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OZET

Dalkiran D., Eritropoetin Uygulamasinin Mezenkimal Kok Hiicre Gen ifade
Profiline Etkisi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre
Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018. Mezenkimal kok hiicreler (MKH)
multipotent karaktere sahip olmalart ve immiin modiilasyon etkileri nedeniyle
terapotik acidan Oneme sahiptirler. Eritropoetin normalde eritrosit hiicrelerinin
olusmasi siirecinden sorumlu bir sitokindir. MKH de dahil olmak {iizere, farkli
hiicrelere uygulandiginda terapdtik etki gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda,
eritropoetinin kemik iligi kaynaklt MKH transkriptom ve ekzozom kaynakli miRNA
profilleri tizerine etkileri yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak arastirilmistir. Tez
calismasinin ilk boélimiinde 3 farkli konsantrasyonda (1 IU/ml, 10 IU/ml ve 100
IU/ml) 48 saatlik EPO uygulamasinin MKH transkriptom profili tizerindeki etkisi
incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki EPO
uygulamasinin, kontrol grubuna (EPO uygulanmayan) gore oldukca diisiik diizeyde
farkliliklar meydana geldigi tespit edilmistir. Diger konsantrasyonlara gore
istatistiksel olarak en farkli olan1 10 IU/ml oldugu gdsterilmistir. Bu nedenle, yeni
nesil dizileme yontemi kullanilarak miRNA’lar1 hedefleyen “kiigiik RNA”
kiittiphaneleri 10 IU/ml  EPO uygulamasi yapilan/yapilmayan kosullarda
incelenmistir. Yapilan analizlerde, 44 farkli miRNA’da okuma sayisinda degisim
saptanmistir. Yirmi iki tane miRNA’nin EPO wuygulamasina bagli olarak
ekzozomlarin igerisinde bulundugu, kontrollerde bulunmadigr gosterilmistir, 5
miRNA’nin ise kontrol grubu hiicrelerde bulunmasina ragmen EPO uygulamasi
sonucu ekzozomlarin igerisinde yer almadig1 dikkati ¢cekmistir. Bununla beraber, 14
miRNA’nin okuma sayisinda EPO nedeniyle azalma gozlemlenirken, 2 miRNA ise
artmistir. Farkli fizyolojik kosullar1 ve hastalik modellerini taklit eden in vitro
sistemlerde yapilacak aragtirmalar MKH ve ekzozom biyolojisi adina son derece

onemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kdk hiicre, eritropoetin, transkriptomik, miRNA.
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ABSTRACT

Dalkiran D., The Effect of Erythropoietin Treatment on Expression Profile of
Mesenchymal Stem Cells, Hacettepe University Institute of Health Sciences,
Stem Cell Sciences Program, MSc Thesis, Ankara, 2018. Mesenchymal Stem
Cells (MSC) have therapeutic importance because of their multipotency and immune
modulation potentials. Erythropoietin is responsible for erytropoesis. However, EPO
treatment of cells including mesenchymal stem cells, showed therapeutic effects.
The aim of this thesis is to examine the effect of erythropoietin on bone marrow
mesenchymal stem cells transcriptome and exosome derived miRNA profile. Firstly,
effect of three different doses of EPO (1 1U/ml, 10 1U/ml ve 100 IU/ml) for 48 hours
on MSC transcriptome profile was analyzed. The results illustrated that EPO
treatment resulted in slight difference than control not exposed to EPO. The
statistical analysis revealed that 10 1U/ml is the most different from the other groups.
Therefore, small RNA libraries targeting miRNA was analyzed with 10 1U/ml EPO
treated/not treated conditions with next generation sequencing. As a result, 44
miRNA showed different reading numbers. The expression of 22 was opened due to
EPO treatment while the expression of 5 was closed because of same reason. Even
though, 14 of miRNA illustrated decreasing reading number, only 2 of miRNA’s had
increasing reading number. It will be important to perform studies in in vitro models
mimicking different physiological conditions and diseases for MSC and exosome

biology.

Key Words: Mesenchymal stem cells, erythropoietin, transcriptomics, miRNA.
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1. GIRIS

Multipotent karaktere sahip kok hiicre tiirii olan Mezenkimal Kok Hiicreler
(MKH), mezoderm kokenli kemik, yag, kikirdak ve kas hiicrelerine farklilasma
kapasitesine sahiptir. MKH'ler ylizey belirtegleri olan CD90, CD73 ve CD105 igin
pozitif ve CD34, CD45 ve CDI14 icin negatiftir. MKH’ler kemik iligi mikro
cevresinin en temel iiyelerinden biridir ve hematopoezde énemli rol oynar. Yalnizca
stromal destek ile kalmayip salgiladig sitokinlerle farklilasma, ¢ogalma ve sessiz
kalma gibi kok hiicre kaderini etkilemektedir. Bu nedenle terapétik potansiyele sahip
olduklar1 diisiiniilmektedir.

Glikoprotein hormonu olan Eritropoetin (EPO), kemik iligindeki
hematopoetik kok hiicrelerin eritroid onciil hiicrelere farklilagmasini saglar. Bu islevi
EPOr adi verilen reseptor ilizerinden sitlimiile eder. Yapilan calismalar EPO’nun
yarali dokularda koruyucu etkisi oldugunu ortaya koymustur. Apoptozu engeller,
hiicre ¢ogalmasimni tetikler, epitel mezenkimal tranzisyonu inhibe eder ve anjiojenik
faktorlerin miktariin artmasini saglar ve yarali dokularda iyilesme saglar.

Yapilan ¢aligmalarda MKH’lerin EPO ile muamele edilmesiyle, MKH’lerin
iyilestirici potansiyelini arttirmak ve daha etkin sonuglar elde etmek amaglanmistir.
Bu dogrultuda yapilan ¢aligmalar sonucunda eritropoetin muamelesinin mezenkimal
kok hiicrelerin gen ifadesini degistirdigi ve terapotik potansiyelini  arttirdigi
gozlenmistir. Ancak, EPO'nun insan MKH'lerinde transkriptom diizeyinde etkisini
arastiran kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu etkinin altinda yatan temel mekanizma bilinmemektedir ancak mikro
keseciklerin iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Ciinkii eritropoetinin sadece
hiicresel gen ifadesi lizerinde degil, hiicreler arasi iletisimde rol oynayan vezikiillerin
(6zellikle ekzozomlar) igerigindeki miRNA (mikro RNA) ifadesini de
etkileyebilecegi disiinilmistir. MKH kaynakli ekzozomlarin terapdtik potansiyeli
olabilecegi ortaya kondugundan, s6z konusu ekzozomlarin igeriginin aydinlatilmasi
biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasinda, eritropoetinin kemik iligi kaynakli MKH’ler iizerine
etkileri gen ifadesi diizeyinde incelenmistir. Eritropoetin uygulamasi yapilan
MKH’lerin transkriptom ve ekzozom kaynakli miRNA profilleri yeni nesil dizileme

yontemi kullanilarak arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Multipotent karaktere sahip kok hiicre tiirii olan Mezenkimal Kok Hiicreler
(MKH), mezoderm kokenli kemik, yag, kikirdak ve kas hiicrelerine farklilasma
kapasitesine sahiptir (1) (Sekil 2.1.). MKH'ler yiizey belirtegleri olan CD90, CD73
ve CD105 igin pozitif ve CD34, CD45 ve CD14 igin negatiftir (2). MKH’ler kemik
iligi mikrogevresinin en temel {iyelerinden biridir ve hematopoezde 6énemli rol oynar.
Yalnizca stromal destek ile kalmayip salgiladig: sitokinlerle farklilagsma, ¢ogalma ve

sessiz kalma gibi kok hiicre kaderini etkilemektedir (3).
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Sekil 2.1. Mezenkimal kok hiicrenin farklilasabildigi hiicre tipleri (4)

Immiin modiilatér olmas1 MKH'lerin bir diger dnemli &zelligidir (5). Bu
fonksiyonu onun rejeneratif tip ve tedavi yaklagimlarinda tercih edilmesine neden
olmaktadir. Immiin modiilasyon etkisi sayesinde immiin sistem elemanlarinin ihtiyag
duyuldugu ve inflamatuar bir cevap olusturulmasi gereken zaman ve dokuda immiin
cevabt tetikleyecek ve immiin sistem elemanlarini aktive edecek sitokin ve
kemokinleri salgilar (5-7). Immiin baskilayic1 dzelliginin etkin oldugu bir diger konu

ise kemik iligi naklinden sonra olusabilen Graft versus Host hastaligindaki (GvHD)



kullanimidir. Dondr hiicrelerinin alicinin hiicrelerine immiin cevap olusturarak o
hiicreleri yok etmeye baslamasi ile bu hastalik ortaya ¢ikar (8). Ozellikle kemik iligi
nakillerinde sik karsilasilan bu durumda hematopoetik kok hiicrelerle birlikte verilen
mezenkimal kok hiicrelerin bu hastalikla karsilasma riskini azalttigi goriilmistiir (9-
12). Ayn1 zamanda verilen hematopoetik kok hiicrelerin kemik iligine yerlesme ve
ihtiyag duyulan hiicre tiplerine farklilagsmasina da katki sagladigr belirtilmistir (13).
MKH’lerin terapdtik yaklasimlarda kullanimlarindan biri de yara iyilesmesidir.
Immiin modiilasyon etkisi, birden fazla dokuya farklilasma kapasitesi ve sagladig
mikrogevre destegi ile yara iyilesmesinde hizlandirict etkiye sahiptir (14). Yara
dokusu olusumunu azaltarak fonksiyonel iyilesme saglar. Hastalarin yasam

kalitesinin arttirilmasinda 6nemli bir eleman olma potansiyeline sahiptir (14, 15).
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Sekil 2.2. Mezenkimal kok hiicrenin immiin sistem hiicreleri iizerindeki etkisi (5).

2.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklh Ekzozomlar

MKH'lerin sadece kendisi degil, salgiladiklart molekiiller de terapétik etki
saglamaktadir (16). Bu etkiye sahip en dnemli biyolojik araglardan biri hiicre disi
vezikiil olarak adlandirilan keseciklerdir (17). Bu kesecikler ekzozom ve mikro
kesecikleri kapsamaktadir. Ekzozomlar 50-100 nm boyutunda kiigiik keseciklerdir
(18). Hiicre-hiicre iletisimi ve hiicre sinyalizasyonunda gorev almaktadirlar. Bu

mekanizma ile yakin ve uzak hiicre veya dokularin metabolizmasina etki etmektedir



(19). Ekzozomlar igerik agisindan da olduk¢a zengin ve gesitlidir. Sitokin, biiylime
faktorii, sinyal lipitlerii, mRNA ve miRNA gibi pek c¢ok molekiil tipini
tasiyabilmektedir (20). Bu kesecikler kosullu besiyerinden ultra santrifiigasyon,
ultrafiltrasyon, kromotografik yontemler, kademeli santrifiigasyon ve hacim azaltici
polimerlerin kullanimi gibi yontemlerle izole edilebilir (21-24). Bunlara ek olarak
ticari olarak satilan kitler de bulunmaktadir.

MKH kokenli ekzozomlarin analiz edildigi c¢alismalarda, bu keseciklerin
renal ve kardiyak dokular iizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (23,
25). Iskemiye bagimli akut bébrek yaralanmalarinda ekzozomlar igerisinde yer alan
miR-16, miR-15b ve miR-15a ile C-X3-C motif ligand-1 (CX3CL1) molekiiliiniin
ifadesini baskilayarak inflamatuar etkiyi azaltip renal yara iyilesmesine katki
saglamistir (26). Bobrek dokusunda olusan hasarlarda MKH kaynakli ekzozomlarin
kullanim1 ile apoptoz orani ve oksidatif stres kaynakli hasarin azaltildigi ortaya
konmustur (27). Kardiyak dokuda ise hiicrelerin hayatta kalmalarin1 saglayan
yolaklarda aktif olan fosforlanmis protein kinase B (pAKT ) ve glycogen synthase
kinase 3 (pGSK3) aktivasyonunu arttirarak kalp krizi sonucu azalan kardiyak
fonksiyonu arttirdigi hayvan deneylerinde gozlenmistir (28). MKH'ler tarafindan
tiretilen ekzozomlarin kalp kok hiicrelerinin ¢ogalma, go¢ ve tiip olusturmasini
arttirdig1 in vitro olarak gézlenmistir. Bu durumlarda miR-147 ve miR-503-3p ifadesi
artarken miR-207, miR-326-5p, ve miR-702-5p ifadelerinin azaldigi goriilmiistiir
(29). MKH tarafindan {iretilen ekzozomlar kalpteki damar yogunlugunu da
arttirmaktadir (30). Yara iyilesmesinde epitel dokusunun olusumunu destekledigi
goriilmiistiir (31). Bunun yani sira damarlanmayi tetiklerken, kolajen ve elastinin
fibroblastlardan salinmasini sagladigi da gosterilmistir (32). Ayn1 zamanda noral
koruyucu etkisi de bulunmaktadir (33). MKH kokenli ekzozomlarin sinir
hiicrelerinde de apoptoza karsi koruyucu etkisi vardir. AKT sinyal yolagi gibi
cogalmada etkisi bulunan yolaklar1 aktivasyonunu arttirdig1 bilinmektedir. Kan beyin
bariyerini asabilecek kadar kii¢iik olmalar1 ve immiin modiilasyon etkileri ile sinir
hiicrelerinde olusan hasarlarda tedavi potansiyeline sahiptir (34, 35). Ayrica akson
olusumunu tetikleyerek fonksiyonel iyilesme sagladigi beyin travma modellerinde

gosterilmistir (36).



MKH'ler terapétik anlamda biiyiik potansiyele sahip hiicrelerdir. Ozellikle
immiin modiilasyon etkileriyle hiicre transplantasyonlar1 i¢in giivenli bir se¢enek
olusturmaktadirlar. Ancak, yine de hiicre transplantasyonun kendine ait
dezavantajlarina sahiptirler (37). MKH'lerin terapotik etki olusturmada kullandiklar
en Onemli elemanlar1 olan ekzozomlarin transplantasyonu g¢ok daha giivenli bir
secenek olma potansiyeline sahiptir. Ekzozomlarin etkisi ve igerigi arasinda direk bir
iliski oldugu distintilmektedir. Tasidiklar1 mRNA ve gen ifadesi kontroliinde gorev
alan miRNA’lar ile terapotik etki saglamaktadirlar (38). Bu sayede MKH'lerin
terapotik etkisinin, MKH’leri nakletmenin olusturacagi risklerden kaginarak,

ekzozomlar ile taklit edilebilecegi diisiiniilmektedir (39).

CDE3

Sekil 2.3. Mezenkimal kok hiicre kaynakli ekzozomun sematik gosterimi ve
igerikleri (40).

2.3. Eritropoetin

Insan eritropoetin (EPO) hormonu 30.4 kDa agirhiginda glikozillenmis bir
proteindir (41). EPO; 166 amino asitlik bir diziden olusan, 4 tane oligosakkarit
zincire sahiptir (42). Bunlarin 3 tanesi N (azot) baglantili olup 8, 24 ve 32
pozisyonlarinda yer almaktadir (43). Bu karbonhidrat zincirleri EPO'nun stabil

kalmasi ve in vivo olarak hayatta kalmasinda 6nemli role sahiptir (44). Eritropoetin



embriyonik gelisim sirasinda karaciger hepatositleri tarafindan iretilir. Dogum ve
sonrasindaki yetiskin donemde karaciger ve bobrekteki peritiibiiler kapiler endotel
hiicrelerce tretilir (45). Ancak biiyilk ¢ogunlukla tiretiminden bobregin korteks
boliimiinde yer alan peritiibiiler fibroblast benzeri hiicreler sorumludur (45). Yapilan
arastirmalarda karaciger, dalak, akciger, testis, beyin ve parankim dokuda da EPO
proteinin ifadesini saglayan mRNA molekiiliine rastlanmistir (46).

Eritropoetini kodlayan EPO geni, kromozom 7q22 bolgesinde bulunur (47).
[fadesini kontrol eden molekiiler mekanizma tam olarak anlasilamamis olmakla
birlikte, oksijene bagimli oldugu bilinmektedir (48). Renal hiicrelerde ya hep ya hig
mekanizmasiyla kontrol edilen EPO gen ifadesi gozlemlenir. EPO ifadesine sahip
hepatik hiicreler hipoksiye cevap olarak EPO ifadesini kademeli olarak degistirir
(49). EPO geninin g¢evresinde ifadesini diizenleyecek birkag dizi bulunmaktadir.
Bunlardan en 6nemlisi Hypoxia response element (HRE) isimli dizidir. Bu dizi
Hypoxia inducible factor (HIF) adi verilen transkripsyon faktoriiniin baglandigi
motife sahiptir. HIF o ve B altiinitelerinden olusan dimer yapida bir molekiildiir (50).
HIF-1a ve HIF-1p'n ifadesi hipoksik kosullarin olusmasi ile degisim gosterir(51).
Ayni1 zamanda HIF-1a transkripsiyonel ko-aktivator olan p300/CBP'ye baglanarak
HIF-1p ile birlikte aktif bir transkripsiyon kompleks olusturarak hipoksiye bagimli
olarak ifadesi saglanan EPO, Vascular Endotel Growth Factor (VEGF) ve Glucose
Transporter Type 1 (GLUT1) gibi genlerin transkribe edilmesini saglar (52). HIF
transkripsyon ailesi liyelerinden HIF-2a ve HIF-3o'nin da EPO ifadesinde gorev
aldig1 yapilan gesitli caligmalarda gosterilmistir. Genetik manipiilasyon caligmalari
sonucu HIF-2o'daki fonksiyon kazanim mutasyonu ile asirn1 EPO {iretimi
iliskilendirilmistir (53). EPO iiretimini indiikleyen faktorlerin yani sira iiretimini
inhibe eden molekiiller de bulunmaktadir. HIF-3a, diger iiyelerin aksine EPO
tiretimini negatif yonde etkileyen molekiillerden biridir (54). Normoksik durumlarda
GATA-binding factor 2 (GATA-2) molekiili EPO geninin promotor bdolgesine
baglanarak onun ifadesini baskilar (55). EPO'nun promotor bdlgesine baglanan bir
diger molekiil ise nuclear factor xB (NFxB) 'dir. NFkB ve GATA-2'nin, EPO
transkripsyonunun baskilayict olarak 6zellikle inflamatuar hastaliklarda gorev aldigi
diistiniilmektedir. Pro-inflamtuvar sitokin olan Interleukin 1 (IL-1) ve Tumor
Necrosis Factor o (TNF-a); NFxB ve GATA-2'yi aktive ederek EPO'nun promotor



bolgesine baglanmasini saglayarak EPO ifadesine engel olur. Bunu takip eden

durumda kronik hastaliklarda anemi gozlemlenir (56).
2.4. Eritropoetin Reseptorii

Glikoprotein hormonu olan Eritropoetin (EPO), kemik iligindeki
hematopoetik kok hiicrelerin eritroid onciil hiicrelere farklilagsmasini (eritropoez)
saglar (57). Bu islevi EPOr ad1 verilen reseptor lizerinden sitiimiile eder. Olgun EPO
reseptorii 484 amino asitten olusan bir glikoproteindir (58) ve sitokin sinif 1 reseptor
stiper ailesine aittir (59). Degisken sitozolik ve ekstraseliiler domainleri korunmus
sisteinlere ve WSXWS motifine sahiptir. Ayrica bir hidrofobik transmembran dizisi
icermektedir. EPO proteinin reseptoriine baglanmasiyla sekilsel degisiklik olur ve
hiicre zarmni kateden EPOr ile EPO'nun baglandigi EPOr dimer olusturur. EPOr'lerin
sitoplazmik kisimlariyla baglanti kuran Janus kinase 2 (JAK2) molekiilleri oto
fosforilasyon ile aktive olur ve reseptorlerin sitozilik kisimlarindaki bir kag tirozinini
fosfatlar. Aktif Jak2, phosphotidyl-inositol 3- kinase (P1-3K/Akt), signal transducer,
activator transcription factor 5 (STAT5), mitogen activated kinase (MAPK), protein
kinase C ve NFxB gibi molekiiller ile iligkili olduklart yolaklar: indiikeleyerek; sag
kalim, cogalma ve farklilasma gibi hiicresel siirecler lizerinden eritrosit Onciil
hiicrelerinin kaderi belirler. MAPK, ii¢ tanesi temel olmak iizere pek c¢ok sinyal
yolagi ve gen ifadesinde 6nemli role sahip bir molekiildiir (56). Etkin oldugu sinyal
yolaklarindan biri Extracellular signal regulated kinase (ERK)’dir. Bu yolakta
eritropoetin molekiiliinlin reseptoriine baglanmasiyla Ras, Raf ve MAPK/ERK kinaz
enzimleri aktive olur. indiiklenen MAPK c¢ekirdege giderek hiicre ¢ogalmasi ve
apoptoz onleyici genlerin ekpresyonunu saglar. Uzun siireli MAPK aktivasyonu ise
ERK'in hiicre ¢ekirdegine tasinmasiyla farklilagsmay: tetikler (60, 61). EPO’nun
eritropoezde JAK?2 {izerinden aktive ettigi pek ¢ok yolak, ayni zamanda ndronal sag
kalim ve koruma saglamada da gorev almaktadir (62). STATS5 sitokin, biiylime
faktorii ve hormon gibi uyaranlara karsi hiicresel cevabin diizenlenmesinden sorumlu
bir molekiildiir (63). EPO-EPOr iliskisi sonucu aktive olan JAK?2 tarafindan uyarilir,
homodimer yapar ve ¢ekirdege tasinir. Burada transkripsiyon faktorii olarak hareket
ederek Bcl-2 ve Bcl-xL anti apoptotik genlerin ifadesini saglar ve hiicrenin apoptoza

girmesini engeller. EPO'nun hiicresel yaralanmayi 6nlemek i¢in B-cell lymphoma 2



(Bcl-2) ve B-cell lymphoma extra large (Bcl-xL) ifadesini korur. Pro-apoptotik bir
molekiil olan BCL2 associated X (Bax) ile olan Bcl:Bax oranini diizenler (64) Aktif
JAK2 proteinin direk hedeflerinden biri de transkripsyon faktoriic NFxB'dir. p50
altiinitesinin fosforlanmasi ile aktif hale gelen bu molekiil ¢ekirdege go¢ eder ve
burada STATS'e benzer sekilde ¢alisarak bu anti apoptotik genlerin ifade edilmesine
transkripsyon faktorii olarak katki saglar (65). Hematopoetik olmayan dokulardaki
EPO kaynakli hiicre korunmasindaki temel yolak PI3K/Akt'dir. JAK2 tarafindan
fosforlanarak sitiimiile edilen PI3K, AKT molekiiliinii fosforlayarak aktive eder.
Aktif AKT molekiili BCL2 associated agonist of cell death (Bad) molekiiliinii
fosforlayarak inhibe eder ve kaspaz molekiillerinin mitokondriden salinmasini

engeller. Bu sayede hiicrenin apoptozdan kaginmasini saglar (64).
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Sekil 2.4. Eritropoetin’in reseptoriine baglanmasiyla aktive olan yolaklar (55).

Yapilan caligmalarda noron, endotel ve kardiyomiyosit gibi farkli hiicre
tiplerinin de EPO ile muamele edilmesi sonucu bu hiicrelerin EPOr ifade etmeye
basladig1 goriilmiistiir (66). Bu da EPO'nun eritropoez disinda da etkinligi oldugunu
diisiindiirmektedir. EPO'nun eritropoezdeki rolii en bilinen 6zelligi olsa da,
hematopoetik olmayan hiicreler, makrofajlar, endotel hiicreler iizerinde de etkisi

bulundugu yiiriitiilen incelemelerde gozlemlenmistir (67). Ayn1 zamanda noral, kas



ve kardiovaskiiler dokularda da EPO'nun etkisi oldugu yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir. Ornegin, antioksidan enzimlerin ifadesini arttirma, serbest radikal
salinimi ise azaltma gibi etkilerle beyin de nétrofik ve ndéron koruyucu ozellik
gosterir (68). EPO'nun koruyucu etki gosterdigi bir diger doku ise bobreklerdir.
Bobrek hiicreleri tizerinde yapilan calismalar pek ¢ok hasar tipinde eritropoetin
uygulamasinin renal hiicrelerin hayatta kalim ve fonksiyonlarini korumasinda pozitif
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (69). Ozellikle anemi ile iliskili bobrek
yetmezliginde hipoksiye bagli doku hasarimi diizeltmede etkili bir elemandir (70).
Iskemik reperfiizyon da renal dokularda olusan hasari azaltmak ve fonksiyonlari
korumak i¢in EPO muamelesinin uygun bir ¢6ziim oldugu hayvan deneyleriyle
gosterilmisgtir  (71). Ayrica, bdbrek dokusunda olusan yaralanmalarda EPO
uygulamasi yapilmasi apoptozu engelleyerek bobrek fonksiyonun azalmasini onler
(69). EPO'nun enfeksiyon baslatict molekiiller olan TNF-a ve Interleukin 2 (IL-2)'nin
ifadesini renal yaralarda azaltir. Ilerleyen caligmalar EPO’nun yarali dokularda
koruyucu etkisi oldugunu ortaya koymustur (72). Apoptozu engelleyen ve iyilestirici
hiicre ¢cogalmasini tetikleyen yolaklarin aktivasyonunu saglayarak yarali dokularda
iyilesme ve koruma saglar (73). VEGF gibi anjiyojenik faktorlerin miktarinin
artmasini saglayarak doku iyilesmesine katki saglar (74). EPO muamelesi, 6zellikle
yarali doku iyilesmesinde sayilan Ozelliklerinden otiirii oldukg¢a yiiksek terapotik

potansiyele sahiptir.
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Sekil 2.5. EPO-EPOr etkilesiminin nérolojik yolaklar tizerindeki etkileri (75).

2.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Eritropoetin ile Muamele Edilmesine

Dair Ornek Cahsmalar

Eritropoetin uygulamasinin daha 6nce de bahsedildigi gibi pek cok farkli
hiicre tipi ve dokuda degisiklige sebep oldugu ve etkiledigi bilinmektedir (76). Bu
hiicre tiplerinden biri de mezenkimal kok hiicrelerdir. Yapilan c¢aligsmalarda
MKH’lerin EPO ile muamele edilmesiyle, MKH’lerin iyilestirici potansiyelini
arttirmak ve daha etkin sonuglar elde etmek amaglanmistir. Bu dogrultuda sinir, kalp,
akciger, mide, bobrek ve karaciger gibi pek ¢ok doku iizerinde arastirmalar
gerceklestirilmistir. Calismalar sonucunda eritropoetin muamelesinin mezenkimal
kok hiicrelerin gen ifadesini etkilemekte oldugu gézlemlenmistir .

Zwezdaryk ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptigi calismada genellikle
anjiogenez stiimiilasyonu i¢in kullanilan VEGF ve Fibroblast Growth Factor
(FGF)’in yetersiz kalmasi sonucu, endotel hiicrelerde anjiyogenezi tetikleyen

EPO’nun insan MKH fiizerinde etkisi incelenmistir (77) EPO muamelesinin sonucu
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olarak MKH’ler daha hizli bir sekilde pro anjiyojenik faktor tiretimine baglamistir.
Ayrica daha iyi kemotaksis, migrasyon ve Matrix Metalloproteinase 2 MMP2
aktivasyonu gostermistir (77).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan 2015’te yapilan ¢alismada kronik bdbrek
rahatsizliklarindan bobrek fonksiyonlarinin korunmasinda yardimei olan MKH’lerin
EPO ile indiikklenmesinin etkisini arttiracagi diisiniilmistiir (73). Bu olumlu sonucun
altinda yatan mekanizma tam olarak ortaya konamamakla birlikte, MKH’lerden
salman mikro keseciklerin tasidiklar1 kargoyla iligkili oldugu diisiiniilmiistiir.
EPO’nun bu mikro kesecikler {izerinde etkisi ve onlarin kronik bobrek
rahatsizliklarindaki koruyucu fonksiyonu incelenmistir (73). Farkli konsantrasyonda
(1, 10, 100, ve 500 IU/ml) EPO ile muamele edilen MKH’lerden elde edilen mikro
kesecikler ile EPO ile muamele edilmeyen MKH’lerden elde edilen mikro kesecikler
in vivo ve in vitro olarak bobrek hasarlarinda tedavi amagh kullanilmistir (73). 1-100
IU/ml EPO doz araliginda doza bagimli olarak mikro kesecik artig1 gozlemlenmistir.
EPO ile muamele edilen MKH’lerden elde edilen mikro keseciklerin ozellikle
fibrozis iliskili bobrek hasarinda iistiin bir koruyucu etkisi oldugu ortaya konmustur
(73). miRNA profilini incelemek igin yapilan mikroarray ¢alismasinda, 212
MIRNA’nin ifadesinin arttigi gozlenmistir. Degisikliklerin bobrek fonksiyonlarini
koruyucu etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. in vivoda 7. ve 14. giinlerde daha
iyi sonug alinirken benzer etki in vitroda 24. ve 48. saatte gézlemlenmistir (73).

Hepatosit biiyiime faktorii (HBF) hematopoezde onemli rol oynayan
molekiillerden Dbiridir ve temel olarak kemik iligi MKH’leri tarafindan
salgilanmaktadir (78). Hematopoetik onciil kok hiicrelerin hareket ve biiyiimesinde
etkilidir. EPO’nun HBF ifadesini ne yonde etkileyecegine dair yapilan arasgtirmada,
kemik iligi kaynakli MKH’ler 4 1U/ml 6, 24 ve 48 saatlik siireclerde 4 IU/ml EPO ile
muamele edilmistir. ifade ve protein seviyelerindeki degisiklik pozitif yonde olurken
ayni zamanda go¢ kabiliyetini arttirdig1 da yapilan ko-kiiltiir ile tespit edilmistir (79).

Ercan ve arkadaslar tarafindan yapilan bir diger calismada ise EPO’nun
apoptoz karsitt etkisi incelenmistir (80). MKH’lerin iskemiye bagli olarak sag kalim
oranini artirmak adina EPO muamelesi denenmistir. Yapilan ¢alismada EPO’nun
apoptoza karsi olan koruyucu etkisi hidrojen peroksit ile apoptoza siiriiklenen

hiicrelerde gosterilmeye c¢alisiimistir. EPO ile 6nceden muamele edilen hiicreler
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apoptoza karsi direng gostermis ve daha c¢ok sayida hiicrenin hayatta kaldiginm
gozlemlemislerdir. EPO’nun apoptozu baskilayic1 6zelligi oldugu da gosterilmistir
(80).

Norodejeneratif hastaliklarda hipoksi, asir1 glutamat ve amiloid beta birikimi
toksik g¢evre olusturmaktadir (81). EPO maruziyetinin bu mikrogevrede MKH'lerin
hayatta kalim ve rejeneratif potansiyellerini korumak adina etkisi aragtirilmistir (82).
Insan kemik iliginden elde edilen MKH’lerde hipoksi ve EPO maruziyeti sonrasinda
kolinerjik noron benzeri fenotip gozlemlenmistir. Aynmi zamanda kolin asetil
transferaz seviyesi yiikselmistir. Toksik ¢evreyi taklit etme adina uygulanan asiri
Glutamat etkisi ve APPsw-PC12 ko-kiiltiirliriiniin yarattigi etki hipoksi ve EPO’nun
beraber uygulanmasi ile geri ¢evrilebilmistir. Bu Wnt family member 3A (WNT3A)
molekiiliindeki artisla saglanmistir. Genel olarak EPO ve hipoksi sinerjik bir bi¢imde
calisip olumsuz ¢evresel etkiyi geri ¢evirmektedir. Ayn1 zamanda noral ve
fonksiyonel karakterin artmasini saglamaktadir (82).

Mezenkimal kok hiicrelerin eritropoetin ile muamele edilmesi pek ¢ok
aragtirict tarafindan incelenmis ve terapdtik etkisini arttirdigi ortaya konmustur.
Ancak, bu ¢alismalar belli genler {izerindeki etkisini inceledigi i¢in sinirlt kalmistir.
Bu c¢alismada eritropoetinin mezenkimal kok hiicrelerin gen ifade profilinde sebep
oldugu degisiklik, transkriptom profilinin ve ekzozom igerisindeki miRNA
dizilerinin ortaya ¢ikarilmasiyla daha detayli ve genis bir bakis acisi ile incelenmis

olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Bu tez ¢alismasinda ATCC (American Type Culture Collection) biinyesinde
arsivlenmis, anonimlestirilmis ve ticari olarak satilan kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (MKH) kullanilmistir. Kullanilan bu hiicreler PCS-500-
012TM kodlu, 63208778 parti numarasi ile iretilmistir. 24 yasinda beyaz erkek
bireyden kemik iligi aspirasyonu ile elde edilmistir. Akim sitometri sonuglarinda
CD29, CD44, CD90, CD105, CD166, CD73 yiizey belirtegleri i¢in pozitif CD14,
CD31, CD34, CD45, CD19 yiizey belirtegleri i¢in negatif olduklar belirtilmistir.

3.1.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose (Biosera)

Fetal Bovine Serum (Biowest)

L-glutamine (Biowest)

Penicillin-Streptomycin (Biowest)

Tripsin %0,25 (Biosera)

PBS pH=7.4 (Biosera)

Ekzozom-igermeyen Fetal Bovine Serum (Thermo Fisher Scientific)
Eritropoetin (EPO) (Prospec Cyt-325)

3.1.3. RNA Eldesi

TRIzol (Sigma)

Kloroform (Sigma)

Etanol (Sigma)

Qubit dsDNA Assay (high sensitive) (Thermo Fisher Scientific)
Qubit Florometre 2.0 (Thermo Fisher Scientific)

NanoDrop Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific)



3.1.4. Ekzozom ve Ekzozomdan RNA Eldesi

Tiim Ekzozom Izolasyon Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific)
Ekzozom Resiispansiyon Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific)
miRNA Yikama Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific)

2X denatiirasyon Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific)

Asit Fenol: Kloroform (Thermo Fisher Scientific)

Eliisyon Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific)

Etanol (Sigma)

PBS pH=7.4 (Biosera)

3.1.5. Kantitatif Transkriptom Analizi

VILO Superscript cDNA sentez Kiti

Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter A63880)
Dynabeads M-270 Streptavidin (Invitrogen 653-05)

lon AmpliSeq Human Gene Expression Chef RDY Kit

lon PI Hi-Q OT2 200 Kit v3

lon P1 Hi-Q Sequencing 200 Kit v3

Ion Chef otomatize hazirlik cihazi

Ion One Touch klonal amplifikasyon cihazi

Ion One Touch ES manyetik partikiil zenginlestirme cihazi
lon Proton yeni nesil dizileme cihazi

Torrent Server Veri analiz sunucusu
3.1.6. Yiiksek Olcekli miRNA dizileme

lon Total RNA-Seq Kit v2

lon PI Hi-Q OT2 200 Kit v3

lon PI Hi-Q Sequencing 200 Kit v3

Ion One Touch klonal amplifikasyon cihazi

Ion One Touch ES manyetik partikiil zenginlestirme cihazi
Ion Proton yeni nesil dizileme cihazi

Torrent Server Veri analiz sunucusu
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3.2. Yontemler
3.2.1. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

e -145°C’lik dondurucuda saklanan MKH’ler 37°C'ye getirildi.

e Hiicreler 3 ml besi yeri i¢inde ¢oziildii. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Ust faz atild1.

e Pelet 5 ml PBS ile ¢oziildii. Bu karisimdan 25 pl alindi ve 25 pl trypan
blue boyasiyla karistirildi.

e Hemositometreye yiiklenen hiicreler 151k mikroskobunda sayildu.

e 6 kuyucuklu kiiltiir kabina, kuyucuk basina 40.000 hiicre olacak sekilde
ekildi.

e Hiicreler uygun sayida ekilerek 37°C, %5 CO; sartlarinda inkiibe edildi.

3.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Eritropoetin (EPO) ile Muamele

Edilmesi

e 13000 IU/ml konsantrasyona sahip 400 pl eritropoetin (% 0.01 BSA
50Mm Tris HCI'de ¢6ziilmiis) ana stogu 4.8 ml PBS igerisinde ¢oziilerek
1000 IU/ml olacak sekilde seyreltildi.

e Hazirlanan stok soliisyondan besiyeri icerisinde 1:10 diliisyonla 100
IU/ml, 1:100 diliisyonla 10 IU/ml ve 1:1000 diliisyon ile 1 IU/ml
konsantrasyonda soliisyonlar hazirlandi.

e %380 hiicre yogunluguna ulasan hiicrelerin iizerine sirasiyla 1, 10, 100
IU/ml EPO igeren besiyeri, kontrol i¢in ayrilan kuyucuklara normal
besiyeri eklendi. Tiim ornekler ti¢lii tekrar olarak calisildi (Sekil 3.1.).

e Hiicreler 48 saat 37°C, %5 CO; sartlarindaki inkiibe edildi.



16

PR CEE)
(e (D)

Sekil 3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelere uygulanan EPO dozlarinin semasi.

3.2.3. RNA Eldesi

e Hiicrelerin lizerinden besiyeri ¢ekilip PBS ile yikandiktan sonra 1 ml
trizol eklendi.

e 13000 rpm’de +4°C de 5 dakika santrifiij edildi.

e Ustte kalan faz yeni tiipe aktarild1.

e 300 pl kloroform eklendikten sonra 10 saniye vorteks ile calkaland1 ve
5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e 13000 rpm’de +4°C de 5 dakika santrifiij edildi.

e 500 ul %100 etanol eklenir ve 5 kere alt iist yapildi.

e En az | saat olmak iizere -20°C' de bekletildi.

e 13000 rpm’de +4°C de 5 dakika santrifiij edildi.

e Ust faz atildi ve DEPC'li su ile hazirlanmis 500 pl %70'lik etanol
eklendi.

e 13000 rpm’de +4°C de 5 dakika santrifiij edildi.

e Fazla etanol alind1 ve kurumasi i¢in oda sicakliginda birakildi.

e 20-25 pl DEPC'li su ile sulandirildi ve spektrofotometre ile

konsantrasyon ve saflig1 6l¢iildii.

e Sonraki deneylerde kullanilmak iizerine - 80°C'ye kaldirild.
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3.2.4. Ekzozom Eldesi

e 10 IU/ml EPO ile muamele edilmis hiicrelerden besiyeri ¢ekildi ve
2000 g'de 30 dakika santrifiij edildi.

e Ust faz yeni tiipe aktarildi. Yar1 hacminde tiim ekzozom izolasyon
sollisyonu eklendi ve iyice karistirildi.

e +4°C’de bir gece inkiibe edildi.

e 10000 g’de +4°C’de 60 dakika santrifiij edildi.

e Ust faz atildi ve ekzozomlarm bulundugu pelet 1X PBS igerisinde

¢ozildi ve -20°C’de saklandi.
3.2.5. Ekzozomdan miRNA Eldesi

e 200 pl IX PBS ile sulandirilmis ekzozom ¢ozeltisi lizerine ayni
hacimde 2X denatiirasyon soliisyonu eklendi.

e Buziizerinde 5 dakika bekletildi.

e Toplam hacmin iki kat1 kadar Asit Fenol: Kloroform eklendi ve 30-60
saniye vorteks ile karigtirildi.

e En yiiksek hizda oda sicakliginda 5 dakika santrifiijlendi ve iist fazi
yeni tiipe aktarildi.

e 1.25 hacim %100 etanol eklendi ve karistirildi.

e Filtre kolonu toplama tiipiine yerlestirildi.

e 700 pl lizat ve etanol karisimdan alinip filtre kolonuna kondu.

e 10000 g’de 15 saniye santrifiijlenerek karisgim filtreden gegcirildi.
Toplama tiipiine inen s1v1 atildu.

e 700 pl miRNA yikama soliisyonu 1 filtre kolonuna eklendi.

e 10000 g’de 15 saniye santrifiijlenerek karisim filtreden gegirildi.
Toplama tiipiine inen s1v1 atildu.

e 500 pl yikama soliisyonu 2/3 filtreye eklendi.

e 10000 g de 15 saniye santrifiijjlenerek karisim filtreden gecirildi.
Toplama tiipiine inen s1v1 atildu.

e Tekrar 500 pul yikama soliisyonu 2/3 filtreye eklendi.



18

10000 g’de 15 saniye santrifiijlenerek karisim filtreden gegirildi.
Toplama tiipiine inen s1v1 atildi.

10000 g’de 1 dakika santrifiijlenerek kalan sivilar filtreden geg¢irildi.
Toplama tiipiine inen siv1 atild.

Filtre kolonu yeni tlipe aktarildi ve 6nceden 950C'ye 1sitilmis 50 ul
ellisyon soliisyonu eklendi.

30 saniye santrifiijlendi ve pelletteki miRNA’lar 15 ul TE ile

sulandirildi.

3.2.6. Kantitatif Transkriptom Analizi

Her bir RNA o6rneginden 10 ng alinarak VILO Superscript cDNA
sentez kiti ile cDNA sentezi gergeklestirildi.

Kiitiiphane eldesi i¢in her bir gene 6zgiil olarak dizayn edilmis primer
havuzu kullanilarak (lon AmpliSeq Human Gene Expression Panel)
ultra-high multipleks PZR yapildi.

Kiitiiphane olusturulmast sirasinda yapilan amplifikasyon ve
barkodlama asamalar1 Ion Chef cihazi kullanilarak yapildi. Her bir
ornege ayri bir barkod dizisi eklenerek, ayni yeni nesil dizileme
kosumunda dizilenmesi saglandi.

Kiitliphanelerin kantitatif miktar tayini Qubit cihazi ve PicoGreen kit
kullanilarak florometrik yontem ile yapildi. Qubit dsDNA High
Sensitive Quantitation kit igerisindeki standartlar yardimi ile gift
zincirli DNA molekiillerinin miktar1 saptandi.

Ion Chef cihazindan alinan birlestirilmis kiitliphaneler emiilsiyon PCR
ile yapilan klonal amplifikasyon i¢in 10 pM konsantrasyona getirildi.
Kiitiiphanelerin klonal amplifikasyonu Ion PI Hi-Q OT2 200 Kkiti
kullanildi.

Yeni nesil dizileme reaksiyonu lon Pl Hi-Q Sequencing 200 Kit
kullanilarak Ion Proton cihazinda gerceklestirildi.

Ham verilerin iglenmesinde torrent server igerisinde yer alan analiz

plug-in kodlar1 kullanildu.
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e Yeni nesil dizileme reaksiyonu sonrasi elde edilen tim okumalarin
normalizasyonunda RPM (reads per million) metodu kullanildi.
e Flde edilen gen ifade degerleri iDEP yazilimi kullanilarak

gorsellestirildi.
3.2.7. Yiiksek Olcekli miRNA dizileme

e Ekzozomlardan izole edilen miRNA Grneklerinin tamami (yaklagik 3
ul) hazirlanan hidiridizasyon ¢ozeltisi ile birlestirildi.
Hibridizasyon ¢ozeltisi (Sul) asagidaki gibi hazirlandi:
3 ul hibridizasyon ¢ozeltisi
2 ul lon adaptor karigimi
Hibridizasyon basamaginin gerceklestirildigi kosullar:
*65°C 10 dk
*16 °C 5 dk
e Buasamada ligasyon karigimi buz lizerinde hazirlandi:
* 2X ligasyon tamponu 10 ul
* Ligasyon enzim ¢ozeltisi 2 ul
12ul ligasyon karigimi, 8ul hibridizasyon karigimi ile karistirilmstir.
e Hazirlanan 20ul’lik karigimlar 16 °C’de 16 saat inkiibe edildi.
e Ligasyon karisimi igerisinde yer alan RNA’lar cDNA’ya
doniistirildii:
2ul RNAse/DNAse icermeyen su
4ul 10X RT tamponu
2ul ANTP ¢ozeltisi
8ul Ton RT primer ¢ozeltisi
Ligasyon karisimi ile karistirilan bu ¢ozelti reaksiyonun baglamasi igin 10
dakika 70°C’de inkiibe edildikten sonra buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda 4ul
SuperScript RT enzim ¢ozeltisi eklenerek 42°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
e FElde edilen cDNA’larin boyutlarina gore ayristirilmasi i¢in manyetik
bilyeler kullamldi. Islem plakasinda her bir kuyucuga 7ul manyetik
bilye soliisyonu eklendi. Her bir kuyucuga 140 ul baglanma soliisyonu

eklenerek, karigmalar1 saglandi. Sonrasinda her bir kuyucuga
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hazirlanan ¢cDNA karigimindan 40 ul eklendi. 120 ul %100 etanol
eklenerek iyice karismasi saglandi ve 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Sonraki asamalar manyetik rak {izerinde yapildi.

e Kuyucuklu plaka manyetik rak {izerine alinarak 5 dakika inkiibe edildi
ve karisimin temizlenmesi beklendi. Supernatan baska bir plaka
iizerine aktarildi. Her bir supernatan iizerine 72 ul RNAse/DNAse
icermeyen su eklendi. Kuyucuktaki karisim mikropipetle karistirildi
ve lizerlerine 78 ul %100 etanol eklendi.

e Kuyucuklar iizerine 7 ul manyetik bilye soliisyonu eklendikten sonra 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar manyetik rak iizerine
alinarak ayrigmalart saglandi. Supernatanlar atildi. Manyetik rak
iizerindeki kuyucuklara 150 ul yikama soliisyonu eklenerek 30 saniye
inkiibe edildi. Plaka manyetik rak {izerinden alinmadan supernatanlar
atildi1 ve 1-2 dakika kurumasi i¢in bekletildi.

e Her bir kuyucuga 12ul RNAse/DNAse icermeyen su eklendikten
sonra 1 dakika inkiibe edilerek, supernatan toplandi.

e Elde edilen cDNA'lardan barkodlu kiitiiphaneler yapildi. Bunun i¢in
oncelikle agsagidaki karigim yapildu:

Platinium Super Mix high fidelity 45 ul
Ion express RNA 3’ barkod 1 ul
cDNA é6ul
Ion Xpress Barcode BC primer karigimi 1 ul
Hazirlana karisimin tabi tutuldugu reaksiyon kosullart:
94°C 2 dakika (2 dongii)
94°C 30 saniye —
50°C 30 saniye (14 dongii)
68°C 30 saniye —
94°C 30 saniye
62°C 30 saniye —_
68°C 30 saniye
68°C 5 dakika
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e cDNA amplifikasyonu sonucunda elde edilen iiriinlerin saflastirilmasi
icin; ilk olarak islem plakasinda her bir kuyucuga 7ul manyetik bilye
solisyonu eklendi. Her bir kuyucuga 140 ul baglanma soliisyonu
eklenerek, iyice karigmalart saglandi. Her bir kuyucuga 53 ul PCR
irlinii eklendi. Kuyucuktaki ¢6zelti mikropipetle sikga karistirildi,
iyice karismasi saglandi ve 110 ul %2100 etanol eklendi. Oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

e Plakalar manyetik rak {izerine almip 5 dakika inkiibe edilerek,
bilyelerin tamamen temizlenmesi beklendi.

e Supernatanlar alindiktan sonra plaka manyetik rak {izerinden alind1 ve
supernatanlar iizerine 35 ul DNAse/RNAse icermeyen su eklendi.
Sonrasinda tizerlerine 35 ul %100 etanol eklenerek iyice karigmalari
saglandi.

e Soliisyon iizerine yeniden 7 ul manyetik bilye eklendi, iyice
karigmalar1 sagland1 ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Plakalar tekrar manyetik rak {izerine alinarak bilyelerin tamamen
temizlenmesi i¢in 5 dakika daha inkiibe edildikten sonra supernatanlar
atildi. Manyetik rak iizerindeki bilyelere 150 ul yikama soliisyonu
eklendi ve 30 saniye inkiibe edildikten sonra supernatan atild.
Bilyeler manyetik rak ftizerinden alinmadan 1-2 dakika daha oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra, manyetik rak iizerinden alindi.
Uzerlerine 15 ul DNAse/RNAse igermeyen su eklenerek iyice
cozlilmeleri saglandi.

e Son olarak tekrar manyetik rak tizerine konularak, 1 dakika beklendi
ve supernatanlar toplandi.

e Hazirlanan kiitliphaneler Qubit cihaz1 kullanilarak o6l¢iildii ve Ion

Proton yeni nesil dizileme sistemi kullanilarak dizilendi.
3.2.8. miRNA Dizileme I¢in Biyoinformatik Analiz

e Sckanslama cihazinda Unaligned Binary Alignment Map UBAM
formatinda kaydedilen veri dosyasit FASTQ formatindaki dosyaya
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bedtools v2.27.0 programi ile g¢evrildi. "bedtools bamtofastq -i
<BAM> -fq <FASTQ>" kodu kullanild1.

Bu dosyadaki verilerden sekanslama sirasinda kullanilan barkodlarin
dizilerini kullanarak, barkod dizisine sahip veriyi ana veriden "Greb"
komutu ile ¢ekildi ve Text dosyasi olarak kaydedildi.

Veriyi ¢ekmek i¢in kullanilan kod asagidadir.

lonXpressRNA_001 i¢in: grep 'CTAAGGTAAC' >
mirna_barcode_001.txtlonXpressRNA 002 i¢in: grep 'TAAGGAGAAC' >

mirna_barcode_002.txt

Elde edilen havuz veri Text dosyasindan Excel dosyasina
doniistiirildi.

Burada adaptor dizisinden ve barkod dizisi elimine edilerek daha
odakl kiiciik bir veri havuzu olusturuldu.

Bu veri miRBase isimli programda yer alan insan kaynakli biitiin
miRNa dizileri ile karsilastirildi.

45 adetlik 6zel olarak farkl ifadesi goriilen miRNA dizisi elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Eritropoetin Uygulamasi Sonras1 Mezenkimal Kok Hiicre

Morfolojisi

MKH’lere 3 farkli konsantrasyonda (1 1U/ml, 10 IU/ml ve 100 I1U/ml)
Eritropoetin (EPO) uygulanmis, 48 saat sonra morfolojileri incelenmistir (Sekil 4.1.).

Alinan goriintiilerde mikroskobik olarak major bir farklilik goriilmemistir.

7/9)
/

Sekil 4.1. EPO uygulanmamais (kontrol) ve farkli konsantrasyonlarda (1 IU/ml, 10
[U/ml ve 100 IU/ml) EPO uygulanmis MKH lerin 151k mikroskobisi
goriintlileri. MKH: Mezenkimal Kok Hiicre.

4.2. Eritropoetin Uygulamasinin Transkriptom Profiline Etkisi

Ug farkli konsantrasyonda EPO uygulamasi yapilmis ve 48 saat inkiibe
edilmis MKH’lerden RNA eldesi ve transkriptom analizi yapilmistir. Kontrol grubu
MKH’ler (EPO uygulanmayan) 2 set halinde ¢alisilmis, diger tim gruplar ise 3’lii

biyolojik tekrarlarin ayni test tiipiinde birlestirilmesi ile transkriptom analizine
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alinmistir. Kantitatif transkriptom analizine alinan Ornekler arasindaki benzerligin
cok yiiksek olmasi nedeniyle (O0rneklerin karsilastirmali R degerleri 0.994-0.995
araliginda) her EPO konsantrasyonu i¢in farkli analiz yapilmamis, deney gruplari
“kontrol MKH” ve “EPO uygulanmis MKH” olarak karsilastirmali olarak analiz
edilmistir. DESeq2 kullanilarak yapilan analiz sonucunda ise, EPO uygulamasina
bagli olan gen ifade degisimleri (en az 4 kat ve lizeri) listelenmistir (Sekil 4.2., Tablo
4.1. ve 4.2.). Bu analizde farkli konsantrasyonlarda EPO uygulamasi sonucunda 131
genin ifadesinin arttig1, 55 genin ise ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Her ne kadar
deney gruplari arasinda belirgin diizeyde farklilik saptanmasa da, 10 IU/ml
konsantrasyonda uygulanan EPO diger gruplardan ayrilmistir (Sekil 4.2.). Bu

nedenle sonraki deneyler i¢cin 10 IU/ml konsantrasyonu se¢ilmistir.
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Sekil 4.2. EPO uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) MKH’lerin transkriptomik
analiz sonuglari. A) EPO uygulanan ve uygulanmayan MKH’lerin
karsilastirmali analizinde degisen genlerin Volcano grafigi. B) Tim
gruplarin birbiri ile siniflandirma analizi goriintiisii. EPO10: 10 TU/ml,
EPOL1: 1 IU/ml, EPO100: 100 1U/ml konsantrasyonda, MKH: Mezenkimal
Kok Hiicre (2 tekrarlt).
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Tablo 4.1. EPO uygulamasi sonrasi 4 kat (10g22) ve tizeri artan gen listesi. Gen adlari
alfabetik sirayla verilmistir.

EPO uygulamasi sonrasi logz2 kat artan genler

AA06 DZIP1L KRTAPS5-3 NACA2 PDE4C
ACSS2 FAM215A LILRB2 NKG7 PDZD7
ACTL7B FAM71A LINC00488 NPBWR1 PGAP2
ACTRT2 FBXW12 LINCO00668 NPC1L1 PGCP1
ADRAZ2B FGFR4 LOC100129518 0Ca0 POM121L12
AKR1CL1 FLJ11235 LOC100131726 ODF4 POU3F1
ANKLE1 FLJ34503 LOC100288911 OR10V1 PPIAL4C
B3GAT1 FOXG1 LOC100505478 OR13J1 PPP1R2P9
C20RF57 GGTALP LOC338817 OR1D4 PROX1
C30RF45 GLTPD2 LOC389705 OR1G1 PRRG4
C50RF20 GSDMC LOC399715 OR2AT4 PTPRH
CCDC38 HMGN2P46 LOC643339 OR2T12 RFPL3
CCER1 HRC LOC645434 OR4B1 RGPD2
CD79B HSPA7 LOC645752 OR4D10 SDC4P
CDC14C HSPB3 LOC732275 OR4F4 SLC18A3
CDK5R2 IGFL2 LUZP2 OR4K17 SLC39A5
CES3 IL3 MAP4K1 OR51F1 SLC44A3
CHRND INSM1 MGAT3 OR52E4 SOX3
CLEC4M IQCF1 MGC2889 OR6Q1 SSX5
CREG2 KBTBD13 MIR54813 OR7D4 TRIL
CTAGE11P KCNA3 MRGPRX1 OR8D4 UNC5A
CXORF1 KHDCI1L MS4A12 OR8G1 UTS2R
DACH2 KRTAP10-11 MT1H OR9I1 VSTM5
DEFB127 KRTAP12-3 MT1IP P2RX3 ZC3H12D
DMBT1 KRTAP13-3 MUC12 P2RY1 ZFP57
DNAJB3 KRTAP17-1 MYH11 PABPC1L2A ZYG11A
DPPAS




Tablo 4.2. EPO uygulamasi sonrasi 4 kat (10g22) ve lizeri azalan gen listesi. Gen

adlar alfabetik sirayla verilmistir.
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EPO uygulamasi sonrasi logz2 kat azalan genler
ANK3 DHRS2 GPC5 LOC255130 RASGEF1B
ASTN2 DOC2A GRAP LOC389247 RERGL
BCL2L10 DOKG®6 HELT LOC6433542 SEC14L5
BEND4 DRAXIN ICOSLG MAGEA9B SOX30
C160RF95 EGFEM1P IL12B MRGPRE SULT1A2
C210RF62 FGL2 IQCD NCF2 SYCE3
C60ORF58 FLJ37035 ITGB6 NSG1 SYT2
CAMK2A FLT1 LEMD1-AS1 PAN2 TLR9
CD34 FOXAL LHX3 PCDH1 TMEM184A
COX6B2 GABRD LOC100133669 PHKG1 TRH
CSPG5 GNA15 LOC100507034 RAMP2-AS1 ZNF280A

4.3. Eritropoetin Uygulamasinin Ekzozom Kaynakhh miRNA Profiline
Etkisi

EPO uygulamasinin ekzozomlardaki miRNA profiline etkisini aragtirmak
i¢in, 10 IU/ml konsantrasyonda EPO ile 48 saat kiiltiire edilen MKH’lerden ekzozom
izolasyonu ve takiben RNA eldesi yapilmistir. Bu deneyler @de 3’er biyolojik tekrar
halinde gerceklestirilmis ve ekzozom izolasyonu sonrasi ornekler birlestirilerek
devam edilmistir. Hiicre kiiltiirli calismalarinda kullanilan dana kaynakli fetal serum
icerisinde yiliksek miktarda ekzozom bulunmaktadir. Bu ekzozomlarin, arastirilan
MKH kaynakli ekzozomlarla karigmamasi i¢in ekzozomdan arindirilmis fetal dana
serumu igeren besiyeri hazirlanmistir. Kiigiik RNA molekiillerini yakalamaya
yonelik olarak hazirlanan kiitiiphaneler (miRNA iceren) yeni nesil dizileme yontemi
ile analiz edilmistir. 10 IU/ml EPO wuygulamas: sonucu, kontrol grubunda
saptanmayan, 22 miRNA tespit edilmistir (Tablo 4.3.). Bes miRNA’nin ise kontrol
grubu hiicrelerde bulunmasina ragmen EPO uygulamasi sonucu ekzozomlarin
igerisinde yer almadigi dikkati c¢ekmistir (Tablo 4.4.). Bununla beraber, EPO
uygulamasi sonrasinda kontrol ekzozomlarma goére 14 miRNA’da azalma, 2

miRNA’da ise artig goriilmiistiir (Tablo 4.5.).
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Tablo 4.3. 10 IU/ml EPO uygulamasi sonucu ekzozomlarda kargolanan miRNAlar.

. . e Okuma Sayisi Okuma Says:
miRNA Adi MiRNA Dizisi (Kontrol) (20 1U/ml
EPO)

hsa-miR-16-5p UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG 0 151
hsa-miR-140-5p CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG 0 123
hsa-miR-99a-5p AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG 0 107
hsa-miR-199a-3p | ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA 0 86
Hsa-miR-199b-3p | ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA 0 86
hsa-miR-27b-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC 0 64
hsa-miR-455-5p UAUGUGCCUUUGGACUACAUCG 0 46
hsa-miR-376¢c-3p | AACAUAGAGGAAAUUCCACGU 0 45
hsa-miR-423-3p AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU 0 44
hsa-miR-574-3p CACGCUCAUGCACACACCCACA 0 43
hsa-miR-93-5p CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG 0 37
hsa-miR-485-3p GUCAUACACGGCUcUccuUcuUcU 0 33
hsa-miR-574-5p UGAGUGUGUGUGUGUGAGUGUGU 0 30
hsa-let-7a-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU 0 28
hsa-let-7g-5p UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU 0 24
hsa-let-7c-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU 0 23
hsa-miR-199a-5p | CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC 0 22
hsa-let-7f-5p UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU 0 15
hsa-miR-126-3p UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG 0 14
hsa-miR-223-3p UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA 0

hsa-let-7e-5p UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU 0

hsa-miR-197-3p UUCACCACCUUCUCCACCCAGC 0

Tablo 4.4. Kontrol grubu MKH’lerin ekzozomlarinda bulunan fakat 10 IU/ml EPO
uygulamasi sonucunda tespit edilmeyen miRNA’lar.

. : e Okuma Sayis1 | Okuma Sayisi

miRNA Adi MiRNA Dizisi (Kontrol) (10 1U/ml EPO)
hsa-miR-19a-3p UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA 321 0
hsa-miR-103a-3p | AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA 273 0
hsa-let-7i-5p UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU 241 0
hsa-miR-151a-5p | UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU 114 0
0

hsa-miR-27a-3p

UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC

2
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Tablo 4.5. 10 IU/ml EPO muamelesi ile ekzozom kargo igerigindeki miktar1 degisen

miRNA’lar.
miRNA Adi MIRNA Dizis Okuma Sayt | Okatma Says,

hsa-miR-145-5p GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU 2232 51
hsa-miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG 2066 230
hsa-miR-23a-3p AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC 2008 119
hsa-miR-195-5p UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC 1335 101
hsa-miR-26a-5p UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU 1033 43
hsa-miR-10b-5p UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG 930 7

hsa-miR-214-3p ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU 804 62
hsa-miR-140-3p UACCACAGGGUAGAACCACGG 795 266
hsa-let-7b-5p UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU 473 118
hsa-miR-125b-5p | UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 322 17
hsa-miR-320a-3p | AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA 321 77
hsa-miR-143-3p UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC 278 174
hsa-miR-29a-3p UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 262 1

hsa-miR-451a AAACCGUUACCAUUACUGAGUU 256 3

miR-29b-3p UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU 67 68
hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 17 59
hsa-miR-101-3p UACAGUACUGUGAUAACUGAA 2 61
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, eritropoetinin kemik iligi kaynaklt MKH iizerine etkileri
gen ifadesi diizeyinde incelenmistir. EPO uygulamasi yapilan MKH’lerin
transkriptom ve ekzozom kaynakli miRNA profilleri yeni nesil dizileme ydntemi
kullanilarak arastirilmigtir. Daha Once yapilan calismalarda MKH kaynakl
ekzozomlarin terapdtik potansiyeli olabilecegi ortaya kondugundan, séz konusu
ekzozomlarin igeriginin aydinlatilmasi biiylik 6nem tasimaktadir (10-12).

Tez galigmasinin ilk boliimiinde 3 farkli konsantrasyonda (1 IU/ml, 10 1U/ml
ve 100 IU/ml) 48 saatlik EPO uygulamasinin MKH transkriptom profili tizerindeki
etkisi incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki EPO
uygulamasinin, kontrol grubuna (EPO uygulanmayan) gore oldukca diisiik diizeyde
farkliliklar meydana geldigi tespit edilmistir. Ifade degisimlerinin genellikle diisiik
kopya transkriptlere ait oldugu goriilmistiir. Baska bir deyisle, tez calismasinda
secilen EPO konsantrasyonlari, 48 saatlik inkiibasyonda MKH’lerde minimal
diizeyde transkriptomik farklara neden olmaktadir. Diger konsantrasyonlara gore
istatistiksel olarak en farkli olan1 10 IU/ml oldugu gosterilmistir (Sekil 4.2.). Bu
nedenle, tez calismasmin ikinci boliimiinde ekzozom kaynaklt miRNA ifadesine
EPO etkisi arastirilirken bu konsantrasyon kullamilmistir. Yeni nesil dizileme
yontemi kullanilarak miRNA’lar1 hedefleyen “kii¢iik RNA” kiitiiphaneleri EPO
uygulamas1 yapilan/yapilmayan kosullarda incelenmistir. Yapilan analizlerde, 44
farkli miRNA’da okuma sayisinda degisim saptanmustir. Yirmi iki tane miRNA’nin
EPO uygulamasina bagli olarak ekzozomlarin igerisinde bulundugu, kontrollerde
bulunmadig1 gosterilmistir, 5 miRNA’nin ise kontrol grubu hiicrelerde bulunmasina
ragmen EPO uygulamasi sonucu ekzozomlarin igerisinde yer almadigi dikkati
cekmistir. Bununla beraber, 14 miRNA’nin okuma sayisinda EPO nedeniyle azalma
gozlemlenirken, 2 miRNA ise artmustir.

Yapilan analizler sonucunda, 6zellikle Let-7 miRNA ailesine ait birden fazla
elemanda degisiklik saptanmasi dikkat c¢ekicidir. Bu miRNA ailesi c¢esitli doku ve
hiicrelerde farkli gorev ve hedeflere sahiptir. EPO uygulamasi sonucunda MKH
kaynakli ekzozomlarda yer aldigi tespit edilen Let-7e-5p ve Let-7f-5p’nin
anjiyogenezi destekledigi  bilinmektedir (66, 67). EPO etkisiyle MKH-

ekzozomlarinda kargolandigi tespit edilen Let-7g-5p’in ise anjiyogenez,
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inflamasyon, gd¢ etme ve senesens gibi olaylar1 negatif diizenledigi gdsterilmistir
(83). EPO uygulamasi sonucunda MKH kaynakli ekzozomlarda rastlanmayan Let-7i-
5p, CD4 pozitif T hiicrelerinde inflamasyon tetikleyici IL-2'nin promotor bolgesinde
yer alan TATA motifine baglanarak ifadesini olumlu yonde etkilemektedir (84).
Ancak, bulundugu hiicre tipi ve/veya hastalik kaynakli mikrogevre degisikligi ile
immiin sistemi tetikleyecek sekilde de davranabilmektedir. Kalpteki hiicrelerde
angiotensin Il'nin tetikledigi fibroziste, IL-6 ve kollajen molekiillerinin ifadesini
baskilayarak inflamasyona engel oldugu gosterilmistir (85). Baska bir ¢alismada,
Let-7i-Sp’nin FASL inhibisyonu {izerinden apoptozu baskiladigi rapor edilmistir
(86). EPO sonrasi kargo olarak azaldigi tespit edilen Let-7b-5p’nin ise endotel
hiicrelerinde TGFBR1'1 hedefleyerek kalpte anjiyogeneze olumlu ydnde etkiledigi
gosterilmistir  (87). Let-7 miRNA ailesi elemanlarindan ekzozom igeriginde
artig/azalis tespit edilenler incelendiginde, EPO uygulamasi sonucu anjiyogenez
lehine bir miRNA profili ortaya ¢iktig1 sdylenebilir.

Ekzozom kaynakli miRNA’larin bir kismi ise tiimdr biyolojisi ile
iliskilendirilmis elemanlardir. EPO uygulamasma bagl olarak ekzozomlarda
kargolanmaya baslayan miR-140-5p’nin tlimor baskilayict olarak rol oynadig
gosterilmistir (88, 89). Ayrica, Slug molekiiliinii hedefleyerek gog, invazyon ve epitel
mezenkimal tranzisyonu negatif yonde etkiler (90). Benzer etkilere sahip ve EPO ile
ifadesi acilan bir diger miRNA miR16-5p'dir. Bcl2’yi hedefleyerek apoptozu
destekler. Akciger, karaciger, kolon, lenf, prostat ve meme kanseri gibi pek ¢ok
kanserde azalan ifadesi goriilmiistiir (91, 92). Kanserle iliskilendirilmis bir diger
miRNA kargosu EPO uygulamasi ile birlikte ekzozomlarda saptanan miR-99a-
S5p’dir. Bu molekiil akut miyeloid losemide (AML), losemi kok hiicrelerinin
kemoterapiye direng gostermek i¢in miR-99a-5p ifadesini arttirdigi gosterilmistir ve
AML igin biyobelirteg olma potansiyeli tasimaktadir (93). CTD small phosphatase-
like protein (CTDSPL) isimli enzimi hedefleyerek G1 fazindan S fazina gegisi
destekler (94). Bu nedenle onkojenik bir miRNA oldugu soéylenebilir. EPO
uygulamasi sonucu ekzozomlarda yer alan miR-485-3p, pek cok kemoterapi ilacinin
hedefledigi DNA topoizomeraz 2 molekiiliiniin ifadesini Nuclear transcription factor
Y subunit beta (NF-YB)'yi hedefleyerek negatif yonde kontrol etmektedir.



32

Lenfoblastik 16semide azalan miR-485-3p ifadesi ila¢ direnci saglamak adina
kullanilan bir mekanizmadir (95).

EPO ile muamele edilen MKH'lerde ekzozom miRNA profilinde azalma
gozlemlenen molekiillerin (miR-10b-5p, miR-145-5p, miR-140, miR195-5p,
miR29a-3p, mir-24-3p, mir-26a-5p, miR-320a-3p ve miR451) timdr karsiti etkileri
bildirilmistir. Bu molekiillerin hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve gogii negatif etkilerken,
apoptozu destekleyen etkilere sahip olduklar1 gosterilmistir (96-113). EPO
uygulamasi sonucunda ekzozomlarda yer almayan miRNA’lar (miR151a-5p, miR-
103a-3p, miR-19a-3p) i¢in ise ortak Ozellik olarak timor gelisimine katki
saglamalar1 gosterilebilir. Bu miRNA’lar tiimdr gelisimini negatif yonde etkileyen
molekiilleri baskilayarak tiimor gelisimi lehine gérev yapar. Bu sebepten otiirii pek
cok kanser tipinde artan ifadelerine rastlanmaktadir (114-118)

Tez calismasinda saptanan miRNA’lardan bazilar1 da immiin sistemle
iligkilidir. EPO uygulamas1 sonucu ekzozomlarda yer almayan mir-19-3p'nin dogal
ve kazanilmis bagisiklik sistemi arasinda iletisimde gorev almasi dikkat cekicidir.
Miyeloid hiicreler tarafindan iiretilen l6kotrien sentezinden gorevli 5-Lipoxygenase
(5-LO) enzimini hedefleyerek immiin baskilayic1 6zellik gosterir. Fakat ifadesinin
kapanmasi1 durumunda hedef bolgede myeloid hiicreleri varsa inflamasyon baglatma
potansiyeli oldugunu gosterir (119). mir-19-3p meme kanserinde tiimor gelisimi ve
invazyonu azaltacak yonde calisir. Fos-related antigen-1 (Fra-1)'in ifadesini
azaltarak anti inflamatuvar 6zellige sahip M2 makrofaj fenotipini ve polarizasyonunu
negatif etkiler. Bu sayede immiin sistemi aktive ederek meme kanseriyle savasmasini
saglar (118).

Saptanan miRNA molekiillerinden kok hiicre biyolojisi ve rejenerasyonla
iligkili olanlar da dikkat c¢ekmistir. miR-26a-5pmin iNOS'i hedefledigi ve insan
kikirdak hiicrelerinde ifadesini baskiladigi ortaya konmustur (102). Bu mekanizma
acisindan bakildiginda osteoartrit gibi patolojik durumlar acisindan EPO’nun etkisi
incelenmeye degerdir. miR-199a-3p de EPO varliginda ekzozomlarda saptanan ve
fonksiyonu itibariyle 6n plana ¢ikan bir molekiildiir. p53 tarafindan ifadesi kontrol
eden bu miRNA, yetiskin donemde hiicre dongiisiinden ¢ikan kalp kas1 hiicrelerinin
tekrar dongiiye girmelerini saglamaktadir (120, 121). Kalp kasi hiicrelerinin

apoptozdan kaginmasini saglarken ayni zamanda ¢ogalmalarini destekler (122). Bu
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sayede rejenerasyonu saglanamayan kalpte kalp krizi ya da diger nedenlerle olusan
hasar1 tamir etmekte biiyiik bir potansiyel tagimaktadir.

miR27b-3p diger miRNA'lardan farkli olarak LDLR ve LDLRAP’yi
hedefleyerek kolesterolii ve yag metabolizmasini kontrol eder (123). Mezenkimal
kok hiicreler yag dokusuna farklilagabilme kapasitesine sahiptir ve miR-27b’nin
PPAR-y"1 hedefleyerek adipogenezi baskiladigi gosterilmistir. Bu nedenle normalde
yiiksek olan ifadesi adipogenez sirasinda azalarak adipojenik farklilasmanin
gerceklesmesine destek olur (124). EPO uygulamasiin adipogenez siirecine etkileri
bu pencereden de incelenmelidir. Diger yandan EPO uygulamasi sonucu
ekzozomlarda saptanmayan fakat kontrol grubu MKH’lerin ekzozomlarinda bulunan
miRNA-103a-3p insan yag dokusu kokenli stromal hiicrelerde CDK6 ve DICER1’i
hedefleyerek osteojenik farklilasma ve ¢ogalmayi baskiladigi gosterilmistir (125). Bu
etkinin de EPO varliginda yapilacak kontrollii deneylerle hem yag dokusu hem de
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde arastirilmasi dnemlidir.

Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin EPO ile muamele
edilmesi sonucu toplanan ekzozomlarin miRNA igeriinin yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak analiz edilmis olmasi bu tez calismasini Gzgiin kilan
unsurdur. Ayrica, ekzozom odakli miRNA analizi ve bunun yeni nesil dizileme ile
yapilmast oldukca giivenilir ve hassas sonuglar elde edilmesini saglamistir. Bununla
beraber, iki farkli deney grubundan elde edilen ekzozomlarin sayica artmis ya da
azalmis olmasi yoniinde bir Ol¢iim yapilmamistir. Bununla beraber, her bir
ekzozomun miRNA igerigi de birbirinden farkli oldugu i¢in bu noktada bir
normalizasyon yapilmasi s6z konusu olmamustir. ileride yapilacak ¢alismalarda, EPO
uygulamasi sonucunda okuma sayisi1 artan/azalan miRNA’larin dogrulanmasi i¢in
ayni deney gruplarindan ekzozom ayristirmasi yapilip her bir ekzozomun igerigi
aragtirtlmalidir. Daha 6nce yapilan galismalarda transkriptomik diizeyde minimal
miktarda degisim saptanmasina ragmen Ozellikle ekzozom kargosunda yer alan
miRNA’larin ifade degisimi saptanmis olmasi ekzozom kaynaklt miRNA hedefleri
penceresinden kritik 6neme sahiptir. Ekzozom kargosu olarak degisim saptanan
miRNA’larin 6zellikle kanser, anjiyogenez, hiicre gogl/invazyonu gibi kritik
biyolojik hastaliklarda ve yolaklarda rol oynadiklarinin gosterilmis olmasi, bu tez

caligmasinda elde edilen verilerin yaygin etkisi adina kritik 6neme sahiptir. Saptanan
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miRNA’larin terapdtik potansiyele de sahip olmasi, gelecekte yapilmasi s6z konusu
olabilecek interdisipliner ¢aligmalara 151k tutacaktir.

Tez ¢alismasinda saptanan miRNA’larin ¢esitli deneysel/patolojik kosullarda
biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyelleri de ayrica arastirmali, 0zgiil
fonksiyonlart farkli hiicre/doku modellerinde aydinlatilmalidir. MKH'lerin EPO ile
muamele edilmesinin ekzozom kargosunun miRNA igerigini nasil etkiledigi bu tez
caligmasiyla gosterilmistir. Ancak, bu etkinin ekzozom kargosu igerigine proteom ve
metabolom diizeyinde nasil etki ettigi aydinlatilmasi gereken baska bir konudur.

MKH’lerin immiinmodiilasyon ve kemik iligi nisindeki hiicrelere destek
gorevi gibi biyolojik islevleri digiiniildiigiinde, ekzozom igeriklerinin ortaya
cikarilmasi kritik 6neme sahiptir. Farkli fizyolojik kosullar1 ve hastalik modellerini
taklit eden in vitro sistemlerde yapilacak arastirmalar MKH ve ekzozom biyolojisi

adma son derece dnemli olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Yapilan analizlerde, 44 farkli miRNA’da okuma sayisinda degisim
saptanmistir.

Yirmi iki tane miRNA’nin EPO uygulamasina baglh olarak ekzozomlarin
icerisinde bulundugu, kontrollerde bulunmadig1 gdsterilmistir, 5 miRNA’nin
ise kontrol grubu hiicrelerde bulunmasma ragmen EPO uygulamas1 sonucu
ekzozomlarin igerisinde yer almadig1 dikkati ¢ekmistir.

On dort miRNA’nin okuma sayisinda EPO nedeniyle azalma gézlemlenirken,

2 miRNA ise artmustir.

6.2. Oneriler

Eritropoetin uygulamasi ile terapdtik potansiyelleri arttigi bilinen insan MKH
kokenli ekzozomlarin miRNA kargo profillerinin aydinlatilmasi ve bunun
yeni nesil dizileme ile yapilmasi oldukga giivenilir ve hassas sonuclar elde
edilmesini saglamistir. Bu alanda yapilacak ¢aligmalar i¢in 6nemli bir kaynak
olusturacaktir.

Tez calismasinda saptanan miRNA’larin ¢esitli deneysel/patolojik kosullarda
biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyelleri de ayrica arastirmali, 6zgiil
fonksiyonlar1 farkl hiicre/doku modellerinde aydinlatilmalidir.

EPO ile muamelenin ekzozom kargosu igerigine proteom ve metabolom

diizeyinde nasil etki ettigi aydinlatilmas1 gereken baska bir konudur.
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