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KISALTMALAR

ADP: Adenozin Difosfat

AMP: Adenozin Monofosfat

ATP: Adenozin Trifosfat

Akt: Serin Treonin Kinaz (protein kinaz B)

cDNA: Komplamenter DNA

CD: Farklilasma Ylizey Antijen Kiimeleri

EE-MKH: Ekstra Embriyonik Mezenkimal Kok Hiicre
EGF: Epidermal biytime faktor

EKH: Embriyonik kok hicre

FGF: Fibroblast biylime faktori

FBS: Fotal Sigir Serumu

GAPDH: Gliseraldehit 3- fosfat dehidrogenaz

HMG CoA rediktaz: Hidroksimetil Gluteril KoA rediktaz
GKK-MKH: Gébek Kordonu kani mezenkimal kok hiicresi
MKH: Mezenkimal Kék Hicre

MKH: Wharton Jdlesi Mezenkimal Kok Hucresi
PBS: Fosfat tamponlu fizyolojik sollisyon

RT-PCR: Kantitatif PCR (Real-Time PCR)

PFKp : Fosfofrukto kinaz

PI3K: Fosfotidil inozitol 3 kinaz

MTOR: memeli rapamisin hedefi

PDH: Piruvat Dehidrogenaz
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ASETIL KO A VE iLISKiLi METABOLIT DEGISIMLERININ BELIRLENMESI
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Anabilim Dali, 35340, Inciralti, Izmir

Rug.bora@gmail.com

OZET

Kok hiicreler diferansiye hiicrelerden fizyolojileri ve enerji kaynadi olarak kullandiklari
metabolik yolaklar bakimindan farklilik goéstermektedirler. Kok hiicrelerdeki bu
“metabolik plastisitenin” kok hicre fizyolojisinde etkisi henliz tam olarak
aciklanamamistir. Kok hiicrelerde, ana ATP Uretim yolagi olarak glikoliz, ortamdaki 02
diizeyinden bagimsiz olarak hizlidir, pirlivatin mitokondri iginde kullanilmasi azalmistir.
Noronal farklilagma sirasinda mitokondrial biyogenezin inhibisyonu ndronal
farkllasmayi bloke etmektedir. Noroglial farklilasma esnasinda asetil KoA ve iligkili
metabolizma degdisiklikleri heniliz net olarak tanimlanmamistir. Bu calismada néronal
farklilasmanin karbonhidrat, kolesterol ve yad asidi metabolizmasinin karsilikli
diizenlenmesinde kilit rol oynayabilecek asetil KoA ve iligkili metabolit degisimleri

Uzerine etkisini belirlemek amaglanmistir.

Insan gobek kordonu wharton joélesinden mezenkimal kok hiicreler (WJ-MKH) eksplant
yontemi ile izole edildi. Kok hticrelere 21 glin boyunca forskolin, N2B27 suplement ve
blyime faktorleri igeren néronal farklilasma ortami uygulandi. Hicre karakterleri isik
mikroskobi, immunohistokimya, akis sitometri ve Q-PCR yontemleri ile degerlendirildi.
Kok hiicrelerin néronal farklilasma stirecindeki laktat, pirlivat ve sitrat diizey degisimleri
kolorimetrik-florometrik olarak belirlendi. W3-MKH’lerin néronal farklilasma siirecinde
ortam laktat, diizeyinin belirgin diistligl gosterildi. Farklilasma indiiksiyonunun Asetil
KoA, pirlivat ve sitrat diizeylerini degistirdigi belirlendi. Akt inhibitdr uygulamasi ortam
sitrat miktarini artinrken, diger metabolitler lizerinde anlamli bir degisiklik meydana

getirmedi.



Calismamiz ile elde edilen verilerin daha sonra planlanabilecek rejeneratif tip
uygulamalari kapsamindaki projeler icin temel bir basamak olusturabilecek kapasitede
oldugu dislintlmektedir. Ayrica galismamizda elde edilen veriler ve protokoller néronal
sinyal ileti fonksiyonu igin kritik olan miyelin olusumu ve rejenerasyonuna dair ileride

planlanacak yeni calismalari destekleyebilir.

Anahtar Sozciikler: Wharton Jélesi, Mezenkimal K&k Hicre, Enerji Metabolizmasi,
Asetil KoA



DETERMINATION OF AKT-AMP KINASE AND MTOR-MEDIATED ACETYL
COA AND ACETYL COA RELATED METABOLITE CHANGES IN NEUROGLIAL
DIFFERENTIATION PROCESSES

ABSTRACT

Stemcells differ from differentiated cells in terms of their physiology and metabolic
pathways they use as energy sources. The effect of the metabolic plasticity in the
physiology of stem cells has not yet been elucidated. In stemcells, glycolysis as the
main ATP production pathway is rapid, independent of the O2 level in the medium,
the use of pyruvate in the mitochondria is reduced. Inhibition of mitochondrial
biogenesis during neuronal differentiation blocks neuronal differentiation. Acetyl
CoA and associated metabolism changes during neuroglial differentiation are not
clearly defined yet. The aim of this study was to determine the effect of neuronal
differentiation on acetyl CoA and related metabolite changes which may play a key
role in the mutual regulation of carbohydrate, cholesterol and fatty acid metabolism.

Mesenchymal stem cells from human umbilical cord wharton jelly were isolated by
explant method. Stem cells were exposed to neuronal differentiation media 21 days.
Cell characteristics were evaluated by light microscopy, immunohistochemistry, flow
cytometry and gPCR methods. In the neuronal differentiation process, levels of
lactate, pyruvate and citrate of the stem cells were determined as colorimetric and
fluorometric method. It was shown that the levels of lactate were significantly
decreased during the neuronal differentiation period of W]-MSCs. The levels of
acetyl-CoA, pyruvate and citrate were changed after neuronal induction.

It is thought that the data obtained by our study is capable of forming a basic step
for the projects that can be planned later in the regenerative medicine applications.
In addition, data and protocols obtained in our study support future studies on
myelin formation and regeneration which are critical for neuronal signaling.

Keywords: Wharton’s Jelly, Mesenchymal Stem Cell, Energy Metabolism, Acetyl
CoA



1.GIRIS VE AMAC

Kok hiicreler 6zellesmis hicrelerden fizyolojileri ve enerji kaynagi olarak
kullandiklari metabolik yolaklar bakimindan farklilik gdsterirler. Son yillarda bu
farklihigin nedeni ve boyutu (izerinde arastirmalar sirmekle beraber “metabolik
plastisitenin” roli henliz tam olarak acgiklanamamistir. Kok hicrelerde glikoliz,
ortamdaki O2 diizeyinden bagimsiz olarak hizlidir, pirlivatin mitokondri icinde
kullanilmasi azalmistir. N6éron ve ndroglia hicrelerinin  karbonhidrat ve lipit
metabolizmasi farklidir. Embriyonel kok hilicrelerden ndronal farklilasma sirasinda
mitokondrial biyogenez artigi ile beraber hiicre icine glukoz aliminin ve glikoliz enzim

ekspresyonlarinin azaldigi gordlir.

Kok hticrelerde Pentoz fosfat yolagi aktiftir; bu yolagin aktivasyonu, niikleotid
sentezinde oncli molekiillerin Gretimini saglayarak, hiicrenin proliferasyona hazir
olmasina ortam saglar. Differansiye olmus somatik hiicrelerde ise metabolizmanin
ortamdaki O2 diizeyine bagimli olarak sitrik asit siklusu ve mitokondrial oksidatif
fosforilasyon baskin oldugu ileri slrilmektedir. Kok hiicrelerden noroprogenitor
hiicre ve olgun néron farklilasmasi sirasindaki kritik metabolik degisimler ise heniiz
net olarak bilinmemektedir. Olgun néronlarda nérotransmiter sentezinde kullaniimak
Uzere sitozolik yolaklar aktif olmasi beklenir. Aksonlari saran miyelin kilifi olusturan
oligondendroglia hiicrelerinde ise gelisim doéneminde, kolesterol, fosfolipit ve

galaktolipit gibi kompleks lipit sentezi artmasi olasidir.

Noronal farkllasma sirasinda mitokondrial biyogenezin arttigi bununla
beraber artmis glukoz alminin, GLUT3 mRNA ekspresyonunun ve
phosphofructokinase 1 (PFKp) protein ekspresyonunun arttigi gosterilmistir.
Mitokondrial biyogenezin inhibisyonu néronal farklilasmayi bloke ettigi gésterilmistir.
Noronal enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde PI3K—Akt—-mTOR sinyal yolaginin
kritik diizenleyici rol Ustlenebilecedi ileri strllmektedir. Dider taraftan PI3 ve Akt
yolaginin uyariimasi mTOR aracisiz olarak AMPkinaz aktivasyonu saglayabilir. Diisiik
glukoz veya hipoksi varliginda hiicre ici (AMP+ADP/ATP) oraninin degistigi AMPKinaz
aktivasyonu ile glikolizin arttigi ancak steroid ve yag asidi sentezinin baskilandig

bilinmektedir. Hlicrede steroid sentezi, kolesteroliin mitokondri icine STAR proteini
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aracill tasinmasindan sonra, mitokondrial sitokrom P450 scc enzimi araciidi ile
baslar. Ancak ndronal farklilagma esnasinda, olasi mitokondri artisi ile beraber sitrik
asit siklusu baglantih sitrat ve asetil koA diizey degisimleri henliz net olarak
bilinmemektedir. Mitokondride pirtivatdan olusan ancak mitokondrial membrandan
gecemeyen asetil koA, sitrat ve pirlivat néronal farklilasma evrelerinin ayiriminda

kilit rol oynayabilir.

Hicre enerji metabolizmasinin dizenlenmesinde AMP ki.naz enzim aktivitesi
merkezi role sahiptir. Disiik glukoz veya hipoksi varliginda (AMP+ADP/ATP) oraninin
degiserek AMP kinaz aktivasyonu ile glikolizin ve kdk hiicre canliiginin arttigi ancak
kolesterol ve yag asidi sentezinin baskilandigi gosterilmistir. AMP kinaz enziminin
kontrol yolaklarindan biri olan PI3K ve Akt yolaginin bloke edilmesi ile kdk hiicrelerin
motor noronlara gevrilmesi tetiklenebilir. Son yillarda hiicre enerji dengesi ve lipit
metabolizmasinda mTOR un merkezi bir roli oldugu ve AMP kinaz enzim yolagdi
haberlesebilecegi tartisiimaktadir. Kok hiicreler canliliklarini koruma veya farklilasma
stirecinde gerekli fenotipik degisiklikleri olusturma amaci ile enerji metabolizmasi ile

iligkili farkli metabolik kompartmanlar olusturabilir.

Calismamizda, noéronal farklilasma esnasinda hiicrede sentezlenen lipitlerin
onculi olan asetil koA'nin hiicresel diizeylerinin degisecedi ve bu degisimin akt-AMP
kinaz araciligi ile kontrol edilebilecegdi hipotezi ileri siiriilmektedir. Akt etkisinin
inhibe edilmesine eglenik AMP kinaz aktivite artigi glikoliz artigi yani sira hiicresel
asetil koA artisi ile sonuglanabilir. Akt-AMP kinaz yolagi asetil koA'nin akibetini
belirlemek (izere pirlivat dehidrogenaz, pirlivat karboksilaz, sitrat liyaz, yag asidi
sentaz ve HMG CoA rediktaz vb glukoz-lipit metabolizmasi enzimlerini etkileyerek

olgun ndron ve oligodendrioglia olusumunu kontrol edebilir.

Calismamizda insan mezenkimal kdk hicrelerinin  noral farkhlagmasi
esnasinda olasi laktat, asetil KoA, sitrat ve pirlivat metabolit diizey degisimlerinin
indliksiyon zamanina bagli olarak belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica farklilasma
esnasindaki olasi metabolik degisimlerin enerji bagimli Akt-AMP kinaz sinyal yolagi
ile iliskisinin degerlendiriimesi hedeflenmistir. Akt inhibitor X kullanilarak, olusan
metabolik degisimlerin hicre proliferasyon, canliik ve farklilasmasi ile iligkisi

incelenmigtir.



Calismamiz ile elde edilen veriler sinyal ileti fonksiyonu icin kritik olan miyelin
olusumu ve rejenerasyonuna dair ileride planlanacak calismalar icin temel veriler
olusturabilir. Calismamizin kok hicrelerin devamhligi ve néroglial farklilasmasi
esnasindaki metabolik plastisitenin agiklanmasina katki verebilecek potansiyelde

oldugu dustinilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hicrelerin kesfedilisi 19. Ylizyilla kadar gitmektedir. Bu kavram kan, deri gibi
hiicrelerin canlinin yasami boyunca yenilenmesi gerekliliginden yola cikilarak ortaya
cikmistir[1]. Kok hicreler iki énemli 6zellik ile diger hicre tiplerinden ayrilirlar.
Birincisi, uzun siire devam eden bdliinme yetenegdine sahip ve kendini yenileyebilen
hiicreler olmalari; ikincisi ise cesitli uyarimlar aracihdi ile vicutta bulunan farkli
karakteristiklere sahip 0Ozellesmis hicrelere farklhlasabilme kapasiteleridir. Kok
hicreler embiyo, gbébek kordonu, yetiskin dokular gibi cesitli kaynaklardan elde
edilebilir. Farklilasma yetenekleri koken aldiklari hiicre tiplerine goére farklilik

gostermektedir[2].

2.1.1.Kok Hiicrelerin Siniflandiriimasi

Kok hticreler farklilasma yeteneklerine gére 4 temel sinifta incelenebilir.

Totipotent Kok Hicreler: Ekstra embriyonik dokular ve plasenta dahil canlidaki tim

hiicre tiplerine farklilagabilir ve doku olusturabilir. Gerekli kosullar saglandiginda

totipotent 6zellikteki hiicre yeni bir birey olusturma potansiyeline sahiptir.

Pluripotent K6k Hicreler: Embriyonun gelisimine devam etmesi ile birlikte ¢ ana

tabaka (endoderm, mezoderm, ektoderm) ortaya cikar. Blastosistin i¢ hicre
katmanindan elde edilen kdk hicreler ekstra embyonik dokular harig 6zellesmis

hiicre tiplerine farklilagabilirler.

Multipotent Kék Hicreler: Dokularda bulunan ve birden fazla sayida hiicre tipine
farklilasma kapasitesine sahip kok hicrelerdir. Mezenkimal hicreler bunlara érnektir.

Gobek kordonu ve kaninda, yag

Unipotent Kok Hiicreler: Tek hiicre tipine farklilagabilen kok hicrelerdir. Doku

yenilenmesi veya hasar durumunda gdérev alarak destek olurlar.
Kok hicreleri kdken aldiklari dokuya goére iki ana baslik altinda incelenebilir [3] :

Embriyonik K&k Hicreler: Zigot olusumundan sonra blastomerdeki hiicreler 5.gline

kadar viicudun bitiin hicrelerine donisebilme yetenegine sahiptir. Blastosist
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meydana gelmesiyle birlikte ve 3 ana kisim olusur. Bunlar Trofoblast, blastosol ve ic
hiicre kitlesidir. I¢ hiicre kitlesi, blastosolun ucunda kiime halinde bulunan hiicre
toplulugudur. Bu hiicre toplulugu ilerleyen evrelerde canliyi olusturacak farkli hiicre
tiplerine donisebilecek pluripotent kdk hlicrelerdir [4]. Rejeneratif tip icin dnemli bir
potansiyele sahip olmasina ragmen embriyodan elde ediliyor olmasi ve kétiye

kullanilabilme ihtimali etik kaygilara yol acmistir [5].

Yetiskin Kok Huicreler: Somatik kdk hicreler olarak da bilinen bu kok hiicreler kemik

iligi, kordon kani, gobek kordonu, yag dokusu, kan gibi Ozellesmis organ ve
dokularda bulunur, kendini yenileyebilir ve diger hiicre tiplerine farkllasabilir.

Hastalik, yaralanma, doku yenilenmesi gibi durumlarda 6énemli role sahiptirler [6],
[7].

2.1.2.Mezenkimal Kok Hiicreler

Friedenstein tarafindan fare kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok
hiicreler (MKH), kemik iliginden elde edilmis, ylizeye tutunup gogalabilen,
multipotent 6zellik gbsteren, stromal hicreler olarak tanimlanmistir [8]. Bunlarin
plastik zemine tutunabilen, koloni olusturan (nitelere codalabilen fibroblastlar
oldugu, belirli kosullarda farklilasarak, osteojenik, kondrojenik, myojenik, adipojenik

ve diger hiicre tiirlerine doniisebildigi, cok sayida calismada gosterilmistir [9]-[11]

Kendini yenileme ve farklilasma bir kok hicreyi tanimlayan iki esas kriterdir
ve MKH bu o6zelliklere sahiptir. MKH'ler yag dokusu, periferal kan, kemik iligi gibi
yetiskin dokulardan veya amniyotik sivi, kordon kani, gébek kordonu gibi nheonatal
dokulardan elde edilebilirler [12]. MKH’ler kdk hicre olarak belirli proteinleri
eksprese ederler, ancak sadece MKH'de eksprese olan bir belirte¢ protein heniz
bulunamamistir (Handbook of Stem Cells, Volume 2 (Google eBook) 2012). Dominici
et. al., 2006 yilinda yayinladiklari makale ile minimal MKH kriterinin CD105, CD73,
CD44 ve CD90 markirlar icin pozitif ekspresyon ve CD45, CD34, CD14, CD19 ve
HLA-DR ylzey molekilleri icin negatif ekspresyon olmasini énermislerdir. Ayrica
MKH'lerin standart in-vitro kultlr kosullarinda adiposit, osteosit ve kondrositlere
farkllasma kapasitesine sahip olmasi gerekmektedir. Immiinsiipresif etkilerinin
olmasi, MKH’lerin hiicresel tedavilerde ve rejeneratif tipta en dnemli hiicre kaynadi

olarak degerlendirilmelerinin 6ntind agmistir [13].



Insan perinatal dokularda multipotent kdk hiicreler tespit edilmis ve ekstra
embriyonik mezankimal kok hicreler (EE-MKH) olarak tanimlanmiglardir. Bunlar,
plasenta, amniotik sivi, amnion, gdbek kordonu kani ve gdbek kordonunda yer
alabilmektedirler [14].

2.1.3.Wharton Jolesi Mezenkimal Kok Hiicreleri

GObek kordonu kani MKH (GKK-MKH), hematopoetik kdk hicre gereken
tedavilerde kullanilmaktadir, ancak bu hiicrelerin klinikteki kullaniimasinda en blylk
sinirlama, kordondan izole edildiklerinde baslangic sayinin az olmasi nedeniyle,
cogdaltilmalari sonunda transplantasyon igin gerekli toplam saylya ulasilamama

olasiiginin bliylik olmasidir [15].

GoObek kordonunda iki arter ve bir ven, bunlarin gevresinde ise koruyucu gérevi olan
bir doku; Wharton jolesi bulunur (Sekil 1). Wharton jolesi, mukoid bir bag dokudur,
hyallronik asitten zengindir ve stromal hiicreler icermektedir. Stromal hicreler
fibroblast-benzeri hiicreler ve miyofibroblastlardir [16]. Wharton jolesi icindeki
MKHler, Wharton jélesi MKHIleri (WJ-MKH) olarak adlandiriimiglardir.

Sekil 1: Gobek kordonu ve Wharton jolesi



Bu hilicreler, embriyolojik gelisim sirasinda aort-gonad-mezonefroz bélgesine
goc ederken kordon etrafinda kalmis olan primitif MKHlerdir [17]. Wharton jdlesi ve
plasenta, fetal dokulardir, bunlardan elde edilen hiicreler genotip ve fenotip olarak

fetal 6zellik gostermektedir.

WJ-MKHleri Uluslararasi Hiicre Tedavisi Dernegi (International Society for
Cellular Therapy; ICTS)nin 2006'da yayinladigi minimal kok hiicre kriterlerini
tasimaktadirlar [13].

2.1.4. Kok Hiicre Enerji Metabolizmasi
Kok hiicreler diferansiye hicrelerden fizyolojileri ve enerji kaynadi olarak
kullandiklar metabolik yolaklar bakimindan farklilik gostermektedirler. Bu farklihigin

nedeni ve boyutu Uzerinde arastirmalar stirmektedir [18].

Hiicrede mitokondrilerin sayisi degisebilmektedir, organellerin fiizyon/fisyonu
ile artip azalabilmektedir. Bu organeller gerektiginde mitokondriyel otofaji = miyofaji
ile lizizomlarda degrade edilirler. Farklilasmis hicrelerin aksine, kok hticrelerinde
mitokondriler kiiglktlr ve az gelismistir [19]. Mitokondriyal agin fragmante ve
organel aktivitelerinin diislik olmasi, bir kdk hiicreyi belirleyen bir dzellik olarak kabul
edilmektedir [20]. Kok hicrelerde mitokondrinin sayisinin ve seklinin hicrenin
farklilasma durumuna gore degiskenlik gosterdigi gosterilmistir. Farklilasma
uyarilari, hicredeki sinyal alici farkli proteinler aracihidi ile belirli genlerin
ekspresyonunu degistirmektedirler. Bu genlerin Uriinleri olan proteinlerin bir kismi
mitokondride yer almakta ve organelin islevlerini degistirmektedirler. Bu sinyal
alicilara ornek, besin diizeyini degerlendirmesini saglayan sensorler, mitokondri

biyogenezini diizenleyen proteinler ve redoks sensorler verilebilir [21], [22].

Hicrede enerji Uretiminde en temel yolak, glikolizdir, ancak bu yolla elde
edilen enerji miktari azdir. Glikoliz yolu ile glikozun pirlivata dontstiiminde ATP
verimi 2 iken, son pirlvatin mitokondriye girmesi, Krebs sikllisli ve solunum
zincirindeki reaksiyonlar ile bir glikoz molekull basina elde edilen enerji miktari 36
ATP olmaktadir. Cok farkl islevi olan ve enerji gereksinimleri hizla degisebilen
farklilasmis htcrelerde mitokondriyel fonksiyon, bu ATP miktarini karsilayabilmek

Uzere gelismis durumdadir.
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Sekil 2: Glukoz metabolizmasi ve olusan Urinlerin olasi akibetlerinin sematik gdsterimi.

Kok hicrelerde,

e Glikoliz, ortamdaki O2 diizeyinden bagimsiz olarak hizlidir, bu hiicrelerde
ana ATP Uretim yolagidir.

e Pirtivatin mitokondri icinde kullanilmasi azalmigtir. Pirivatin PDH enzimi ile
asetil KoA'ya dénlismesini inhibe eden PDK bdylelikle, bunu izleyen Krebs
siklisu ve oksidatif fosforilasyon ile ATP olusumunu azaltici etki gosterir
[19].

e Krebs siklislnin ara Urini 4 karbonlu bilesikler sitozole ydnlendirilmektedir
(UCP altinda agiklanmistir).

e Pentoz fosfat yoladi aktiftir; bu yolagin aktivasyonu, niikleotid sentezinde
oncli molekiillerin Uretimini saglayarak, hiicrenin proliferasyona hazir
olmasina ortam saglar [19].

Embriyonik kdk hticrelerde ve hematopoetik kdk hticrelerde glikoliz ile oksidatif

fosforilasyon dengesi ile ilgili yakin zamanda yapilan c¢alismalar bir derlemede
ozetlenmistir [23]. Indiiklenmis pluripotent kdk hiicrelerle yapilan yayinlar, bu

hiicrelerde geri programlamaya paralel olarak glikolizin arttigini gdstermektedir [19].
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2.1.5.K06k hiicrelerde enerji sensorleri ve rolleri

Besin sensdrli ve enerji sensorli olarak gorev yapan metabolik yolaklar, kok
hiicrelerin pluripotent 6zelliklerinin korunmasinda ve farklilasmalarinda rol alirlar
[24], [25]. Bunlardan biri olan AMPK, eneriji sensorl olarak gérev yapan bir Ser/Thr
kinazdir. Hicrede AMP/ATP oraninin dismesi veya enerji Uretiminin azalmasi
sonucunda AMPK tarafindan katabolik yolaklar aktive ve anabolik yolaklar inhibe
edilerek enerji dengesi korunmaya calisilir [26]. Insiilin sinyal iletim yolaginda yer

alan Akt proteini, AMPK'yi inaktive etmektedir.
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Genomic stability, glucose metabolism, j
cell cyde contral  cell quiescence /

Nucleus | STEM CELL SELF-RENEWAL AND POTENCY

Sekil 3: Akt-mTOR-AMPK sinyal yolagi [24].

Bir diger besin durumu sensori ise, mTOR, Raptor, PRAs40, Deptor ve mLst8
proteinlerinin olusturdugu bir kompleks olan mTORC1 kompleksidir. mTOR da bir
Ser/Thr kinazdir, bir grup substrat proteinini fosforiller ve metabolizmayi kontrol
eder. Substratlari; S6K, 4E-BP, LIPIN1, TFEB ve Ulk1 olarak gosterilmistir. mTORC1,
lizozom Uzerinde yer alarak hticre igin besin ve amino asit dlizeylerini 6lgen bir
sensOr gorevi yapar. Mitokondriyel biyogenezi uyarir. Aktivitesi AMPK (zerinden

hiicre eneriji dlizeyleri ile de iligkilidir [27].
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2.1.6.Noral Farkhilasma

Son on yilda WJ-MKH'den rejeneratif tip uygulamalarinda kullaniima amaci ile
fonksiyonel dopaminerjik ve asetilkolinerjik néronlarin farkllagmasi icin gerekli
yontemsel calismalar sinir bilimleri arastirmacilarin ilgi odagi olmustur [28]-[31]
Ancak Wharton jolesinden fonksiyonel noéronlarin  farklilasmasi  ve
transplantasyonu icin yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Néronal hicrelere farkhlastirma icin embriyo temelli hat secimi [32] ve
stromal hiicrelerle ko-kiiltlir gibi birkag protokol direkt fare EKH ‘lerinin orta beyin
dopaminerjik néronlarina dénisiminde kullanilmigtir [33]. Parkinsonlu ratlara
bu hicrelerin “grafting” ile transferinden sonra fare EKH'lerden tiireyen
dopaminerjik néronlar yasamlarini devam ettirerek ve striatuma entegre olarak
fonksiyonel gelisim saglamislardir. Benzer sekilde kok hiicrelerin farklilastiriimasi
ile elde edilebilecek asetilkolinerjik noronlarin Alzheimer hastaliginda olusan
noronal dejenerasyonu ve fonksiyonel kayiplari yerine koymasi olasidir. Diger
taraftan dolasim ile beyin dokusunun direkt temasini engelleyen ndéron, astrosit
ayaklari yani sira endotel hiicreleri tarafindan olusturulan “kan beyin bariyeri”nin

biitlinligl beyin dokusunun fonksiyonu icin hayatidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel, /in vitro hiicre kiltliri cahismasidir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmamiz Haziran 2018-Ocak 2018 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip

Fakdiltesi Tibbi Biyokimya laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Kok hiicre eldesi icin Tepecik Kadin Dogum Egitim ve Arastirma Hastanesine basvuran
18—40 yas arasI miad (37-40 haftalik) sezeryanla dogum yapan gebeler dahil edilmistir.
25 gebeden alinan gdbek kordonundan elde edilen kdk hicreler arastirma evrenini

olusturmaktadir.
3.4. Arastirmanin Calisma Materyali

Arastirmada insan gobek kordonundan elde edilen Wharton Jolesi mezenkimal kdk

hiicreleri ve bu hiicrelerden farklilagtinlan néron-benzeri hicreler kullanilmistir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz degisken; farklilasma ortami uygulamasi, Akt inhibitdr uygulamasi
Bagimh degiskenler: 6zellesmis hiicre belirtegleri, asetil koA, sitrat, pirtivat diizeyleri

3.6. Veri Toplama Araclan

Tablo 1: Kullanilan Cihazlar

Laminar Air Flow Hicre Kultard Kabini Thermo Sci, 2020
Karbondioksit Inkiibatorii Thermo Sci, Steri-Cycle i160
Ters Faz Isik Mikroskobu Nikon Eclipse TS-100
Santrifuj Eppendorf 5810 R

Derin Dondurucu Thermo Forma Model 705
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Plak Okuyucu

BioTek ELX 800

Sonikator

Sonic Materials

Akis Sitometre

BD Accuri C6

Floresan Mikroskobu

Olympus DP71

Thermal Cycler

Roche Light Cycler 480

Tablo 2: Kullanilan Kimyasallar

DMEM:F12

Thermo Sci. (11320)

Neurobasal Ortam

Thermo Sci. (21103)

Fotal Sigir Serumu

Thermo Sci. (16000-36)

Penisilin/Streptomisin

Thermo Sci. (15140122)

Epidermal Blylime Faktori

Biovision (7135)

Fibroblast Blylime Faktori

Biovision (4037)

Forskolin Sigma (6886)
N2 Takviyesi Thermo Sci. (17502001)
B27 Takviyesi Thermo Sci. (17504044)

CD 44 Primer Antikor

Abcam (ab6124)

CD 90 Primer Antikor

Abcam (ab225)

Nestin Primer Antikor

Cell Signaling (33475S)

33 Tubulin Primer Antikor

SantaCruz (sc 80016)

Stempro Accutase

Thermo Sci. (A1110501)

Akt Inhibitori

Biovision (2338)

DAPI

CST (89615)
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Ikincil Antikor (FITC) Abcam (ab97039)

Donor Dislama Kriterleri

Kok hiicre eldesi igin calismaya Tepecik Kadin Dogum Egitim ve Arastirma Hastanesine
basvuran 18-40 yas arasi miad (37-40 haftalik) sezeryanla dogum yapan ve goniilli

onam veren gebeler dahil edilmistir.

Cogul gebelikler, yardimci Gireme teknikleri yoluyla elde edilen gebelikler, bilinen
genetik ve yapisal anomalisi olan fetisler, diyabet, tiroit hastaliklar gibi annenin bilinen
ek hastaligi oldugu durumlar ve siirekli ilag kullanimi gerekli haller, intrauterin gelisme

geriligi (fetal agirik <2500 gr) olan gebeler calisma disi birakilmistir.
3.6.1.Gobek Kordonunun Temini

Dogumun gerceklesip bebegin dogumunu takiben cocuk doktoruna verilmesinin
ardindan plasenta ile kordon arasina 3. bir klemp konularak plasenta uterustan
alinmigtir. Plasenta ile kord, 3. klempin hizasindan plasentaya yakin yerden kesilerek
ayrilmistir. Kordon, Uzerindeki kan aseptik kosullarda silinerek birkag dakika icinde
steril, 5 g/l glikoz, 50 pg/ml gentamisin, 2.5 pg/ml amfoterisin B, 100 U/ml penisilin,
100 pg/ml streptomisin eklenmis, +4°C de bekletilen fosfat tamponuna (PBS)
yerlestirilmistir. Kordonun yaklasik olarak 2 saat icinde Dokuz Eyliil Universitesi T.
Biyokimya hticre kiltlrdi laboratuvarina transferi saglanmis ve bekletilmeden kok

hiicrelerin izolasyonuna baslanmistir.
3.6.2.Kok Hiicrelerin Izolasyonu
Eksplant Yontemi

Gobek kordonu laboratuvara ulastiktan sonra hizli bir sekilde steril ve hazir
sekilde bekleyen laminar akimh hiicre kiltiirii kabinine alindi. Kordon tasindigi kabin
icinden alinarak sagma hareketi ile icinde kalmis olabilecek kandan arindirildi. 1.5-2
cm’lik uzunlugundaki parcalara ayrildi ve kurumamasi igin izolasyon gerceklesene kadar
PBS icinde bekletildi. Her parca, dokuda bulunan iki arter ve bir ven dokudan ayrilarak

jole bolgesi ortaya ¢ikarildi. Temizlenen doku parcalara ayrilarak alti kuyucuklu hticre
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kdlttrd kaplarinin bir kuyucuguna jole altta kalacak sekilde yerlestirildi ve ylizeye
tutunmasi icin 1 saat kabin icinde bekletildi. Yiizeye tutunan eksplantlara 10% Fétal
Sigir Serumu (FBS) ve 2 mM L-Glutamine iceren DMEM:F12 komplet ortam eklenerek
37°C'de ve %5 CO? iceren inkiibatore kaldirildi. Hicre kiltir kaplarina 6rnek kodu,
izolasyon isleminin yapildigi tarih ve taze kiltir ortami degisiminin yapildigi tarih
yazildi. Haftada iki kere eski kuiltiir ortami gekilerek taze komplet ortam ile degistirildi.

Eksplantlar 1sik mikroskobu yardimi ile izlenerek hticre c¢ikisi gozlendi.

Enzimatik Yontem

Arastirmamizda enzimatik ydntem ile Wharton jolesinden mezenkimal kdk

hiicrelerin izolasyonunda kollajenaz ve tripsin enzimleri kullanild.

Kadin Dogum Kliniginden getirilen ve steril soguk ¢ozeltide bekletilen kordonlar, steril
kabin icinde caligilarak Gzerlerindeki pihti temizlendi ve iglerindeki damarlar disekte
edilerek gikarildi. Mezenkimal doku (Wharton jolesi) yaklasik 0.5 cm3’ lik parcalara
ayrildiktan sonra 250g de 5 dakika santriflij edildi. Ortamdan slpernatant
uzaklastinlarak, mezenkimal dokulardan olusan pellet serumsuz DMEM/F12 ile
yikandiktan sonra 250 g’ de 5 dakika santriflij edildi. Slpernatantin ortamdan
uzaklastinimasindan sonra , pellet kollagenaz ile 37°C’" de 18 saat muamele edildi.
Inkiibasyon stiresi bitiminde doku parcalari PBS’ le yikanarak 2.5% trypsin ile 37°C’ de
30 dakika inkiibe edildi. Iinkiibasyon bitiminde ortama %10 FBS’ li DMEM/F12 biiyiime
ortami eklenerek nétralizasyon sadlanir. Mezenkimal hiicrelerin bu % 10’ luk FBS' li

bliylime ortami iginde plete ylizeyine tutunarak bliylimesi saglandi.

3.6.3.Kok Hiicrelerin Kiiltiirii

Izole edilen kok hiicreler %10 FBS ve 2 mM L-glutamin iceren DMEM:F12 bazal
ortam kullanilarak 37°C'de ve %5 CO?iginde inkiibe edildi. Haftada iki kere eski ortam
cekilip atildi ve taze komplet ortam eklenerek ortam degisimi yapildi. Hicreler
inkiibatdrden alinip mikroskop ile go6zlenerek durum degerlendirilmesi yapildi.
Konfluent olan hiicrelerin ortami gekilip atildi ve 2 ml PBS ile yikama yapildi. Hicreleri
yluzeyden kaldirmak icin Accutase sollisyonu kullanildi. Normal hicre KkiltdrG
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kosullarinda kullanilan ortamin beste biri kadar accutase hilcre kiltari kabina
eklenerek 2-3 dakika inklbatore kaldirildi. Ylzeydeki hiicrelerin kalkmasi ve hiicre
kaybi yasanmamasi icin hilicre kiltlirli kabinin kenarina hafifge vuruldu. Mikroskopta
tim hicrelerin kalkti§i gozlendikten sonra accutase’in inaktive edilmesi icin eklenen
hacmin iki kati kadar komplet ortam eklendi. Serolojik pipet yardimi ile ylizey yikandi
ve tlim hicre/ortam karisimi 15ml falkon tlipe aktarildi. 1500 rpm’de 5 dakika santriftij
islemi yapildi. Stipernatant atilarak hiicre pelleti 1ml komplet ortamda ¢6zildi ve sayim
yapildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan deney kosullarinin gerektirdigi kadar hiicre
sayllarak ekim yapildi. Eder deney olusturulmayacak ise hicreler 1:3 oraninda

pasajlandi ya da donduralarak stok olusturuldu.
3.6.4.Canhlilik Testi

Hicre canliiginin belirlenmesi igin CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS) (Promega) kiti kullanildi. 96 kuyucuklu hicre kuiltlri
kaplarina 1x10% hiicre son hacim 200 pl olarak ekildi. Kitin talimatlarina uygun olarak
deney sonunda 100 pl son hacim olarak diizenlendi ve MTS sollisyonundan kuyucuk
basina 20 pl eklendi. 3 saat inklibe edildikten sonra ELISA plak okuyucusunda 490 nm

dalga boyunda 6lglim yapildi. Sonuglar yizde canlilik olarak hesaplandi.
3.6.5. Karakterizasyon Deneyleri

Immiinfloresan Boyama: Calismamizda WJ-MKH'lerinin  kék hiicre
karakteristigini dogrulamak igcin mezenkimal kok hiicrelere 6zgli CD44 ve CD90
antikorlari kullanildi. Néronal farkhlagmayr gostermek icin ise Nestin ve B3-Tubulin
antikorlari ile isaretleme yapilarak hazirlanan preparatlarin Olympus DP71 floresan
mikroskobunda DP Manager ve DP Controller programlari kullanilarak 10X, 20X ve 40X’

te goruntdleri alindi.

Deney kosullari sonlanan hiicrelerin fiksasyonu igin -20 °C'de sogutulmus
metanolden her kuyucuga 1'er ml eklendi ve -20 °C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda metanol cekildi ve PBS ile yikama yapildi. 2 hafta icinde boyama

deneyi yapilmak Uzere PBS iginde +4 °C'de saklad..

Lameller kuyulardan hicre bulunan ylizeyleri yukari bakacak sekilde alindi ve
kurumamasi igin Uzerine PBS damlatiidi. 80 uL %0,2lik triton-x 100 ile
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permeabilizasyon yapildi. 30 dakika boyunca 80 uL %1 BSA bulunan PBS ile bloklama
yapildi. CD90 (1:100), CD44 (1:100), B3 Tubulin (1:100), Nestin (1:1000) primer
antikor uygulandi. Hiicre gekirdegini isaretlemesi icin DAPI boyasi kullanildi. Hicreler

lam ile lamelin arasinda kalacak sekilde kapatildi.

Akis Sitometre Analizi: W]-MKH'lerin karakterizasyon basamaklarindan biri
olan akis sitometre deneyleri icin BD Accuri C6 Cytometer cihazi ile uyumlu BD

Stemflow Human MSC Analysis Kit kullanildi.

Hicreler tutunduklan hicre kdltir kaplarinin yilzeyinden accutase enzimi
yardimiyla kaldirildi ve santriftij islemi ile pellet haline getirildi. Hiicre pelleti %2 FBS
iceren 1X PBS ile ¢oziilerek 1x10° hiicre 100 pL hacimde ependorf tiiplere pay edildi.
Ependorflara dagitilan hiicre slispansiyonlarina kit protokoliinde belirtildigi sekilde MKH
yuzey belirteglerine 6zgl olan CD44, CD73, CD90 ve CD105 antikorlar veya izotip
kontrol eklenerek 30 dakika boyunca oda sicakliinda ve karanlikta inkiibasyona
birakildi. Negatif kontrol olarak herhangi bir antikor icermeyen hiicre ¢ézeltisi kullanildi.
Inkiibasyon sonunda ortamdaki baglanmamis antikorlari uzaklastirmak icin PBS ile

yikama yapildi. Hiicreler akis sitometre tlplerine aktarilarak analiz gergeklestirildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Calismamizda izole edilen W3-
MKH'lerinin karakterizasyonunu dogrulamak amaciyla yapilan immunfloresans boyama
ve akis sitometre analiz deneylerinin yani sira kullanilan yizey belirteglerinin gen
ekspresyonunu saptamak icin PZR deneyleri de yapildi. PZR icin gerekli olan total RNA,
MN Nucleospin RNA izolasyon kiti ile elde edildi. RNA safligi ve konsantrasyonu Thermo
NanoDrop 2000 cihazinda belirlendi. cDNA sentezi igin Thermo ve Fermentas cDNA
sentez kitleri kullanildi. Elde edilen cDNA’' lar hem RT-PZR’ de hem de gPZR

deneylerinde kullanildi.

Reverse Transkriptaz PZR (RT-PZR) ve Agaroz Jel Elektroforezi:
Calismamizda yer alan gen ekspresyonu deneyleri kapsaminda ilk olarak reverse
transkriptaz PZR deneyleri yapildi. 10X PZR tamponu, 25 mM MgCI2, 25mM dNTP
karnisimi, 0,2 pM reverse ve forward primer cifti, niikleaz free su ve Taq polimeraz
enzimi ile PZR master mix hazirlandi. cDNA igeren 0,2 ml'lik PZR tlplerine son hacim
25ul olacak sekilde PZR master mix karigimi eklendi. Bu asamalar buz Uzerinde
gercgeklestirildi. Primerlerin belirtilen Tm degerlerine uygun sicaklik ve déngi
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ayarlamasi yapildiktan sonra reaksiyon baslatildi. PZR deneyi bitiminde tlpler tekrar
buz Uzerinde tutularak sonraki basamak olan agaroz jel elektroforezine gecildi.
Deneylerde kullanilan primerlerin baz cifti olarak molekil blytkliklerine gore agaroz
jelin yogunlugu %1-2 arasinda degisecek sekilde hazirlandi. Elektroforezde kullanmak
uzere 10X'lik TAE (Tris base, Glasial asetik asit, EDTA, distile su) tamponu hazirland..
Belirlenen konsantrasyon icin toz halindeki agaroz tartildiktan sonra 1X'lik TAE
tamponu icinde ¢oztildi ve elektroforez tankina dokulip, jele EtBr (Etidyum bromiir)
eklenerek polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra Uzerini kaplayacak
sekilde tanka 1X'lik TAE tamponu ddkilerek, jel kuyucuklarina sirasiyla, jel yikleme
boyas! ile karnstirilmis house-keeping primeri iceren cDNA 6rnegi ve diger cDNA
ornekleri yliklendi. Jel tanki gii¢ kaynagina baglandiktan sonra ortalama 100 watt ve 1
saatlik zaman ayarlamasi yapilarak elektroforez deneyi yapildi. Sire bitiminde jel

tanktan cikartilarak, goruntileme cihazinda goérintisia alindi.

Kantitatif PZR (qPZR) : Reverse Transcriptaz-PZR deneyleri ile 6n sonuglar
elde edildikten sonra, gen ekspresyonlarinin kantitatif analizi icin qPZR deneyleri
gergeklestirildi. Bu deneyler, Roche Light Cycler 480 cihazi ve Thermo Luminaris Color

HiGreen gPCR Master Mix kiti kullanilarak yapildi.

Iceriginde 2X master mix, 10 UM reverse ve forward primer cifti ve niikleaz free
su bulunan gPCR master mix hazirlanarak karanlikta tutuldu. cDNA 6rneklerinin
bulundugu 96-well plate kuyucuklarina son hacim 20 pl olacak sekilde qPCR master
mix dagitildi. Plate yizeyi saydam bir koruyucu filmle kapatildiktan sonra,
kuyucuklardaki reaksiyon bilesenlerinin birbiriyle karigabilmesi icin 10-15 sn kadar
santriflj edildi. Cihaz acilip bilgisayar programindan kullanilan primer ciftlerinin Tm
degerlerine uygun sicaklik ve dongi ayarlamasi yapildiktan sonra reaksiyon baslatildi.

Sire bitiminde sonuglar bilgisayar ortamina kaydedilerek analiz edildi.

3.6.6.Kok Hiicrelerin Noronal Farklilasmasi

Néronal farklilasma deneyleri pasaj sayisi dérdli gecmeyen WI-MKH'ler ile
gerceklestirildi. Bu deneyler icin T25 hiicre kiltiirti flasklarina 2x10° hiicre komplet
ortam icinde ekildi ve ylzeye tutunmalari icin 24 saat beklendi. Ortam cekildi ve ileri

deneylerde kontrol olarak kullanilmak Gzere saklandi. Farklilagmanin ilk agamasi olarak
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WJ-MKH'leri nestin pozitif hiicrelere farkhlastirmak amaciyla DMEM/F12 ortamina N2-
takviyesi ve 10 ng/ml epidermal biyime faktéri (epidermal growth factor, EGF)
eklenerek 2 giin boyunca 37°C'de ve %5 CO?icinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
kdltar ortami analiz yapilmak Uzere -80°C’de saklandi. Hucrelerin néral kok hiicre
benzeri farklilagmasi icin 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml bFGF (basic Fibroblast Growth
Factor), B27-takviyesi iceren neurobasal ortam ile 3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ortam cekilerek analizlerde kullaniimak Uzere -80°C'de saklandi. Néronal
farklilasmanin tetiklenmesi amaciyla 10 uM Forskolin iceren nérobasal ortam ile 2 gilin
inklibe edildi.

Akt yolaginin néronal farklilasmaya olan etkisinin incelenmesi amaciyla Akt
Inhibitérii X (Biovision) kullanildi. Farklilasma ortamlarinin eklenmesinden &nce
hiicreler 5 uM Akt Inhibitérii X ile 3 saat boyunca inkiibe edildi ve farklilasma protokolii

ayni sekilde uygulandi.
3.6.7.Protein Tayini

Total protein konsantrasyonlari Bisinkoninik Asit (BCA) yontemi ile kolorimetrik olarak
saptandi. Yontemin prensibi alkali ortamda protein tarafindan Cu +2 iyonunun Cu +1
iyonuna indirgenmesine (Biliret reaksiyonu) ve bisinkoninik asit iceren tek bir reaktif
kullanarak Cu +1 ‘in renk degisiminin &lgliimesine dayanir. 2 mg/mL konsantrasyonda
olan sigir serum albumin (BSA) kullanilarak 25-2000ug/mL konsantrasyon araliginda
standart egrisi hazirland. Bisinkoninik asit ve %4 bakir siilfat iceren galisma solusyonu
ile 30 dakika 37°C'de inkiibe edilmesinden sonra absorbanslar 562 nm’de okundu.
Standart egrisine gore her 6rnegin icerdigi protein miktari belirlendi. Standart egrisi
asagidaki gibidir (Sekil 2)
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Sekil 4: Protein tayini standart egrisi

3.6.8.Noral Farklilasmis Hiicrelerde Laktat Uretimi

Laktik asit (laktat), karbonhidrat metobolizmasi ara trtindddr. Anaerobik glikolizin son

Urlintdir. Hiicrede esas olarak piriivatin indirgenmesine bagli olarak olusur.

Kok hticrelerin néral hiicrelere farklilasmasi siirecinde laktat kullanimini 6lgmek igin 12
kuyucuklu hiicre kilttiri kaplarina 3x10% hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekim yapildi.
Hicrelerin ylzeye tutunmasi icin 24 saat beklendikten sonra farklilasma protokoli
uygulandi. Ardisik olarak indiksiyonun 1,2,3,4,5,6 ve 7. glninde hicre kultir
ortaminda L-Laktat, enzimatik kolorimetrik yontem ile belirlenmistir (Beckman Coulter,
OSR6130 (OSR6193)).

L-laktat, laktat oksidaz (LOD) tarafindan pirlivat ve hidrojen perokside
oksitlenir. Peroksidaz (POD), hidrojen peroksit, 4-aminoantipirin ve bir hidrojen
dondriiniin (TOOS) reaksiyonu vasitasiyla renkli bir Grin dretilir. Renkli Grin,
fotometrik olarak o6lgliliir. Renk yogunlugu, numunedeki laktat konsantrasyonu ile

orantihdir.
Reaksiyon Prensibi :
L-Laktat + O2 LOD Pirlivat + H202

H202 + 4-AA + H donér POD Kromojen + 2H20
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Reaktif igerigi:

e Laktat oksidaz > 0,2 kU/L (500 pL)

e Peroksidaz > 1 kU/L

e Good Tamponu (pH 7,0) 50 mmol/L

e 4-aminoantipirin 0,1 mmol/L

e TOOS* = 0,3 mmol/L

¢ N-etil-N-(2-hidroksi-3-stlfopropil)-3-metilanilin

Ornek Volumii 30 pL Total Reaktif Volumii 3000 pL oraninda karistirilarak , olusan

renkli kromojenin absorbansi 560 nm de dlgilda.
3.6.9. Asetil KoA ve Iliskili Metabolit Degisimlerinin Belirlenmesi

Metabolit diizeylerinin belirlemek icin hiicreler 2x10%/kuyucuk olacak sekilde 12’
kuyucuklu kaplara ekildi. Farkhlasma ortami uygulandiktan sonra belirlenen inkiibasyon
surelerinin sonunda hticreler sonike edilerek parcalanarak hiicre lizatlar elde edildi.

Kolorimetrik fotometrik yontem ile asetil koA ve iliskili metabolit diizeyleri belirlendi.

e Asetil KoA Diizeyinin Belirlenmesi

Asetil CoA merkezi bir metabolizma molekiltidir. Daha biyik molekillerin
olusumunda ve parcalanmasinda kullanilan asetat tasir. Asetil KoA, seskiterpen,
kolesterol ve diger steroller, flavenoidler ve diger polipositler, polenler ve uzun zincirli
yag asitlerinin Oncllerinin sentez yolaklarinda anahtar rol oynar. Histon
asetilasyonunda kullanilan asetil grubunun kaynagidir. Asetil grubu ayrica asetilkolin,
melatonin, hem ve TCA siklis ara maddeleri gibi gesitli baska molekiillere de dahil

edilir.

Hicrelerin Asetil KoA dizeyi florometrik 6lciim prensibine dayall metot ile
Olglildli  (Biovision Acetyl CoA Assay Kit K317,CA). Testte, Asetil CoA, CoA'ya
donustlrdllr. Serbest CoA, floresan i1sima tretmek icin PicoProbe ile etkilesime giren
NADH olusturmak tzere reaksiyona sokulur. Ex / Em = 535/587 nm dalga boylarinda
okuma yapilir. Kit 10 ila 1000 pmol Asetil CoA (tespit limiti ~ 0,4 0.4M) tespit edebilir.
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Standart Hazirhgi

10 mikromolarlik Asetil KoA Standardi 100 pmol /pL olacak sekilde 10 uL
Standart 990 pl dH20 ekleyerek seyreltilir, iyice karistirilir. Bu sollisyondan 100 pl
alinarak 400 pl suya eklenir ve 5 kat daha seyreltme saglanir. 96 kuyucuklu plaga sirasi

ile 0, 10, 20, 40, 50 pl eklenir. Test tamponu ile hacmi 50 pl / kuyucuda ayarlanir.
Ornek Hazirhg:

Huicreler (10 x 10%), perklorik asit/KOH protokoli ile deproteinize edilir. Hiicreler
tampon ile sonike edildikten sonra 10 dakika boyunca 10,000 g'de santrifiijlendi. Ustte
kalan supernatant, 3M KHCOs ile nétralize edildi. 5 dakika buz tzerinde beklendikten
sonra pH kontrolii yapildi (6-8). 96 well plaga 10 ul olacak sekilde eklendi ve assay
tamponu ile hacim 50 ul’ye tamamlandi. Uzerine 50uL reaktif ( 40 pL tampon+2pul
substrat mix+2pl degisim enzimi+ 2pul enzim karisimi+ 2uL Picoprobe) eklenerek, 10
dakika 37 derecede bekletildikten sonra Ex/Em=535/587 nm’de florometrik 6lglim
yapildi. Sonuglar well hicre sayisi bagina nmol/uL(mM) olarak verildi. Asetil KoA

kalibrasyon egrisi asagida gortlmektedir.
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e Piruvat Diizeyinin Belirlenmesi

Piruvat, metabolizmada sekerlerin sitrik asit dongisiine girdigi merkezi bir
molekuldir. Piruvat, glukoneogenez sirasinda karbonhidratlara veya asetil CoA
vasitasiyla yag asitlerine donustirilebilir. Piruvat seviyelerinin yiiksek olmasi
karaciger hastaligi ve genetik bozukluklarla iligkilidir. Piruvat ayrica viicut agirhginin

kaybina neden olan metabolizmay! uyarmak icin kullaniimistir.

Kullanilan kit (Biovision Pyruvate Assay Kit, K609,CA) ile piruvat, piruvat oksidaz
enzim reaksiyonlari yoluyla ile oksitlenir ve renk degisimi ortaya gikar. Renk degisimi
570 nm’de okutularak absorbans elde edilir ve piruvat diizeyleri hesaplanir. Kit 1

MM ila 10 mM piruvat tespit edebilir.
Standart Hazirhgs

10 mikromolarlik Sitrat Standardi 1 nmol /L olacak sekilde 10 pL Standart 990 pL
tampon ekleyerek seyreltilir, iyice karistirilir. 96 kuyucuklu plaga sirasi ile 0, 2, 4, 6,
8, 10 pL eklenir. Test Tamponu ile hacmi 50 pl / kuyucuda ayarlanir.

Ornek Hazirhg:

Hicreler (10 x 10%), dort kat Piruvat Assay Buffer ile hizli bir sekilde homojenize
edildikten sonra hilicre kalintilarini gidermek igin 10 dakika boyunca 10,000 g'de
santrifiijlendi. Ustte kalan supernatant, 96 well plaga 10-20 pL olacak sekilde
eklendi ve assay tamponu ile hacim 50 uL’ye tamamlandi. Uzerine 50uL reaktif (46
Ml tampon+ 2 pl Piruvat probe + 2 pl enzim karisgimi) eklenerek, 30 dakika oda
Isisinda bekletildikten sonra 570 nm de absorbanslar 6lglildi. Sonuglar well hiicre

sayisl basina nmol/uL(mM) olarak verildi.

Piruvat kalibrasyon egrisi asagida gortilmektedir.
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o Sitrat Duizeyinin Belirlenmesi

Sitrik asit (HOOC-CH2-C (-OH) (- COOH) -CH2-COOH), mitokondride meydana
gelen TCA dongistnde onemli bir ara maddedir. Glikoliz boyunca olusmus asetil
koA'nin asetil grubuna oksaloasetat ilavesiyle olusur. Sitrat, mitokondriden tasinabilir
ve yag asidi sentezi igin tekrar asetil KoA'ya donistirilebilir. Sitrat, hem yag asidi
sentezi (asetil-koA karboksilaz) hem de glikolizin (fofofruktokinaz) allosterik bir

modulatoradur.

Hicrelerin sitrat diizeyi kolorimetrik élciim prensibine dayali metot ile 6lguldu
(Biovision Citrate Assay Kit K655,CA) . Olciim esnasinda hiicre icindeki sitrat enzimatik
olarak parcalanarak, oksaloasetat ile piruvat haline déntsttriltr. Olusan piruvat,
neredeyse renksiz olan floresans bir probu yogun renkli (Amax = 570 nm’de absorbans

veren) bir Grtine donusturerek élgiim yapildi.
Standart Hazirlig

10 mikromolarlik Sitrat Standardi 1 nmol /uL olacak sekilde 10 uL Standart 1090
dl dH20 ekleyerek seyreltilir, iyice karistinhir. 96 kuyucuklu plaga sirasiile 0, 2, 4, 6, 8,

10 ul eklenir. Test Tamponu ile hacmi 50 pl / kuyucuga ayarlanir.
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Ornek Hazirhg:

Hicreler (10 x 104), 100 ul Citrate Assay Buffer ile hizli bir sekilde homojenize
edildikten sonra hilcre kalintilarini gidermek icin 10 dakika boyunca 15,000 g'de
santrifiijlendi. Ustte kalan supernatant, 96 well plaga 1-50 ul olacak sekilde eklendi ve
assay tamponu ile hacim 50 ul'ye tamamlandi. Uzerine 50uL reaktif ( 44uL
tampon+2uL enzim mix+2ul developer 2uL sitrat probe) eklenerek, 30 dakika oda
Isisinda bekletildikten sonra 570 nm de absorbanslar dlglildi. Sonuclar well hiicre
sayisl basina nmol/uL(mM) olarak verildi. Sitrat kitinin 6l¢cim aralidi 0,1- 10 nmol (~

2uM-10 mM)‘dir. Sitrat kalibrasyon egrisi asagida gorilmektedir.

y=1,1486x + 0,0762

Sitrat Kalibrasyon Egrisi * .- o707

1,2

1 4

na .
- 0.8 o
u
m
=
EV,E L
[Pyl
i
< 04 .

0,2

0 »

0 0,1 02 0,3 04 0.5 0,6 0,7 0.8 0.9

Sitrat (nmolfwell)
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

— Mart 2018
Nisan 2018
— Haziran
Eylil 2018 -
Ekim 2018
Kasim 2018
— Aralik

Ocak 2018 —
Ocak 2019
Subat 2018
2018 — Eylul
2018

Haziran
— Ocak 2019

Aralik 2018

Kok Hiicre Izolasyonu

Kok Hiicre

Karakterizasyonu

Noral Farklilasma

Noral Karakterizasyon

Metabolit Analizleri

Literatlir Okuma

Tez Yazimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonuglari analizleri SPSS 20.0 programi kullanilarak yapildi. Veriler ortalama
+ standart hata bigiminde verildi. Gruplar arasi karsilagtirma yapmak icin Mann-

Whitney U testi kullanildi. Anlamliik diizeyi tiim degerlendirmelerde p<0.05 olarak
kabul edildi

3.9. Arastirmanin Simirhliklan

Calismada insan gobek kordonu wharton jolesinden elde edilen mezenkimal kdk
hiicrelerin sadece 5. Pasaja kadar kullaniimasi kisithhdi nedeni ile analiz tekrar sayilari
sinirl kalmistir. N6ronal farklilasma slreci erken ndronal dénemi iceren ilk 7 gln
boyunca incelenebilmistir. Calismamizda sadece akt inhibitéri kullaniimig, AMP kinaz
aktivasyonu ve mTOR yolagi ile iliskisi 6lglilmemistir. Calismamizda sadece akt'in asetil

koA vb. glukoz metabolizma Urlnleri Gzerine etkisi gosterilmistir.
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3.10. Etik Kurul Onayi

Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik kurulu

tarafindan 3266-GOA protokol ve 2017-12-30 karar numarasiyla uygun bulunmustur.
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4. BULGULAR

4.1. WJ-MKH'lerin Izolasyon Siireleri ve Proliferasyon Hizlari

Calismamizda materyal ve metot bolimiinde detaylari anlatildi§i sekilde eksplant
yontemi ve enzimatik ydntem ile kdk hicre izolasyonu gerceklestirildi ve eksplant
yéntemi optimize edildi. Eksplant yonteminde enzimatik yénteme goére daha yliksek
proliferasyon hizi elde edildi. Doubling time eksplant yontemi ile elde edilen hiicrelerde
~3 gun iken, enzimatik yontem ile elde edilen hiicrelerde ~5 glnd buldu. Eksplant
yontemi ile yontemi ile enzimatik yontem ile kdk hticre izolasyonu gerceklestirildi ve
eksplant yontemi optimize edildi. Eksplant yonteminde enzimatik ydnteme goére daha
ylksek proliferasyon hizi elde edildi. Doubling time eksplant yontemi ile elde edilen
hicrelerde ~ 1.250 hicre/saat proliferasyon hizi belirlendi. Eksplant ydnteminde
enzimatik yonteme goére daha yliksek proliferasyon hizi elde edildi. Doubling time
eksplant yontemi ile elde edilen hiicrelerde ~830 /saat hiicre sayisi degerindeydi.

Eksplant yontemi ile kdk hticrelerin en az 6 en ¢ok 30 gunlik inkiibasyon sonucunda
dokudan disari gikmaya basladiklari gézlendi. Kilttr kaplarina ekildikten sonra hicreler
ortalama 10.glinde dokudan disarlya go¢ etmeye baglaylp, 2 hafta sonunda
pasajlanabilir hiicre sayisi ve yogunluga ulasildi (sekil 5). 30 giin sonunda hiicre
vermeyen eksplantlarin inkiibasyonu sonlandirildi. Bulunduklari alani doldurarak hiicre
yogunlugunun arttigi gézlenen eksplantlar yeni 6 kuyucuklu kaplara alinpp komplet
ortam iginde inkibasyonlarina devam edildi. Eski hicre kultliri kabinda bulunan
hiicreler ise stok olarak donduruldu veya pasajlanarak daha fazla hicre elde edilmesi
sadlandi. Eksplant yontemi ile wharton jolesinden cikip, yaklasik ortalama 300 x103/m2
ulasma siresi ortalama ~10 gun olarak bulundu. Eksplant ve enzimatik yontemden
elde edilen hiicrelerin iki katina cikma sireleri arasinda anlamli bir fark bulunamadi.
Genel olarak enzimatik yontem ile elde edilen hicrelerin 25 cm2 kiltlr kaplarinda
konfluent olma sireleri daha yiksek olmakla birlikte, 1-4. Pasaja kadar aralarinda
anlamh bir fark gézlenmedi (Sekil 6; p>0.05, n=17). Bu nedenlerle asetil ko A iliskili
metabolit degisimleri igin gerekli deneyler eksplant yéntemi elde edilen kdk hiicrelerde
gergeklestirildi. Elde edilen kdk hicrelerin 1slk mikroskobik gdérintileri Sekil 7'de

gorulebilir.
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Sekil 5: Kok hicrelerin elde edilmesi. (A) Hicru kiltari kabina tutudurulan eksplantlar. (B)
Eksplanttan (ok ile isaretli) disari go¢ eden hiicreler

4.1.1.Eksplant Yontemi Ile Elde Edilen W]-MKH’lerin Proliferasyon

Hizlan

Farkli izolasyon yontemleri ile elde edilen
hicrelerin "doubling time" lari

B EKSPLANT
YONTEMI

100 . .
W ENZIMATIK
0
1 2 3 -

Zaman (saat)
e
3

Sekil 6: Eksplant ve enzimatik ydontem ile elde edilen WIMKH lerin “doubling time” lari Sonuglar
ort£SD olarak verilmistir. Eksplant ve enzimatik yontemden elde edilen hicrelerin iki katina
cilkma streleri arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Genel olarak enzimatik yéntem ile elde
edilen hiicrelerin 25 cm2 kiiltlr kaplarinda konfluent olma stireleri daha yiiksek olmakla birlikte,
1-4. Pasaja kadar aralarinda anlaml bir fark gézlenmedi (p>0.05; n=17)
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Sekil 7: Eksplant yontemi ile elde edilen WIMKH'lerinin ters faz 1sik mikroskobik gériintiisi (A)
20x buyutme. (B) 10x blyltme

4.2. WJ-MKH Karekterizasyonu

4.2.1.Akis Sitometri Sonuglan

MKH Karakterizasyonu igin izole edilen WJ-MKH’leri ile farklilagma éncesinde eksprese
ettikleri antijenlerin belirlenmesi icin akis sitometre deneyi yapildi. Deney sonucunda
elde edilen hicrelerin mezenkimal kok hiicre olduklarini dogrular nitelikte olacak
sekilde ylzey antijenlerinden CD 90 %86 , CD105 %56, CD73 %91 ,CD44 %92
oraninda eksprese ettikleri bulundu (Bakiniz Sekil 8).
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Sekil 8 Ornek bir flow sitometri verisi. Farklilasmamis bir WIMKH 6rneginde hiicrelerde CD
90; %86, CD105; %56, CD73; %91 ve CD44; %92 oraninda eksprese edilmektedir.

WJ-MKH’lerde kiiltlirde hiicre yodunlugu %90a ulastiginda, CD90, CD73 ve C105

protein ekspresyonlarinin 6nemli Olglide azaldigi, daha sonra diisiik yogunluklu

pasajlama yapilmasinin bu durumu geri dondiirmedigi gozlendi. WJ-MKH’lerde pasaj

4'lin Uzerindeki pasajlarda CD90, CD73 ve C105 protein ekspresyonlari dnemli dlglide

azaldigi belirlendi. Bu nedenlerle pasaj 4'liin (izerindeki hiicreler calismaya alinmadi.

Hiicrelerde CD 90, CD105, CD73, CD44 yiizey antijen ekspresyonlarinin varliginin 4.

Pasaja kadar devam ettigi gosterildi (Sekil 9)
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Eksplant yontemi ile elde edilen WJ-MKH Yiizey Antijenleri

140

120
=
=100
c
s m CD44
S 80
g = CD73
E 60 = CD90
>
5 40 CD105
S

p0 pl p2

3 4
Pasaj Eruplarl P

Sekil 9: Eksplant yontemiyle izole edilen ve ayni kiltir kosullarinda idame ettirilen W3J-
MKH'lerinin CD 44, CD 73, CD 90 ve CD 105 yiizey antijenlerinin 4. pasaja kadar degisimleri
(%). Sonuglar ort£SD olarak ifade edilmistir (n=3).

WJ-MKH’lerde farklilasma ortami ile on gunlik bir inkiibasyon sonucunda CD90, CD73
ve C105 protein ekspresyonlarinin énemli dlglide azaldigi gbzlendi. Bu azalmanin
CD105 ekspresyonunun %1‘in altina inmesine yol actigi belirlendi.
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4.2.2. W3-MKH’lerinin Immiinfloresans Mikroskop ile Degerlendirilmesi

Izole edilen kdk hiicrelerin, mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD90 ve CD44

antikorlarini eksprese ettikleri immunfloresans yontem ile gosterildi (Sekil 10).

Sekil 10: A - CD90 isaretli kok hiicreler. B. CD44 isaretli kok hiicreler. (20X, pasaj 2, A
deneyinde FITC isaretli, B deneyinde; Fikoeritrin isaretli antikorlar kullanilmistir)

4.2.3.WJ-MKH’'lerinin PZR ile Degerlendirilmesi

Gen ekspresyonlari, insan gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping
genine normalize edildi. Kok hicre fenotipini arastirmak igin CD90, ABCG2 gen
ekspresyonlari incelendi [34]. ABCG2 geni PZR deneyinde drneklerden bir reaksyon
Urlini elde edilemedi. CD90 genine ait PZR optimizasyonunun yer aldigi RT-PZR
deneyleri Sekil 12'de yer almaktadir.
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Sekil 11: Cesitli cDNA 6rnekleri ile (¢ housekeeping gen; (GAPDH), 14-3-3 protein zeta/delta
(YWHAZ) ve Hipoksantin phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) ile yapilan Real Time PZR deneyi.
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Sekil 12: Cesitli cDNA 6rnekleri ile Gic housekeeping gen; (GAPDH), 14-3-3 protein zeta/delta
(YWHAZ) ve Hipoksantin phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) ile yapilan Real Time PZR deneyi.
melting curve analizi
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Sekil 13: Cesitli cDNA 6rnekleri ile Gic housekeeping gen; (GAPDH), 14-3-3 protein zeta/delta
(YWHAZ) ve Hipoksantin phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) ile yapilan Real Time PZR deneyi.
Her Grliniin kendine 6zgl pikinin giktigr goriilmektedir.
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Sekil 14: KOk hiicrelerde eksprese olan CD 90 ve CD 105, ve farklilagmig hiicrelerde eksprese
olmasi beklenen VWF genlerinin ekspresyon calismalari goriilmektedir. Ustte melting curve
analizi ve altta her Uriiniin kendine 6zgu pikinin giktigi goériilmektedir.
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Il

Norm. Fluoro.
o
w

0.2
0.1
0.0 AZheshoid) ™ | | | | |
S 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
No. Color Name Type Ct Ct Comment
1 | 18Ap5 cDNA sinin --> GAPDH primerli  |Unknown 14.54
ekspresyon duzeyi
2 18Ap5 cDNA sinin --> CD44 primerli Unknown 16.61
ekspresyon dizeyi
3 . 18Ap5 cDNA sinin --> CD90 primerli Unknown 17.53
ekspresyon dizeyi
4 B 18Ap5 cDNA sinin --> CD105 primerli  |Unknown 19.17
ekspresyon duzeyi
5 cDNA yerine su igeren --> Negatif kontrol |Unknown NEG (NTC)

Sekil 15: CD44, CD90, CD105 Primerleri ile gergeklestirilen Realtime PCR sonucu

WJ-MKH'lerde CD90 ve C105 gen ekspresyonlarinin Q-PCR deneyi ile farklilasma ortami
eklendikten sonra on ginlik bir inkiibasyon sonucunda o6nemli Olglide azaldigi

belirlendi.
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4.3. Noronal Farklilagsma Deney Sonuglar

Noronal farkhlasma protokolii uygulanan hicrelerin 151k mikroskobunda olusan
fenotipik degisiklikleri takip edildi. 14. ginin sonunda akson ve dendrit benzeri

uzantilarin varligi net olarak gézlendi (Sekil 17).

Sekil 16: Forskolin uygulamasi sonrasi hicrelerin faz kontrast i1sik mikroskop gértntileri (A)
Kontrol; (B) 3.Gun; (C ve D) 14. Gin (20X) .

4.4. Néral Farkhilasmanin Immiinfloresans Yontem Ile Gosterilmesi

Noronal farklilasma protokoli uygulanan hiicrelerin, indiksiyonun 7. gininde kdk
hiicrelerde ekspresyonu gosterilemeyen néron yizey antijenlerinden B3-Tubulin
eksprese ettikleri immunfloresans mikroskobik gdériintiler ile belirlendi (Sekil 15).

Nestin pozitifligi gosterilemedi.
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Sekil 17: Farklilasmis hcrelerin noéral bir markir olan B3-Tubulin kullanilarak alinmig
immunfloresans goriintisi. (A) 10x Buyutme. (B) 40x Blyitme
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4.5. Noral Farklhilasan Hiicrelerde Protein Tayini

Farklilasma siirecinde metabolit degisimlerini yorumlayabilmek igin toplanan 6rneklerin

toplam protein miktarlari BCA Protein tayin kiti (Thermo Sci, USA) kullanilarak belirlendi
(Sekil 19). Sonuglar ort£SEM olarak ifade edilmistir. Bazal WJ-MKH degerleri ile 7 gln

boyunca NF indiiksiyonu uygulandiktan sonra elde edilen total protein degerleri goriilmektedir.

Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir(Tablo 3). (n=3, WIJ-MKH: wharton jolesi

mezenkimal kdk hiicre, NF: Noronal farklilasma indiksiyonu, * Kontrol grubuna gére p<0.05)

Tablo 3: Total protein miktarilari. Normal kosullarda farklilasma (A), Akt inhibisyonu sonrasi

farklilasma (B).
Total Protein (ug/ml)
A
N Mean
Statistic Statistic Std. Error
WJIMKH 2 p5231,5000 B07,50000
NFd2 2 [L439,0000 | 20,00000
NFd5 2 B189,0000 | 65,00000
NFd7 2 [L544,0000 5,00000
Akt (-) Total Protein (ug/ml)
B N Mean
Statistic Statistic Std. Error
AktWIMKH 2 A849,0000 | 55,00000
AktNFd2 2 [L694,0000 | 35,00000
AktNFd5 2 B344,0000 | 25,00000
AktNFd7 2 [L496,5000 | 27,50000
7000
_ 6000
£
ad 5000
=]
c
O 4000
U>’~
£ 3000 ® Noéronal Farkhilasma
C
g 2000 B Akt inhibitdri Uygulamasi
o
~ 1000
do d2 ds d7

Sekil 18: Farklilagsma siirecinde toplam protein miktarlarinin degisimi.

Farklilagsma Gini
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4.6. Noral Farklilasmis Hiicrelerde Laktat Uretimi

WJ-MKH’lerde enerji metabolizmasi igin hipotezimiz, bu hiicrelerde glikolizin agirlkli
olmasi, mitokondriyel oksidatif fosforilasyonun daha az etkin olmasidir. Buna bagli
olarak kok hiicrelerde glikoz tiketimi ve laktat liretiminin fazla olmasi beklenmektedir.
Bunu incelemek Uzere, W]-MKH'lerde farklilasma oncesi ve sonrasi alinan drneklerde

hicre ici ve ortamda laktat dlizeyleri dlgilmustr.

In vitro laktat Gretiminin farklilagsma slrecinin 3. glintinden itibaren istatistiksel anlamli
olarak azaldigi gosterildi (Sekil 20, p< 0.05) .

Laktat Dlizeyi
16
14
12

10

OIII“H

1. gln 2.gln 3.glin 4. glin 5.glin 6. glin 7.gln

ummol/mL
H (o)) o]

N

Sekil 19: Noronal indiiksiyon sonrasi WIMKH ‘lerin laktat diizey degisimleri. Sonuglar ort+SEM
olarak ifade edilmistir. (*p<0.05)

4.7. Canlilik Testi

Akt inhibitorli uygulamasinin hiicre canliigina olan etkisini test etmek igin farkli
konsantrasyonlarda (1,5 ve 10 uM diizeyde) 3 saatlik uygulanmasinin hiicre canlihgini
anlamli olarak etkilemedigi gosterildi (Sekil 21).
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Sekil 20: Akt inhibitdriinin hiicre canlligina etkisi.

Sonuglar kontrol grubuna goére (0. Gin ) WJ-MKH MTT absorbansina oranlanarak verilmistir.

4.8. Farklilasma Siirecinde Metabolit Degisimleri
4.8.1.Asetil-KoA Diizeyi

2x 10° Hiicre basina asetil KoA diizeylerinin ortalamalari ve SEM ‘leri asadidaki tabloda

verilmigtir (Tablo 4).
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Tablo 4: W]-MKH lerin noronal farklilasma stirecindeki (a) ve Akt inhibisyonu varligindaki (b)
Asetil KoA degerleri (ort+ SEM)

Asetil KoA Dizeyi (nmol/ml)

N Mean
Statistic Statistic Std. Error
WJIMKH 3 61,7505 1,97440
NFd2 3 40,0707 2,79424
NFd5 3 44,8003 1,69568
NFd7 3 33,8867 1,81824

Akt (-) Asetil KoA Duzeyi (nmol/ml)

N Mean
Statistic Statistic Std. Error
AktWIMKH 3 80,8519 9,02852
AktNFd2 3 38,1484 435257
AktNFd5 3 40,3047 951874
AktNFd7 3 33,8358 2,75728
S 40-
2
°
o i *
o 30 T
g *
g -1
E 20
£
<
o 10 -
N2
o
(2]
< 0
& ng Q,é"’ < s
N N N N
N

Sekil 21: Noéronal farklilasma stirecinde Asetil KoA diizeyleri
Tablo 4'te Bazal WJ-MKH degerleri ile 7 giin boyunca NF indiiksiyonu uygulandiktan
sonra elde edilen hiicresel asetil koA dederleri gorilmektedir. Sonuglar ortalama+SEM
olarak verilmistir (Sekil 22). (n=3, W]-MKH: wharton j6lesi mezenkimal kdk hiicre, NF:

Noéronal farkhlagsma indiiksiyonu, * Kontrol grubuna gére p<0.05)
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30

Asetil KoA (nmol/mg protein)

Sekil 22: Akt inhibitdrli uygulamasi ile birlikte néronal farklilasma siirecinde Asetil KoA

degisimi.

Sekil 23'de Akt yolaginin baskilanmasi sonrasi bazal W3-MKH degerleri ile 7 giin
boyunca NF indiiksiyonu uygulandiktan sonra elde edilen hiicresel asetil koA degerleri
gorulmektedir (Sekil 21). Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir (Sekil 20). (n=3,
WI-MKH: wharton jolesi mezenkimal kdk hticre, NF: Noronal farkhlasma indlksiyonu,
* p<0.05)
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Sekil 23: Normal sartlarda ve Akt inhibisyonu sonrasinda néronal farklilasma sirecinde Asetil
KoA degisimi.

4.7.2.Sitrat Duzeyi
2x 10° Hicre basina sitrat diizeylerinin ortalamalar ve SEM ‘leri asadidaki tabloda

verilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5: WJ-MKH lerin néronal farklilasma stirecindeki (a) ve Akt inhibisyonu varligindaki (b)
Sitrat degerleri (ort+ SEM) olarak verilmistir.

Sitrat Diizeyi (nmol/ml)

A N Mean
Statistic Statistic Std. Error
WJIMKH 3 33,2381 ,45632
NFd2 3 12,3664 ,19101
NFd5 3 12,5463 ,69157
NFd7 3 8,6169 ,04185

Akt (-)Sitrat Dizeyi (nmol/ml)

B N Mean
Statistic Statistic Std. Error
AktWJIMKH 3 37,6435 ,58363
AktNFd2 3 13,0513 ,44215
AktNFd5 3 11,6002 , 21748
AktNFd7 3 9,9983 , 24148
10 -
c
< T
o 87
o
o 6 -
E ) T
B -
e 4
£
© 2
=
0
@{“\)\ PNg Qb‘" « S
N & N N

Sekil 24: Noronal farklilasma siirecinde sitrat diizeyi degisimi.

Sonuglar ortalama=£SEM olarak verilmistir. (n=3, WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kok

hiicre, NF: Noronal farklilasma indlksiyonu, * Kontrol grubuna gére p<0.05)

48



10 -
£
2
S 8 -T-
o .
[@)] 6 -
E
B i *
E 4
£
© 2 -
=

0

\o@ \@ &@ \@
0 0 o
&7 ¥ o¥ A ¥
®~l— Q’é Q'b ((,b
O N > S

Sekil 25: Akt inhibitdrii uygulamasi ile birlikte néronal farklilasma stirecinde Sitrat degisimi

Sonuglar ortalama=SEM olarak verilmistir. (n=3, W]J-MKH: wharton jolesi mezenkimal kdk

hiicre, NF: Noronal farklilasma indiksiyonu, * Kontrol grubuna gére p<0.05)
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Sekil 26: Normal sartlarda ve Akt inhibisyonu sonrasinda néronal farklilasma sonucu Sitrat

degisimi.
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4.7.3.Piruvat Diizeyi

2x 10° Hiicre basina piruvat diizeylerinin ortalamalari ve SEM ‘leri asadidaki tabloda

verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6: WI-MKH lerin néronal farklilasma siirecindeki (a) ve Akt inhibisyonu varligindaki (b)

Sitrat dederleri (ort+ SEM) olarak verilmistir.

Piruvat Duzeyi (nmol/ml)

A N Mean
Statistic Statistic Std. Error
WJIMKH 3 [ 352,4766 4,20350
NFd2 3 [107,6962 , 76192
NFd5 3 81,9942 3,63410
NFd7 3 63,2037 437391

Akt (-) Piruvat Duzeyi (nmol/ml)

B N Mean

Statistic Statistic Std. Error
AKtWIMKH 3 | 373,7869 | 29,66399
AktNFd2 3 |126,6307 |10,34089
AktNFd5 3 88,6177 5,83686
AKINFd7 3 89,1937 7,05874
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Sekil 27: Noronal farklilasma siirecinde Piruvat diizeyi degisimi.

Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmigtir. (n=3, WJ-MKH: wharton jélesi mezenkimal kdk

hticre, NF: Noronal farklilasma indiksiyonu, * Kontrol grubuna gére p<0.05)
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Piriivat (nmol/mg protein)

Sekil 28: Akt inhibitdrl uygulamasi ile birlikte néronal farklilasma stirecinde Piruvat degisimi

Sonuglar ortalama%SEM olarak verilmistir. (n=3, W]J-MKH: wharton jolesi mezenkimal kdk
hiicre, NF: Noronal farklilasma indlksiyonu, * Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli

farkliik p<0.05)
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Sekil 29: Normal sartlarda ve Akt inhibisyonu sonrasinda ndronal farklilasma siirecinde Sitrat
degisimi.
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Sekil 30: Noronal farklilasma sonrasi hiicresel metabolit degisimleri

Basal ve 7 gunlik néronal farklilasma indiksiyonu sonrasi hicresel metabolit
degisimleri (Sekil 31). Sonuglar ortalama #£SEM olarak verilmistir. (n=3, WJ-MKH:
wharton jolesi mezenkimal kok hlcre, NF: Noronal farkhlasma indiksiyonu, *
Istatistiksel anlamli farklilik p<0.05)
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Sekil 31: Akt baskilanmasinin néronal farklilasma sonunda hiicresel metabolit diizeylerine etkisi

Bazal WJ-MKH dederleri ile 7. Gin NF indiksiyonu sonrasinda Akt inhibisyonu
varliginda ve yoklugunda elde edilen hiicresel asetil koA, sitrat ve piriivat degerleri
gorllmektedir. Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir. (n=3, WJ-MKH: wharton
j6lesi mezenkimal kok hiicre, NF: Néronal farklilasma indiiksiyonu, * Istatisiksel anlamli
farklihk p<0.05)
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Sekil 32: Akt baskilanmasinin W3J-MKH'lerinde Asetil KoA ve Sitrat dlizeylerine etkisi

No6ronal farklilasma indiksiyonu dncesi yapilan 3. saatlik akt inhibitéri pre-treatment
uygulamasinin hicresel asetil koA ve sitrat dlzeyine etkisi (Sekil 33). Sonuglar
ortalam=SEM olarak verilmistir. (n=3, WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kdk hicre,

NF: Noronal farkhlasma indiksiyonu, * p<0.05)
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Sekil 33: Akt baskilanmasinin WJ-MKH'lerinde piruvat dizeyine etkisi

No6ronal farklilasma indiksiyonu dncesi yapilan 3. saatlik akt inhibitéri pre-treatment
uygulamasinin hiicresel pirtivat dizeyine etkisi.  Sonuclar ortalam+SEM olarak
verilmistir. (n= 3, WJ-MKH : wharton jolesi mezenkimal kdk hicre, NF: Noronal

farklilasma indlksiyonu, * p<0.05)
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5. TARTISMA

Noéronal farklilasma sirasinda metabolizmanin yeniden programlanmasi nasil olur tam
olarak bilinmemekle birlikte, ndrogenez esnasinda glukoz metabolizmasinda gorevli
Hekzokinaz (HK2) ve laktat dehidrogenaz (LDHA) enzim ekspresyonunun birlikte
kaybedildigi gosterilmistir [35]. Zheng ve arkadaslari 2016 yilinda yayinlanan
calismalarinda, aerobik glikolizin durdurulmasinin néronal farkllasma igin kritik 6Gnem
tasidigini ileri sirmislerdir [36]. Noronal kok hiicre aktivitesinde lipit metabolizmasi
kritik rol Ustlenebilir ve yag asidi sentezi, yag asidi oksidasyonunu ve kolesterol
metabolizmasi degisimleri nérogeneziste rol oynayabilir [37], [38]. Ancak henliz kdk
hicre lipit metabolizmasini etkileyebilecek, asetil KoA olusumu ile akibetini
belirleyebilecek pirtivat dehidrogenaz ve sitrat liyaz enzimlerinin ekspresyon ve aktivite

degisimleri net olarak tanimlanmamistir.

Olgun néron ve noéroglia hicrelerinin karbonhidrat ve lipit metabolizmalar farkhdir.
Noroprogenitdr hiicrelerden néron ve oligodendroglia farklilasirken, farkli metabolik
yolaklarin uyariimasi olasidir; Néronlarda noérotransmiter sentezinde kullanilmak Gzere
kisa sitozolik yolaklar aktiftir, gerekli substratlar néroglial hiicrelerden alinabilir. Néron
aksonlarini sararak miyelin kilifi olusturan oligondendroglia hticrelerinde ise kolesterol,
fosfolipit ve galaktolipit gibi kompleks lipit sentezi artmistir [39]. Hucre igi lipit sentezi
icin gerekli asetil-ko A, temel enerji kaynadi olan glukozun glikoliz sonucunda olusan
pirtivatin sitrik asit siklusu ile mitokondride oksidatif dekarboksilasyonu ile elde edilir.
Mitokondride olusan asetil ko-A'nin, lipit sentezi igin sitoplazmaya tasinmasi gerekir
ancak mitokondrial zar asetil Ko A icin gecirgen degildir. Sitrat seklinde sitoplazmaya
tasinabilen asetil Ko A, sitrat liyaz enzimi ile agida ¢ikar[39]. Bizim galismamizda da
noronal farkllasma sirecinde sitrat, pirlivat metabolizmasinda degisim oldugu

gosterilmigtir.

Farklilasma esnasinda hticre i¢i olusan asetil KoA'nin akibeti, hiicrenin fenotipik ve
fonksiyonel degisimlerini etkileyebilir. Bunu destekler sekilde daha 6nceki calismalarda
oligodendrositlerde néronlara goére heksoz mono fosfat santi lipit sentezini desteklemek
lizere daha baskin oldugu bilinmektedir. Lipit sentezi igin gerekli asetil koA asetatdan
olusturulur. Mitokondri iginde olusan asetil koA'nin sitoplazmada lipit sentezi igin

kullaniminda kilit basamaklardan birini, piruvat karboksilaz (PC) enzimi olusturur. Bu
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enzim, cogu Okaryotik ve bircok prokaryotik dokuda bulunan niikleer kodlanmis bir
homotetramerdir ve biyotin bagimli karboksilaz ailesinin bir tyesidir [40]. PC'nin santral
sinir sisteminde sadece astrositler tarafindan eksprese edildigini 6ne siren bir dizi
calisma bulunmaktadir [41]-[47]. Oligodendrositlerde PC ekspresyonunu tanimlayan
bir rapor vardir [48] ancak bu yayindaki oligodendrosit kiiltlirlerinde % 10 astrosit
bulundugu bilgisi dikkatle alinmalidir [49]. Oligodendrositlerdeki PC yani sira
glikojenolizde gorevli glikojen fosforilaz enziminin de aktivitesinde bir azalma sz
konusudur [50]. Glikojenoliz glutamat olusumu igin bir 6n sarttir [51], [52]. Sinir
sistemininde yaygin olan glutamaterjik sinyalizasyonun piruvat karboksilaz ile olusan
oksaloasetat ve oksalosetat (izerinden olusan glutamat bagimliigina bagl olabilir [53].
PC'nin oligodendrositlerde ekspresyonunun az olmasi, sitoplazmada asetil koA'nin
aspart- malat-oksaloasetat- alfaketo-glutarat déngustinden gok sitrat (izerinden sitrat
liyaz enzimi yardimi ile olustugunu disindirmektedir. Bizim calismamizda da bunu
destekler sekilde sitrat miktari ve asetil koA miktar arasinda negatif bir korelasyon

oldugu gosterilmistir.

Oligodendrositlerle ilgili ¢dzilmemis bir soru da pentoz fosfat yolagi aktivitesinin
kapsamidir. Bu glukoz santi, néronlarda ve astrositlerde ve gelismekte olan beyin
oligodendrositlerinde  ylksek  aktiviteye  sahiptir[54][55]. Ancak  olgun
oligodendrositlerdeki aktivitesi hentiz arastiriimaktadir. Sykes ve ark. (1986), neonatal
sicanlarin oligodendrositlerinde yag asitleri ve kolesteroliiniin de novo sentezinin, bu
hiicrelerdeki pentoz fosfat yolaginin aktivitesi ile yakindan iliskili olabilecegi ileri
sirmektedirler [56]. Glutamat, glutamin ve sitrik asit siklisi ndron glial hicre
metabolik kompartmanlari igcinde yakin iliski halinde olan dongtilerdir. Glutamat alfa-
keto glutamata cevrilebilir ya da oksidize edilebilir. Oligodendrositlerde glutamin sentaz
ve pirlivat karboksilaz enzimlerinin yeterli olmadigi rapor edilmistir. Bu nedenle
oligodendrositlerin glutamin sentezleyip sentezleyemedikleri kesin degildir. Néronlar
ise n-asetil aspartatdan aspartat sentezleyebilir. Aspartat miyelin lipidlerinin sentezi icin

temel yapi tasidir [57].

Hicre enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde AMP kinaz enzim aktivitesi merkezi
role sahiptir ve enerji metabolizmasi degisimlerinin hiicre fenotipini etkilemesi olasidir;

Dustik glukoz veya hipoksi varliginda hiicre ici (AMP+ADP/ATP) oraninin degiserek
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AMPKinaz aktivasyonu ile glikolizin ve kék hiicre canliiginin arttigi ancak kolesterol ve
yag asidi sentezinin baskilandigi gosterilmistir. PI3K-AKT yolagi AMP kinaz enziminin
kontrol yolaklarindan biridir. PI3K ve Akt aktivasyon azalmasi ile kdk hiicrelerin motor
noronlara cevrilmesinin tetiklendigi gosterilmistir. AMP kinaz kolesterol sentezindeki
hiz kisitlayici enzim olan 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR) enzimini
fosforiller ve inaktive edebilir [58]. Bizim calimamizda akt inhibitéri hicrelerde asetil
KoAve piruvat diizeyini artirmakla beraber sitrat diizeyi lizerinde anlamli bir degisiklik

olusturmamistir.

mTOR lipit metabolizmasi Uzerine etkili bir enzimdir ve enerji metabolizmasi ile
etkilesebilir; Bir lipit kinazin sekans imzasina ragmen, mTOR, bir protein kinazdir.
Substratlarinda treonin ve serin amino asitlerinin hidroksil gruplarini fosforile eder.
mTOR, hticrelerde mTOR kompleksi olarak adlandirilan iki goklu protein kompleksinin
katalitik alt birimleri 1 (mTORC1) ve kompleks 2 (mTORC2) [59]. mTOR AKT' fosforile
eder ve aktivasyonunu uyarir ve dolayisiyla AKT aracili hiicre sag kaliminda kritik bir
rol oynar [60]. mTORC2 sitrat liyaz enziminin Ser-455 fosforilasyonunu kontrol ettigi
ve bdylece asetil-KoA iretimini tesvik ettigi gdsterilmistir. Ilging olarak bu calismada
lipogenezin MTORC1/mTORC2 kinaz inhibitdrlii (mTOR-KI) veya mTORC2'nin hiicresel
susturulmasi ile bloke edildigi ancak rapamisin tarafindan bloke edilmedigi
gosterilmistir [61]. MTORC1'e kiyasla, mTORC2'nin iglevleri ve substratlar hakkinda cok
daha az sey bilinmektedir. mTORC2 aktivitesi icin gerekli RICTOR'un ekspresyonunun
adipoz dokuya sinirl olarak silindigi farelerde adipogenezde higbir kusur
gozlemlenmemigtir [62], [63]. Ancak Yao ve arkadagslari adipogenezde mTORC2 in rol
olabilecegini ileri siirmislerdir [64]. Ayrica mTOR2'nin asetil-koA (retimi ve de-novo
lipogenezisi ATP sitrat liyaz enzim aktivasyonu yolu ile uyarabildiji meme kanser
hiicrelerinde de gosterilmistir [61]. Lipit sentezinin kontrol edilmesi sirasinda mTOR
yolagi ile enerji bagimli AMP kinaz yolaginin birbiri ile olan etkilesiminin olabilecegi ve
bu iliski de tuberoskelerozis (TSC v2) fosforilasyonunun rol oynayabilecegi ileri
surllmektedir. TSC kaybiyla mTORC1'in yapisal olarak aktiflestiriimesi adipogenezi
tesvik ederken, doku kdltiri deneylerinde genetik olarak veya rapamisin ile mTORC1'in
engellenmesi adipogenezi bozmustur [65]. Akt, mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin) ve Erk (Extracellular Signal-regulated Kinase) 1/2 vyolaklarinin

oligodendrosit farklilasmasinda rol oynadidi ileri sirilmistir [66]-[73]. Dai ve
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arkadagslari ise 2014 yilinda sican oligodendrositlerini PDGF/FGF'nin ve T3 muamelesi
ile farkhlastirdiklari deney modelinde Akt'in tam aktivasyonu igin, serin 473'ln (5473)
mTORC2 tarafindan ve treonin 308'in (T308) ise fosfoinositol bagimh kinaz 1 (PDK1)
tarafindan fosforilasyonuna bagli oldugunu gostermislerdir [74]. Bu calismada PI3K
inhibitdrl (LY294002) ve mTORC 1/2 inhibitdrt (Torinl) ylksek konsantrasyonlarda
kullanimi ile oligodendrosit olgunlagmasi tamamen engellenmis, daha sonra LY294002
ve Torinl konsantrasyonlarinda azalma, Erkl / 2 inhibitéri U0126 ile miyelin basic
protein (MBP) mRNA ve protein ekspresyonu uzerindeki kombinasyonal etkisini
degerlendirmek icin kullaniimistir. Oligodendrositler Akt / mTOR'un inhibisyonunu pErk
1/2 aktivitesindeki artislarla asmaya calismiglardir ve oligodendrosit farklilagmasini ve

miyelinasyonunu diizenleyen sinyal yolaklarinin karmasikligini vurgulamiglardir.

Noroprogenitoér hiicre ve oligodendrosit farklilasmasi birbirine eglenik gelisim
basamaklaridir; Gelisimsel olarak, insan pluripotent kdk hicrelerinden embriyonik
cisimcikler Gzerinden ndroprogenitdr hiicrelerden sirasi ile pre-oligodendrosit prekiirsor
hiicrelere, oligodendrosit prekirsor hicrelere, pre-oligodendrositlere ve miyelin
sentezleyebilen oligodendrositlere farklilasabilir [75]. Insan oligodendrositleri gelisim
basamaklarina goére, hlcre karakterizasyonu icin kullanilan belirtegler de
degismektedir. Noral progenitor hiicreler Nestin, PAX6 daha baskin olarak
sentezlenirken, pre-oligodendrosit prekirsor hiicrelerde farkli olarak NG2,0LIG1,A2B5;
oligodendrosit prekirsor hiicrelerde NKX6.2, SOX8, SOX9; pre-oligodendrositlerde ise
RIP, CNPase, 01,04 ve Galc; son olarak miyelinli oligodendrositlerde ise PLP ve MBP
ekspresyonlari mevcuttur. Ayni zamanda Tuj-1 olarak da bilinen B-3 tubulin, beta
tubulin protein ailesinin sinif III Gyesidir. Beta tubulinler, insan hicrelerinde mikrotlbdil
agini olusturan iki yapisal bilesenden biridir. Genel tubulinler, cok cesitli hiicresel
sureglerde (mitoz, motilite, vb.) rol oynarken, B-3 tubulin, 6zellikle ndéronlara
lokalizedir. Ozellikle, B-3 tubulin ekspresyonu, néronal farklilasmanin en erken
evreleriyle iliskilidir. Insan beyninin kék hiicre havuzlarindan yeni ndronlar urettigi
kesfedildiginden, B-3 tubulin bircok arastirma calismasinda pozitif néron kimliginin bir
isareti olarak kullaniimistir. B-3 tubulinin nérogenez, akson rehberligi ve bakiminda
etkileri oldugu bilinmektedir [76] [77]. Bizim calismamizda WJ]-MKH hiicreler 7. Glnliik
indiksiyondan sonra erken dénem ndéronal hiicre agamasina farklilastirimis hticrelerin

B-3 tubulin ekspresyonu gosterilmistir. Nestin ekspresyonlari ise gdsterilememistir.
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Noronal indiiksiyonun daha ileri devrelerinin ve oligodendrosit gelisiminin tetiklendigi
yeni planlanacak ileriki calismalarimizda, nestin, A2B5, O4, MBP ve benzeri belirteclerin

gosterilmesi mimkiin olabilir.

Noéronal hiicrelere farklilastirma igin embriyo temelli hat segimi [32] ve stromal
hiicrelerle ko-kiltir gibi birkag protokol direkt fare embriyonel kdk hiicrelerinin orta
beyin dopaminerjik ndronlarina doénlisiminde kullanilmistir [33]. Mezankimal kok
hiicreler (MKH) ise, ilk olarak Friedenstein tarafindan kemik iliginde belirlenen, az
sayida multipotent heterojen bir grup stromal hiicre olarak tanimlanmistir [8]. Bunlarin
plastik zemine tutunabilen, koloni olusturan Unitelere gogalabilen fibroblastlar oldugu,
belirli kosullarda farklilasarak, osteojenik, kondrojenik, myojenik, adipojenik ve diger
hiicre tiirlerine donisebildigi, cok sayida calismada gosterilmistir [9]-[11]. Wharton
jolesinden elde edilebilen kdk hicreler (W3-MKH) son yillarda hastaliklarin tedavisine

yonelik olarak preklinik ve klinik galismalarda kullaniimaya baslanmistir[78].

Kendini yenileme ve farklilasma bir kok hiicreyi tanimlayan iki esas kriterdir ve MKH
bu o6zelliklere sahiptir. MKH'ler kdk hiicre olarak belirli proteinleri eksprese ederler,
ancak sadece MKH'de eksprese olan bir markir protein heniz bulunamamistir
(Handbook of Stem Cells, Volume 2 (Google eBook) 2012). Imminosupresif etkilerinin
olmasi, MKH'lerin hiicresel tedavilerde ve rejeneratif tipta hiicre kaynagi olarak
dederlendirilmelerinin 6ntini agmistir [79]. Intervertebral disk dejenerasyonunda
Wharton’s jelly hilicre transplantasyonunun olumlu etkileri gdsterilmistir [80]. W3J-
Ayrica MKHden elde edilen kok hiicrelerden fonksiyonel dopaminerjik ve asetilkolinerjik
noronlarin farklilasmasi igin gerekli yontemsel calismalar arastirmacilarin ilgi odagi
olmustur [28], [30], [31], [81].

Kok hticre biyolojisi calismalarinda standardizasyon igin karsilagilan baslica
problemlerden biri, kullanilan hticre kiltlir ortamlar ve hicre digi sinyal faktorleri
nedeni ile homojen elde edilemeyen transkripsiyonel profil farkliiklandir [82].
Oligodendrosit progenitor hiicreler noralprogenitdr hiicrelerden tiiretildiginden dolays,
gliogenezisi tesvik eden biyolojik yanitlarin néronogenezisi antagonize etmesi beklenir.
Norogenezisten gliogenezise gegis zamaninin biylime faktérii bagimh bir mekanizma
ile kontrol edildigi ileri strllmistir [83]. Ancak fibroblast biyiime faktorii, OLIG2-

eksprese eden hicrelerin proliferasyonunu artirirken, motor néronlara farklilagsmasini
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es zamanh olarak bloke edebilir. WIJ-MKHnin ndéroglial hicrelere doénisme
potansiyelleri daha dnce gdsterilmistir [80], [84], [85]. Bu calismalarda bilylme
faktorleri kullanimi sonrasi sonic hedgehog (SHH), T3, noggin veya epidermal biiyiime
faktorl kullaniminin oligodendrosit farklilasmasi igin kritik olabilecegi gorilmektedir.
Tez calismamizda primitif hicre dzellikleri gosteren, ancak tanim olarak eriskin kok
hiicre olan W]-MKH'lerde noéroglial farklilasma esnasindaki metabolik plastisitenin roll
arastirilmistir. WJ-MKH'lerin néroglial hiicrelere farkhlagsmasi siirecinde hicrelerdeki
metabolik degisiklikler ortaya konulmustur. Yapmis oldugumuz literatiir taramamiza
gore calismamiz ile ilk kez wharton jblesinden elde edilecek insan mezenkimal kdk
hiicrelerin néronal ve oligodendroglial farklilasmasi esnasinda, olusacak asetil KoA ve

iliskili metabolit degisimleri zaman bagimli olarak belirlenmistir.

Sitrik asit (HOOC-CH2-C (-OH) (- COOH) -CH2-COOH), mitokondride meydana
gelen TCA dongustnde onemli bir ara maddedir. Glikoliz boyunca olusmus asetil
koA'nin asetil grubuna oksaloasetat ilavesiyle olusur. Sitrat, mitokondriden tasinabilir
ve yag asidi sentezi icin tekrar asetil KoA'ya donistirilebilir. Sitrat, hem yag asidi
sentezi (asetil-koA karboksilaz) hem de glikolizin (fosfofruktokinaz) allosterik bir
modulatéridir. Bu tez calismasi ile néronal farklilasma sirecinde dizeyinin anlaml
olarak azaldigi gosterilmistir. Calismamizda néronal farklilasma icin yeni ve 6zgtin bir
hipotez ileri surllmistir. Bu hipoteze gdre kok htcreler néroglial farklilasmanin
derecesine bagh olarak, farkli metabolik yollari belirlemek (zere asetil KoA'nin
olusumunu ve ya akibetini degistirebilirler, bu degisimde sitrat liyaz ya da piriivat
dehidrogenaz enzim ekspresyonlari ve aktiviteleri anahtar rol Ustlenebilir. Yag asidi,
kolesterol ve fosfolipitlerin 6nculi olan Asetil KoA nin metabolizmasini ilgilendiren
degisiklikler mTOR ve AKT-AMP kinaz yolaklari ile kontrol edilebilir. mTOR ve AKT-AMP
kinaz yolaklarinin dengeli ve sirali uyarimi asetil KoA'nin akibetini belirlemek (izere
pirlivat dehidrogenaz, sitrat liyaz, yag asidi sentaz ve HMG KoA rediiktaz vb enzimleri
etkileyerek farkllagmayi kontrol edebilir. Bu hipotezin kanitlanabilmesi igin daha detayh

planlanmis yeni caligmalara ihtiyag vardir.

Primer kiiltlr icin dokularin ayrismasini saglamada cesitli teknikler giinimiize kadar
gelistirilmistir. Bu teknikler izole edilen hicrelerin miktarini ve kalitesini etkileyebilir.

Salehinejad ve arkadaslari 2012 yilinda gergeklestirdikleri calismada insan gobek
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kordonundan mezenkimal kok hicrelerinin izolasyonu icin dért metodu
karsilastirmiglardir [86]. Bunlar: (¢ enzimatik yontem; kollajenaz / hiyallronidaz /
tripsin , kollajenaz / tripsin ve tripsin ve eksplant yontemi. Farkli ydntemlerin sonuclarini
dederlendirmek icin tripan mavi boya testi, suda ¢ozlinir tetrazolyum tuzu-1 (WST-1)
testi, akis sitometrisi, alkalen fosfataz aktivitesi ve histokimyasal boyama kullaniimistir.
Kok hicreleri, tim yontemler ile basariyla izole edilmis, ancak izolasyon yontemi, izole
edilmis hiicrelerin hiicre sayisini ve ¢ogalma kapasitesini blylk Olclide degistirdigi
gosterilmistir. Akis sitometrisi analizi CD44, CD73, CD90 ve CD105'in tiim gruplarda
eksprese edildigini gosterilirken CD34 ve CD45 eksprese edilmedigi gosterilmistir.
Enzimatik gruplarda C-kit ekspresyonu eksplant grubundakinden daha ytiksek iken,
Oct-4 ekspresyonu diger gruplara kiyasla kollejenaz tripsin grubunda daha yiksektir.
Kollajenaz/tripsin hiicre izolasyonu yonteminin, digerlerinden daha ytliksek bir hiicre
yogunlugu sagladigi ve bu hicrelerin, C-kit ve Oct-4 gibi pluripotent hiicre
markorlerinin daha yiiksek bir oranini ifade ettigi belirlenmistir. Eksplant yontemi ise
diger yontemlere kiyasla daha yiliksek bir hiicre proliferasyon hizi ve aktivitesi ile
sonuglanmistir. Bizim projemiz ile laboratuvar kosullarimizda insan wharton jélesinden
kok hiicre eldesi igin enzimatik ve eksplant yontemleri kullanilmig ve eksplant yontemi
optimize edilmistir. Eksplant yonteminde enzimatik yonteme goére daha ylksek
proliferasyon hizi elde edilmistir. Doubling time eksplant yontemi ile elde edilen
hiicrelerde 3 giin iken, enzimatik yontem ile elde edilen hicrelerde 5 glint bulmustur.
Bizim calismamizda eksplant yontemi ile 1.250 hiicre/saat proliferasyon hizinda kok
hiicre sayisi elde edilmistir. Bu deger enzimatik yontem ile elde edilen kok hiicreler igin
ortalama yaklasik 830/saat hiicre sayisi deerindedir. Insan gébek kordonu yaklasik
olarak 50-60 cm uzunlugundadir ve literatiirdeki mevcut galismalar gobek kordonunun
hangi bolimi (zerinde calisildigina dair bazi bilgiler saglamistir. Lim J.et al. Gobek
kordonunun (¢ anatomik segmentinden elde edilen WIMSC'leri karsilastiriimiglardir.
Maternal ve fetal segmentlerden izole edilen WIMSC'lerin, daha fazla canlilik
sergiledigini ve orta segmentten alinan hiicrelere kiyasla daha yiiksek proliferasyon
oranina sahip oldugunu goéstermislerdir [87]. Bu calismada immuinofenotipleme, her (ig
segmentten tiretilen WIMSC'lerin, MSC isaretleyicileri CD105, CD73, CD90, CD44,
CD13 ve CD29'un yani sira HLA-ABC ve HLA-DR'yi ifade ettigini, ancak hematopoietik
isaretleyiciler CD14, CD34 ve CD45 igin negatif oldugunu ortaya cikarmistir. Ayni
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zamanda bu calismada gerceklestirilen embriyonik belirteclerin analizi, her ti¢ bolimun
Nanog ve 3/4'lU gosterdigini, ancak sadece maternal ve fetal segmentlerin SSEA 4 ve
TRA-160'" ifade ettigini gostermisdir. Her (¢ segmentten alinan hiicreler, diger iki
segmente kiyasla cok daha duislik farklilasma potansiyeli gdsteren orta segmentler ile
kondrojenik, osteojenik ve adipojenik soylara farkllasabilmistir. Bizim calismamizda
gbbek kordonunun maternal ve fetal segmentleri birlikte kullanilmistir. Kok hicreler
diferansiye hiicrelerden fizyolojileri ve enerji kaynagi olarak kullandiklari metabolik
yolaklar bakimindan farklilik géstermektedirler. Bu farkliligin nedeni ve boyutu lizerinde
arastirmalar siirmektedir [18]. Bizim calismamizda laktat Uretim Hizi  pmol/mg
protein/saat olarak olgildigiinde, farklilasma siiresine bagli olarak laktat Gretiminin
degistigi belirlenmistir. Yedi gln sire ile endotel ve néronal farklilasma uyaranlari
verilen drneklerde laktat Uretimi en az, bir glin stre ile endotel farklilasma uyaranlari
verilen orneklerde laktat Gretimi en ylksek olarak Olglilmektedir. Ayrica ndronal
farklilasma glikoz tliketimini ~% 48 artirirken ve bu hicrelerin hlicre digi kalsiyum
konsantrasyonu, senkronize olmayan farklilasmamis hiicrelerden énemli dlclide daha
disuktl (veriler sunulmadi, 6n galisma niteligindedir). Bu bulgular farklilasma igin
yaptigimiz uyarinin hicre enerji metabolizmasini dedistirdigini gostermektedir. Bu
konuda daha ileri calismalara ihtiyag vardir. Lipit sentezinin temel dnclisii ve asetil
gruplarinin asetillemesi icin tek dondri olan asetil koA nin yakin zamanda enerji
metabolizmasi, mitoz ve otofaji dahil olmak Uzere ¢oklu hicresel olaylarda hem
dogrudan hem de gen ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesi yoluyla kritik bir
pozisyonda bulundugu gosterilmistir [88]. Bununla birlikte, AcCoA gibi lipit 6nci
metabolitlerinin metabolizmasi, daha fazla arastirma yapilmasini gerektiren daha derin
etkilere sahip olabilir [89]. Bununla birlikte Asetil-CoA sentetazin, histon asetilasyonunu
ve hipokampal hafizay! diizenledigi ileri siriilmektedir [90]. Bu calismada néronal
hicre kaltiri modelinde, asetil KoA sentaz enziminin farkllasan néronlarin
cekirdeginde arttigi gosterilmistir. Bu enziminin aktivitesinin azaltilmasi, asetil koA
seviyelerini, histon asetilasyonunu da azaltmistir. Yetiskin farelerde ise hipokampal
asetil koA sentaz 2 enzim ekspresyonunun zayiflamasinin ise, histon asetilasyonuna
dayanan biligsel bir siire¢ olan uzun sireli uzamsal bellegi bozdugu gosterilmistir.
Asetil-CoA'nin metabolik Gretimi, histon asetilasyonu ve gen diizenlemesi ile baglantili

olabilir, ancak kesin mekanizmalar henliz biyik 6lctide bilinmemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak bu tez calismasi ile literatlir taramamiza goére ilk kez insan gdbek
kordonundan elde edilen WJ-MKH'lerin néronal hiicrelere farklilagmasi siirecinde asetil
koA miktarinin anlaml olarak artarken es zamanl laktat, sitrat ve pirtivat miktarinin
azaldigi gosterilmistir. Noronal farklilasma esnasinda sitrat ve laktat miktarinin birlikte
azalmasi hiicrenin anaerobik glikolizden giktigini ancak bu duruma eslenik olarak asetil

koA ve pirtivat 6nciillerinden sitrat sentezinin artmadigini distindiirebilir.

Bu tez ve benzeri calismalar oligodendroglial hiicre olgunluk derecesine gore lipit
kompozisyonlarindaki degisimlerin ve bunu kontrol eden sinyal yolaklarinin belirlenmesi
sinyal ileti fonksiyonu igin kritik olan miyelin kilifa dair rejeneratif uygulamalara katkida
bulunabilir.  Bu tez projesi benzeri calismalar kdk hicrelerin devamhligi ve
oligodendroglial farklilasmasi esnasinda olusan metabolik plastisitenin agiklanmasina

ve bunun kontrol edilmesine katki verebilir.
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8. EKLER

8.1. EK-1 GONULLU BILGILENDIRME FORMU

GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Bu form “Noroglial Farklilasma Siirecinde Akt -AMP kinaz ve mTOR Aracili
Asetil Ko A ve Iliskili Metabolit Degisimlerinin Belirlenmesi” baslikli
calismamiza katilacak gondalltler igin dizenlenmistir.

Kok hiicre, islevsel olarak farklilasmamis, yani viicudun herhangi bir organ ya da

dokusunda 6zel bir goérev yapabilmek icin tam olarak olgunlagmamis karmasik bir yapisi
olan oncdl bir hicredir. Bununla birlikte bu 6ncll hiicre bedenin baska hicrelerine
donisebilme yetenegine sahiptir. Bu hiicreler, kemik iliginden elde edildigi gibi, gdbek
kordonundan da elde edilebilir. Bu arastirmada amacimiz gébek kordonunu olusturan
Wharton jélesi olarak isimlendirilen dokudan kok hiicre elde etmek ve elde edilen bu
kdk hicreleri néron ve noronal destek hiicrelerine farklilastirmak, bu farklilasmaya
degisik molekdillerin etkisini incelemektir.

Bu projede elde edilecek yeni bilgiler, ileride, vicuttaki hasarli bir dokunun yenilenmesi

igin tedavi amacl kullanilabilecek hiicrelerin eldesinde kullanilabilecektir.

Calismaya normal gebelik seyri olan, sezaryen ile temrinde dogum yapan yaklasik 20
gebe dahil edilecektir. Sezaryen ile dogumun 6ncesinde, izin vermeniz durumunda
dogumun ardindan atilan gébek kordonu alinarak igerisindeki doku kok hiicre analizleri
icin kullanilacaktir. Sonuglar hicbir sekilde sizin ve bebeginizin tedavisini, gebeligin
seyrini ve bakimini etkilemeyecektir. Gondillilerin uygulama sirasinda karsilasabilecegi

rahatsizliklar ve riskler yoktur.

Gonullt bu calismaya katiimayi red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahiptir. Bu ¢alismaya katiimaniz veya basladiktan sonra herhangi bir
safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da
gonullinin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma disi birakabilir. Her iki durumda
da tedavinin olagan siireci devam edecektir. Arastirma giderleri, hasta veya sosyal

guvenlik kurumuna higbir sekilde ytiklenmeyecektir.
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Bu calismada yer aldiginiz siire icerisinde kayitlarinizin yani sira, iliskili saglik
kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik
kurul komitesine ve Saglik Bakanhgina acik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel
bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri
herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullaniimayacak ve veriler
izlenerek size ulasilamayacaktir. Talebiniz halinde analiz sonuglariniz sizinle

paylasilabilir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum.
Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmay: kabul ediyorum.

Hastanin;

Adi-Soyadi:
Tarih:

imza:
Olur Alma iglemine Basindan Sonuna Kadar Tanikhik Eden Kurulus
Gorevlisinin;

Adi-Soyad::
Tarih:

imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin;

Adi-Soyad::
Tel:
Tarih:

imza:
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