.116 1.212+0.128 0.123
3-aminoisobutyric acid 1.048+0.108 1.101+0.103 0.751
3-Phosphoglyceric acid 0.831+0.122 1.289+0.097 0.016
4-guanidinobutyric acid 1.495+0.836 0.352+0.037 0.326
6-phosphogluconic acid 1.327+0.358 0.42+0.073 0.074
8-aminocaprylic acid 1.083+0.15 0.775+0.098 0.166
Acetol 0.918+0.138 1.415+0.293 0.088
Acetyl-L-serine 1.035+0.105 0.975+0.115 0.721
Alanine 0.851+0.19 1.247+0.319 0.263
Allo-inositol 1.097+0.13 0.937+0.184 0.475
Alpha ketoglutaric acid 1.214+0.322 0.724+0.135 0.286
Alpha-glucosamine 1- 1.118+0.203 1.029+0.256 0.792
phosphate

Arabitol 0.936+0.087 1.182+0.079 0.069
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Aspartic acid 0.929+0.21 1.136+0.263 0.554
Beta-glutamic acid 1.19+0.211 0.586+0.088 0.049
Capric acid 0.385+0.033 2.275+0.631 0.000
Citric acid 0.905+0.087 1.383+0.125 0.003
Dioctyl phthalate 1.323+0.703 0.4+0.029 0.346
Erythrose 4-phosphate 1.189+0.269 0.712+0.286 0.267
Estrone 0.987+0.088 0.616+0.038 0.005
Fructose 0.99+0.159 0.905+0.123 0.721
Fucose 1.09+0.099 0.974+0.086 0.440
Glucoheptonic acid 0.93+0.117 1.204+0.129 0.149
Gluconic acid 0.994+0.079 1.171+£0.109 0.195
Gluconic acid lactone 0.969+0.134 1.393+0.165 0.061
Glucosaminic acid 0.934+0.103 1.167+0.089 0.144
Glucuronic acid 0.995+0.079 1.17+0.109 0.198
Glutamic acid 1.104+0.226 0.899+0.166 0.542
Glyceraldehyde 1.197+0.359 0.637+0.143 0.273
Glyceric acid 0.941+0.105 1.109+0.102 0.304
Glycerol 1-phosphate 0.835+0.133 1.306+0.096 0.021
Glycine 1.05+0.212 1.232+0.069 0.543
Heptadecanoic acid 0.926+0.075 0.751+0.038 0.108
Homoserine 1.001+0.142 1.017+0.119 0.941
Iminodiacetic acid 0.889+0.178 1.209+0.297 0.331
Inosine 0.964+0.279 1.392+0.134 0.287
Isomaltose 0.346+0.052 2.337+0.263 0.000
Isopropyl beta-D-1- 0.93+0.117 1.203+0.129 0.150
thiogalactopyranoside

Lactic acid 0.814+0.124 1.601+0.88 0.240
Lactobionic acid 0.48+0.06 2.284+0.612 0.000
Tablo devam

Lactose 0.635+0.359 0.788+0.1 0.761
Lactulose 0.863+0.08 0.579+0.034 0.015
Lauric acid 0.938+0.063 0.953+0.054 0.873
Leucrose 0.832+0.138 1.457+0.464 0.113
Maleic acid 1.23+0.307 0.761+0.067 0.275
Malic acid 1.34+0.608 0.654+0.069 0.417
Malonic acid 1.034+0.139 0.712+0.22 0.202
Maltitol 0.562+0.048 1.818+0.364 0.000
Maltose 0.903+0.184 1.221+0.171 0.265
Maltotriitol 0.441+0.09 2.248+0.44 0.000
Melezitose 0.675+0.064 1.79+0.451 0.002
Melibiose 0.92+0.111 1.202+0.122 0.117
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Methyl-beta-D- 1.291+0.244 0.722+0.249 0.143
galactopyranoside

Methylmalonic acid 1.263+0.397 0.576+0.15 0.225
Mucic acid 1.068+0.188 0.847+0.261 0.494
Myo-inositol 0.659+0.15 1.804+0.25 0.000
N-acetyl-5- 1.08+0.316 0.014+0.003 0.018
hydroxytryptamine

N-acetyl-D-mannosamine 0.958+0.127 1.227+0.124 0.179
N-acetyl-L-aspartic acid 1.097+0.303 0.859+0.224 0.597
N-ethylglycine 1.216+0.148 0.717+0.078 0.023
Norleucine 0.97+0.111 0.998+0.103 0.869
Norvaline 0.933+0.096 1.065+0.113 0.403
O-phosphocolamine 1.257+0.399 0.054+0.008 0.034
Oleic acid 0.774+0.082 0.711+0.084 0.630
Ornithine 1.094+0.147 0.757+0.1 0.123
Oxalic acid 1.056+0.148 0.84+0.078 0.310
Palatinose 0.324+0.05 2.384+0.287 0.000
Palmitoleic acid 0.899+0.118 0.828+0.117 0.700
Phosphoric acid 1.121+0.199 0.523+0.034 0.035
Proline 1.029+0.145 0.993+0.167 0.878
Pyroglutamic acid 0.981+0.136 1.17+0.102 0.350
Pyrophosphate 0.625+0.221 0.41+0.235 0.541
Pyrrole -2-carboxylic acid 1.048+0.19 0.701+0.139 0.222
Ribitol 0.95+0.261 0.912+0.067 0.916
Saccharic acid 0.914+0.09 1.021+0.076 0.436
Sarcosine 1.426+0.443 0.558+0.262 0.181
Sedoheptulose anhydride 0.917+0.231 1.709+0.271 0.040
monohydrate

Serine 0.961+0.176 1.004+0.158 0.872
Sorbitol 0.605+0.062 1.935+0.289 0.000
Stearic acid 0.956+0.096 0.637+0.034 0.023
Succinic acid 1.004+0.091 0.995+0.082 0.949
Tagatose 1.09+0.113 0.776+0.049 0.054
Tartaric acid 0.851+0.106 1.425+0.119 0.002
Tartronic acid 1.037+0.105 0.913+0.056 0.413
Threo-beta-hydroxyaspartic 1.046+0.193 0.767+0.122 0.326
fll'(;;feonine 0.266+0.112 2.985+2.909 0.205
Threose 1.151+0.178 0.857+0.169 0.290
Trans-cyclohexane-1,2-diol 0.946+0.068 1.002+0.095 0.630
Trehalose 0.474+0.113 0.313+0.062 0.327
Tryptophan 1.14+0.154 0.684+0.063 0.041
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Urea

0.935+0.124

1.279+0.179

0.115

Xanthosine

1.11+0.235

0.541+0.037

0.086

*Grup 1: AML hasta (tani/relaps hastalik) ile saglikli verici 6rnekleri (n=28 vs n=15)
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Grup 2’ye ait analizler kapsaminda, AML hasta (tani/relaps hastalik) ile

remisyon Ornekleri incelendiginde toplam 257 metabolit tespit edilmis ve bunlardan

64 tanesi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Grup 2 biitiinlesik omiks verisi ile tanimlanan metabolitler ve istatistiksel

analiz sonuglari

METABOLIT AML (tani /relaps hastalik) | AML (remisyon) | P degeri
(ortalama + SH) (ortalama = SH)

CAR 18:1 1.016+0.135 0.773+0.162 0,466
Cer 40:1;20|Cer 18:1;20/22:0 0.483+0.169 2.509+0.583 0,000
CL 69:1|CL 16:0 18:0 18:0 17:1 1.173+0.24 1.172+0.392 0,998
DG 32:0/DG 16:0_16:0 0.747+0.258 2.922+0.764 0,003
DG 34:2|DG 16:0_18:2 1.017+0.31 3.636+1.727 0,014
FA 14:0 0.949+0.143 1.028+0.054 0,821
FA 16:0 0.892+0.1 1.175+0.207 0,270
FA 16:1 0.977+0.179 0.87+0.189 0,808
FA 18:0 0.917+0.026 1.036+0.143 0,168
FA 18:3 0.58+0.09 0.639+0.109 0,790
FA 20:3;30 1.382+0.665 0.22+0.152 0,472
FA 22:5 0.863+0.288 0.502+0.136 0,606
FA 38:8 1.171+0.21 1.212+0.332 0,937
FA 42:5 0.775+0.277 0.39+0.178 0,567
Hex2Cer 34:1;20|Hex2Cer 18:1;20/16:0 | 0.703+0.192 0.957+0.112 0,587
Hex3Cer 34:1;20|Hex3Cer 18:1;20/16:0 | 0.977+0.093 0.889+0.054 0,700
LPC 14:0/0:0 0.872+0.092 1.726+0.383 0,003
LPC 16:0/0:0 0.956+0.083 0.843+0.133 0,590
LPC 16:1/0:0 0.93+0.118 1.782+0.54 0,022
LPC 18:0/0:0 0.92+0.081 0.864+0.197 0,790
LPC 18:1/0:0 0.888+0.07 1.239+0.204 0,069
LPC 18:2/0:0 0.871+0.101 1.182+0.269 0,245
LPC 18:3/0:0 0.988+0.048 0.926+0.069 0,606
LPC 19:0/0:0 0.759+0.094 0.708+0.288 0,842
LPC 20:0/0:0 0.641+0.092 0.789+0.215 0,535
LPC 20:3/0:0 0.845+0.1 1.393+0.393 0,064
LPC 20:4/0:0 1+0.139 1.352+0.438 0,355
LPC 22:0/0:0 0.214+0.029 0.372+0.085 0,051
LPC 22:6/0:0 0.947+0.125 1.403+0.467 0,202
LPC 24:0/0:0 0.612+0.079 0.985+0.179 0,075
LPC O-18:0 0.981+0.153 0.907+0.258

0,847
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MG 16:0 0.972+0.072 0.648+0.016 0071
MG 20:0 0.96+0.045 0.808+0.068 0.185
NAE 13:0 0.914+0.079 0.881=0.069 0.865
NAE 20:0 0.888+0.081 0.778+0.033 0576
PC31:0 1.01+0.107 1.196+0.281 0,509
PC 32:2|PC 16:1_16:1 0.559+0.078 1.4410.275 0,000
PC 33:2/PC 15:0_18:2 1.0210.096 1.016£0.22 0.983
PC 33:4 1.1070.154 1.914+0.63 0078
PC 34:1]PC 16:0_18:1 0.85+0.4 4.824+1.072 0,001
PC 34:3 0.75+0.1 1.436+0.202 0011
PC 34:4 0.534+0.071 131720319 0,001
PC 35:1 0.703+0.376 5.441£5.358 0.046
PC 353 0.797+0.087 1.135+0.262 0.155
PC 35:4]PC 17:2_18:2 0.929+0.108 1.1930.264 0351
PC 36:0 0.029+0.006 9.208+7.185 0.003
PC 36:1/PC 16:0_20:1 0.73£0.339 3.721£1.212 0.003
PC 36:2/PC 18:1_18:1 0.8+0.263 2.875£0.671 0.005
PC 36:3 0.867+0.197 2.272+0473 0,009
PC 36:4/PC 18:2_18:2 0.454+0.055 0.575+0.168 0.420
PC 36:5 0.4+0.055 0.831%0.251 0013
PC 37:2 0.752+0.153 1.17+0.336 0292
PC 37:5]PC 17:1 20:4 0.837+0.118 1.263+0.246 0.165
PC 37:6 0.128+0.024 0.128+0.026 0,988
PC 38:4 0.877+0.101 1.208+0.239 0210
PC 38:6 0.85+0.056 0.953+0.122 0477
PC 38:7 1.15+0.062 0.882+0.119 0,094
PC 40:4 0.796+0.392 4.131.704 0.007
PC 40:5 0.3840.063 5.751+5.485 0018
PC 40:6 0.898+0.421 3.1£1.192 0.056
PC 40:7 0.897+0.115 1.238+0.256 0254
PC 40:8 0.687+0.087 0.886=0.152 0365
PC 0-33:1[PC O-17:1_16:0 1.091+0.598 1.426+1.426 0.829
PC 0-34:0 0.9110.365 3.823%2.009 0019
PC 0-34:0;20[PC O-17:0_17:0,20 0.775+0.14 0.299+0.119 0.170
PC 0-34:2 0.788+0.239 2.815+1.287 0012
PC 0-35:0[PC 0-19:0_16:0 0.265+0.08 7.051+4.176 0,000
PC 0-37:0[PC 0-19:0_18:0 0.04+0.013 6.079+2.582 0,000
PC 0-37:1[PC O-19:1_18:0 0.66+0.117 0.913£0.215 0396
PC 0-37:3PC 0-19:2_18:1 0.537+0.053 0.554+0.095 0.899
PC 0-37:7 0.975+0.114 0.83120.075

0,604
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PC 0-39:3|PC 0-19:0_20:3 1.207+0.346 0.141+0.092 0,209
PC 0-39:4|PC 0-19:0_20:4 0.609+0.094 0.587+0.13 0,925
PC 0-39:5|PC O-17:0_22:5 0.995+0.161 0.668+0.083 0,406
PC 0-39:6/PC O-21:4_18:2 1.158+0.306 0.002+0 0,125
PC 0-40:4 0.601+0.098 1.076+0.478 0,125
PC 0-41:7|PC O-19:1_22:6 0.525+0.083 0.761+0.164 0,270
PC 0-50:8 1.415+0.547 1.492+0.665 0,954
PE O-35:1/PE O-17:0_18:1 0.782+0.128 1.895+0.587 0,007
PE O-35:2|PE O-17:0_18:2 0.823+0.196 0.899+0.204 0,875
PE O-37:1|PE O-19:0_18:1 0.772+0.145 0.846+0.467 0,851
PE O-37:2|PE O-19:0_18:2 0.774+0.036 0.76+0.024 0,875
PE O-37:3|PE O-19:1_18:2 0.626+0.101 1.001+0.144 0,141
PE O-37:4|PE O-17:0_20:4 0.794+0.188 1.031+0.293 0,613
PE O-39:3|PE O-19:0_20:3 0.814+0.198 0.524+0.252 0,553
PE O-39:4|PE O-19:0_20:4 0.673+0.18 0.971+0.273 0,509
PE O-39:5|PE O-21:4_18:1 0.837+0.146 1.328+0.292 0,191
PE P-38:4|PE P-18:0_20:4 0.878+0.418 3.241+£1.465 0,049
PI58:11 1.52+0.248 1.035+0.254 0,427
PI O-37:1[P1 O-19:0_18:1 0.851+0.149 0.768+0.248 0,823
PI O-37:3|P1 O-19:1_18:2 0.533+0.148 5.375+£2.717 0,000
PI O-39:4/P1 O-19:0_20:4 1.438+0.347 1.399+0.157 0,963
PI O-39:5|P1 O-19:1_20:4 1.217+0.135 1.965+0.443 0,049
PI O0-39:6/P1 O-17:0_22:6 0.898+0.16 2.405+0.497 0,001
SL 48:6;0 0.763+0.107 0.773+0.313 0,972
SL 49:4;0 1.431+0.872 0.356+0.13 0,611
SM 30:2;20 0.771+0.182 2.72+1.495 0,012
SM 31:1;20 0.686+0.081 1.631+0.495 0,002
SM 32:0;20|SM 19:0;20/13:0 0.734+0.095 1.445+0.52 0,026
SM 32:2;20|SM 18:2;20/14:0 0.713+0.084 1.496+0.329 0,003
SM 32:6;30 1.095+0.073 1.025+0.14 0,703
SM 33:1;20 0.775+0.086 1.34+0.362 0,031
SM 33:2;20|SM 16:2;20/17:0 0.787+0.113 1.584+0.311 0,011
SM 34:1;20 0.904+0.15 1.584+0.086 0,070
SM 34:1;30 0.78+0.067 0.753+0.145 0,875
SM 34:2;20|SM 18:2;20/16:0 0.612+0.054 0.812+0.109 0,148
SM 35:1;20 1.033+0.198 1.65+0.412 0,227
SM 35:2;20 0.889+0.12 1.288+0.25 0,199
SM 35:4;20 1.081+0.184 2.099+0.409 0,038
SM 36:1;20|SM 27:1;20/9:0 1.019+0.331 2.79+0.278 0,034
SM 36:2;20 0.963+0.074 1.193+0.26

0,272
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SM 36:4;20|SM 19:2;20/17:2 0.923+0.255 1.575+0.422 0312
SM 38:1;20|SM 25:1;20/13:0 1.575+1.353 0.744+0.253 0.800
SM 38:2;20 0.873+0.272 2.065+0.586 0,095
SM 39:1;20 0.748+0.334 4.901+2.445 0,002
SM 40:1;20 0.616+0.452 5.206+3.032 0,008
SM 40:2;20|SM 18:1;20/22:1 0.885+0.207 3.104+1.235 0.003
SM 41:1;20|SM 18:1;20/23:0 0.808+0.526 4.763£2.917 0.027
SM 41:2;20 1.113+0.468 3.138£1.3 0.110
SM 42:1;20[SM 18:1;20/24:0 0.580.247 1.244+0.653 0311
SM 42:2;:20 0.235+0.065 0.484+0.163 0.151
SM 43:1;20|SM 18:1;20/25:0 0.402+0.176 0.776+0.506 0.429
SM 43:2;20|SM 18:1;20/25:1 1.024+0.27 2.126:0.811 0.137
SMGDG 38:4 1.137+0.198 2.013+0.635 0112
SMGDG 49:6 0.478+0.047 0.487+0.107 0.934
SMGDG 0-35:1]SMGDG O-17:0_18:1 1.105+0.341 2.608+1.377 0.134
SMGDG 0-35:2|SMGDG O-17:0_18:2 | 1.437+0.181 1.469+0.295 0.944
SMGDG 0-37:2|SMGDG O-19:0_18:2 | 1.241+0.187 1.377+0.357 0.774
SMGDG 0-37:4|SMGDG O-17:0 20:4 | 1.317+0.203 2.083+0.6 0.167
SMGDG 0-39:3]SMGDG O-19:0 20:3 | 0.107+0.021 0.197+0.104 0.176
SMGDG 0-41:6/SMGDG O-19:0 22:6 | 1.448+0.323 1.297+0.237 0.848
ST 27:1;0 0.982+0.114 2.1240.523 0,002
TG 24:0/TG 8:0_8:0_8:0 0.151+0.007 0.153+0.008 0.877
TG 26:0/TG 8:0_8:0_10:0 0.327+0.021 0.287+0.033 0.443
TG 27:0/TG 8:0_9:0_10:0 0.413+0.04 0.565+0.154 0.187
TG 28:0/TG 8:0_10:0_10:0 0.688+0.085 0.591+0.118 0,649
TG 30:0/TG 10:0_10:0_10:0 1.206+0.413 1.735+0.884 0618
TG 44:1|TG 12:0_14:0_18:1 0.162+0.022 7.294+4.335 0,000
TG 46:1]TG 14:0_16:0_16:1 0.467+0.191 2.35342.152 0057
TG 48:1TG 14:0_16:0_18:1 1.225+0.29 2.419+0.695 0.120
TG 48:2TG 14:0_16:1_18:1 1.033+0.436 0.786+0.64 0.820
TG 48:3TG 12:0_18:1_18:2 0.412+0.353 6.492+6.263 0.025
TG 48:4|TG 12:0_18:2_18:2 0.375+0.118 6.504+2.572 0,000
TG 49:1|TG 15:0_17:0_17:1 0.401+0.079 3.537+3.243 0,020
TG 50:0]TG 16:0_16:0_18:0 0.283+0.062 7.865+7.83 0019
TG 50:2|TG 16:0_16:1_18:1 0.816+0.172 2316:1.019 0.014
TG 50:3]TG 16:0_16:1_18:2 0.629+0.31 4.979+2.555 0.001
TG 50:4|TG 16:1_16:1_18:2 0.234+0.062 6.201+5.246 0.007
TG 51:1|TG 16:0_17:0_18:1 1.526+0.295 0.428+0.255 0.134
TG 52:1|TG 16:0_18:0_18:1 1.453+0.35 0.32540.115 0,189
TG 52:2/TG 16:0_18:1_18:1 0.952+0.351 0.018+0.008

0,276
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TG 52:3|]TG 16:0 _17:1 19:2 0.447+0.074 0.67+0.136 0,239
TG 52:4|TG 16:1_18:1_18:2 0.351+0.179 7.287+6.353 0,010
TG 52:5|TG 16:1 18:2 18:2 1.432+1.254 1.333+0.537 0,974
TG 53:2|TG 17:0_18:1 18:1 1.158+0.233 0.625+0.169 0,350
TG 53:3ITG 17:0 _17:1 19:2 0.638+0.181 2.994+2.792 0,053
TG 54:2|TG 16:0 _18:1 20:1 1.278+0.323 0.066+0.017 0,128
TG 54:5|TG 18:1 18:2 18:2 0.226+0.058 0.32+0.052 0,504
TG 54:6/TG 18:2_18:2_18:2 0.458+0.397 4.955+3.364 0,009
TG 54:7|TG 18:2_18:2_18:3 0.402+0.223 2.348+1.643 0,026
TG 56:3|TG 18:1_18:1_20:1 0.315+0.036 0.115+£0.064 0,034
2-keto-L-gulonic acid 1.125+0.204 0.641+0.313 0,345
2-ketocaproic acid 1.018+0.096 1.258+0.42 0,403
2-ketoisocaproic acid 0.907+0.127 0.974+0.298 0,837
2,3-dihydroxybenzoic acid 1.01+0.154 1.388+0.551 0381
2,3-dimethylsuccinic acid 0.921+0.116 0.89+0.24 0,914
3-aminoisobutyric acid 1.048+0.108 0.653+0.096 0,140
3-Phosphoglyceric acid 0.831+0.122 1.248+0.163 0,176
4-guanidinobutyric acid 1.495+0.836 0.204+0.019 0,524
6-phosphogluconic acid 1.327+0.358 0.302+0.067 0,242
8-aminocaprylic acid 1.083+0.15 1.496+0.618 0,349
Acetol 0.918+0.138 0.702+0.171 0.525
Acetyl-L-serine 1.035+0.105 0.906+0.222 0,634
Alanine 0.851+0.19 2.194+0.723 0,018
Allo-inositol 1.097+0.13 0.894+0.184 0,529
Alpha ketoglutaric acid 1.214+0.322 1.436+0.466 0,782
Alpha-glucosamine 1-phosphate 1.118+0.203 1.416+0.37 0,561
Arabitol 0.936+0.087 1.207+0.129 0215
Aspartic acid 0.929+0.21 0.934+0.337 0,993
Beta-glutamic acid 1.19+£0.211 1.112+0.441 0,885
Capric acid 0.385+0.033 0.64+0.237 0,044
Citric acid 0.905+0.087 0.448+0.106 0,040
Dioctyl phthalate 1.323+0.703 1.474+0.905 0,931
Erythrose 4-phosphate 1.189+0.269 0.864+0.338 0,626
Estrone 0.987+0.088 1.949+1.082 0,050
Fructose 0.99+0.159 1.312+0.3 0,426
Fucose 1.09+0.099 0.773+0.158 0,204
Glucoheptonic acid 0.93+0.117 0.487+0.065 0,126
Gluconic acid 0.994+0.079 0.801+0.146 0333
Gluconic acid lactone 0.969+0.134 1.001+0.181 0,923
Glucosaminic acid 0.934+0.103 1.112+0.195

0,498
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Glucuronic acid 0.995+0.079 0.8+0.146 0331
Glutamic acid 1.104+0.226 0.337+0.195 0.171
Glyceraldehyde 1.197+0.359 0.845+0.498 0,693
Glyceric acid 0.941+0.105 0.847+0.239 0,729
Glycerol 1-phosphate 0.835+0.133 1.229+0.26 0,249
Glycine 1.05+0.212 0.787+0.341 0,620
Heptadecanoic acid 0.926+0.075 1.447+0.63 0,097
Homoserine 1.001+0.142 1.149+0.434 0,701
Iminodiacetic acid 0.889+0.178 1.108+0.447 0,637
Inosine 0.964+0.279 0.747+0.195 0,750
Isomaltose 0.346+0.052 1.327+0.674 0,002
Isopropyl beta-D-1-thiogalactopyranoside | 0.93+0.117 0.487+0.065 0,128
Lactic acid 0.814+0.124 0.893+0.231 0.801
Lactobionic acid 0.48+0.06 0.565+0.156 0,591
Lactose 0.635+0.359 1.657+1.226 0307
Lactulose 0.863+0.08 2.353+1.555 0,026
Lauric acid 0.938+0.063 1.504+0.544 0,037
Leucrose 0.832+0.138 1.12+0.26 0,412
Maleic acid 1.23+0.307 0.72+0.143 0,494
Malic acid 1.34+0.608 0.614+0.092 0,622
Malonic acid 1.034+0.139 2.595+0.975 0,004
Maltitol 0.562+0.048 1.399+0.277 0,000
Maltose 0.903+0.184 1.258+0.407 0,456
Maltotriitol 0.441+0.09 1.281+0.634 0,016
Melezitose 0.675+0.064 0.763+0.07 0,578
Melibiose 0.92+0.111 0.818+0.203 0715
Methyl-beta-D-galactopyranoside 1.291+0.244 0.687+0.285 0318
Methylmalonic acid 1.263+0.397 0.455+0.244 0,405
Mucic acid 1.068+0.188 0.725+0.413 0,479
Myo-inositol 0.659+0.15 0.601+0.217 0,878
N-acetyl-5-hydroxytryptamine 1.08+0.316 0.016+0.003 0,170
N-acetyl-D-mannosamine 0.958+0.127 1.066+0.269 0,740
N-acetyl-L-aspartic acid 1.097+0.303 0.77+0.354 0,661
N-ethylglycine 1.216+0.148 1.284+0.304 0,857
Norleucine 0.97+0.111 1.312+0.485 0303
Norvaline 0.933+0.096 1.379+0.465 0,139
O-phosphocolamine 1.257+0.399 0.248+0.188 0301
Oleic acid 0.774+0.082 1.41+0.619 0,050
Ornithine 1.094+0.147 1.422+0.582 0,440
Oxalic acid 1.056+0.148 0.943+0.248

0,759
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Palatinose 0.324+0.05 1.306+0.683 0,002
Palmitoleic acid 0.899+0.118 1.172+0.166 0354
Phosphoric acid 1.121+£0.199 1.059+0.394 0,902
Proline 1.029+0.145 1.185+0.623 0,716
Pyroglutamic acid 0.981+0.136 0.791+0.212 0,576
Pyrophosphate 0.625+0.221 0.158+0.055 0,385
Pyrrole -2-carboxylic acid 1.048+0.19 1.81+0.552 0,141
Ribitol 0.95+0.261 1.971+£0.984 0,174
Saccharic acid 0.914+0.09 1.39+0.346 0,072
Sarcosine 1.426+0.443 1.422+1.121 0,998
Sedoheptulose anhydride monohydrate 0.917+0.231 0.582+0.571 0,578
Serine 0.961+0.176 1.794+0.744 0,114
Sorbitol 0.605+0.062 0.609+£0.079 0,978
Stearic acid 0.956+0.096 1.624+0.901 0,122
Succinic acid 1.004+0.091 0.885+0.268 0,628
Tagatose 1.09+0.113 1.2+0.187 0,695
Tartaric acid 0.851+0.106 0.625+0.27 0417
Tartronic acid 1.037+0.105 1.32+0.376 0,338
Threo-beta-hydroxyaspartic acid 1.046+0.193 1.728+0.806 0,232
Threonine 0.266+0.112 0.658+0.566 0,269
Threose 1.151+0.178 1.019+£0.375 0,773
Trans-cyclohexane-1,2-diol 0.946+0.068 1.112+0.145 0,345
Trehalose 0.474+0.113 6.63+2.566 0,000
Tryptophan 1.14+0.154 0.989+0.201 0,691
Urea 0.935+0.124 1.11+0.298 0,587
Xanthosine 1.11+0.235 1.722+0.939 0,369

* Grup 2: AML hasta (tant/relaps hastalik) ile remisyon (n=28 vs n=5)
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Grup3’e ait analizler kapsaminda, AML remisyon 6rnekleri ile saglikli verici

ornekleri incelendiginde toplam 257 metabolit tespit edilmis ve bunlardan 76 tanesi

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Grup 3 biitlinlesik omiks verisi ile tanimlanan metabolitlerin ve

istatistiksel analiz sonuglari

METABOLIT iSIMLERI AML (remisyon) | Saghkh verici | P degeri
(ortalama+SH) (ortalama+SH)
CAR 18:1 0.773+0.162 1.046+0.151 0.343
Cer 40:1;20|Cer 18:1;20/22:0 2.509+0.583 1.463+0.882 0.518
CL 69:1|CL 16:0_18:0 18:0 17:1 1.172+0.392 0.62+0.156 0.131
DG 32:0|DG 16:0_16:0 2.922+0.764 0.831+0.124 0.000
DG 34:2|DG 16:0_18:2 3.636£1.727 0.09+0.048 0.001
FA 14:0 1.028+0.054 1.085+0.142 0.823
FA 16:0 1.175+0.207 1.144+0.106 0.891
FA 16:1 0.870+0.189 1.087+0.204 0.570
FA 18:0 1.036+0.143 1.142+0.091 0.558
FA 18:3 0.639+0.109 1.905+0.338 0.049
FA 20:3;30 0.22+0.152 0.548+0.115 0.151
FA 22:5 0.502+0.136 1.422+0.253 0.057
FA 38:8 1.212+0.332 0.611+0.063 0.011
FA 42:5 0.390+0.178 1.623+0.537 0.211
Hex2Cer 34:1;20|[Hex2Cer 18:1;20/16:0 0.957+0.112 1.569+0.965 0.724
Hex3Cer 34:1;20|Hex3Cer 18:1;20/16:0 0.889+0.054 1.08+0.293 0.716
LPC 14:0/0:0 1.726+0.383 0.998+0.132 0.032
LPC 16:0/0:0 0.843+0.133 1.135+0.136 0.257
LPC 16:1/0:0 1.782+0.54 0.87+0.132 0.026
LPC 18:0/0:0 0.864+0.197 1.194+0.111 0.157
LPC 18:1/0:0 1.239+0.204 1.13£0.115 0.642
LPC 18:2/0:0 1.182+0.269 1.181£0.158 0.997
LPC 18:3/0:0 0.926+0.069 1.047+0.081 0.424
LPC 19:0/0:0 0.708+0.288 1.548+0.162 0.019
LPC 20:0/0:0 0.789+0.215 1.7410.135 0.002
LPC 20:3/0:0 1.393+0.393 1.159+0.119 0.447
LPC 20:4/0:0 1.352+0.438 0.883+0.103 0.135
LPC 22:0/0:0 0.372+0.085 2.676+0.979 0.199
LPC 22:6/0:0 1.403+0.467 0.965+0.214 0.348
LPC 24:0/0:0 0.985+0.179 1.73+0.498 0.411
LPC O-18:0 0.907+0.258 1.066+0.106 0.505
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MG 16:0 0.648+0.016 1.17+0.036 0.000
MG 20:0 0.808+0.068 1.138+0.122 0.147
NAE 13:0 0.881+0.069 1.2+0.054 0.006
NAE 20:0 0.778+0.033 1.283+0.139 0.056
PC31:0 1.196+0.281 0.916+0.23 0.526
PC 32:2|PC 16:1_16:1 1.441+0.275 1.677+0.339 0.706
PC 33:2|PC 15:0_18:2 1.016+0.22 0.956+0.417 0.937
PC 334 1.914+0.63 0.496+0.178 0.007
PC 34:1|PC 16:0_18:1 4.824+1.072 0.0060.001 0.000
PC34:3 1.436+0.202 1.321+0.271 0.817
PC 34:4 1.317+0.319 1.764+0.399 0.545
PC 35:1 5.441+5.358 0.073+0.016 0.082
PC35:3 1.135+0.262 1.334+0.465 0.813
PC 35:4|PC 17:2_18:2 1.193+0.264 1.068+0.282 0.811
PC 36:0 9.208+7.185 0.076+0.013 0.031
PC 36:1|PC 16:0_20:1 3.721+1.212 0.596+0.329 0.002
PC 36:2|PC 18:1_18:1 2.875+0.671 0.748+0.556 0.057
PC 36:3 2.2724+0.473 0.824+0.202 0.004
PC 36:4|PC 18:2_18:2 0.575+0.168 2.161+0.885 0.324
PC 36:5 0.831+0.251 2.176+0.404 0.080
PC37:2 1.17+0.336 1.406+0.358 0.723
PC 37:5|PC 17:1_20:4 1.263+0.246 1.216+0.391 0.947
PC37:6 0.128+0.026 2.918+2.673 0.561
PC 38:4 1.208+0.239 1.161+0.326 0.937
PC 38:6 0.953+0.122 1.296+0.441 0.665
PC 38:7 0.882+0.119 0.76+0.278 0.808
PC 40:4 4.13+1.704 0.336+0.037 0.001
PC 40:5 5.751+5.485 0.566+0.054 0.100
PC 40:6 3.1+1.192 0.49+0.117 0.001
PC 40:7 1.238+0.256 1.113+0.246 0.788
PC 40:8 0.886+0.152 1.623+0.253 0.121
PC 0-33:1|PC O-17:1_16:0 1.426+1.426 0.689+0.096 0.365
PC 0-34:0 3.823+2.009 0.224+0.04 0.004
PC 0-34:0;20/PC O-17:0_17:0;20 0.299+0.119 1.654+0.47 0.120
PC 0-34:2 2.815+1.287 0.792+0.206 0.020
PC 0-35:0/PC 0-19:0_16:0 7.051+4.176 0.354+0.063 0.009
PC 0-37:0/PC 0-19:0_18:0 6.079+2.582 1.1+£0.233 0.003
PC O-37:1|PC O-19:1_18:0 0.913+0.215 1.663+0.284 0.162
PC 0-37:3|PC 0-19:2_18:1 0.554+0.095 2.012+0.39 0.049
PC O-37:7 0.831+0.075 1.103+0.337 0.654




58

PC 0-39:3|PC 0-19:0_20:3 0.141+0.092 0.9+0.11 0.001
PC 0-39:4|PC 0-19:0_20:4 0.587+0.13 1.867+0.259 0.013
PC 0-39:5|PC O-17:0_22:5 0.668+0.083 1.121£0.165 0.140
PC 0-39:6/PC O-21:4_18:2 0.002+0 1.038+0.243 0.026
PC 0-40:4 1.076+0.478 1.72+0.281 0.264
PC 0-41:7|PC O-19:1_22:6 0.761+0.164 1.966+0.411 0.116
PC 0-50:8 1.4924+0.665 0.062+0.037 0.001
PE O-35:1|PE O-17:0_18:1 1.895+0.587 1.109+0.225 0.140
PE O-35:2|PE O-17:0_18:2 0.899+0.204 1.363+0.235 0.295
PE O-37:1|PE O-19:0_18:1 0.846+0.467 1.478+0.264 0.249
PE O-37:2|PE O-19:0_18:2 0.76+0.024 1.501+0.226 0.080
PE O-37:3|PE O-19:1_18:2 1.001+0.144 1.697+0.251 0.139
PE O-37:4|PE O-17:0_20:4 1.031+0.293 1.375+0.21 0.406
PE O-39:3|PE O-19:0_20:3 0.524+0.252 1.506+0.375 0.163
PE O-39:4|PE O-19:0_20:4 0.971+0.273 1.619+0.277 0.221
PE O-39:5|PE O-21:4_18:1 1.328+0.292 1.196+0.163 0.691
PE P-38:4|PE P-18:0_20:4 3.241+1.465 0.48+0.06 0.003
PI58:11 1.035+0.254 0.018+0 0.000
PI O-37:1[P1 O-19:0_18:1 0.768+0.248 1.355+0.267 0.245
PI O-37:3|P1 O-19:1_18:2 5.375+2.717 0.413£0.165 0.004
PI O0-39:4|P1 O-19:0_20:4 1.399+0.157 0.049+0.017 0.000
PI O-39:5|P1 O-19:1_20:4 1.965+0.443 0.273+0.115 0.000
PI O-39:6/P1 O-17:0_22:6 2.405+0.497 0.721+0.293 0.010
SL 48:6;0 0.773+0.313 1.518+0.183 0.057
SL 49:4;0 0.356+0.13 0.41+0.118 0.812
SM 30:2;20 2.72+1.495 0.853+0.113 0.039
SM 31:1;20 1.631+0.495 1.376+0.263 0.639
SM 32:0;20|SM 19:0;20/13:0 1.445+0.52 1.348+0.338 0.885
SM 32:2;20|SM 18:2;20/14:0 1.496+0.329 1.371+0.15 0.699
SM 32:6;30 1.025+0.14 0.814+0.089 0.243
SM 33:1;20 1.34+0.362 1.306+0.375 0.961
SM 33:2;20|SM 16:2;20/17:0 1.584+0.311 1.204+0.226 0.391
SM 34:1;20 1.584+0.086 0.984+0.198 0.106
SM 34:1;30 0.753+0.145 1.494+0.557 0.462
SM 34:2;20|SM 18:2;20/16:0 0.812+0.109 1.787+0.481 0.266
SM 35:1;20 1.65+0.412 0.721£0.095 0.004
SM 35:2;20 1.288+0.25 1.112+0.323 0.767
SM 35:4;20 2.099+0.409 0.483+0.134 0.000
SM 36:1;20|SM 27:1;20/9:0 2.79+0.278 0.368+0.077 0.000
SM 36:2;20 1.193+0.26 1.004+0.352 0.770
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SM 36:4;20|SM 19:2;20/17:2 1.575+0.422 0.953+0.346 0.353
SM 38:1;20|SM 25:1;20/13:0 0.744+0.253 0.012+0.005 0.000
SM 38:2;20 2.065+0.586 0.883+0.294 0.068
SM 39:1;20 4.901+2.445 0.17+0.062 0.002
SM 40:1;20 5.206+3.032 0.314+0.069 0.008
SM 40:2;20|SM 18:1;20/22:1 3.104+1.235 0.513+0.27 0.006
SM 41:1;20|SM 18:1;20/23:0 4.76342.917 0.104+0.031 0.009
SM 41:2;20 3.138+1.3 0.076+0.074 0.000
SM 42:1;20|SM 18:1;20/24:0 1.244+0.653 1.703+0.599 0.685
SM 42:2;20 0.484+0.163 2.6+1.609 0.466
SM 43:1;20|SM 18:1;20/25:0 0.776+0.506 2.191+0.844 0.363
SM 43:2;20|SM 18:1;20/25:1 2.126+0.811 0.579+0.12 0.005
SMGDG 38:4 2.013+0.635 0.406£0.275 0.015
SMGDG 49:6 0.487+0.107 2.14620.346 0.014
SMGDG 0-35:1SMGDG O-17:0_18:1 | 2.608+1.377 0.267+0.097 0.007
SMGDG 0-35:2]SMGDG 0-17:0_18:2 1.469+0.295 0.028+0.017 0.000
SMGDG 0-37:2]SMGDG 0-19:0_18:2 1.377+0.357 0.425+0.134 0.006
SMGDG 0-37:4SMGDG O-17:0_20:4 | 2.083+0.6 0.047+0.02 0.000
SMGDG 0-39:3]SMGDG 0-19:0_20:3 0.197+0.104 2.934+2.041 0.457
SMGDG 0-41:6SMGDG 0-19:0_22:6 1.297+0.237 0.065+0.048 0.000
ST 27:1;0 2.1240.523 0.661+0.157 0.002
TG 24:0/TG 8:0_8:0_8:0 0.153+0.008 2.868+0.897 0.103
TG 26:0/TG 8:0_8:0_10:0 0.287+0.033 2.494+0.886 0.175
TG 27:0/TG 8:0_9:0_10:0 0.565+0.154 2.241%0.731 0.211
TG 28:0/TG 8:0_10:0_10:0 0.591+0.118 1.718+0.818 0.445
TG 30:0/TG 10:0_10:0_10:0 1.735+0.884 0.371+0.188 0.032
TG 44:1|TG 12:0_14:0_18:1 7.294+4.335 0.467+0.185 0.010
TG 46:1|TG 14:0_16:0_16:1 2.35342.152 1.544+0.513 0.592
TG 48:1|TG 14:0_16:0_18:1 2.419+0.695 0.106+0.049 0.000
TG 48:2|TG 14:0_16:1_18:1 0.786+0.64 1.01£0.403 0.781
TG 48:3|TG 12:0_18:1_18:2 6.492+6.263 0.267+0.077 0.085
TG 48:4|TG 12:0_18:2_18:2 6.504+2.572 0.332+0.077 0.000
TG 49:1|TG 15:0_17:0_17:1 3.53743.243 1.272+0.464 0.259
TG 50:0/TG 16:0_16:0_18:0 7.865+7.83 0.051+0.031 0.083
TG 50:2|TG 16:0_16:1_18:1 2.316+1.019 0.904+0.731 0.328
TG 50:3]TG 16:0_16:1_18:2 4.979+2.555 0.366+0.124 0.004
TG 50:4|TG 16:1_16:1_18:2 6.201+5.246 0.696+0.283 0.074
TG 51:1|TG 16:0_17:0_18:1 0.428+0.255 0.208+0.054 0.208
TG 52:1|TG 16:0_18:0_18:1 0.325+0.115 0.379+0.185 0.873
TG 52:2|TG 16:0_18:1_18:1 0.018+0.008 1.417+0.79 0.329
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TG 52:3|TG 16:0 _17:1 19:2 0.67+0.136 2.142+1.938 0.672
TG 52:4|TG 16:1 18:1 18:2 7.287+6.353 0.115+0.042 0.053
TG 52:5|TG 16:1_18:2_18:2 1.333+0.537 0.083+0.062 0.001
TG 53:2|TG 17:0_18:1 18:1 0.625+0.169 0.83+0.235 0.636
TG 53:3|]TG 17:0_17:1_19:2 2.99442.792 1.01+0.198 0.220
TG 54:2|TG 16:0 _18:1 20:1 0.066+0.017 0.792+0.394 0.310
TG 54:5|TG 18:1 18:2 18:2 0.32+0.052 2.672+1.507 0.388
TG 54:6/TG 18:2_18:2_18:2 4.955+3.364 0.694+0.342 0.040
TG 54:7)TG 18:2_18:2 18:3 2.348+1.643 1.667+0.707 0.662
TG 56:3|TG 18:1_18:1_20:1 0.115+0.064 2.574+1.071 0.209
2-keto-L-gulonic acid 0.641+0.313 0.858+0.304 0.705
2-ketocaproic acid 1.258+0.42 0.986+0.1 0.358
2-ketoisocaproic acid 0.974+0.298 1.073+0.128 0.726
2,3-dihydroxybenzoic acid 1.388+0.551 1.062+0.182 0.467
2,3-dimethylsuccinic acid 0.89+0.24 1.212+0.128 0.232
3-aminoisobutyric acid 0.653+0.096 1.101+0.103 0.029
3-Phosphoglyceric acid 1.248+0.163 1.289+0.097 0.831
4-guanidinobutyric acid 0.204+0.019 0.352+0.037 0.038
6-phosphogluconic acid 0.302+0.067 0.42+0.073 0.389
8-aminocaprylic acid 1.496+0.618 0.775+0.098 0.073
Acetol 0.702+0.171 1.415+0.293 0.191
Acetyl-L-serine 0.906+0.222 0.975+0.115 0.776
Alanine 2.194+0.723 1.247+0.319 0.184
Allo-inositol 0.894+0.184 0.937+0.184 0.901
Alpha ketoglutaric acid 1.436+0.466 0.724+0.135 0.056
Alpha-glucosamine 1-phosphate 1.416+0.37 1.029+0.256 0.444
Arabitol 1.207+0.129 1.182+0.079 0.879
Aspartic acid 0.934+0.337 1.136+0.263 0.691
Beta-glutamic acid 1.112+0.441 0.586+0.088 0.083
Capric acid 0.64+0.237 2.275+0.631 0.162
Citric acid 0.448+0.106 1.383+0.125 0.001
Dioctyl phthalate 1.474+0.905 0.4+0.029 0.044
Erythrose 4-phosphate 0.864+0.338 0.712+0.286 0.779
Estrone 1.949+1.082 0.616+0.038 0.037
Fructose 1.31240.3 0.905+0.123 0.151
Fucose 0.773+0.158 0.974+0.086 0.266
Glucoheptonic acid 0.487+0.065 1.204+0.129 0.006
Gluconic acid 0.801+0.146 1.171+0.109 0.092
Gluconic acid lactone 1.001+0.181 1.393+0.165 0.220
Glucosaminic acid 1.11240.195 1.167+0.089 0.777
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Glucuronic acid 0.8+0.146 1.17+0.109 0.092
Glutamic acid 0.337+0.195 0.899+0.166 0.088
Glyceraldehyde 0.845+0.498 0.637+0.143 0.580
Glyceric acid 0.847+0.239 1.109+0.102 0.254
Glycerol 1-phosphate 1.2294+0.26 1.306+0.096 0.732
Glycine 0.787+0.341 1.232+0.069 0.060
Heptadecanoic acid 1.447+0.63 0.751+0.038 0.062
Homoserine 1.149+0.434 1.017+0.119 0.682
Iminodiacetic acid 1.108+0.447 1.209+0.297 0.864
Inosine 0.747+0.195 1.392+0.134 0.023
Isomaltose 1.327+0.674 2.337+0.263 0.105
Isopropyl beta-D-1-thiogalactopyranoside | 0.487+0.065 1.203+0.129 0.006
Lactic acid 0.893+0.231 1.601+0.88 0.655
Lactobionic acid 0.565+0.156 2.284+0.612 0.130
Lactose 1.657+1.226 0.788+0.1 0.224
Lactulose 2.353+1.555 0.579+0.034 0.051
Lauric acid 1.504+0.544 0.953+0.054 0.093
Leucrose 1.12+0.26 1.457+0.464 0.689
Maleic acid 0.72+0.143 0.761+0.067 0.772
Malic acid 0.614+0.092 0.654+0.069 0.763
Malonic acid 2.595+0.975 0.712+0.22 0.010
Maltitol 1.399+0.277 1.818+0.364 0.532
Maltose 1.258+0.407 1.221+0.171 0.924
Maltotriitol 1.281+0.634 2.248+0.44 0.270
Melezitose 0.763+0.07 1.79+0.451 0.214
Melibiose 0.818+0.203 1.202+0.122 0.130
Methyl-beta-D-galactopyranoside 0.687+0.285 0.722+0.249 0.940
Methylmalonic acid 0.455+0.244 0.576+0.15 0.687
Mucic acid 0.725+0.413 0.847+0.261 0.814
Myo-inositol 0.601+0.217 1.804+0.25 0.017
N-acetyl-5-hydroxytryptamine 0.016+0.003 0.014+0.003 0.748
N-acetyl-D-mannosamine 1.066+0.269 1.227+0.124 0.549
N-acetyl-L-aspartic acid 0.77+0.354 0.859+0.224 0.841
N-ethylglycine 1.284+0.304 0.717+0.078 0.017
Norleucine 1.312+0.485 0.998+0.103 0.341
Norvaline 1.379+0.465 1.065+0.113 0.341
O-phosphocolamine 0.248+0.188 0.054+0.008 0.077
Oleic acid 1.41+0.619 0.711+0.084 0.074
Ornithine 1.422+0.582 0.757+0.1 0.083
Oxalic acid 0.943+0.248 0.84+0.078 0.599
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Palatinose 1.306+0.683 2.384+0.287 0.103
Palmitoleic acid 1.1724+0.166 0.828+0.117 0.144
Phosphoric acid 1.059+0.394 0.523+0.034 0.027
Proline 1.185+0.623 0.993+0.167 0.674
Pyroglutamic acid 0.791+0.212 1.17+0.102 0.093
Pyrophosphate 0.158+0.055 0.41+0.235 0.552
Pyrrole -2-carboxylic acid 1.81+0.552 0.701+0.139 0.010
Ribitol 1.971+0.984 0.912+0.067 0.069
Saccharic acid 1.39+0.346 1.021+0.076 0.127
Sarcosine 1.422+1.121 0.558+0.262 0.274
Sedoheptulose anhydride monohydrate 0.582+0.571 1.709+0.271 0.064
Serine 1.794+0.744 1.004+0.158 0.126
Sorbitol 0.609+0.079 1.935+0.289 0.019
Stearic acid 1.624+0.901 0.637+0.034 0.061
Succinic acid 0.885+0.268 0.995+0.082 0.600
Tagatose 1.2+0.187 0.776+0.049 0.005
Tartaric acid 0.625+0.27 1.425+0.119 0.006
Tartronic acid 1.32+0.376 0.913+0.056 0.090
Threo-beta-hydroxyaspartic acid 1.728+0.806 0.767+0.122 0.065
Threonine 0.658+0.566 2.985+2.909 0.656
Threose 1.019+0.375 0.857+0.169 0.659
Trans-cyclohexane-1,2-diol 1.11240.145 1.002+0.095 0.560
Trehalose 6.63+2.566 0.313+0.062 0.000
Tryptophan 0.989+0.201 0.684+0.063 0.067
Urea 1.11+0.298 1.279+0.179 0.640
Xanthosine 1.7224+0.939 0.541+£0.037 0.034

*Grup 3: AML remisyon ile saglikli verici (n=5 vs n=15)
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Grup 3

Sekil 4.1. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 i¢in yapilan karsilagtirmali analizlerde grup
spesifik ve gruplar arasi paylasilan ortak metabolitlerin gosterildigi Venn
Diyagrami

Uc ana grup icin Venn diyagraminda (Sekil 4.1) gosterilen metabolitler
icerisinde t-testi ile yapilan analizler sonrasi tespit edilen grup spesifik metabolitler
incelendiginde Grup 1 i¢in 37 metabolit, Grup 2 i¢in 13 metabolit, Grup 3 i¢in ise 22
metabolit (Tablo 4.4) bulunmustur.



Tablo 4.4. Grup 1-2-3 spesifik metabolitler
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Grup 1 Grup 2 Grup 3
Cer 40:1;20|Cer
FA 18:0 18:1;20/22:0 FA 38:8
LPC 22:0/0:0 PC 35:1 MG 16:0
PC 36:2|PC
LPC 24:0/0:0 18:1 18:1 PC 40:6
PC 0-39:3|PC O-
NAE 20:0 PC 40:5 19:0 20:3
PE O-35:1|PE O- PC 0-39:6/PC O-
PC 36:4/PC 18:2 18:2 17:0 18:1 21:4 18:2
PC 40:8 SM 33:1;20 PC O0-50:8
PC 0-34:0;20|PC O- SM 33:2;20|SM
17:0 17:0;20 16:2;20/17:0 SM 35:1;20
PC O-37:1|PC O- TG 48:3|TG SM 38:1;20|SM
19:1 18:0 12:0 18:1 18:2 25:1;20/13:0
TG 50:2|TG
PC 0-40:4 16:0 16:1 18:1 SM 41:2;20
PC O-41:7|PC O- TG 52:4|TG SM 43:2;20|SM
19:1 22:6 16:1 18:1 18:2 18:1;20/25:1
PE O-37:1|PE O- SMGDG 0-35:1|SMGDG
19:0 18:1 Alanine 0-17:0 18:1
PE O-37:2|PE O- TG 30:0/TG
19:0 18:2 Lauric acid 10:0 10:0 10:0
PE O-37:3|PE O- TG 52:5|TG
19:1 18:2 Oleic acid 16:1 18:2 18:2
PE O-39:4|PE O-
19:0 20:4 3-aminoisobutyric acid
SL 48:6;0 4-guanidinobutyric acid
SM 32:6;30 Dioctyl phthalate
SM 34:2;20|SM
18:2;20/16:0 Glucoheptonic acid
SM 42:1;20|SM
18:1;20/24:0 Inosine
Isopropyl beta-D-1-
SM 42:2;20 thiogalactopyranoside
SM 43:1;20|SM
18:1;20/25:0 Pyrrole -2-carboxylic acid
TG 24:0]TG
8:0 8:0 8:0 Tagatose
TG 26:0|TG
8:0 8:0 10:0 Xanthosine
TG 27:0|TG
8:0 9:0 10:0
TG 46:1|TG
14:0 16:0 16:1
TG 51:1|TG
16:0 17:0 18:1
TG 52:1|TG
16:0 18:0 18:1
TG 54:5|TG
18:1 18:2 18:2

3-Phosphoglyceric acid




Beta-glutamic acid

Glycerol 1-phosphate

Lactobionic acid

Melezitose

N-acetyl-5-
hydroxytryptamine

O-phosphocolamine

Sedoheptulose
anhydride monohydrate

Stearic acid

Tryptophan

*Grup 1: AML hasta (tani/relaps hastalik) ile saglikli verici, Grup 2: AML hasta

(tant/relaps hastalik) ile remisyon, Grup 3: AML remisyon ile saglikli verici
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4.2. Kemik iligi Plazma Orneklerine Ait Biitiinlesik Veride Tek Degiskenli

Analiz Sonuc¢lar

Biitlinlesik omiks analiz verileri kapsaminda elde edilen Volkan grafigi ile FC
analizi ve t-testi sonuglarini tek bir grafikte birlestirilir. Bu grafikler biyolojik 6nem,
istatistiksel onem ya da her ikisine dayanarak biitiinlesik veriden elde edilen 6nemli

ozellikleri gorsellestirilmesini saglamaktadir.

Saglikli verici kemik iligi plazma 6rneklerine kiyasla AML (yeni tani ve relaps
hastalik) kemik iligi plazma Orneklerinde artan veya azalan metabolitler p <0,05 ve

katlanma degisimi 1.5 olacak sekilde gorsellestirilmistir (Sekil 4.2).

Isgnaltose

e
Palatinose

SM8DG 49:6

Trc g37:0IPC 0-19:0_18:0 PCS-39:4IP¢ 0-19:0_20:4
SMGDG 0-35:2|SMGDG 0-17:0_18:2@

PC 365
LPC 22:0/0:0g "_PC O-37:3|PC §-19:2_18:1 FoldChange

2 &\ Qi R
] Maltotriitol Maltita] L PC 20:0/0:0 |,
z - PC 0-40:4 )
54 Capric aoid 00 Pl 0-39:5|PI O-19:1_20:4 Pl 58:11
2 | TG 24:0[TG 8:0_8:0_80 : 0
) 50 PEiO-37:2|PE0-19:0_18:2 ®
ke E 0-37:3|PE O-19:1_¢8:20 ! = e] 2
‘ ' 5T 36: SMGDG 0-37:4]SMGDG 0-17:0_20:4

TG 27:0[TG 8:0_9:0_10:0 Pe 32' o) SM 52:6:30 P ISMGDG O-17:0. o

.- 9. aroitol )
SM 34:2:20]SM 18:2:20/180 &L Estrone oSMGDG O-Ai?SMGDG 0-19:0_22:6
TG 26:0|TG 8:0_8:0_10:09 000 ° TG 51:1|TG 16:0_17:0_18:1 | 0-39:4|PI 0-19:0_20:4
21 ° & 080 o 0° . o PC 0-50:8
° e ,,c)o So o°° o o, _dl-acetyl-5-hydroxytryptamine

Q.
[¢) 0080
o

6 @ o o O-phasphocolamine
68 o o
3 4 8 °

) ° °
Y "o

log2(FC)

Sekil 4.2. Grup 1 i¢in kemik iligi plazma 6rneklerinden elde edilen biitlinlesik omiks
verilerine ait Volkan grafigi.

Renk kodlari: renk skalasi, metabolitlerin kat degisim biiyiikliigiinii gorsel olarak ifade
eder. Kirmizi renk, metabolitin AML hastalarinda 6énemli dl¢lide yiliksek oldugunu;
mor, metabolitin saglikl vericilerde 6nemli dl¢iide yiiksek oldugunu; gri ise degisimin
nispeten daha az anlamli oldugunu belirtir. X Ekseni (log2(FC)): Logaritmik oran
(log2) kat degisimi saglikli vericilerle karsilastirildiginda AML hastalarinda
metabolitlerin goreceli yogunlugundaki degisimi gosterir. Negatif degerler metabolitin
saglikli dondrlerde daha yiiksek oldugunu, pozitif degerler ise AML hastalarinda daha
yiiksek oldugunu gosterir. Y Ekseni (-logl0(p-degeri)): P-degerinin negatif logaritmik
degeri, gozlemlenen degisimin istatistiksel anlamliligin1 ifade eder. Y eksenindeki
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deger ne kadar yiiksekse, o metabolit degisiminin istatistiksel olarak o kadar anlamli
oldugunu gosterir.

Tedavi sonrasi remisyona girmis AML hasta kemik iligi plazma orneklerine
kiyasla heniiz tedavi almamig AML (yeni tan1 ve relaps hastalik) hasta kemik iligi
plazma o6rneklerinde artan ve azalan metabolitler p <0,05 ve katlanma degisimi 1.5

olacak sekilde gorsellestirilmistir (Sekil 4.3).

61 TG 48:4[TQ12:0_18:2_18:2

TG 54:6|]TG 18:?_18:2_18:2
OTG 44:1|TG 12}{0_14:0:18:1

%altitol

PC g—37:0|PC 0-19:0_18:0
Cer 40:1;20|Cer %8:1;20/22:0

44 PC 0O-35:0|PC O-19:0_%6:0 o
TG80:4|TG 16:1 16:1_18:2

P.C 36:0 PC 34:1ﬁc 6:0_18:1 pCi34:4
@) ;20

SM 4];/‘/Mb&ﬁ 23:0
PE P-38:4|PE P-18:0_20:4
PE 0-35:1|PE O-17:0_18:1 é’%o ° I
PC 36:1|PC 16:0_20:1 PC 36:2|PC 18:1_18:1
o %o G 200
Lactose (% @ 4
[©]

o 0© g: A-guanidinobutyric acid
° Q.

Citie /eid s

[e]

-log10(p-value)

N
N

[¢)
[ A 0°6 ® o o o °
0o © o

8

o
o 0090 &

io

log2(FC)

Sekil 4.3. Grup 2 i¢in kemik iligi plazma 6rneklerinden elde edilen biitiinlesik omiks
verilerine ait Volkan grafigi

(Renk kodlari: Renk skalasi, metabolitlerin kat degisim biiytlikliiglinii gorsel olarak
ifade eder. Mavi: Metabolitlerin hastalik durumunda remisyona gore daha diigiik
seviyelerde oldugunu belirtir. Renk tonunun koyulugu, degisimin biiyiikliigiinii ifade
eder. Daha koyu mavi, daha biiyiik bir diisiisii temsil eder. Gri: Degisim kiiclik veya
istatistiksel olarak anlamli olmayan durumlart temsil eder. X Ekseni (log2(FC)):
Logaritmik kat degisim orani. AML hastalarinda hastalik ve remisyon durumlari
arasinda metabolit seviyelerinin goreceli farkini gosterir. X ekseni tizerindeki degerler,
metabolitlerin hastalik durumunda remisyona gore daha yliksek veya daha diisiik
oldugunu belirtir. Y Ekseni (-logl0(p-degeri)): P-degerinin negatif logaritmik degeri,
gozlemlenen metabolit seviye degisikliklerinin istatistiksel anlamliligini ifade eder. Y
eksenindeki deger ne kadar yiiksekse, o metabolit degisiminin istatistiksel olarak o
kadar giivenilir oldugu anlamima gelmektedir.)

Saglikli verici kemik iligi plazma 6rneklerine kiyasla AML remisyon kemik
iligi plazma orneklerinde artan ve azalan metabolitler p <0,05 ve katlanma degisimi

1.5 olacak sekilde gorsellestirilmistir (Sekil 4.4).

SM 40:1;20 _ _
a0y, "C32gIPCi6l 161 FoldChange

0
2
-4
)
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PI O-39:48I 0-19:0_20:4

SM 36:1;2%SM 27:1;20/9:0

SMGDG O-35:2[SMG§G 0-17:0_18:2

C 34:1|PC 16:0718:1. FoldChange
o Pl 58:11 [ |
T o ° )
o SMGDG 0-37:4|SMGDG 0-17:0_20:4
S TG 48:1|TG 14:0_16:0_18:1\8 0
D . . . . . .
8 PI O-39:5|PI 0-19:1_20:4-8MGDG Q-41:6|SMGDG 0-19:0_22:§; 38:1;20|SM 25:1;20/13:0 5

PG 36:1|#C 16:0_20:1 \(SD——DG 34:2|DG 16:0_18:2 -

TG 52:4|TG 16:1_18:1_182—C 90340, TG 48:4(TG 12:0_18:2_18:2

34 PC 0-39:3|PC 0-19:0_20:3 SM 35:4;20 &%ZQSM 18:1;20/281\3'\/' 41:2;20
Cer 40:1;20|Cer 18:1;2C /22(%)o o PC 0-50:8

25
o @ % ©0 S0 O ‘3%00 L
®PC 0-39:6|PC 0-21:4_18:2 00 2 0A.2 PC 360
o o S
00&0 o
@ 9%, B

0
log2(FC)

Sekil 4.4. Grup 3 icin kemik iligi plazma 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine
ait Volkan grafigi

(Renk Kodlari: Renk skalasi metabolitlerin kat degisim biiyiikliigiinii ifade eder.
Kirmizi: biiyiik pozitif degisimleri (remisyonundaki AML hastalarinda saglikli
vericilere gore artis). Mor: Biiyilk negatif degisimleri (remisyonundaki AML
hastalarinda saglikli vericilere gore azalig). Saridan kirmiziya gegis: degisim
miktarinin arttigin1 gosteren bir gradyan. Gri: istatistiksel olarak anlamli olmayan
degisimler. X Ekseni (log2(F'C)): Bu eksen, AML remisyonundaki hastalar ile saglikli
vericiler arasinda metabolitlerin kat degisim oranini (log2 Fold Change- FC) gosterir.
Eger bir deger pozitifse, bu metabolitin AML remisyonundaki hastalarda saglikli
vericilere gore daha yiiksek oldugunu; eger negatifse, daha diisiik oldugunu belirtir. ¥
Ekseni (-logl0(p-degeri)): Bu eksen, metabolitlerin kat degisimlerinin istatistiksel
anlamliligini (-log10 p-degeri) gosterir. Y eksenindeki degerler ne kadar yiiksekse, o
metabolitin degisiminin istatistiksel olarak o kadar anlamli oldugu anlamina
gelmektedir)

4.3. Kemik Iligi Plazma Orneklerine Ait Biitiinlesik Veride Cok

Degiskenli Analiz Sonuglar:

Elde edilen biitiinlesik omiks verisi, cok degiskenli veri analiz yontemleri ile
de degerlendirilmistir. Ik olarak PCA grafikleri olusturularak veri setinde herhangi bir
aykir1 deger ve sistemik hata olup olmadig: belirlenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil
4.7). Daha sonra gruplar arasindaki farklilagmalar PLS-DA grafigi ile incelenmistir.
PLS-DA grafiklerinde gruplarin ayrilmasinda etkili olan metabolitler ve lipitler VIP

grafikleri ile de gosterilmistir.
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PLS-DA modellerinin giivenilirli§i sirasiyla model uyumu ve tahminini

saglayan R? ve Q? degerleri ile ifade edilmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10).

Scores Plot
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PC1(12.3%)

Sekil 4.5. Grup 1 i¢in kemik iligi plazmalardan elde edilen biitiinlesik
ait PCA skor grafigi

A AML
+ D
E

m

omiks verilerine

(Pembe renk; AML hastalarini (yeni tani-relaps hastalik), yesil renk; saglikli vericileri

ifade etmektedir. Eksenler (PC1 ve PC2): PC1 %12,3 ve PC2 %11,6 0

raninda varyanst

temsil etmektedir. Bu da iki bilesenin toplamda yaklasik %23,9'luk bir varyansi

aciklayabildigini gostermektedir. Elipsler: AML hastalarin1 ve
durumundaki hastalarin genel dagilimin1 géstermektedir.

saglikli verici
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Scores Plot
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Sekil 4.6. Grup 2 i¢in kemik iligi plazma Orneklerinden elde edilen biitlinlesik omiks
verilerine ait PCA skor grafigi

(Pembe renk; AML hastalarini1 (yeni tani-relaps hastalik), yesil renk; tedavi sonrasi
remisyona giren AML hastalarin1 ifade etmektedir. Eksenler (PC1 ve PC2): PCI
%21,6 ve PC2 %7,8 oraninda varyansi temsil etmektedir. Bu da iki bilesenin toplamda
yaklasik %29,4'lik bir varyansi agiklayabildigini gostermektedir. Elipsler: AML
hastalik ve remisyon durumundaki hastalarin genel dagilimin1 géstermektedir.
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Scores Plot
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Sekil 4.7. Grup 3 icin kemik iligi plazmalarindan elde edilen biitiinlesik omiks
verilerine ait PCA skor grafigi

(Pembe renk; remisyona giren AML hastalarini, yesil renk; saglikli vericileri ifade
etmektedir. Eksenler (PC1 ve PC2): PC1%19,3 ve PC2 %9,9 oraninda varyansi temsil
etmektedir. Bu da iki bilesenin toplamda yaklasik %29,2'lik bir varyansi
aciklayabildigini gostermektedir. Elipsler: AML remisyon oOrneklerinin ve saglikli
verici drneklerinin genel dagilimini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Grupl i¢in kemik iligi plazma 6rneklerinden elde edilen biitiinlesik omiks
verilerine ait. A.PLS-DA skor grafigi, R? 0.92, Q? 0.743 ve B. VIP grafigi.

(Pembe renk; AML (yeni tani-relaps hastalik) hastalarini, yesil renk; saglikli vericileri
ifade etmektedir. A. Eksenler: Component 1 (X Ekseni): %11,5 varyansi
aciklamaktadir. Component 2 (Y Ekseni): %4.2 varyansi agiklamaktadir. Bu analizde
kullanilan bu iki ana bilesen, veri setindeki toplam varyansin yaklasik %15,7'sini
temsil etmektedir. B. VIP Grafigi: degerleri 1'den biiyiik olan metabolitler, model igin
ozellikle 6nemli olarak kabul edilir. Grafikte yiiksek VIP skorlarina sahip metabolitler,
AML hastalar1 ile saglikli dondrler arasindaki farki en iyi agiklayan metabolitlerdir.
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Sekil 4.9. Grup 2 i¢in kemik iligi plazma 6rneklerinden biitlinlesik omiks verilerine
ait grafikler. A. PLS-DA skor grafigi, R? 0.999, Q? 0.370, B. VIP grafigi.

(Pembe renk; AML (yeni tani-relaps hastalik) hastalarini, yesil renk; AML (remisyon)
ifade etmektedir. A. Eksenler: Component 1 (X Ekseni): %20,3 varyansi
aciklamaktadir. Component 2 (Y Ekseni): %6,7 varyansi aciklamaktadir. Bu analizde
kullanilan bu iki ana bilesen, veri setindeki toplam varyansin yaklasik %27’sini temsil
etmektedir. B. VIP Grafigi: degerleri 1'den biiylik olan metabolitler, model icin
ozellikle 6nemli olarak kabul edilir. Grafikte yiiksek VIP skorlarina sahip metabolitler,
tedavi almamigs AML hastalar1 ile tedavi sonrasi remisyona girmis olan AML hastalar1
arasindaki farki en iyi aciklayan metabolitlerdir.



74

A Scores Plot B
>
2
o &
< 4 AML-REM &
& D
PC 34:1|PC 16: o | HE
16 48:4|1G 12 ° [ | |
PC 36:1|PC 16: ° | | |
e | A AL26REM SM41:220 . =E
o
- PE P-38:4|PE P ° | [ ]
- PC O37:0/PC O ° L L
& O SM 40:2,20/SM °
. Dﬁg;n [ | ]
2 3 e Trehalose ° | [ ]
~ & !
: 8 MR e B pewo [ um
g TG 503(TG 16 ° [ [}
.
E SM 36:1,20|SM ° | | |
S o L
7 PC 40:4 ° | | |
[
o TG 48:1|TG 14 ° | [ ]
SMGDG 0-35:1IS ° | |
PCO3SOPCO | ® | [ ]
°
T 4 T T T T T
o~
2.0 25 3.0 35 4.0 45
VIP scores
T T T T T T T
20e+10 -15e+10 -10e+10 -50e+09 00e+00 50e+09 1.0e+10
Component 1 ( 19 %)

Sekil4.10. Grup 3 i¢in plazma 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait grafikler.
A. PLS-DA skor grafigi, R? 0.999, Q? 0.820, B. VIP grafigi.

(Pembe renk; Remisyondaki AML hastalarini, yesil renk; saglikli vericileri ifade
etmektedir. A. Eksenler: Component 1 (X Ekseni): %19 varyansi agiklamaktadir.
Component 2 (Y Ekseni): %8,4 varyansi agiklamaktadir. Bu analizde kullanilan bu iki
ana bilesen, veri setindeki toplam varyansin yaklasik %27,4'inii temsil etmektedir. B.
VIP Grafigi: degerleri 1'den biiylik olan metabolitler, model i¢in 6zellikle 6nemli
olarak kabul edilir. Grafikte yiiksek VIP skorlarina sahip metabolitler, tedavi sonrasi
remisyona giren AML hastalar1 ile saglikli vericiler arasindaki farki en iyi agiklayan
metabolitlerdir.

4.4. Hiyerarsik Kiimeleme Analizleri

Biitlinlesik omiks veri analizleri kapsaminda 25 metabolit i¢in ii¢ ana grubu
iceren 1s1 haritasi analizi ile gorsellestirilmistir (Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13). Is1
haritasinda, satirlar (rows) farkli deney gruplarini veya ornekleri temsil etmektedir, her
biri 6zglin metabolit profillerini yansitmaktadir. Siitunlar (columns) ise g¢esitli
metabolitleri gostermektedir; her siitun, tim ornekler veya gruplar boyunca bir
metabolitin ifadesini sergilemektedir. Renk skalasi, metabolit konsantrasyonunun
goreceli miktarini belirtmektedir: diisiik degerler mavi ile yiliksek degerler kirmizi ile
gosterilmektedir. Bu renk gradyani, metabolitlerin 6rneklerdeki bollugunu veya

aktivitesini gorsel olarak ifade etmektedir.
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Sekil 4.11. Grup 1 i¢in plazma 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait 1s1 haritasi
analizi

(Kirmiz1 st baslik "AML" ile isaretlenmis bireyler AML tani-relaps hastalarini, yesil
iist baslik "D" ile isaretlenmis bireyler ise saglikli vericileri temsil eder. Kirmizi:
Yiiksek konsantrasyon (Pozitif degisim). Mavi: Diisiikk konsantrasyon (Negatif
degisim).



76

— =

class class
sm3zz20/sm182 M 4 I AML
PC 32:2|PC 16:1_16 AML-REM
PC34:4 2
Maltitol 0
TG 54:6/TG 18:2_18
PE P-38:4|PE P-18: 2
. Cer 40:1;20|Cer 18
SM 41:2;20 I 4
PC 34:1|PC 16:0_18
SM 40:2;20|SM 18:1
TG 48:4[TG 12:0_18
SM 41:1;20|SM 18:1
SM 40:1;20
TG 50:3TG 16:0_16
PC 40:4
TG 44:1/TG 12:0_14
Palatinose

Isomaltose

. TG 50:4TG 16:1_16
PC 0-37:0/PC 0-19:

PC 36:0

PC 0-35:.0/PC O-19:

Trehalose

Malonic acid

PE O-35:1|PE O-17:

TAY
TAY
TNV
TAY
TAVY
TAY
TAY
TAVY
TAY
TAY
TNV
TAVY
TAV
TAY
TAY
TAVY
TAY
TAY
INY
TAY
TAVY
TAY
TAVY
TAVY
TAVY
INY
TAY
TAVY
TAY
TAY
TNV
TAY

DI I N i O S = B B O S ORI I L O S
B A TR B B A L AL e« B~ B A Al G AT N A A i
B H4m T HA4 444 d4mHm = 4400 HHH0DDD

- m - - mm mmmm

- =" ESEE4E

Sekil 4.12. Grup 2 i¢in plazma 6rneklerinden biitiinlesik omiks verilerine ait Is1
haritas1 analizi

(Kirmiz1 st baslik "AML" ile isaretlenmis bireyler AML tani-relaps hastalarini, yesil
iist baglik "AML-REM" ile isaretlenmis bireyler ise AML remisyon vericileri temsil
etmektedir. Kirmizi: yiiksek konsantrasyon (pozitif degisim). Mavi: disiik
konsantrasyon (negatif degisim).
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Sekil 4.13. Grup 3 i¢in plazma 6rneklerinden biitlinlesik omiks verilerine ait Is1 haritasi
analizi

(Kirmizi st baglik "AML-REM " ile isaretlenmis bireyler AML remisyon yesil iist
baslik "D" ile isaretlenmis bireyler ise saglikli vericileri temsil eder. Kirmizi: yiliksek
konsantrasyon (pozitif degisim). Mavi: diislik konsantrasyon (negatif degisim).

4.5. Plazma Orneklerine ait Biyobelirtec Analizi

Biitlinlesik omiks verileri kapsaminda yapilan ROC analizi, hangi
metabolitlerin biyolojik olarak anlamli oldugunun belirlenmesinin zor oldugu
karmagik omiks verilerinden en 6nemli biyobelirtegleri segmek ve potansiyel hastalik
gostergeleri olarak kullanilacak giiglii adaylar1 belirlemek amaciyla yapilmaktadir. A.
Renk kodlar1 ve AUC (drea Under Curve) degerleri: her renkli egri, belirli bir
degisken sayis1 i¢in modelin performansini temsil etmektedir ve AUC degerleri,
modelin bu degiskenlerle ne kadar iyi ayirt edebildigini gostermektedir. B. Grafik:
farkli 6zellik sayilar1 kullanilarak elde edilen tahmin dogruluklarini géstermektedir.
Eksenler: X ekseni: 6zellik sayis1 Y ekseni: tahmini dogruluga isaret etmektedir.
Noktalar: her nokta, belirli bir 6zellik sayis1 i¢in elde edilen model dogrulugunu temsil
etmektedir. C. Tahmin edilen sinif olasiliklari: dagilim grafigi: model tarafindan

tahmin edilen olasiliklara gore siniflarinin dagilimini gosterir.
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D. Ozellik se¢im siklig1 bar grafik: belirli metabolitlerin modelde ne siklikta
secildigini gostermektedir. Eksenler: X ekseni: secilme sikligi (%) Y ekseni:
metabolitler Renkler: her metabolitin secilme sikligin1 ve dnemini belirtmek i¢in
kullanilmaktadir. Kemik iligi plazma Orneklerine ait potansiyel biyobelirteglerin
saglikli verici grubuna karst AML (yeni tani-relaps hastalik) hastalarinda (Sekil 4.14),
tedavi sonrasi remisyona giren AML hastalarina kars1 heniiz tedavi almamis olan AML
(yeni tani-relaps hastalik) hastalarinda (Sekil 4.15) ve saglikli verici grubuna karsi
remisyona giren AML hastalarinda (Sekil 4.16) icin ayirt edici giicli ¢cok degiskenli

ROC egrisi analizleri ile dogrulanmustir.

Buna gore AML (yeni tani-relaps hastalik) hastalar ile saglikli vericilerin
kemik iligi plazma 6rneklerinin ROC analizi yapildiginda tespit edilen ve potansiyel
biyobelirte¢ olarak tanimlayabilecegimiz en onemli 10 metabolit: TG 24:0|TG
8:0 8:0 8:0, Palatinose, SMGDG 49:6, Capric acid, Isomaltose, Maltotriitol, TG
26:0|TG 8:0_8:0 _10:0, PC O-37:3|PC O-19:2 18:1, PC 36:5, Lactobionic acid, (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14. Grup 1 icin kemik iligi plazma 6rneklerine ait cok degiskenli ROC egrisi
tabanli kesif analizi egrileri. A. ROC egrileri grafigi, B. Orneklerin tahmini
simif olasiliklari, C. Artan sayida molekiiler tiir ile biyobelirte¢
modellerinin tahmin dogrulugu, D. Biyobelirte¢ modeline ait en 6nemli 10

metabolit
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AML (yeni tani-relaps hastalik) hastalar1 ile tedavi sonrasi remisyona giren
AML hastalarinin kemik iligi plazma 6rneklerinin ROC analizi yapildiginda tespit
edilen ve potansiyel biyobelirte¢ olarak tanimlayabilecegimiz en 6nemli 10 metabolit:
Sekli 4.15) PC 34:1|PC 16:0_18:1, TG 48:4|TG 12:0 18:2 18:2, PC 0-37:0|PC O-
19:0 18:0, PC 36:1|PC 16:0 20:1, TG 50:3|TG 16:0 16:1 18:2, SM 41:2;20, PC
40:4, SM 30:2;20, SM 40:2;20|SM 18:1;20/22:1 (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Grup 2 i¢in kemik iligi plazma 6rneklerine ait ¢ok degiskenli ROC egrisi
tabanli kesif analizi egrileri. A. ROC egrileri grafigi, B. Orneklerin tahmini
simif olasiliklari, C. Artan sayida molekiiler tiir ile biyobelirte¢
modellerinin tahmin dogrulugu, D. Biyobelirte¢ modeline ait en 6nemli 10
metabolit.
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Tedavi sonrasi remisyona giren AML hasta ve saglikli vericilerin kemik iligi
plazma 6rneklerinin ROC analizi yapildiginda tespit edilen ve potansiyel biyobelirte¢
olarak tanimlayabilecegimiz en 6nemli 10 metabolit: PC 34:1|PC 16:0 18:1, TG
48:4]TG 12:0 _18:2 18:2, Trehalose, PC 36:1|PC 16:0 20:1, TG 50:3|TG
16:0_16:1 18:2, PC O-37:0|PC 0O-19:0_18:0, PE P-38:4PE P-18:0 20:4, SM
41:2;20, PC 36:0, TG 24:0/TG 8:0_8:0_8:0 (Sekil 4.16)
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Sekil 4.16. Grup 3 i¢in kemik iligi plazma 6rneklerine ait ¢ok degiskenli ROC egrisi
tabanli kesif analizi egrileri. A. ROC egrileri grafigi, B. Orneklerin tahmini
simif olasiliklari, C. Artan sayida molekiiler tiir ile biyobelirte¢
modellerinin tahmin dogrulugu, D. Biyobelirte¢ modeline ait en 6nemli 10
metabolit.
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4.6. Plazma Orneklerine Ait Yolak Analizi

Sadece GC-MS temelli metabolik analizler ile elde edilen metabolom verileri
kullanilarak yolak analizleri yapilmistir. Cesitli biyolojik veya metabolik yolaklarin
AML hastalik siireclerinde karsilagtirmali incelenmesi ile etki diizeylerini (hastalikla
iliskisini) ve istatistiksel Onemlerini gosteren grafikler {i¢ ana grup igin
gorsellestirilmigtir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19). Yolak analizinde digiim
rengi, istatistiksel anlamliligi temsil etmektedir. Genellikle arastirilmakta olan
biyolojik durum veya hastalikla iliskili bulunup istatistiksel anlamli tastyan diisiik p-
degerlerine (p<0.05) sahip olan yolaklara ait diiglimler daha koyu bir renk ile ifade
edilmektedir. Diiglim yarigapi (radius) ise arastirilan hastalik durumunda yolaklarin
"pathway impact" degerlerine bagli olarak belirlenmektedir. Yaricap ne kadar
biiytlikse, ilgili metabolik yolun etkilenme derecesi o kadar biiyiiktiir. Bu durum,
analiz edilen kosul altinda yolun ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir ve
genellikle yoldaki metabolitlerin sayisi1 ve bu metabolitlerin yol i¢indeki baglanti

agirliklar dikkate alinarak hesaplanmaktadir.

AML hastalarinda saglikli vericiler ile karsilastirildiginda (Grup 1) en ¢ok
etkilenen metabolik yolaklar; galaktoz, gliserofosfolipid ve askorbat/aldarat
metabolizmalaridir. Galaktoz metabolizmasinda yer alan 27 metabolitten 3’i,
gliserofosfolipit metabolizmasinda yer alan 36 metabolitten 2’si askorbat ve aldarat
metabolizmasinda yer alan 9 metabolitten 1’1 gruplar arasinda farklilagan

metabolitleridir (p<0.05) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Grup 1: saglikli verici grubuna karst AML (yeni tani-relaps) hastalarina ait
yolak analizi etki grafigi.
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Heniiz tedavi almamis olan AML hastalarinda tedavi sonrasi remisyona giren
AML hastalari ile karsilastirildiginda (Grup 2) en ¢ok etkilenen metabolik yolaklar yag
asidi biosentezi ve nisasta/sukroz metabolizmasidir. Yag asidi biyosentezinde yer alan
47 metabolitten 3’ii, nigasta ve slikroz metabolizmasinda yer alan 18 metabolitten 2’si,

gruplar arasinda farklilasan metabolitleridir (p<0.05) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Grup 2: tedavi sonrasi remisyona giren AML hastalarina kars1 heniiz tedavi
almamis olan AML (yeni tani-relaps) hastalarina ait yolak analizi etki
grafigi
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Tedavi sonrasi remisyona giren AML hastalar1 saglikli vericiler ile
karsilastirildiginda (Grup 3) en ¢ok etkilenen yolaklar; yag asidi biyosentezi ve
askorbat/aldarat metabolizmasidir. Yag asidi biyosentezinde yer alan 47 metabolitten
2’si, askorbat ve aldarat metabolizmasinda yer alan 9 metabolitten 1°i gruplar arasinda

farklilasan metabolitleridir (p<0.05) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Grup 3: saglikl1 verici grubuna karsi tedavi sonrasi remisyona giren AML
hastalarina ait yolak analizi etki grafigi
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4.7. Diger Alt Gruplar Arasinda Yapilan Karsilastirmah Biitiinlesik

Omiks Veri Analizleri

Grup 4

Grup 6 Grup 7

Sekil 4.20. Diger alt gruplarda metabolom sonuglarinin Venn Diyagrami ile
karsilagtirilmasi. Grup 4 (AML tani vs. saglikli verici), Grup 5 (AML
relaps vs. saglikli verici), Grup 6 (AML tan1 vs. AML remisyon), Grup 7
(AML tan1 -AML relaps), Grup 8 (AML tani/relaps vs. AML remisyon).
Bes grup igin t-test sonuclarina gore spesifik metabolitler; Grup 4 i¢in 30 metabolit,
Grup 5 i¢in 8 metabolit, Grup 6 i¢in ise 27 metabolit, Grup 7 i¢in 1 metabolit, Grup 8

icin 4 metabolit (Tablo 4.6) bulunmustur.
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Tablo 4.5.Diger alt gruplarda biitiinlesik omiks verisinin Venn Diyagrami ile

karsilagtirilmasindan elde edilen grup spesifik metabolitleri

Grup 4* Grup 5* Grup 6* Grup Grup 8*
7*
FA 18:0 CL 69:1|CL Cer 40:1;20|Cer | LPC16 | Hex2Cer
16:0 18:0 18:0 17:1 PC | 18:1;20/22:0 :0/0:0 | 34:1;20|Hex2Cer
0-50:8 18:1;20/16:0
FA 38:8 PE O-37:4|PE O- DG 32:0|DG Hex3Cer
17:0 20:4 16:0 16:0 34:1;20[Hex3Cer
18:1;20/16:0
PC33:4 SM 41:2;20 LPC 14:0/0:0 PE 0-39:5|PE O-
21:4 18:1
PC 36:4/PC Glycine LPC 16:1/0:0 Lactic acid
18:2 18:2
PC 40:8 Heptadecanoic acid PC 34:1/PC
16:0 18:1
PC 0-37:3|PC O- Inosine PC 36:1/PC
19:2 18:1 16:0 20:1
PE O-37:1|PE O- Methylmalonic acid PC 36:2|PC
19:0 18:1 18:1 18:1
PE O-37:2|PE O- PC 36:3
19:0 18:2
PE 0-39:3|PE O- PC 40:4
19:0 20:3
SM 32:6;30 PC 0-34:0
SM 34:2;20|SM PC O-34:2
18:2;20/16:0
SM 43:1;20|SM PC 0-35:0|PC
18:1;20/25:0 0-19:0 _16:0
SMGDG 38:4 PE O-35:1|/PE
0-17:0 18:1
TG PE P-38:4|PE P-
24:0/TG8:0_8:0_8:0 18:0 20:4
TG 26:0|TG PI O-37:3|P1 O-
8:0 8:0 10:0 19:1 18:2
TG 27:0|TG PI O-39:6/PI O-
8:0 9:0 10:0 17:0 22:6
TG 46:1|TG SM 30:2;20
14:0 16:0 16:1
TG 52:1|TG SM 33:1;20
16:0 18:0 18:1
TG 54:5|TG SM 34:1;20
18:1 18:2 18:2
6-phosphogluconic SM 36:1;20|SM
acid 27:1;20/9:0
Beta-glutamic acid SM 39:1;20
Capric acid ST 27:1;0
Glycerol 1-phosphate TG 50:2|TG
16:0 16:1 18:1
Lactobionic acid TG 50:4|TG
16:1 16:1 18:2
N-acetyl-5- Alanine
hydroxytryptamine
N-ethylglycine Lauric acid
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Phosphoric acid

Malonic acid

Sedoheptulose
anhydride
monohydrate

Tagatose

Tryptophan

* Grup 4 (AML tan1 vs. saglikli verici), Grup 5 (AML relaps vs. saglikli verici), Grup
6 (AML tan1 vs.AML remisyon), Grup 7 (AML tan1 -AML relaps), Grup 8 (AML

tani/relaps vs. AML remisyon)
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4.8. Diger Alt Gruplar Arasinda Yapilan Karsilastirmah Biitiinlesik
Omiks Verilerinin Cok Degiskenli Analizi

Her bir alt grup i¢in bitiinlesik omiks verisinden PLS-DA grafikleri
olusturularak veri setinde herhangi bir aykir1 deger ve sistemik hata olup olmadig:
belirlenmis ve karsilastirma kolaylig1 agisindan gorseller yan yana sunulmustur (Sekil

421).

- wice 108 ee10 20010 15eet
Gomponent 1 226 % Componen 11 31 %
Grup 4: Tan1 vs Donér 23 vs 15 Grup 5: Relaps vs Donér 5 vs 15
Scores Plot a Scores Plat
i : -
: e ke = - —W-‘CJ:
8 . ol
2e-10 rosc 020 1ee10 206410 150410 L0ee10 5008 DO
11 z0es Gorvponent £ £ 1305
Grup 6: Tan1 vs Remisyon 23 vs 5 Grup 7: Tan1 vs Relaps 23 vs 5

Grup 8: Tam1 + Rel vs Rem 5 vs 5

Sekil 4.21.Diger alt gruplar i¢in PLS-DA skor grafikleri. Grup 4: AML (yeni tani) vs. saglikl verici
(n=23 vs. n=15), Grup 5: Relaps AML vs. saglikli verici (N=5 vs. n=15), Grup 6: AML
(yeni tan1) vs remisyon (n= 23 vs. n=5) Grup 7 AML (yeni tan1) vs relaps AML (n= 23 vs.
n=5), Grup 8 AML hasta (yeni tan1 ve relaps hastalik) vs. remisyon (n=5 vs. n=5)
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(Grup 4: Pembe renk; AML yeni tan1 hastalarini, yesil renk; saglikli vericileri ifade
etmektedir. Eksenler: Component 1 (X Ekseni): %12,6 varyansi agiklamaktadir.
Component 2 (Y Ekseni): %5,6 varyansi aciklamaktadir. Bu analizde kullanilan bu iki
ana bilesen, veri setindeki toplam varyansin yaklasik %18,2’sini temsil etmektedir.
Grup 5: Pembe renk Relaps AML, yesil renk; saglikli vericileri ifade etmektedir.
Eksenler: Component 1 (X Ekseni): %13,1 varyansi agiklamaktadir. Component 2 (Y
Ekseni): %8,5 varyansi agiklamaktadir. Bu analizde kullanilan bu iki ana bilesen, veri
setindeki toplam varyansin yaklasik %21,6’sin1 temsil etmektedir. Grup 6: Pembe renk
remisyon, yesil renk AML tani hastalarini ifade etmektedir. Eksenler: Component 1
(X Ekseni): %20,8 varyansi aciklamaktadir. Component 2 (Y Ekseni): %7,5 varyansi
aciklamaktadir. Bu analizde kullanilan bu iki ana bilesen, veri setindeki toplam
varyansin yaklasik %28,3"inii temsil etmektedir. Grup 7: Pembe renk AML relaps,
yesil renk AML tan1 hastalarini ifade etmektedir. Eksenler: Component 1 (X Ekseni):
%13,8 varyansi agiklamaktadir. Component 2 (Y Ekseni): %11,3 varyansi
aciklamaktadir. Bu analizde kullanilan bu iki ana bilesen, veri setindeki toplam
varyansin yaklasik %25.1temsil etmektedir. Grup 8: Pembe renk AML tan1 anini, yesil
renk remisyonu ifade etmektedir. Component 1 (X Ekseni): %13,9 varyansi
aciklamaktadir. Component 2 (Y Ekseni): %13,4 varyansi agiklamaktadir. Bu analizde
kullanilan bu iki ana bilesen, veri setindeki toplam varyansin yaklasik %27,3’iinii
temsil etmektedir.
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5. TARTISMA

Akut myeloid 16semi hastalarinda yogun kemoterapi protokolleri
uygulanmasina ragmen yiiksek hastalik niiks oranlari nedeni ile hem eriskin hem de
cocuk hastalarda uzun siireli yasam oranlari oldukca diisiiktiir. Intratiimoral
heterojenite ve tedavi siireglerini takiben gelisen klonal evaliisyon 16semik hiicre
kaderini ve davranigini etkilemekte ve 16semik blastlarin veya 16semik kok hiicrelerin
hedeflenmesini giiclestirmektedir. Ger¢ek anlamda hedefe yonelik, kisilestirilmig
tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in 16semi gelisimine neden olan hiicresel ve molekiile
mekanizmalarin  ¢ok iyl anlagilmasi gerekmektedir. Metabolizma hiicrenin
ihtiyaclarma goére enerji iUretimini saglayan dinamik siirecler toplami olarak
tanimlanabilir. Dolayist ile proliferasyon, farklilasma veya dormant faza gecis gibi
stirecler hiicre metabolizmasini sekillendiren temel unsurlardir. Saglikli hematopoietik
kok hiicreler devamliliklarini saglamak ve multipotent Onciil hiicre iiretimi
saglayabilmek i¢in kemik iligi nisinde “diisiik enerji ihtiyacin1” ifade eden bir
metabolik profil sergilerler. Aksine 16semik blastlar yiiksek hiicre dongiisii nedeni ile
cogalmak ve varliklarim1 idame ettirebilmek igin ek enerji kaynaklarina ihtiyag
duymaktadirlar. Losemik siirecin devami igin ihtiya¢ duyulan makromolekiillerin
(amino asitler, niikleotidler, yag asitleri, elektron tasiyict molekiiller) saglanmasi igin
blastlarda glikoliz ve pentoz-fosfat yolagi aktivesi artmistir. Ayrica hem
hematopoietik hiicreler hem de 16semik hiicreler arasinda genomik ve metabolik
farkliliklar gosteren hiicre alt gruplart mevcuttur ve hastalik prognozu ve/veya tedavi
direnci ile iligkili olabilecek bu hiicre alt gruplarinin tanimlanabilmesi i¢in giincel
immiinfenotipleme yeterli olmamaktadir. Bu nedenle metabolitler veya metabolik
yolaklara iligkilendirilebilecek yeni molekiiler belirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir. Son
yillarda yapilan aragtirmalar genellikle 16semik blastlarda aktif olan disregiile
metabolik yolaklar1 hedefleyebilmek amaci ile 16semik hiicre veya l6semik kok hiicre
metabolik profili {izerine yogunlagsmistir. Losemik hiicrenin metabolik adaptasyon
kabiliyeti ve 16semik kok hiicre plastisitesi 16komogenezin iki temel kavramidir ve
16semi baglangici/gelisimi ve tedavi yaniti i¢in kritik dneme sahiptirler. AML’de
regiilasyonu bozulan ve 16komogenezi veya ilag diren¢ gelisimini destekleyen dort
temel metabolik yolak; glikoliz, mitokondriyal metabolizma, amino asit

metabolizmasi ve lipid metabolizmasidir.
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Tiimdr mikrogevresinin timor gelisimi, yayilimi ve tedavi yaniti iizerindeki
kanitlamig etkinligi, tiimor mikrogevresini Onemli bir terapotik hedef haline
getirmistir. Ancak giincel arastirmalarin ¢ogu tiimdér mikrogevresinin protein
bilesenleri tizerinde yogunlagmaktadir. Tiimoér mikrogevresinin metabolik dinamikleri
ile ilgili veriler olduk¢a azdir. Oysa tiimdér mikrogevresinin metabolik profilinin
cikarilmasi, hastalik ve tedavi silirecleri boyunca degisim gosteren tiimor
metabolizmasinin izlenebilir hale gelmesini saglayacak giiclii bir analitik yontemdir.
Bu dinamik profilleme ayrica kisisellestirilmis tedavilerin gelistirilmesi i¢in gerekli
olan biyobelirteglerin tanimlanmasini da saglayacaktir. Tanisal ve prognostik dneme
sahip olan tiimor metabolik profili ile ilgili ¢aligmalarda genellikle metabolit analizleri
icin periferik kan 6rnekleri kullanilmaktadir. Bu 6rneklerdeki degisimler tiim viicudun
hastalik veya tedaviye yanit1 ifade etmektedir. Spesifik tiimor nisinden alinan biyolojik
stvilarin metabolik analizi timor ve tiimdr nisindeki metabolik degisimleri daha iyi
gosterecek ve tlimorlin tedavi yanitini/prognozunu belirleyecek farmakodinamik
biyobelirteglerin tanimlanmasini saglayacaktir. Bu proje kapsaminda in vivo 16semik
nisteki metabolik ortami en iyi yansittig1 kabul edilen, kemik iligi plazma 6rnekleri
kullanilarak karsilastirmali metabolom analizleri yapilmistir. Bu sekilde 16semik
mikrogcevrede meydana gelen, 16semi gelisimi/ilerlemesi veya tedavi direnci ile iligkili
olabilecek metabolik degisimlerin genel profilinin ¢ikarilmigtir. Farkli hastalik
evrelerinde (tani, remisyon ve relaps) yapilan metabolik nis profillemesi ile mevcut
konvansiyonel veya hedefe yonelik yenilik¢i tedavilerin (6rn: immiinoterapdtik
yaklagimlar) etkinligini artirict yeni metabolik hedeflerin tespit edilebilecegi

Oongorilmiistiir.

Caligmamiz kapsaminda metabolik analizleri yapilan tiim AML hasta kemik
iligi plazmalar1 ve kontrol olarak kullanilan saglikli verici kemik iligi plazmalarinin
incelenmesi ile 16semi hastalarinda anlamli olarak degisen metabolitlerin dnemli bir
kisminin lipid ve yag asit metabolizmasi ile iliskili oldugu bulunmustur. Biitiinlesik
omiks verisinin ¢ok degiskenli analizi ile elde edilen sonuglarda One ¢ikan
metabolitler/lipidler; anlamli artis gdsteren lipid metabolizmasi ile iligkili olan,
triaclyglycerol, sfingolipidler / metabolitleri, fosfolipidler (fosfotidilkolin, fosfoditil
ethanolamin, fosfokolin) ve yag asitleridir. Yine artmis glikoliz ile iligkili olarak

fosfogliserik asit, isomaltoz, laktobionik asit, sitrik asitte anlamli artma tespit
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edilmistir. Glikolizde, lipid / yag asit metabolizmalarinda gézlenen bu artig yliksek
blast yiikii ile gelen AML hastalarinda 16semik blastlarin artmis enerji ihtiyaglarinin
kargilanmasina yonelik metabolik adaptasyon siireci ile uyumlu bir metabolik profildir
ve AML hastalarinda yapilan ve AML’de goriilen temel metabolik degisimleri (artmig
glikoliz, yag asit oksidasyonu, artmig TCA aktivitesi) gosteren diger arastirmalarin
sonuglar1 ile uyumludur (63). Ayrica Stefanko A, ve ark.’nin yaptiklar1 AML
hastalariin lipidomik yaklagim ile prognostik siniflandirilmasina yonelik arastirmada
lipid metabolizmasi ile ilgili dnemli degisiklikler tespit etmisler ve bu degisimleri
artmis lipid/yag asit metabolizmasi diginda hiicre membraninin yapisal akigkanliginda
etkileyerek l6semik hiicre biiyltimesini destekleyen doymus ve doymamis yag asit
oranlarinin 6nemi vurgulamisglardir (105). Diger yandan 16semi hastalarinda esansiyal
bir amino asit olan triptofan, tropomyosin reseptdr kinaz B (TrkB) agonisti olan ve
ayni zamanda ROS diizeylerinin regiilasyonu ile antioksidan etkide gosterebilen N-
asetil-5-hidroksi triptamin ve glutamate dnciilii olan B-glutamik asit diizeylerinde artig
tespit edilmistir ve bu durum artmis oksidatif strese karsi l0semik hiicreleri korumak
icin antioksidan mekanizmalarin aktiflestiginin ve Redox homeostazinin bir gostergesi
olabilir. KI plazmasinda yapilan metabolik analizler hem AML blastlarinin hemde
16semik mikrogevrenin etkilerini yansittig1 i¢in bu metabolik profilin 1semik hiicreleri
bioenerji ihtiyaclarini destekleyen ve antioksidan koruma saglayan kemik iligi MKH

leri (GSH ve GSH peroksidazlar yolu ile) ile iligkili olabilir.

Tedavi sonrasi remisyona giren AML hastalarmin KI plazma 6rnekleri heniiz
tedavi alamamis AML oOrnekleri ile karsilastirilarak incelendiginde ise tedavi sonrasi
hastalarda temizlenen 16semik hiicre yiikiiniin bir gostergesi olarak diisiik olan
lipid/yag asit diizeylerinin anlamli olarak arttig1, glikolitik aktivitenin distiigiinii
gosteren glikoz iliskili metabolitlerindeki artisin saglikli vericilerdeki diizeylere
geriledigi gozlenmistir. Ayrica 6zellikle sfingomyelin metaboliti olan seramidlerdeki
artis seramidlerin timor baskilayict etkisi nedeni ile AML hastalarinda iyi prognoz
faktorii olarak degerlendirilebilir. Hiicre-i¢i ve hiicre dis1 niikleotid metabolizmasini
etkileyerek tiimor baskilayict etki gosterebilen ayn1 zamanda otofajiyi indiikleyici ve
antiinflamatuvar etkileride olan Trehalose (106) diizeylerinde gozlenen artis ise yine
bir iyi prognostik faktor olarak degerlendirilebilir. Ayrica AML hastalarinda izlenen

atmig glutamat, tritofan ve 5-HT diizeylerininde normale donmesi tedaviye yanit
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alinmasi ile oksidatif stres riskininde ortadan kalktigin1 gdstermektedir. Iyilesme
stireci ile hastalarda Alanin, TP53 bagimli- otofajiyi indiikleyebilen malonik asit ve
maliyn hiicre proliferasyonun PTEN/AKT/mTOR yolag: {izerinden inhibe eden oleik
asit diizeylerinde anlamli artis gézlenmistir. Bu metabolitlerin AML hastalarindaki
prognostik  degerlerinin anlagilabilmesi i¢in daha kapsamli arastirmalarda
sonuglarimizin konfirme edilmesi gerekmektedir. Remisyona giren AML hastalarinin
KI plazma &rnekleri saglikli vericiler ile karsilastirilarak incelendiginde ise, 16semik
blast yiikiinlin temizlenmesiyle normallesen lipid/yag asit metabolizmasi ile uyumlu
olarak artan lipid/yag asit diizeylerinde onemli oranda normallesme izlenmistir.
Glukuronik asit metabolizmasi ile iliskili bir metabolit olan glucoheptonic asitte,
inozin, sitrik asit, izopropil beta-D-1-thiogalaktopironozid (IPTG) diizeylerinde
azalma; iyi prognostik belirte¢ olma potansiyeli olan ancak olarak ileri analizleri
gereken malonik asit ve trehalose diizeyleri anlamli artig izlenmistir. Ayrica piirin

metabolizmasi iligkili bir metabolit olan ksantozinde artig gozlenmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda AML hastalarinda farkli hastalik siireglerinde yapilan
biitiinlesik omiks veri analizleri; AML’de tanisal veya prognostik belirtegler tespit
edebilmek i¢in, immiinfenotipleme ve molekiiler/sitogenetik 6zelliklere ek olarak,
16semi mikrogevresinin dinamik metabolik degisimini yansittig1 icin AML’de kisiye
0zel metabolik profilleme yapilmasinin risk siniflamasi i¢in 6nemli bir arag
olabilecegini gostermistir. Ozellikle degisen 16semik hiicre metabolizmasimin kritik
basamaklarindan biri olan ve bizim verilerimizde de teyit edilen lipid /yag asit
metabolizmasinin etkilerini kesfedebilmek icin hedeflenmis lipidom analizleri

yapilmasi 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

AML hasta kemik iligi plazma 6rneklerinin metabolik analizinden elde edilen
biitiinlesik omiks verileri kullanilarak 16semik mikrogevrede meydana gelen,
16semi gelisimi / ilerlemesi veya tedavi direnci ile iliskili olabilecek metabolik
degisimlerin genel profili ¢ikarilmistir.

AML'de farkli hastalik siireglerinin (tedavi, remisyon, relaps hastalik) kemik
iligi mikrogevresinde neden oldugu metabolik degisimleri anlamak i¢in tek ve
cok degiskenli analizler yapilmig ve tespit edilen farkliliklar potansiyel
biyobelirteglerin belirlenmesi i¢in veya tedavi hedefleri olarak degerlendirmek
icin 1ileri hedefli lipidom analizlerinin yapilmas1 gereklili§ini ortaya
koymustur.

Venn diyagramlari sayesinde sadece hastaliga, iyilesme siirecine ve saglikli
duruma ait metabolitler ve lipitler ¢ikarilmistir.

PCA analizlerinde, AML hastalar1 ile saglikli vericiler, tedavi almamig AML
hastalart ile tedavi sonrasi remisyona giren AML hastalar1 ve saglikli vericiler
ile remisyondaki AML hastalar1 arasindaki metabolik profil farkliliklar1 agik
bir sekilde gosterilmistir.

VIP skorlari, PLS-DA analiz modelinde her degiskenin ne kadar onemli
oldugunu belirleyen bir 6lgiit olmasindan dolay1 analiz sonuglarinda elde
edilen bu skorlar, modelin siiflandirma performansina katkida bulunan
metabolitlerin hangileri oldugunu gosterir.

PLS-DA analiz modelindeki VIP skorlar1 kullanilarak karsilagtirilan hastalik
stirecleri veya saglikli kemik iligi ayrimint en iyi agiklayan metabolitler
belirlenmistir.

Is1 haritasi, metabolitlerin mevcut hastalik siirecine gore nasil degistigini ve
hangi metabolitlerin hastaligin ayirt edici 6zelliklerine katkida bulundugunu
gostermistir. Baz1 metabolitler AML hastalarinda yiiksekken, bazilar1 saglikli
donorlerde daha yiiksek konsantrasyonlardadir. Bu tiir bilgiler, hastalik

tanisinda, prognozunun belirlenmesinde veya tedavi yanitininin izlenmesinde

kullanilabilir.
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Bu analizler farkli AML hastalik ve iyilesme siireclerindeki kemik iligi nisi ve
saglikli kemik iligi nisi arasindaki metabolik farkliliklar1 degerlendirilmesi i¢in
onemli bir aragtir.

Yolak analizleri hangi metabolik yollarin hastaligin varlig1 veya gelisimi ile en
cok iligkili oldugunu anlamak i¢in kullanilmistir. Bu bilgiler, hastaligin daha
iyi anlagilmasi ve yeni birlesik tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde dnemli
olabilir.

"Pathway Impact"” degerleri ile bir metabolik yolun, analiz edilen durum veya
kosul (6rnegin hastalik vs. saglikli durum) altinda ne kadar etkilendigini
gosteren bir Olciittiir. Deger ne kadar yiiksekse, o metabolik yol o kosulda o
kadar fazla etkilenmis demektir. Bu 6lciit, bir yola dahil olan ve degisiklik
gdsteren metabolitlerin sayisin1 ve bu metabolitlerin yolak iizerindeki topolojik
(agdaki konumlar1) onemini temel alir. Yiiksek etki degerine sahip olan
yolaklarmn hastaligin mekanizmasinda dnemli rolleri olma olasilig1 yiiksektir.

Bu kapsamda AML hastalarinda saglikli vericileri ile karsilastirildiginda en

cok etkilen yolaklar galaktoz, gliserofosfolipid ve askorbat/aldarat

metabolizmalaridir. Tedavi almamig AML hastalarinda tedavi alanlara kiyasla

en ¢ok etkilenen yolaklar ya§ asidi biosentezi ve nisasta/sukroz

metabolizmasidir ve bu yolaklarin etkinliginin tedavi sonrasi remisyona giren
hastalarda da devam ettigi goriilmiistiir. Bu yolaklar potansiyel yeni terapotik
hedeflerin gelistirilmesinde kullanilabilir.

Yapilan tiim bu analizler 1s181inda, metabolitlerin hastalik durumu ile dinamik
iligkisini anlamak, hastaligin biyolojik mekanizmalarmin kesfedilmesini,
hastalik prognozu ile iligkili metabolik profil modellerinin ¢ikarilmasini

mumkin kilacaktir.
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