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OZET

Ayhan, S., Metabolom ve transkriptom profillemesi ile insan kemik iliginde
hematopoetik nis karakterizasyonu, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisiit Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dalh Doktora Tezi, Ankara, 2015.
Model organizmalar ve hayvan deneylerinde, kemik iliginde hematopoetik kok
hiicrelerin  (HKH)/projenitorlerin  6zel organizasyonlarmin oldugu ve bu
organizasyonu nis adi verilen 06zel mikrogevreleri araciligiyla sagladiklar
gosterilmistir. Bu caligmalara gére HKH nisinde endosteal nis ve vaskiiler nis olmak
tizere iki farkli nig oldugu bilinmektedir. Bu ¢alisma saglikli insan kemik iliginde
farkli niglerin varliginin arastirilmasi ve karakterizasyonu amaciyla yapilmis olup, bu
alanda ilk olma ozelligi tasimaktadir. Caligmamizda saglikli insan kemik iliginde
niglerin varligit omiks teknolojileri kullanilarak arastirilmistir: transkriptomiks
profillemede RNA-Seq, metabolomiks profillemede GC-MS teknigi kullanilmistir.
Bu amagla c¢aligmamizda saglikli dondrlerinin iki farkli kemik iligi bdlgesinden
(endosteal bolge=Nisl ve vaskiiler bolge=Nis2) alinan kemik iligi orneklerinden
plazma ve mezenkimal kok hiicreler izole edililerek, karsilastirmali analizler ile
nislerin karakterizasyonu yapilmistir. Nisl ve Nis2 karsilastirmali RNA-Seq analizi
sonucunda farkli eksprese olan 54 gen tanimlanmistir (p<0,05). GC-MS analizi ile
Nisl ve Nis2’de enerji metabolizmas1 ve sfingozin metabolizmasiyla iligkili
metabolitlerin farkli seviyeleri tespit edilmistir (p<0,05). Bulgularimiz bugiine kadar
teorik olarak bildigimiz; kemik iliginde farliklasmamig HKH’lerin hipoksik oldugu
bilinen endosteal bolgede (Nigl) farklilasmadan sessiz kaldiklarini ancak stres yada
norotransmiterler aracili bir uyaran oldugunda Nis2 olarak adlandirdigimiz vaskiiler
bolgeye goc ettikleri bilgisini destekler niteliktedir. Bulgularimiz, ¢alismamizda ilk
defa kullandigimiz farkli kemik iligi nislerinden ornek toplama teknigimizin de
uygulanabilirligini dogrulamigtir. Bu ¢alisma ile insan kemik iliginde farkli niglerin
varligina dair teorik hipotezler omiks teknolojileri ile test edilerek bu nislere ait
molekiiler belirtecler literatiire referans olacak sekilde ilk kez tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kemik iligi, Nis, Transkriptom, Metabolom

Destekleyen Kurumlar: TUBITAK 1001 (Proje no: 213S006) ve H.U Bilimsel
Arastirmalar Koordinasyon Birimi (Proje no: 013 D09 103 001).
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ABSTRACT
Ayhan, S., Characterization of hematopoietic niches in human bone marrow
with Metabolome and transcriptome profiling, Hacettepe University Institute of
Health Sciences Department of Stem Cell Sciences, Ph.D. Thesis, Ankara, 2015.
In model organisms and animal experiments, it has been shown that hematopoietic
stem cells (HSC) in bone marrow have special organizations and they provide this
organization through special microenvironment called niche. According to these
studies, it is known that in HSC niche there are two different niches including
endosteal and vascular niche. This study is conducted to investigate and
characterization of presence of different niches in the bone marrow of healthy
people, it carries the first of its kind in this area. In this study, the presence of niches
in healthy human bone marrow was investigated using omics technologies:
transcriptomics using the RNA-Seq technique and metabolomics using GC-MS
technique. For this purpose, in this study it has been made comparative analysis with
niche characterization, isolating plasma and mesenchymal stem cells from bone
marrow samples taken from two different bone marrow areas (endosteal area=Nichel
and vascular niche=Niche2) of healthy donors. 54 differentially expressed genes
were identified as a result of Nichel and Niche2 comparative RNA-Seq analysis
(p<0,05). It was determined different levels of metabolites associated with energy
metabolisms and sphingosine metabolism in Nichel and Niche2 with GC-MS
analysis (p<0,05).Our results so far as we know theoretically support the information
that undifferentiated HSCs in the bone marrow remain silent without differentiation
in endosteal area (Nichel) known as hypoxic but when there is a stimulus mediated
stress or neurotransmitters they migrated to the vascular area (Niche2). These
findings are also confirmed feasibility of specimen handling technique from different
bone marrow niches that we use for the first time in our study. In this study,
theoretical hypotheses on the presence of different niche in the human bone marrow
was tested using omiks technologies and molecular markers belong to these niche
have been identified for the first time so it will be a reference to the literature.
Key words: Bone marrow, Niche, Transcriptome, Metabolome
Supporting Institutions: TUBITAK 1001 (Project no: 213S006) and Hacettepe
University Scientific Research Coordination Unit (Project no: 013 D09 103 001).
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1. GIRIS

Model organizmalar ve hayvan deneylerinde, kemik iliginde hematopoetik
kok hiicrelerin (HKH)/projenitorlerin  6zel organizasyonlarinin oldugu ve bu
organizasyonu nig adi verilen 06zel mikrogevreleri araciligiyla sagladiklar
gosterilmistir. Hematopoezin degisik basamaklar1 farkli mikrogevreler tarafindan
diizenlenmekte; kok hiicre migrasyonu, nise yerlesim, c¢ogalma, sessiz kalip
kokliiliiklerini siirdiirme veya farklilasarak mobilize olma gibi kok hiicre trafiginin

kritik basamaklarinin kararini1 vermektedirler (1-5).

Hiicreler ve hiicresel olmayan mediatorler tarafindan sinyal alimi1 ve iletimini
saglayan kompleks ve dinamik bir yapi olan nis bilesenleri; HKH’ler, stromal
hiicreler, ¢oziiniir faktorler, ekstraselliiler matriks (ECM), sinir inputlari, vaskiiler ag
ve hiicre adezyon molekiilleri olarak siralandiginda, kemik iligi nisinin en 6nemli
bileseni stromal hiicre grubuna dahil olan mezenkimal kdk hiicrelerdir (MKH).

Ciinkiit MKH’ler tiim farkli nig bolgelerinin ortak hiicresel komponentidir (4, 6).

Histolojik, floresan ve intravital konfokal gibi mikroskop teknigine dayanan
in vivo hayvan deneyleri ve in vitro g¢alismalar ile nis bolgelerindeki hiicreler,
hiicrelerin nislere yerlesimleri, HKH’lerle diger nis hiicrelerinin birbirleriyle
interaksiyonlart ve fonksiyonlari arastirilmistir. Nislerdeki molekiiler yolaklar
kismen aydinlatilmis olsa da metabolik yolaklar hakkinda hig bilgi yoktur. Aslinda
kok hiicre kaderinin belirlenmesi i¢in gerekli olan tiim yapisal, trofik, topografik ve
fizyolojik bilgiyi nigin metabolit havuzu saglar. Bu nedenle niste gorev alan
metabolik yolaklarin aydinlatilmasi son derece 6nemlidir (2,4,6,10,57). Ancak bu

giine kadar insanlarda HKH nisleri ile ilgili yapilan bir calisma da bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci saglikli insan kemik iligi nakli dondrlerinde HKH
nislerini karsilastirmali omik teknolojileri kullanarak arastirmaktir. Insan kemik iligi
mikrogevresinin metabolom havuzu ve gen ekspresyon profillerinin karsilagtirmali
analizi ile nig bolgelerindeki farkliliklar ve hematopoez yoniinden kritik faktorlerin
ortaya konulmasi ve bu mikrogevrenin hangi yolaklar iizerinden kok hiicre lizerinde

etkili oldugunun belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Hematopoez

Hematopoez tiim matiir kan hiicrelerinin tiretildigi stiregtir. Kan hiicrelerinin
yasam siiresi ¢ok kisadir ve bu nedenle sayilarinin sabit tutulmasi i¢in devamli olarak
tiretilmesi gerekir. Hergiin 500 milyardan fazla kan hiicresi liretilir ve dolasimdaki
her bir hiicrenin sayisinin diizenlenmesi gerekir. Hematopoez bu muazzam iiretimi
dengeleyen kompleks bir iglemdir (1-5).

Kan hiicreleri hematopoietik organlardaki kok hiicrelerden gelisir.
Embriyogenezin erken donemlerinde ilk kan hiicreleri aort-gonadal mezonefroz
(AGM) bolgesinden ve daha sonrada vitellus kesesi mezoderminden gelisir. Sonraki
donemlerde karaciger ve dalak gec¢ici hematopoietik organlar olarak gorev yapar.
Ikinci aydan itibaren klavikiilada kemiklesme gozlenir ve bunun ortasinda kemik
iligi olusmaya baslar. Fotal donemin sonlarina dogru iskelet sisteminde kemiklesme
hizlandigindan omurgalilarda en 6nemli ve baslica hematopoez kemik iliginde
meydana gelir (1, 7) (Sekil 2.1).

Embriyonik hematopoez daha ¢ok hayvanlar {izerinde arastirilmis ve insana
uygulanmistir. Hematopoez fertilizasyondan sonraki embriyonik yasamdan itibaren
(intrauterin  hematopoez); mezoblastik hemopoez (yolk kesesi) mezoblastik
(primordial) evre, visseral hematopoezis-hepatosplenotimik evre ve medullar
hematopoezis-medullalenfatik (miyeloid) olarak adlandirilan ¢ ayr1 evrede
incelenebilir. Hematopoezisin sonuncu evresi gebeligin yaklasik dordiincii ayinda
baslar ve kemik iliginde ilk hematopoietik aktivite ikinci ve iliglincii aylar arasinda
klavikiilada goriiliir. Tlerleyen aylarda gelisen kemik ilikleri hematopoetik aktivite
kazanir. Dordiincii aydan itibaren 6nem kazanarak doguma kadar ve postnatal evrede
tiim kan elemanlarinin tiretim kaynagidir. Fetal yasam boyunca ve dogumdan hemen
sonra ¢ok sayida hematopetik hiicre ve hematopoeitik projenitor hiicre dolasimda da
bulunabilir. Projenitér hiicreler dogumdan sonra 24-48 saat i¢inde kemik iligi
bosluguna yerlestikleri icin dolasimdan uzaklasirlar bu nedenle yetigkinlerde

hematopoez genellikle kemik iliginde gergeklesir (1, 7, 8).
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Sekil 2.1 Hematopoetik gelisim (ontogenez).

Medvinsky ve dig. (7).’nden alinmustir.

Bugline kadar embriyonik ve fetal yasam boyunca farkli hematopoietik
organlarda; lokalizasyon, yerlesim (homing) ve migrasyonun temelini olusturan
mekanizmalar veya migrasyon nedenleri ¢ok iyi anlagilmamistir. Ontojenik
farklilasmanin  degisik  evrelerinde; hematopoez yerlerindeki  degisiklikler
hematopetik kok hiicre (HKH) ve hematopoetik projenitdr hiicrelerin (HPH) adezyon
kabiliyetlerindeki farkliliklardan dolay1 olabilir yada spesifik bir hematopoetik
mikrogevre (nis) bu etkilesimi saglayabilir. /n vivo ve in vitro birgok arastirma nis
hipotezini desteklemektedir. Bu ¢alismalar hematopetik kok hiicrelerinin gelisimi ve

yerlesiminde mikrogevrenin ne kadar 6nemli bir faktor oldugunu gostermistir (1-13).

2.2  Kemik iliginin Anatomisi

Yasam boyu devamli ve en 6nemli isleve sahip hematopoetik organ kemik
iligidir. Kemik iligi uzun kemiklerin medullar kanallarina, stingerimsi kemiklerin ise
kemik trabekiilleri tarafindan ayrilmis bosluklarina yerlesmistir ve hematoetik ilik bu
bosluk i¢inde yagdan zengin, kivamli, jelatinize goriinimdedir. Baslangicta ilik

sahas1 icinde hiicrelenme seyrek ve baglica lokopoetiktir. Bununla beraber



eritropoetik doku hizla gelisme gosterir. Gebeligin otuzuncu haftasinda ilik biitiin
hiicre dizilerini igine alacak sekilde tam selliilerite gosterir ve kemik iligi kanin
sekilli elemanlarinin baslica kaynagi haline gelir. Gebeligin otuzikinci haftasindan
doguma kadar kemik iligi aktif hematopoetik doku ile doludur. Fetal iskeletin baslica
kikirdaktan olusmast ve uzun kemiklerin kisa olmasit nedeni ile fetus ve
yenidogandaki kemik iligi sahasi bliylik cocuk ve erigkinlere gore daha kiigiiktiir.
Kemik iligi hacminin toplam hematopoetik hiicre hacmi ile orantili olmasi nedeni ile
fetus ve yenidoganda hemopoetik hiicre ¢ikisi belirgin sekilde artmistir (7, 8).
Postnatal donemde, normal eriskinde kan yapimi yoniinden aktif kemik iligi
yalnizca vertebra, kaburgalar, sternum, pelvis, skapula, kafa kemikleri, humerus ve
femurun en u¢ kisimlarinda sinirhidir. Ekstremitelerin geri kalan kisimlarindaki ilik
kavitesi yagla doludur. Bebek ve cocuklarda eriskine nazaran ekstremitelerin distal

kisimlarinda daha genis bir saha aktif hemopoeze katilir (7,8).

2.3  Hematopoetik Kok Hiicre Nisi

Hematopoetik kok hiicreler kemik iliginde 6zellesmis bir mikrocevrede
bulunurlar ve bu 6zellesmis mikrocevreye “nig” adi verilir. HKH fonksiyonlarinda
mikrogevrenin kritik énemi ilk kez 1965-67 yillar1 arasinda ortaya ¢ikmis, yapilan
calismada kok hiicre faktori (SCF=membrane-bound stem-cell factor) kodlayan
genlerdeki bir mutasyonun HKH nisini degistirdigi ve bunun da kemik iliginde HKH
idamesinin kaybiyla sonuglandigi gosterilmistir (3). Yine ilk kez 1978 yilinda
Schofield multipotent olma, kendini yenileme kapasitesi ve c¢ogalmadan-
farklilasmadan sessiz kalabilme gibi HKH’lerin en 6nemli 6zelliklerini tanimlayarak
ilk kok hiicre nis hipotezini gelistirmistir. Schofield “kok hiicrelerin  6zel
kompartmanlara yerlesik bulunduklarim1 ve bu kompartmanlarin kok hiicre
ozelliklerinin idamesine elverisli oldugunu” fikrini 6ne siirmiistiir. Sonug olarak nis;
kok hiicre proliferasyon oranii kontrol eden, hiicre yiizey molekiillerinin ve salgi
formundaki kok hiicre sinyallerinin iiretilmesini, kardes kok hiicrelerin kaderinin
belirlenmesini ve hasar yada 6liimden kok hiicrelerin korunmasini saglayan anatomik
kompartmanlardir (9-13).

Kemik iligi nisinde hematopoetik hiicrelerin yani1 sira kemik homeostazina

katkida bununan stromal hiicreler de mezenkimal kok hiicreler (MKH),



osteoprojenitorler, osteoblastlar, osteositler, kondrositler, adipositler ve hematopoezi
diizenleyen noral ve glial hiicreler bulunur (2, 5, 6, 10, 11) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kok hiicre nis komponentleri

Jones ve Wagers (2)’nden alinmuistir.

Son zamanlarda goriintiileme tekniklerindeki gelismeler kemik iligindeki
organizasyonun anlagilmasinda oldukg¢a biiyiik katki saglamistir (1). Drosophila ve
C. elegans gibi model organizmalarda yapilan in vivo deneyler kok hiicre nisinin ilk
goriintiilerini saglarken sonraki molekiiler caligsmalar kok hiicre davranislarinda nisin
Onemini gostermistir (2). Bu g¢alismalarda kok hiicre davraniglarinin kontroliinde
onemli olan birka¢ kdk hiicre nis 6zellikligi aciklanmustir. ik &zellik olan sinyaller;
kok hiicrelerin kendi-kendini yenileme 6zelligini, canlilik ve idamesini diizenler.
Ikinci o6zellik kok hiicreler ve destek hiicreleri arasindaki 6zel uzaysal iliski;
asimetrik kok hiicre béliinmede nis icindeki kok hiicreleri polarize eder. Ugiincii
ozellik ise kok hiicreler ile stromal hiicreler yada ekstraselliller matriks (ESM)

arasindaki adezyon; nis igindeki komsu kok hiicreleri birbirine baglar ( 2, 4, 5).



Yine son zamanlarda in situ isaretleme tekniklerindeki gelismeler memeli
dokularindaki kok hiicre nislerinin  lokalizasyon ve karakterizasyonlarini
kolaylastirmis, niglerin kok hiicre fonksiyonlar1 i¢in esansiyel olduklarinin somut
kanitlarin1 sunmustur. Niglerin de farkli fonksiyonel siniflarinin oldugunu, her birinin
0zel dokularda oOzel fonksiyonlar icin Ozellestigini gostermistir. Ayrica doku
rejenerasyonu, yaslanma ve timor gelisimi gibi bircok patolojinin bir nedeni olarak
kok hiicre nisinin deregiilasyonunu sorumlu tutan ¢alismalarin sayisi artmistir (2).
Sonug olarak kok hiicre nisleri hem omurgasiz hem de omurgali organizmalarda kok
hiicre fonksiyonlarmin diizenlenmesinde yapisal destek, trofik destek, topografik
bilgi ve uygun fizyolojik sartlar saglar (10, 11, 13) (Sekil 2.2).

Onceki yillarda sadece HKH nisinin dogas: arastirilirken, bugiinkii sorular ise
kemik iliginde farkli nisler var mi, nislerden hangisi daha aktif, hangisi dinlenme
durumunda, birbirlerine migrasyonlari nasil seklinde olmustur. Yapilan ¢esitli model
organizma ve bazi memeli ¢aligmalari sonucunda kemik iliginde hematopoetik kok
hiicrelerin/projenitorlerin 6zel organize olduklari nislerin varligi gosterilmis ve
kemik iliginde farkli iki nis bélgesi modellenmistir; kemige yakin olan “endosteal
(osteoblastik) nis” ve daha merkezi yerlesimli, damardan zengin “vaskiiler nis”.
Farelerden alinan kemik kesitlerinde osteoblasttan zengin endosteal bolgenin
hematopoetik kok hiicre rezervini saglayan esas hematopoetik nis bolgesi oldugu, bu
kalsiyumdan zengin ve hipoksik bdlgede kok hiicrenin hiicre dongiisline girmeyip
sessiz kaldigi, toksik dis etkilerden korundugu, bir bakima immiin dokunulmazlikli
(immune privilege) bir alan oldugu ileri siiriilmektedir. Stres halinde veya
hematopoez gereksinimi oldugunda ise kok hiicrenin nisten ¢ikarak vaskiiler alandaki

mikrocevre (vaskiiler nis) ile etkilesimi sonucu farklilagtig1 diisiiniilmektedir (3, 4,
14-16, 19, 21, 22).

2.3.1 Kemik iligi Nis Bilesenleri

Stromal Hiicreler

Stromal hiicreler hematopoetik kok hiicre gelisimi icin gerekli faktorlerin
birgogunun saglanmasindan, differansiyasyonun spesifik bir evresinde progenitor
hiicrerlerin farklilasmasi i¢in gerekli olan ekstraselliiler matriks komponentlerinin ve

hematopoezi destekleyen sitokinlerin iiretilmesinden sorumludur. Hem mezensim



hem de hematopoetik kokenlidirler ve osteoblastlar, fibrolastlar, adipositler,
myositler, endotelyal hiicreler, dentritik hiicreler ve makrofajlar gibi hiicreleri
kapsamaktadir. Kemik iligi in vivo olarak incelendiginde, farklilasmanin degisik
evrelerindeki hematopoetik hiicreler kemik iligi bosluklarinda farkli alanlarda
bulunmustur; ornegin immatiir morfolojili hiicreler osteblastlarin ¢ok yakininda
subendosteal bolgenin astarinda bulunurken, daha matiir projenitérler ve miyeloid,
eritroid ve megakaryostik serinin prekiirsorleri kemik iligi boyunca daginik yerlesim
gostermislerdir. Farkli kemik iligi bolgelerinde farkli matiiritede hiicrelerin olmasinin
spesifiklesmis projenitor-stromal hiicre etkilesimlerine bagli olabilecegi hipotezleri

kok/projenitdr hiicre nis kavramina yol agmugtir (1-23).
Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH’ler son zamanlarda HKH nisinin tanimlanmis komponentidir.
Genellikle perivaskiilerdirler, cogunlukla kemik iliginin merkezi bolgesinde
yerlesmis olmalarina ragmen endosteumda da bulunurlar. MKH’ler tiim farkli nig
bolgelerinin ortak hiicresel komponenti oldugundan kemik iligi nisinin en 6nemli
stromal hiicrelerindendir (2,4,6).

MKH’ler bazi nis komponetlerinin tiretim ve fonksiyonlarinin birinci derece
sorumlularidir; osteoblastlara ve vaskiiler diiz kas hiicre grubuna dahil olan
perisitlere farklilasabildikleri i¢in nise katkida bulunduklari kabul edilir, ECM
bilesenlerini ve HKH idamesi igin gerekli olan ¢oziiniir faktorleri (CXCL12, SCF,
Ang-1 (anjiyopontin-1), IL-7, VCAMI1 (vaskiiler hiicre adezyon melekiilii 1) ve OPN
(osteopontin) gibi) yiiksek seviyede ifade ederler. HKH mobilizasyonunu ve
dolagimdaki HKH’lerin sirkadian salinimimi diizenlemek i¢in sempatik sinir
sisteminin adrenerjik sinir lifleri ile siki sikiya iligkilidirler, ayrica paratiroid
hormonun da etkisiyle HKH sayisinin arttirilmasina katkida bulunurlar (4-6).

HKH’lerin ¢ogunun perivaskiiler yerlesimi son zamanlarda tiim dikkatleri
perivaskiiler bolgedeki MKH’ler ve mezenkimal projenitorler olan yiliksek diizeyde
CXCLI12  ekspresyonlariyla  karakterize  stromal  hiicrelerin ~ heterojen
populasyonlarina g¢evirmigtir. CXCL12 (Stromal-derived factor-1; SDF-1) HKH

fonksiyonlarinin idamesinde ¢ok 6nemli rol oynayan bir kemokindir. Yiiksek



seviyede CXCL12 eksprese eden ii¢ perivaskiiler stromal hiicre populasyonu

tanimlanmaistir:
1. CXCL12-abundant retikiiler (CAR) hiicreler
2. Nestin-GFP" stromal hiicreler
3. Leptin reseptor” stromal hiicreler

Bu ii¢ stromal hiicre populasyonu stromal-spesifik promotorlar kullanilarak
yiiksek transgen ekspresyonla tanimlanmustir (1-6).

CAR __hiicreler mezenkimal projenitorlerdir, kemik iliginde SCF ve

CXCL12’nin major kaynagidir ve in vitro olarak hem adipojenik hem de osteojenik
potansiyelleri vardir. Kemik iliginde HKPH’ler ve bazi lenfoid projenitérler CAR
hiicreleriyle direkt temas halindedir. CAR hiicre ablasyonu kemik iliginde SDF ve
CXCLI12 kaybiyla iliskilendirilmis, CCL12 eksprese eden diger endotelial hiicreler
yada osteblastlarda belirgin bir toksisite gézlenmis ve HKH ve HKH uzun dénem
repopulasyon aktivitesinde azalmaya yol agarken HKH’lerin sessiz kalma ozellikleri
(quiescencent) arttirmustir (1,4-6).

Nestin-GEP” _hiicreler, nestin (Nes) promotor kontrolii altinda yiiksek

seviyede GFP eksprese eden perivaskiiler stromal hiicreler olarak tanimlanirlar.
Nestin-GFP* stromal hiicrelerde yaklasik %1 hiicrede bulunan MKH aktivitesi
(CFU-F (colony-forming units-fibroblast) aktivitesi) oldukca yiiksektir. Nestin-GFP”
HKH idamesinden sorumlu g¢esitli genleri eksprese ederler; CXCL12, SCF ve
angiopoietin gibi. Transplante HKH’ler 6ncelikli olarak Nestin-GFP™ hiicre yakinina
yerlesirler. Nestin-GFP” hiicre ablasyonu 1limli HKH kaybiyla sonuglanmustir.

Leptin_reseptir _(Lepr)” _stromal _hiicreler kemik iligindeki perivaskiiler

stromal hiicreler olarak tanimlanmistir. CAR hiicrelere benzer olarak yiiksek diizeyde
CXCL12 ve SDF eksprese ederler. Lepr® hiicreler ve CAR hiicreler stromal hiicre
populasyonunda oldukc¢a genis yer kaplarlar. Ayrica yapilan ¢alismalarda ayristirilan
CAR hiicrelerde yiiksek seviyede Lepr ekspresyonu gozlenmistir. Lepr” stromal
hiicrelerde SCF delesyonu HKH kaybiyla sonuglanmis, bu da bu hiicrelerin kok

hiicre nisinin énemli hiicresel komponentleri oldugunu gostermistir (1-6).



Fibroblastlar

En iyi calisilan kemik iligi mikrogevre stromal hiicresi fibroblasttir. Bu
caligmalarda sayisiz murin kemik iligi ve fetal fibroblast hiicre dizisi klonlanmustir.
Yapilan in vivo ¢alismalarda HKH’ler yada HPH’lerin genellikle fibroblast besleyici
hiicre tabakasina yapistigl, bu adezyonun da ya vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
(VCAM) gibi hiicre yiizeyinde eksprese edilen ligandlarla yada kok hiicre faktorii
gibi hiicre yiizeyinde eksprese edilen biiyiime faktorleriyle veya fibroblastlardan
salgilanan ekstraselluler matriks bilesenlerinden biriyle olustugu gézlenmistir (27).

Farklt hematopoetik organlardan klonlanmis fibroblast besleyici hiicre
tabakalarityla HKPH ko-kiiltiir caligmalarinda fibroblastlar tarafindan {iretilen
sitokinlerin tipi ve konsantrasyonlart ayni olmasina ragmen besleyici tabakalarin
bazilar1 primitif progenitor hiicreleri desteklerken bazilar1 farklilagmis miyeloid veya
lenfoid progenitorleri desteklemis, bazilar1 ise hematopoezi ya zayif yada hig
desteklememistir. Hematopoetik olmayan organlardan klonlanan fibrablastlarin da
hematopoetik organlardan tiiretilen fibroblastlar gibi genellikle sitokinlerin ayni
tipini eksprese ettikleri gosterilmistir. Bu sonuglar degisik fibroblast hiicre dizilerinin
hematopoetik destekleyici yetenegindeki farkliliklarin temelini olusturan baska
nedenlerin oldugunu gostermektedir. Bunlardan birisi kemik iligi veya fetal
karacigerden tiiretilen fibroblastlardan salgilanan ve /veya lretilmis, su ana kadar
tanimlanmamig bagka faktorlerin oldugu ve farkliligin bu tanimlanmamis biiylime
faktorlerinden kaynaklandigidir. Diger bir alternatif ise, sitokinlerin in vivo lokal
konsantrasyonunda veya presentasyonunda farkliliklar olabilir; 6rnegin ekstraselliiler
matriks tarafindan farkli diizenleniyor ve bu da hematopoezi desteklemek i¢in
fibroblast hiicre dizilerinin yetenegini etkiliyor olabilir. Yada adesif etkilesimlerde
kendi bagina HKH ve HPH’lerin farklilagmasim1 ve biiylimesini etkileyebilir.
Fibroblastlar iizerindeki adezif ligandlardaki farkliliklar ve bunlarin ESM ile
etkilesimindeki farkliliklar fibroblastlarin hematopoetik destekleyici kapasitelerinin
onemli belirleyicileri olabilir (27, 28).

Endotelyal hiicreler

In vivo’da endotelyal hiicreler, kemik iligi sinuzoidlerinin iginde sira

halindedir. Endotelyal hiicreler hematopoeietik mikrogevrenin major bir
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komponentidir ve HKPH homing ve trafigini diizenlerler. Matiir kan hiicreleri ve
progenitorlerin kemik iligine giris ve ¢ikis icin sinuzoidlerdeki endotelyal bariyeri
gecmesi gerekir. Kemik iligi endotelyal hiicreler (BMEC)’de fibroblastlar gibi
hematopoezi destekleyici sitokinler iiretir. CD34+ hiicreler kemik iligi entotelyal
hiicreleri ile birlikte ortak-kiiltiire edildiginde HPH’lerin c¢ogaldiklart ve
farklilastiklar1 goriilmiistiir. Bu ¢alisma progenitorlerin cogalma ve farklilasmalarinin
diizenlenmesinde kemik iligi entotelyal hiicrelerinin roliinii destekler. CD34+
hiicreler; endotelyal hiicrelere tutunur yada kemik iligi endotelyal hiicre
bariyerlerinin lizerinden gecer. Bu siireg, CD 34+ {izerindeki 2 integrinlerin ve
BMEC iizerinde eksprese edilen ICAM-1’in etkilesimine baglidir. Bu g¢aligsmalar,
fibroblastlar gibi hematopoetik organlardan tiiretilen endotelyal hiicrelerin de kemik
iligi mikrocevresine 6zgli Ozelliklerinin oldugunu ve bu ozelliklerin hematopoezi

desteklemek i¢in onlart daha uygun hale getirdigini desteklemistir (1,4-6).
Osteoblastlar, Osteositler ve Osteoklastlar

HKH’lerin kemik iligi kavitesinde, endosteal astarla ¢cok yakin iliskili oldugu
bulunana kadar kemik iligi mikrogevresinde osteoblastlarin potansiyel rolii olduguna
¢ok dikkat edilmemistir. Osteoblastlar, hematopoezi destekleyen G-CSF, GM-CSF
ve IL-6 gibi sitokinleri iretirler. Ayrica in vitro caligmalarda da; insan CD34+
hiicrelerinin osteoblast besleyici tabakaya c¢ok siki yapistigi gosterilmistir. Bu
calismalar; hematopoezde kemik iligi mikrogcevresinde osteoblast bileseninin 6nemli
bir roli oldugunu gostermektedir (1,4-6).

Osteoblastik hiicrelerin normal HKH nisin bileseni oldugu bilgilerimiz 1996
yillarina dayanmaktadir, Taichman ve arkadaslar1 ex-vivo kiiltiir sistemlerinde insan
osteoblastlarinin HKPH’leri 3-4 kat ekspande ettiklerini gostermislerdir. 2003 yilinda
yayinlanan ikinci yayinlarinda ise osteoblastik hiicrelerin in vivo HKH sayisini
diizenledigini gostermiglerdir. Osteoblastlarin hiicre yiizeyinde paratiroid hormon
(PTH) ve PTHe-iligkili peptitler icin aktif reseptorlerin bulunmast HKPH’lerin
proliferasyonunu arttirir. Daha sonraki ¢aligmalarda, PTH uygulamalarinin, kemigin
onemli bir regiilatorii oldugu, yabanil tip farelerde de HKPH sayisint arttirdigi

goriilmistiir. Sonug olarak osteoblastlar HKPH sayisini diizenlerler (24).
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Bagka bir calismada BMP reseptorlerinin kosullu inaktivasyonu osteoblast ve
HKPH sayisint arttirmis ve sonugta BMP’nin nisin biiyiikliigiinii kontrol ettigi savini
desteklemistir. Osteoblast hiicrelerinin gansiklovir ile akut delesyonunun ilerleyici
kemik kaybina yol a¢tigi; kemik iligi selliileritesinin azaldigi, eritroid, lenfoid ve
myeloid projenitdrler ve HKPH’lerin kayboldugu gézlenmistir. Gansiklovirin geri
cekilmesi ise osteoblast ve modiiler hematopoezin geri kazanilmasini saglamis, bu
bulgular kemik iliginde mezenkimal ve hematapoetik elementler arasindaki
etkilesimi kanitlamustir (4, 24, 25).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar osteositlerin de hematopoezi regiile
ettigini gostermistir. Osteositler kemik matriksinin i¢ine gomiiliidiirler ve kemikte
cok bol bulunurlar. Farelerdeki osteosit spesifik deplesyon 16kositozis, norofilia ve
splenomegaliye neden olmustur. Transplantasyon calismalar1 bunun hematopoetik
hiicrelerden bagimsiz olarak kemik iligi mikrogevresinin degigsmesi sonucu olusan bir
etki oldugunu ortaya koymustur. Ayrica osteosit spesifik deplesyonlu farelerden elde
edilen “osteocyte-enriched bone explants conditioned” besiyeri ile yabanil tip kemik
iligi hiicrelerinin in vitro kKo-kiiltir ¢alismalar1 sonucunda GSCF seviyesinin arttigt
ve myeloid Kkoloni olusumunun 6nemli derecede arttigi bulunmustur. Osteosit
spesifik expresyona sahip transgenik farelerde GSCF’le indiikklenmis HKPH
mobilizasyonu 6nemli derecede artmistir (25).

Osteolineage hiicreler dolayli olarak da HKPH’ler igin énemlidir. Ornegin
endosteal alandaki kalsiyum iyonlar1t HKPH’ler iizerinde eksprese edilen kalsiyum
reseptorleri tarafindan algilanir. Kalsiyum reseptor eksik farelerde fotal karacigerden
elde edilen HKPH’ler sayica ve proliferasyon ve farklilasma yetenekleri bakimindan
normaldir fakat kalsiyum gradiyentinin bir sonucu olarak endosteal alana homingleri
defektiftir. Bu HKH’lerin nise tutulumu i¢in kalsiyum reseptorlerinin belirgin bir
roliiniin oldugunu gostermistir (24,25).

Osteoklastlarda hematopoezde 6nemli rol oynarlar. Spesifik olarak RANKL
(reseptor aktivator niikleer faktor kappa-B ligand) tarafindan osteoklastlarin
uyarilmas: osteoklast fonksiyon, proliferasyon, ve canliliklarinda 6nemli bir
regiilatordiir ve SDF-1 ve SCF’nin azalmasina yol acar. Ayrica hem SDFla ve hem

de SCF bone-resorbing proteinase cathepsin K ve osteopontin (OPN) tarafindan
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yikilir. Bu da HKPH mobilizasyonuna yol agar. Osteoklast apoptozisini saglayan
bisfosfonat uygulanmig farelerde HKPH sayisinin azaldigi gézlenmistir (1-4,24, 25).

Ekstraselliiler matriks bilesenleri

Stomal hiicreler; hem hematopoezin regiilasyonu icin gerekli olan sitokinleri
hemde ekstraselliiler matriks bilesenlerini iiretmektedir. Kemik iligi ekstraselliiler
matriksi fibronektin, hyaluronan, kollojen tip 1 ve 4, laminin, sitokin-baglayan
glikozaminoglikanlar, heparin siilfat ve kondratin siilfat icerir ve biiyiime faktorleri,
sitokinler ve metalloproteinazlar i¢in bir rezervuar sunarlar (Sekil 2.3). Bu faktorler
integrinler, CD44 ve diger adezyon molekiilleri ile interaksiyona girerek
hematopoetik hiicrelerin biiylime, farklilagma, motilasyon ve canliligini etkileyen
¢oziinlir faktor gradientleri saglarlar. Ayrica ekstraselliiler matriks bilesenleri ile
HKPH’ler arasindaki adezyon progenitdrlerin proliferasyon ve farklilagmalarini
direkt olarak etkileyebilir veya sitokinlere progenitorlerin cevabini degistirebilir.
Ozellikle proteoglikanlar; sitokinlerin  yogunlasmasinda, korunmasinda ve

sunulmasinda 6nemli bir rol oynar (4).
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Sekil 2.3. Normal hematopoetik kok hiicre nisinin mikroanatomik goriintiisti.

Krause ve Scadden (4)’nden alinmustir.
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Normal yetigkin kemik iliginde bol miktarda bulunan fibronektin endotelyal
hiicreler ve fibroblastlardan iiretilir. Fibronektin, HKH nin hominginde énemli bir rol
oynarken HPH’lerin proliferasyon ve farklilasmasini etkiler. Fibronektinin hiicre
ylizey reseptorlerinin degisik ekspresyonu ve izofomlarindaki cesitlilik dokuya
spesifik fibronektin ekspresyonuyla sonuclanir ki bu matiirasyounun degisik
evrelerinde ayni veya farkli hiicre tiplerinin adezyonu igin o6zgiilliik ve segicilik
saglar (27).

Trombosit, fibroblast ve endotelyal hiicrelerinden iiretilen trombospontin
kemik iligi mikrogevresinde bol miktarda bulunur; megakaryositlerde, fibroblastlarda
ve aktif hematopoezle ilgili ekstraselliiler matrikse yerlesmistir. Trombospontin;
farklilasmis progenitorler i¢in bir ligand gibi vazife goriir ve trombospondinin
HPH’ye adezyonu progenitorlerin sitokinlere cevabini ayarlamak icin bir sinyal
olusturabilir (28).

Bir¢cok dokuda oldugu gibi kemik iligi mikrogevresinde de proteoglikanlar
coktur. Bunlar; heparan, dermatan ve kondroitin siilfat proteoglikanlar1 ve hyaluronik
asittir. Heparan siilfat glikoaminoglikanlar HKH nislerininin orkestrast gibi
gorinmektedir. Hematopoezi destekleyici stromal hiicrelerden salgilanan heparan
stilfat glikoaminoglikanlar, HKPH’lerin idamesinde ve proliferasyonunda énemli bir
rol oynar. Heparan siilfat glikoaminoglikanlarin hematopoezi destekleyici 6zellikleri,
yiiksek derecede siilfatlanma, siilfat gruplarinin yerlesimi (N siilfatlanmasindan
ziyade 6-O ) ve GAG zincirlerinin uzunluguna gore degismektedir. Kemik iligine
ozgiil heparan siilfat glikoaminoglikanlar CD34" hiicrelerin adezyonunu saglar.
Kemik iligine 6zgiil heparan siilfat glikoaminoglikanlarin IL-3, GM-CSF, b-FGF ve
MIP-1pB gibi hematopoietik biiyiime faktorlerine ilgisi yogun olabilir ve bu 6zellikleri
farklilasmanin 6zgiil bir evresinde HPH ve bazi biiyiime faktorleriyle segici olarak
beraber bulunmalarinda, proliferasyon ve diferansiyasyonun diizenlenmesinde ¢ok
onemlidir. Ayrica CD34" hiicreler CD44 reseptorleriyle kemik iligindeki hyaluronik
aside yapisarak HPH adezyonuna neden olur ve bu adezyon hiicrelerin biiyiimesi
tizerine etkilidir (27 ,28 ,29).

Kollajenler, ekstraselliiler bosluklarda bulunan fibréz proteinlerdir. Kollajen
tip I-111; kollajen fibrilleri bir araya getirerek ekstraselliller boslugun yapisal

omurgasini olustururlar ve kemik iligi biyopsilerinde retikiilin (bag dokusu liflerine
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ait albliminli madde) lifleri gibi goriiliir. Kollajen tip IV bunun tersine fibrilleri bir
araya getirmez, sa¢ tabakalari gibi birbirine gecerek bazal mebranin major kismini
olusturarak proteoglikanlar ve hiicre yiizey reseptorlerini baglar. Kemik iligi
mikrogevresinde; insan hematopoetik progenitorlerinin lokalizasyon,
differansiyasyon veya proliferasyonunda kollajen ve lamininin 6zgiil bir rolii vardir.
Genellikle matiir, bazen de olgunlasmamis hematopoetik hiicrelerinin kemik iligi
mikrogevresinden kan dolasimina ¢ikisi endotelyum bazal membrani yoluyla bu

hiicrelerin gegisini gerektirir (28, 33).
Sitokinler

Hemen hemen bilinen biitiin sitokinler kemik iligi mikrogevresinde bulunan
hiicrelerden iiretilmektedir. Diisiik derisimlerde de olsa bir¢ok farkli biiylime faktor
kombinasyonu progenitorlerin farklilasmasin1 ve proliferasyonunu indiikleyebilir.
Buna ek olarak biiyime faktorleri glikoaminoglikanlar gibi ekstraselliiler matriks
bilesenleriyle etkileseme girerek hematopoezi diizenlerler. HPH ile stromal hiicreler
veya ESM bilesenleri arasindaki adesif etkilesimler; diisiik derisimlerdeki sitokinlere

progenitorlerin cevap verme yetenegini arttirabilir (33-42).

2.4  Defektif Kemik iligi Mikrogevresi

Defektif kemik iligi mikrogevresinin hematopoetik anormalliklere yol
acabildigiyle ilgili son birka¢ yildir gesitli yaymlar vardir (43-45). Ornegin niikleer
reseptOr retinoik asit reseptdr (RAR)y periferik kan, kemik iligi ve dalakta graniilosit
ve garaniilositik/makrofajik projenitorlerdeki artigla birlikte myeloproliferatif
sendroma (MPS) yol acar ki bu tamamen kemik iligi mikrogevresine baglidir. Bu etki
degismis kemik iligi mikrocevresindeki artmis tiimor nekroz faktor-alfa (TNFa)
tarafindan yonetilir. Hematopoetik sistemde Rb (Retinoblastoma protein)’nin
delesyonu mobilizasyonla kemik iliginden HKH’lerin kaybina ve MPS’ye yol agar
(41). Bu degisiklikle HKH’lerde intrinsik degildir fakat myeloid hiicrelerle onlarin
kemik iligi mikrogevresi arasindaki etkilesimde Rb’nin roliine bagimhidir. Ayrica
Notch ligand-mediated endocytosisin bir komponenti, Mibl (mind bombl)’in
inaktivasyonu farelerde fatal MPS’a yol agmis ve myeloid hiicreler tarafindan

organlarin infiltrasyonundan dolayr hayvanlar 6lmeye baslamistir. Mikrogevre
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bagimli olan MPS Mibl-eksik mikrogevre igine yabanil tip hematopoetik hiicre
transplantasyonu myeloproliferasyonla sonuglanmistir. Ayrica Mibl-null farelere
aktif Notch1 intraselliiler domaininin sokulmasi hastalig1 iyilestirmistir. Daha 6ncede
belirtildigi gibi parathormon, prostaglandin ve bazi beta-adrenerjik reseptorlerin
downstreaminde bulunan G protein sinyal kaskatinin alt iinitesi olan Gsa’nin
osteosit-6zgiill delesyonu myeloproliferasyona ve kemik iliginden myeloid
projenitérlerin  ¢ikisin1  arttirmistir.  Bu  fenotip tamamen  kemik  iligi
mikrogevresindeki degisikliklerden ve mutasyonlu osteositlerden GCSF saliniminin
artmasi sonucu gelisir (43-45).

Ayrica RNA interferens ve mikroRNA yolaklarinda gerekli bir protein olan
Dicerl’in osteoprojenitdr hiicre spesifik yikimi sonucu farelerde akut myeloid
16seminin nadir bir durumu olan myeloid-benzeri sendrom goézlenmistir. MDS ve
AML’li hastalarin kemik iligi stroma hiicrelerinde genetik degisiklikler bulunur ki bu
hematolojik hastaliklarin nedenidir. Ayrica MDS/AML gelisim riskini artiran bazi
genetik sendromlar muhtemelen Diamond-Blackfan-, Schwachman-Diamond-
Syndrom yada Fankoni gibi hastalik sendromlarindaki iskelet anomalilerinden dolay1
olabilir. Ayrica hematopoetik kok hiicre transplantasyonu sonrasi alicida donor-
kaynakli hematolojik hastaliklar meydana geldigi bilinmektedir. Bu hematolojik
hastaliklarin asir1 derece kemo-radyo terapi uygulanmis hastada kemik iligi

mikrogevresinin eksikliginden dolay1 oldugunu desteklemektedir (4, 41, 43-47).

2.5 Transkriptomiks

Transkriptom, belli bir zamanda, bir hiicre, doku veya organizmanin genomu
tarafindan iretilen RNA molekiillerinin tamami1 (MRNA, tRNA, rRNA ve
kodlanmayan RNA'’lar) olarak ifade edilebilir. Gen, ekspresyonunda olusan
farkliliklar sebebiyle olduk¢a dinamiktir ve siirekli degisim igindedir. Bir hiicre i¢in
kabaca sabit olan genomun aksine, transkriptom c¢evredeki besin ¢esidi, 1s1
degisiklikleri, pH degisiklikleri, diger hiicrelerden gelen sinyaller gibi gevresel
faktorlerle degisebilir. Hiicre icinde farkli islevler yerine getirilirken bu islevlerle
iligkili genlerin transkripsiyonu artip azalabileceginden transkriptom hiicre ig¢indeki

tim mRNA’lar1 kapsadigindan, belirli bir zamanda aktif halde bulunan genleri
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yansitir. Cevresel faktorlere gore genlerin ifadelerinin degisiminin ortaya ¢ikarilmasi
¢evre-sistem etkilesiminin Gnemini ortaya ¢ikarmistir (48,49).

Transkriptomik ise hiicre genomundan transkripsiyonla olusan tim mRNA
transkriptlerini es zamanh inceleyen, ekspresyon profillerini ¢ikaran alt disiplindir.
Bu profilleri ¢ikarirken yaygin olarak kullanilan transkriptomik uygulamalar;
mikroarray ve yeni nesil dizileme gibi yiiksek ¢iktili teknolojiler transkriptomda
meydana gelen degisikliklerin incelenmesini temel alir ve ¢ikarilan ekspresyon
profillerine transkriptom ad1 verilir (47-49).

Son yillarda transkriptomik alanda yapilan calismalar, 6zellikle genetik
varyantlarin ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin kanser gibi kompleks
hastaliklarin olusumuna ne sekilde katkida bulundugunun anlasilmasina 151k tuttugu
icin gittikge 6nem kazanmustir. Ayrica, bilim insanlari bu ¢alismalar sayesinde
hiicrelerin yasam dongiisiinii Ve dolayisiyla hastalik seyrini diizenleyen biyokimyasal
yolaklar ve molekiiler mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgiye ulasabilmektedirler
(49, 51).

Baslica mRNA analiz yontemleri; Northern blot (tek gen RNA ekspresyon
analizi), Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) (tek veya
coklu gen analizi) ve mikrodizin (Microarray) (genom boyunca analiz)’dir.
Glinlimiizde ise bu teknikler yerini hizla yeni nesil dizileme teknolojilerine
birakmaktadir. Dizileme yontemlerinin barindirdigi yiiksek verimlilik ve hiz
limitasyonlarmin {stesinden gelmek icin icat edilmis olan yeni nesil dizileme
teknolojileri, tek bir Ornekten alinan milyonlarca parcaya ayrilmis bir DNA
molekiiliiniin her bir parcasinin aymi anda ve uyum igerisinde paralel olarak
islenmesini temel alir. Yeni nesil dizileme teknolojisi, beraberinde getirdigi
avantajlar ile pek ¢ok alanda yiiriitillen biyolojik arastirmalarin vazgegilmez bir
pargasi haline gelmistir (48-51).

Son yillarda genetik kodun kesfiyle birlikte bilim insanlar1 tiim insan
transkriptini analiz etmeye baslamiglardir. Bu alandaki gercek ilerleme ise
1980’lerde otomatik DNA dizi analizinin ortaya ¢ikmasiyla oldu. 1990 yillarinda
eksprese dizi isaretleri (EST) analizinin kesfiyle bir¢ok insan dokusunda eksprese
edilen genler hizlica tanimlanmaya baslandi. EST dizi analizi oldukca yiiksek-

verimlilikte bir teknik olsa da maliyet ve teknik siirlamalar1 tiim transkript
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profillerinin elde edilmesini engellemistir. Bu nedenle klasik EST yaklagimini
tamamlayacak c¢esitli teknolojiler gelistirilmistir; gen ekspresyonunun seri analizi
(SAGE), gen ekspresyonu kap analizi (CAGE) ve kitlesel paralel imza dizilemesi
(MPSS). EST yaklasimindan farkli olarak isaretleme metodlar1 gen-ekspresyon
seviyelerini belirleyebilmektedir. Ancak o6zgiil izoformlar1 ayirt edememektedir.
Cogunun prensibi klasik Sanger dizileme teknigine dayanmakla birlikte ¢ok ytliksek
maliyetli tekniklerdir. Hibridizasyon tabanli mikrogip yontemler genis Olg¢iide
transkript belirleyebilen ve olgebilen, nispeten ucuz tekniklerdir. Kullanilan prob
yogunluguna bagl olarak transkripsiyon bolgelerinin 5 b¢’den 50 baz ¢iftine kadar
oldukga yiiksek ¢oziiniirliiliikte haritalanmasini saglarlar (49, 51).

2.5.1 RNA-Dizi Analizi (RNA-Seq)

Son zamanlarda RNA dizi analizi teknolojileri bir hiicrede iiretilen tim RNA
transkriptlerinin ~ karakterizasyonu  i¢in  {istiin  firsatlar  saglamistir.
Transkriptomiksin devrim niteliginde araci” olarak adlandirilan RNA-seq, ilgili
organizmanin transkriptomunu kesfetmek icin oldukg¢a yiiksek verimlilikte ve
kantitatif olarak tiim transkriptom analizine izin veren ilk dizileme-temelli metoddur.
Hibridizasyon-temelli metodlardan farkli olarak sadece bilinen transkriptlerin
belirlenmesiyle sinirli degildir, bir yandan bilinen transkriptleri arastirirken diger
yandan da yeni transkripler kesfetmeyi amaclar. RN A-seq tekniginin diger 6nemli bir
avantaji da ekspresyon seviyelerini goreceli degerler yerine “genis bir dinamik
aralikta 6lgme imkani1” saglar. verilerin dogruluk ve giivenilirligini arttiran diisiik
arkaplan kirliliginin olmasi ve ekzon intron smirlarinin kesin tanimlanmasi,
transkriptler icindeki SNP ve diger varyantlarin belirlenebilmesi 6nemli
avantajlarindandir. Tiim bu nedenlerden dolay1 RNA-seq bulusa dayali arastirmalar
icin idealdir, referans genomu eksik olan bir organizma olsa bile de novo
transkriptomlar1 tanimlayabilecek veya diisiik miktarlardaki transkriptleri tespit
edebilecek, kritik biyolojik i1zoformlar1 ayirt edebilecek, genetik varyantlar
tanimlayabilecek ve farkli ekspresyonlarin analiz edilmesinde kullanilabilecek
tistlinliikte bir tekniktir (48).

RNA-seq protokolii deneysel tasarim (RNA izolasyonu, cDNA sentezi,

okuma vs.) ardindan veri toplama, analiz ve yorumlama basamaklarini igerir (51).
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2.5.2 Kok Hiicre ve Transkriptomiks

Kok hiicre fenotipinin  molekiiler karakterizasyonu molekiillerinin
ekspresyonundaki genis varyasyonlardan dolayr zordur. Kok hiicrelere spesifik
belirteglerin olmamasindan dolayr homojen primer hiicre populasyonlarinin
izolasyonu yapilamamaktadir. Bununla birlikte, hiicre fenotipinin molekiiler
karakterizasyonu kok hiicre kimligini belirlemek icin gereklidir (1). Tim bu
gerekliliklerden dolayr yeni nesil teknolojiler kullanilarak yapilan molekiiler
profilleme c¢alismalarinin sayisi hizla artmaktadir. Son zamanlarda farkli
kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin molekiiler profilleri ¢ikartilmakta,
karsilagtirmali ekspresyon analizleri yapilmakta ve kok hiicrelere 6zgii spesifik
belirtegler belirlenmeye yada matiir hiicrelerle kok hiicrelerin - karsilastirmali
analizleri ile farklilagsmada rol oynayan molekiiler yolaklar aydinlatilmaya
calisilmaktadir. Tim bu genetik ekspresyon g¢alismalart hiicresel tedaviler i¢in ¢ok
onemlidir (52).

Hiicresel kararlar intraselliiler mikrogevreyle eksternal uyaranlarin kompleks
etkilesimleri yonettiginden 6zellikle kok hiicre nis kavrami gelistikten sonra son
yillardaki c¢alismalar kok hiicrelerle onlarin nisleri arasindaki interaksiyonlar
yoneten ve kok hiicrelerin kaderini belirleyen molekiillere yonelmistir. Bu
molekiiller aydinlatildikga da hastalik durumunda rol oynayan hatta biyobelirteg
ozelligi tagiyabilecek molekiillerin kesfi oldukca popiiler arastirma konular1 olmustur
(52-54).

2.6 Metabolomiks

Metabolitler canlilarda gesitli tepkimeler sirasinda ortaya ¢ikan ve Viicutta
birikmeyerek baska bilesiklere doniisen kimyasal bilesiklerdir. Biyokimyasal
reaksiyonlarin ara {iriinleri olan metabolitler, canli hiicre igerisinde gergeklesen ¢ok
sayida farkli yolaklarin baglanmasinda rol alir. Molekiil agirliklart 1.500Da’un
altinda olan bu kiigciik molekiiller; amino asitler, peptitler, sekerler, niikleozidler,
aldehitler, organik asitler, aminler, oligoniikleotidler, lipitler, steroitler, ketonlar,
alkaloidler, ilaglar, insan-bakteri iriinleridir. Organizmadaki tim metabolit
topluluguna metabolom denir. Metabolomik ise metabolitlerin yiiksek verimli

teknolojiler kullanilarak saptanmasi, tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesidir.



19

Metabolitlerin diizeyleri hiicresel fonksiyonlarin isleyis bilgilerini yansitir ve bunun
sonucu olarak genetik veya cevresel degisikliklere bagli hiicrenin veya dokunun
fenotipini tanimlar. Bu nedenle gen ekspresyonu verileri, proteomik analizler ve
metabolik profil hiicre fizyolojisinin bir anlik goriintiisiinii verebilen tekniklerdir, bir
hiicrede olabilecek olan biitiin hikayeyi anlatamazlar (55, 58, 59).

2003 yilinda tamamlanan “Insan Genom Projesi” insan viicudunda 25.000
civarinda gen bulundugunu, bunlarin % 99.9’unun tiim bireylerde ayni, % 0.1’inin
farkli oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu % 0.1°lik fark neden bazi kisilerin hastalik
riski tasidigini, hastaliklarin siddetinin neden kisiler arasinda farklilik gosterdigini,
neden bazi kisilerde ilaglara daha iyi yanit alindigin1 agiklamada 6nemli olmustur.
Yani, genlerin tanimlanmast ile bilinmeyenler tamamen ¢éziimlenmemis, bu genlerin
fonksiyonlar1 arastirilmaya baglanmis, proteomik ve transkriptomik caligmalari
yapilmistir. Ancak bu aragtirmalardan elde edilen bilgiler de klinik fenotipleri
aciklamak icin yeterli olmamistir. Ciinkii klinik fenotipi belirleyen bilgi hiicrede
olusan metabolitlerde saklidir. Transkriptom ve proteom gibi metabolom da hiicresel
fonksiyonlara bagimli olup her bir metabolitin seviyesi hiicre, doku yada
organizmanin fizyolojik, gelisimsel ve patolojik durumuna gore degiskenlik gosterir
(58). Genomik ve proteomik “ne olabileceginin” metabolomik ise “gercekte ne
oldugunun” bilgisini verir. Bu nedenle, tim metabolitlerin ayrintili ve kantitatif
Ol¢iimii hastalik teshisi veya toksik ajanlarin fenotip iizerindeki etkilerini arastirmada
en ideal yontemdir (59-61).

Insandaki metabolitlerin sayis1 tam olarak bilinmemekle birlikte en az 2000
en fazla 20000 olabilecegi tahmin edilmektedir. Metabolomik analizler serum, idrar,
beyin omurilik sivisi, plazma, tiikiiriik gibi viicut sivilarinda yapilabilir. Bu analiz
Klinik biyokimya ile farmakoloji, pre-klinik ila¢ denemeleri toksikoloji, transplant
izlemi, kanser metabolizmasi, yeni dogan taramasi alanlarinda kullanilmaktadir.
Proteomikte oldugu gibi metabolomik de hastalik belirleyicisi olan veya tedavi
denetimini saglayan metabolitleri belirlemeyi amaglar. Ornegin fonksiyonel
genomikde metabolomikler gen delesyonu yada gen insersiyonu sonucu olusan
genetik mantiiplasyonun olusturdugu fenotipi belirlemek i¢in miikkemmel bir yoldur.

Bazen bu tek basina yeterli bir yoldur. Daha heyecan verici olani ise bilinen genlerin
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delesyon yada insersiyonuyla olusan metabolik pertiibasyonlarin karsilastiriimasiyla

bilinmeyen genlerin fonksiyonlarinin tahmin edilebilir olmasidir (57,58, 60-65)

2.6.1 Insan Metabolom Projesi (HMP)

Insan genom projesindeki temel amag, insan DNA’sindaki genleri
tanimlayarak genetik hastaliklara yatkinligi belirlemek, ilgili genlerin yapilarini
aydinlatmak ve boylece tan1 ve tedaviyi olanakli kilmakti. Bu projenin sonucunda
fiziksel oOzellikleri belirleyen Ogelerin yani sira cesitli hastaliklarin da genler
araciligiyla ortaya ¢iktigi anlasilmistir. Ancak ortada olan bir gergek sudur ki; bir gen
farkl1 biyolojik islevlere sahip birden fazla proteini kodlamakta ve bu proteinler gen
islevinden bagimsiz olarak transkripsiyon sonrasi degisimlere ugramaktadirlar.
Dolayisiyla sadece genomik caligmalar hastaliklarin dnlenmesinde, teshisinde ve
tedavisinde yeterli olmamaktadir. Metabolitlerin ve proteinlerin olusturdugu
karmagik agin tasidigi bilgi genomik bilgiden fazladir ve bu bilgi sadece genomik
bilgiden yola ¢ikilarak aydinlatilamaz. Giinlimiizde herhangi bir hastaligin molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasinda yalnizca genom analizinin yada yalnizca proteom
analizinin yeterli olmadigi, bunun yerine metabolomik c¢alismalar1 da i¢ine alan
biitiinsel bir degerlendirmenin akilci sonuglar verdigi bilinmektedir (55,57).

Metabolomik ¢alismalar i¢inde ¢esitli igbirlikleri olusturulmustur. Bunlardan
ilk baslayan ve tamamlanan insan Metabolom Projesi (HMP), 2005 yilinda Kanada
Alberta Universitesi’nin, Genom Kanada ve Kanada Inovasyon Kurumu’nun destegi
ile baslayan 7.5 milyon dolar biitgeli bir inovasyon projesidir. HMP projesi ile insan
viicudunda idrar, beyin omurilik sivisi, plazma ve l6kositlerde 1uM’dan daha fazla
konsantrasyonda bulunan tiim metabolitleri tanimlamak, 6lgmek ve referans deger
araligini belirlemek (Human Metabolome Data Base-HMDB), bu verilerin serbestge
elektronik ortamda elde edilebilir olmasim1 saglayacak bir kiitiiphane (Human
Metabolome Library-HML) olusturmak amaglanmistir.  HMP 2009 yilinda
tamamlanmis ve sonuglart www.hmdb.ca adresinde agiklanmistir (55,56, 58).

HMDB, 2500 endojen metabolit igermektedir. Bu metabolitler 27,700°den
fazla farkli sinonimle, 115 metabolik yolakla, 2080 farkli enzim, 110,000 tek

niikleotid polimorfizmi ve 862 genetik veya kazanilmis metabolik hastalikla
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baglantilidir. HMDB endojen metabolitlerin yan1 sira 1500 ilag, 3900 besin bileseni
icermektedir. HML’deki bilesik sayis1 778 dir (55-59).

2.6.2 Metabolomik Uygulamalar

Metabolomik, kromatografi, molekiiler spektroskopi ve kiitle spektrometrisi
gibi analitik tekniklerin ¢ok degiskenli veri analiz yontemleriyle birlestirilmesiyle i¢
ice isleyen, biyoloji, kimya ve matematigin i¢ i¢e gectigi multidisipliner bir bilimdir.
Metabolomik ¢alismalar metabolitlerin ayrimini saglayan metabolit ayrim teknikleri
(gaz kromatografisi, sivi kromatografisi ve Kkapiler elektroforez), metabolitlerin
saptanmasini saglayan teknikler (Kiitle spektroskopisi ve niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi), metabolitlerin teshisini ve tanimlanmasini saglayan yazilim-

veribankasi kulanimi ve istatistiksel degerlendirmeden olugmaktadir (55, 56, 59).

2.6.3 Kok Hiicre ve Metabolomiks

Ozellikle son iki-ii¢ y1l icerisinde kok hiicrelerde metabolomik ¢alismalar hiz
kazanmigtir (66-77). Metabolit profillemenin bilimsel éneminin anlagilmasiyla bu
alanda yapilan c¢alismalar cogalmistir ve kok hiicrelerin metabolik profilleri ile ilgili
calismalar ardi ardina gelmistir; embriyonik kok hiicre (EKH), indiiklenmis
pluripotent kok hiicre (iPS), mezenkimal kok hiicre ve c¢esitli somatik hiicrelerin
(ndrojenik, osteojenik gibi) metabolik profilleri ¢ikartilmaya ve karsilastirmali olarak
analiz edilerek kok hiicre homeostazisinde yada kaderinin belirlenmesinde rol
oynayan faktorler ve mekanizmalar aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (69-70, 76, 77).
Calismalar sonucunda elde edilen bilgiler hiicrelerdeki metabolik farkliliklarin
belirlenmesi, rejeneratif tip acgisindan en ideal hiicre kaynaginin segilmesi, in vitro
arastirmalarda uygun kiiltiir kosullarimin  ve farklilasma protokollerinin
olusturulabilmesi gibi uygulamaya yonelik ¢ok sayida yeni olanaklar saglamistir.
Ornegin iPS ve EKH arasinda saptanan metabolik farkliliklar somatik hiicre yeniden
programlanmasinda yeni yolaklarin ortaya c¢ikarilmasi ve yeni protokollerin
olusturulmasinda ¢ok onemli olmustur. Ayrica kok hiicre-metabolomik g¢alismalari,
goriiniliste ¢cok az metabolik farklilik olsa da bu farkliliklarin fenotipik sonuglarinin
cok anlamli oldugunu gostermistir. Bu da farkli hiicre tipleri arasindaki metabolit
farkliliklarin belirlenmesinin (bu farklar cok az olsa da) metabolik yolaklarin

aydinlatilmasinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (66-77).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda, hiicre kiiltiirii caligmalar1 ve diger yontemler i¢in uygun, steril
ve tek kullanimlik malzemeler kullanilmis ve islemler laminar akish steril kabinde,
steril kosullar altinda gerceklestirilmistir. Tiim ¢alismalar; aseptik kosullara uygun

sekilde gergeklestirilmistir.
3.1 Calismada Kullanilan Madde ve Malzemeler

MKH’lerin izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler; kalsiyum-magnezyum
icermeyen fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS; Ca™ Mg++ free, Gibco Invitrogen, Grand
Island, USA), penisilin/streptomisin (Invivogen, San Diego, USA), DMEM-
(1X)+GlutaMAX (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Gibco Invitrogen, Grand
Island, USA), Fetal sigir serumu (FBS; Gibco Invitrogen, Grand Island, USA),
%0,25 tripsin-EDTA  ¢ozeltisi  (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA),
Immunofloresan (IF) Calismalarda Kullanilan Antikor ve Kimyasallar; CD 44 ve
nestin antikor (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA), Metanol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), Immiinfloresan DAPI (Santa Cruz Biotecnology Inc.,
California, USA). In vitro osteojenik ve adipojenik farklilastirma caligmalarinda
kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar;  3-Izobutil-1-metilksantin  (IBMX)(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), absolu etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
deksametazon (Fluka, Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland), insiilin (Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA), indometazin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
askorbat-2-fosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), p-gliserofosfat (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), oil red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
alizarin kirmizist (Fluka-Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland). Metabolomiks
calismalarinda kullanilan c¢ozeltiler ve Kkimyasallar; metoksamin hidroklorid,
MSTFA, Piridin, aseton ve metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Calismasinda kullanilan malzemeler, 15 ml ve 50ml’lik konik tabanli kapakli tiip
(BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA), 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalari
(Cellstar-greiner bio one, GERMANY), 25cm? ve 75cm®lik hiicre kiiltiir flasklari
(Cellstar-greiner bio one, GERMANY). Tek kullanimlik steril serolojik pipetler (5,
10,25 ve 50 ml’lik) (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA), kriyotiipler
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(Greiner-bio-one, Carolina, USA)

3.2  Kemik iligi Orneklerinin Toplanmasi

Bu calismada Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu'nun GO 13/172 numarali onay1 ile Hacettepe Universitesi, Thsan
Dogramaci Cocuk Hastanesi, Pediatrik Kemik 1ligi Transplantasyon Unitesi’nden
saglikli 12 dondriin iki ayr1 kemik iligi bolgesinden (kortekse yakin kemik iligi
bolgesi=endosteal nis ile sinlizoidlerden =zengin olacagimi diisiindiiglimiiz

bolge=vaskiiler nis) yaklasik 3 mililitre kemik iligi alinmistir.

3.2.1 Ki Toplama Yéntemi ve Cahsma Gruplari

Rutin klinik kemik iligi aspirasyonunda “crista iliacadan” ¢ok fazla girig
yapilarak kemik 1iliginin derin ve yiizeyel bolgeleri ayirt edilmeksizin tiim
bolgelerinden, miimkiin oldugunca kemik iligi toplanmas1 amaglanmaktadir (Sekil
3.1-A). Bu calismada ise kemik iliginde farkli nis bolgelerinin varliginin gosterilmesi
ve karakterizasyonuna dayal1 hipotezimize uygun olarak; rutin kemik iligi toplanmasi
sirasinda, aspirasyon ignesi kemigi geger gegmez, kemik yiizeyinden (endosteal nis)
aspire edilen 6rnekler Nigl olarak siniflandirilirken, aspirasyon ignesinin kemik
iliginin merkezine dogru ilerletilmesi ile daha derin kemik iligi bdlgesinden

(vaskiiler nig) alinan 6rnekler Nis 2 olarak siniflandirilmistir (Sekil 3.1-B).

Sekil 3.1: Kemik iligi aspirasyon teknikleri A: rutin KI aspirasyon teknigi B:
Calismada uygulanan teknik B1: kemik iligi nis arastirmalarinda “endosteal bolge”

Nis 1 B2: kemik iligi nig arastirmalarinda “vaskiiler bolge” Nis 2.
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3.3 Cahsmada izlenen Deney Protokolii

1. Kemik Iligi-Plazma izolasyonu

1.1.  Metabolomiks analiz (GC-MS)

2. Kemik Iligi-Mezenkimal K&k Hiicre (MKH) izolasyonu ve kiiltiirii
2.1. Pasaj 3 (P3) MKH’lerin karakterizasyonu
2.1.1. Immiinfenotipleme akim sitometri
2.1.2. Osteojenik, adipojenik farklilagtirma ve karakterizasyon
2.2.  Immiinfloresan (IF)
2.3.  Gen ekspresyon analizi (RNAseq)
2.4.  Metabolomiks analiz (GC-MS)

3. MKH PO ve P3 Kkiiltiir siipernatanlari
3.1. Metabolomiks analiz (GC-MS)

3.3.1. Ki-Plazma izolasyonu ve Saklanmasi

Heparinize kemik iligi ornekleri 15ml’lik falkonlara koyulup 453 g’de 5
dakika santriflij edilerek hiicre ve plazma ayrilmis, toplanan plazmalar 1,5ml’lik
ependorf tiiplerde 100ul’lik aliquatlara boliinerek metabolomiks analiz i¢in -80°C

saklanmustir.

3.3.2. IKi-MKH izolasyonu ve Kiiltiirii

Plazma ayrildiktan sonra geriye kalan kemik iligi hiicrelerinden fikol-gradient
santrifiij yontemi ile mononiikleer hiicre (MNH) tabakasi (bulutsu tabaka= buffy
coat) ayrilmistir. PBS (tuzlu fosfat tamponu) ile yikanip siispanse edildikten sonra
tripan mavisi ile canli hiicre sayisi belirlenmistir. Nis 1 ve Nis 2 MNH’ler esit sayida
kiiltiire alinmistir. T75 kiiltiir kaplarina 10X10° MNH ekilerek 10ml %10 FBS ve %1
oraninda penisilin-streptomisin iceren DMEM-Glutamax besiyeri eklenip 37°C, %5
CO; ve nemli ortamda inkiibe edilmistir. Her 3 giinde bir besiyeri tazelenmis kiiltiir
kabinin tabani yaklagsik %80 oraninda hiicreler ile kaplaninca (konfluent)

tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden kiiltiire alinmistir.
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Alt-Kiiltiir (Sub-Kiiltiir) islemi (Pasajlama)

Ekimden yaklagik 9-12 giin sonra kiiltiir kabinin tabant %70-80 oraninda
hiicrelerce dolduruldugunda (%70-80 konfluente ulasildiginda) alt-kiiltiir islemine
gecilmistir. Birincil kiiltiir sifirinc1 pasaj (PO) kabul edilerek, birincil kiiltiirti takip
eden her alt-kiiltiir islemi sonrasi pasaj sayilar1 P1, P2, P3, P4 seklinde belirtilmistir.

Laminar akisl steril kabinde gerceklestirilen alt-kiiltiir isleminde; besiyeri ve
icindeki tutunmayan hiicreler dokiildiikten sonra, kiiltiir kab1 ylizeyleri 3ml PBS ile
yikanip T75 besiyeri i¢in 3 ml %0,25 tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek, CO,
inkiibatorde 3dk inkiibe edilmistir. Mikroskopta hiicrelerin tiimiiniin yiizeyden
ayrildig1 gozlendikten sonra, tripsinin inaktivasyonu i¢in kiiltiir kaplarina 3ml FBS
iceren besiyeri eklenmistir. Daha sonra hiicreler 15ml’lik konik tabanli tiiplere
alimmig ve 1500 rpm (453g)’de 5 dk santriflyj edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra,
pelete 1ml besiyeri eklenip, pipetlenerek homojenizasyonun saglanmasinin ardindan,
tripan mavisi ile hiicre sayis1 belirlenerek 200x10° hiicre yogunlugunda yeni kiiltiir
kabina (T-75 kiltir kaplarina) ekilmistir. Bu ilk pasaj (Pl=sub-kiiltiir) olarak
degerlendirilmis bu islemler 3. pasaja (P3) kadar tekrarlanmis ve 2. pasajin sonunda
elde edilen hiicreler karakterizasyon ¢alismalarina alinirken 3. pasajin sonunda elde

edilen hiicreler metabolom ve transkriptom analizlerine alinmistir.

3.3.3. MKH PO ve P3 Kiiltiir Siipernatanlarinin Toplanmasi

Her pasajin sonunda kiiltiir kab1 %80 konfluente ulastiginda MKH kiiltiir
besiyeri (siipernatanlar1) toplanip 300ul’lik aliquatlara boliinerek metabolik analiz

i¢in -20°Cde saklanmuistir.

3.3.4. Ki-MKH Karakterizasyon Calismalar

Insan kemik iliginden elde edilen MKH’ler (IKI-MKH)’lerin multipotent kk
hiicre 6zelliklerinin belirlenmesi igin morfolojik ve immiinfenotipik 6zellikleri ile in
vitro diferansiyasyon kapasitelerine bakilmistir. MKH’ler kiiltiir kabina yapisma
Ozellikleri sayesinde (adezyon) izole edilerek yapisan hiicrelerin morfolojik
Ozellikleri ¢alisma siiresince faz-kontrast mikroskobu ile incelenmis ve

fotograflannmistir. Immunofenotipik &zelliklerin belirlenmesi igin akim sitometrik
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analiz gergeklestirilmistir. Ki-MKH’ler in vitro diferansiyasyon kapasitelerinin

belirlenmesi i¢in; adipojenik ve osteojenik farklilagsmaya alinmislardir.

Akim Sitometrik Analizler

Nis 1 ve Nis 2 P3 IKi-MKH’lerin, immiinfenotipik karakteristiklerinin
belirlenmesi i¢in akim sitometri ile hiicre ylizey belirteglerine bakilmis ve sonuglar
karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu analizler FACS Aria akim sitometri cihazi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

P3 hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilip, hiicre sayist belirlendikten
sonra belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan izotiyosiyonat (FITC),
Peridinin Chlorophyll Protein Complex (PerCP), Allophycocyanin (APC) ve
fikoeritrin (PE)-konjuge MKH’lere 6zgii monoklonal antikorlar CD105, CD44,
CD166, CD29, CD90, HLA-ABC ve CD73 antikorlar ve hiicrelerin hematopoietik
hiicrelere 6zgii antikorlar yoniinden negatif oldugunun gosterilmesi igin CD45,
CD34, CD14, CD106 ve HLA-DR antikor panellerine uygun 10ul izotip kontroller
(IgG1, IgG1/G2a) eklenerek inkiibe edilmistir (oda 1sisinda-karanlikta-45 dak.).
Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid iceren PBS) eklenmis ve
santrifiij edilmistir (5dk 1780rpm). 400ul hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse
edilerek Becton Dickinson, FACS Aria akim sitometri cihazinda okutulmus ve

analizi BD Cell Quest TM software programi ile gergeklestirilmistir.

In vitro Farkhlastirma Calismalari

Adipojenik Farklilastirma

Adipojenik farklilagtirmanin uyarilabilmesi i¢in, P2 hiicreler 3000 hiicre/cm?
yogunlukta, 6-kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicreler %90-100 konfluent
oldugunda adipojenik farklilastirmaya alinmistir. Farklilagtirma i¢in DMEM-
Glutamax besi ortami igine %10 oraninda FBS, 500uM izobiitil-metilksantin
(IBMX), 1uM deksametazon, Spg/ml insiilin, 60uM oraninda indometazin ve %]l
oraninda penisilin/streptomisin eklenmistir. Besi ortami1 haftada iki kez degistirilerek
hiicreler 3 hafta kiiltiire edilmistir. Kiiltlirtin 3. haftasinin sonunda adipojenik
farklilagsmay1 gosteren intraselliiler yag damlaciklarinin varliginin belirlenmesi i¢in

oil red O histolojik boyamalar1 gerceklestirilmistir.
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Oil Red O boyamasi icin; kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip hiicreler
sirayla PBS ve distile su ile yikandiktan sonra %10’luk formaldehitle 30dk fiske
edilmistir. Fiksasyonun ardindan 1ml ORO soliisyonuyla 20dk muamele edilerek 3
kez distile su ile yikandiktan sonra Olimpus 151k mikroskobunda yag damlaciklari
kirmiz1 renkte gozlenmistir. Floresan goriintiilemeler icin ise kuyucuklar tamamen
kurutulduktan sonra DAPI boyasi ile zit boyama yapilip Leica DMI 6000B

Microsystems Fluoresan mikroskopta goriintiilenmistir.

In vitro Osteojenik Farklilasma

Osteojenik farklilasma igin P2 Ki-MKH’ler, 3000 hiicre/cm® yogunlukta, 6
kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicreler %60-80 konfluente geldiklerinde
osteojenik farklilastirmaya alinmistir. Farklilastirma besi ortami olarak, %10
oraninda FBS, 100nM oraninda deksametazon, 0.2mM oraninda askorbik asit,
10mM oraninda p-gliserofosfat, %1 oraninda penisilin/streptomisin eklenmis
DMEM-Glutamaks besiyeri kullanilmis ve besi ortami haftada iki kez degistirilerek
hiicreler 3 hafta kiiltiire edilmistir. Kiiltliriin 3. haftasinin sonunda hiicre dis1
kalsifikasyonun (primer kemik nodiillerinin) histokimyasal olarak gosterilmesi

amaciyla alizarin kirmizisi ile boyanmustir.

Alizarin kirmizis1 boyamas: icin; kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip
hiicreler sirayla PBS ve distile su ile yikandiktan sonra %10’luk formaldehitle 30dk
fiske edilmistir. Fiksasyonun ardindan Iml Alizarin Red S soliisyonuyla 20dk
muamele edilerek 3 kez distile su ile yikandiktan sonra 151k mikroskobunda hiicre
dis1 kalsifikasyon goriintiilenmistir.

immiinfloresan (IF) Boyama

Farkli nis bolgelerinden izole edilen Ki-MKH’lerin CD44 ve nestin
immiinfenotipik 6zelliklerini karsilagtirmali  analizi i¢in IF boyama teknigi
uygulanmistir. P2 Ki-MKH’ler 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklarina (Culture-
Chamber-slide-8 well) ekilmis 2x10° hiicre/kuyucuk ile gerceklestirilmistir. Hiicreler
istenilen yogunluga ulastiginda besiyeri uzaklastirip distile su ile hiicreler 3 kere
yikanmis ve fiksasyon i¢in soguk metanol damlatilarak 10 dk fikse edilmistir. Preparat

tamamen kurutulduktan sonra 2x5 dakika PBS ile yikanmistir. Hedef proteinin
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lokalizasyonuna gore permeabilizasyon uygulanmistir. Ozgiil olmayan antikor
baglanmalarin1 6nlemek i¢in hiicreler 30 dk antikoruna uygun blok serumunda inkiibe
edilmistir. CD44 ve nestin primer antikor eklenerek +4°C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Siire sonunda primer antikor uzaklastirllip 3x5 dk PBS’le yikanmus,
sekonder antikor eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Sekonder antikor
uzaklastirilip 3x5 dakika PBS ile yikanip zit ¢ekirdek boyamasi i¢in hiicreler DAPI ile
isaretlenmis ve floresan uyumlu bir kapatma medyumu ile kapama yapilmistir.
Hiicreler Leica DMI 6000B Microsystems Fluoresan mikroskopta analiz edilip

fotograflanmistir.

3.4. Metabolomiks Analiz

Metabolomik analizler numune hazirlama, metabolitlerin analizi ve elde

edilen verilerin analizleri olmak tizere baslica ti¢ asamadan olusmaktadir (Sekil 3.2).

Numune Metabolomik Veri
hazirlama analiz analizi
Al Y
' GC/MS
b o
| | {#.‘-"I'" w il
# j e -y iy
a DM p| [
\ R Multivariate analyses
..-;"'_""'-. IH NMR (PCA or PL5-DA)
?306"_% e e
_SAMPLE Univariate analyses
Fluid —tissue-cell extract HPLC (t-test)

Sekil 3.2 Metabolomik analiz basamaklari

3.4.1. Ornek Hazirlama
Calismamizda -80°C’de saklanan 100 ul’lik plazma, 1x10° iKi-MKH/ 100ul
PBS ornekleri ve -20°C’de saklanan siipernatantlarin GC-MS ile metabolik analizleri

yapilmustir.

Ornekler analizden hemen o6nce derin dondurucudan ¢ikarilmis ve buz
lizerinde ¢oziilmiistiir. Ornek iizerine 900 puL soguk metanol:su karisimi (8:1)

eklenerek proteinlerin ¢okmesi saglanmis ve vortekslendikten sonra +4°C’de
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14000g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi elde edilen
stipernatantlar 300uL lik aliquatlara boliiniip vakumlu santrifiij ile 37°C’de 6rnekler

tamamen kuruyuncaya kadar ugurma islemi gerceklestirilmistir.
3.4.2. Tiirevlendirme

Numunelerdeki ¢6zeltilerin tamamen uguruldugundan emin olunduktan sonra
MSTFA + 1% TMCS ile tiirevlendirme islemine gecilmistir. Ornekler oda
sicakligina ulastiktan sonra metoksimasyon reaksiyonu icin {izerlerine 20 pL
metoksamin hidrokloridin/piridin ¢ozeltisinden (20 mg/mL) eklenerek 30°C’lik
etivde 90 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda oda sicakligina gelmeleri
beklenmis ve sililasyon reaksiyonu i¢in 50 ul MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide) eklenerek 37°C’lik etiivde 30 dakika inkiibe edilmistir. Siire
sonunda reaksiyon karigimindan 50 pL analiz i¢in GS-MS viallerine transfer

edilmistir.

3.4.3. GC-MS Cihaz1

Tirevlendirilen numunelerin analizi Shimadzu GC-MS-QP2010 (Ultra
split/splitless injector) cihaziyla gergeklestirilmistir. Tasiyict gaz olarak Helium 1
mL/min kullanilmigtir. GC kolonu Agilent 122-5532G DB5-MS kolondur (30 m
uzunligunda; 0.25 mm i.d.; 0.25 um film kalinhiginda , 95% dimetil / 5% dimetil
polisioksan). GC firin1 sicaklik programlanmasi: 1 dakika 60 °C’de tutulduktan sonra
dakikada 10°C artarak 325 °C’ye yiikselmis ve 10 dakika bu sicaklikta kaldiktan
sonra 60 °C’ye sogutulmustur. Cihazin toplam g¢alisma siiresi 37,5 dakikadir. Kiitle
analizleri tarama modunda (scan mode) gerceklestirilmistir. Tarama modu i¢in MS
parametreleri: MSD transfer hatti sicakligi: 290°C, Elektron impact iyonizasyon 70
eV, Filament sicakligi 230 °C, Kuadrupol sicakligr 150 °C, tarama araligi 50-600

dalton ve 2 spektra/s, analizde solevent gecikme zamani 5.90 dakikadir.

3.4.4. Veri Analizi

Veri toplama Shimadzu LabSolution yazilimi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen kompleks kromatogramlar AMDIS (NIST Automated Mass Spectral

Deconvolution and Identification Software) programui ile ayristirilip (Dekonvoliisyon)
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veri matriksleri olusturulmustur. Elde edilen metabolit pikleri alikonma indeksli

kiitiiphaneler kullanilarak (Fiehn ve Golm Database kiitiiphaneleri) aydinlatilmistir.

GC-MS elde edilen veri matrisleri ayr1 ayri excel dosyasina aktarilarak
kullanilan i¢ standartlara gore normalize edilmistir. Data verilerindeki eksik degerler,
metabolit grubu icindeki en kii¢iik derisimin yar1 degeri ile doldurulmustur. Analitik
cihazdan elde edilen ve tanimlanan metabolitlerin pik alanlar1 excel dosyasina
aktarilarak bu veri matriksleri SIMCA-P+ programina aktarilarak temel bilesenler
analizi (PCA) ve en kiiciik kareler farklilastirma analizi (PLS-DA) yontemleri ile
gruplarin  ayrilmasinda Onemli olan metabolitler ve regresyon katsayilari

bulunmustur.

PCA analizler veri setinde herhangi bir sistemik hata ve aykir1 bir veri olup
olmadigin1 gorsellestirmek i¢in kullanilmistir. Eger veride herhangi bir problem
yoksa PLS-DA analizlerle veri gruplar1 birbirinden ayrilarak veriler hakkinda daha
detayli bilgiler alinmistir. PLS-DA analizlerindeki farklilastirmaya neden olan
metabolitlerin bulunmasi i¢cin VIP (variable important in project) grafiklerinden
yararlanilmistir. En yiiksek VIP degerine sahip metabolit ayrimda en biiylik etkiye
sahip metabolittir. Dolayisiyla belirlenen gruplar arasinda istatiksel olarak en
farklilik gosteren metabolittir ve bu metabolitler belirte¢ olarak degerlendirilmistir.
VIP grafiklerinden 6nemli olan metabolitler bulunmasina ragmen hangi grup iginde
hangi metabolitin derisminin arttig1 veya azaldig1 regresyon analizi sonucunda elde

edilen katsayilarla verilmistir.

Farkli bulunan metabolit konsantrasyonlarinin istatistiksel karsilagtirmasinda
parametrik olmayan WRST (Wilcoxon Rank Sum Test ) kullanilmistir. Elde edilen
metabolitler ile en son olarak Metaboanalyst 3.0 analiz programi kullanilarak yolak

analizleri yapilmistir.

3.4.5. Metabolomik Yétemlerin Validasyon Calismalari

Hedeflenmemis metabolomik analizlerde validasyon ¢alismalar1 tiim
metabolitler icin standart bulunamadigindan kalite kontrol numuneleri (QC)

kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim plazma, hiicre ve siipernatant Ornekleri
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kullanilarak her 6rnegin kendi i¢inde numune havuzlari olusturulmus, bu numune
havuzlar1 esit parcalara boliinerek QC olarak kullanilmistir. Bu g¢alismamizda
kullanilan tiim plazma, hiicre ve siipernatant 6rneklerinin hepsinden 300 uL alinarak
bir havuz olusturulmus ve bu havuzdan 4’er tane QC numuneleri hazirlanmistir. Elde
edilen QC numunelerinin ayni giin ve farkli gilinlerde analizleri yapilarak
yontemlerin giinler i¢i ve gilinler arasi dogruluk ve tekrarlanabilirlik calismalar
degerlendirilmistir. Boylece QC temelli validasyon caligsmalar ile analiz sirasinda

meydana gelebilecek olasi hatalarda en aza indirilmistir.

3.5. Transkriptomiks Analiz

Transkriptomiks analiz i¢in iki farkli kemik iligi bolgesinden izole edilen P3
MKH’lerin total transkript profilleri RNA dizileme (RNAseq) yoOntemiyle
karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. RNA dizileme Illumina HiSeq 2000 cihazinda
gerceklestirilmis ve bu analiz i¢in University Of Wisconsin Biotechnology Center
Gene Expression Center laboratuvarindan ILLUMINA HiSeq 2000 hizmet alimi
yapilmistir.

Calismamizda 11 saglikli dondriin iki farkli kemik iligi bolgesinden izole
edilen toplam 22 adet P3 MKH %380 konfluente ulagtiginda hiicreler tripsin ile
kaldirilip 3 kez PBS’le yikandiktan sonra hiicre sayis1 belirlenmis ve 1x10° hiicre
5001 RNA koruyucu (RNA protect Cell Reagent-Qiagen76526) icinde -80°C’de

saklanmistir. Tiim 6rnekler tamamlandiginda RNA izolasyonuna gecilmistir.
3.5.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Plus Mini Kit (Cat.No. 74134) ile
yapilmastir. -80°C’den ¢ikartilan 6rnekler buz iizerinde ¢oziilmiis ve 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek hiicrelerin i¢inde bulundugu RNA koruyucu
uzaklagtinlmistir. Hiicre peleti homojenize edilerek iizerine kit protokoliine uygun
olarak 350 ul RLT plus tampon eklenerek 30 saniye vortekslenmistir. Homojenize
lizat, gDNA eliminatdr spin kolona aktarilarak 13000 rpm’de 45 sn santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda gDNA’larin baglandig1 kolon atilarak toplama tiipiine

350 ul %70 alkol eklenerek toplam 700 ul 6rnek iyice pipetlenerek RNAeasy spin
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kolona aktarilmistir. 13000 rpm’de 20sn santrifiij edilerek spin kolon yeni toplama
tiipiine aktarilmis ve lizerine 700 ul RW1 tamponu eklenerek 13000 rpm’de 20sn
santrifiij edilmistir. Spin kolon yeni toplama tiipiine aktarilarak iizerine 500 pul RPF
tampon eklenmis ve 13000 rpm’de 20sn santrifiij edilmistir. Bu basamak
tekrarlanarak spin kolan yeni bir 1,5ml’lik tiipe aktarilmis, tizerine 40 pl RNAse-free
su eklenerek 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek RNA’lar tiipte toplanmuistir.

RNA Orneklerinin Nicelik ve Nitelik Tayini

RNA o6rneklerinin nicelik ve nitelik tayini (RNA Integrity Number) Agilent
2100 Bioanalyzer ile belirlenmistir. -80°C’deki RNA’lar buz iizerinde ¢oziilmiis ve
Olgiimler NanoDrop2000 ve Agilent RNA NanoChip ile yapilmis, diisiik
konsantrasyondaki 6rnekler icin RNA PicoChip (konsantrasyon<100ng/ul) ile 6l¢iim
yapilmistir.

Jel Hazirlama

500ul RNA jel matriks spin fitler i¢ine konularak oda sicakliginda 1500g’de
10 dakika santrifiij edilmis ve filtrelenmis jel 65pL’lik porsiyonlarda +4°C’de
saklanmistir (4 hafta saklanabilir).

Jel-Boya Karisiminin Hazirlanmast ve Cipe Yiiklenmesi

RNA boyasi oda sicakligina getirilmis ve 10 saniye vorteklenmistir. Onceden
hazirlanilan 65puL’lik jel i¢ine 1uL boya eklenmis ve iyice vortekslenerek oda
sicakliginda 13000g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Cip priming istasyonuna RNA ¢ipi yerlestirilmis ve 9 uL Jel-boya karisimi G
isaretli kuyucugu yiiklenerek istasyon kapatilmistir. 35 saniye beklendikten sonra ¢ip
priming istasyonu acilmis ve G isaretli diger iki kuyucuga 9 pl jel-boya karisimi
eklenmistir. Tiim 12 6rnek kuyucuguna ve LADDER kuyucuguna 5 L RNA marker

eklenmistir.
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Ladder ve Orneklerin Yiiklenmesi

LADDER kuyucuguna 1pL ladder yliklenmis, 12 6rnek kuyucugunun her
birine 1 pLL RNA 6rnegi eklenmistir (Sekil 3.3). Cip horizontal vortekte 240 rpm’de
1 dakika vortekslenmis ve ¢ip Agilent 2100 Bioanalyzer cihazinda okutulmustur.

12 Orek kuyucugu

Jel-Boya

L ow BT

kangimi 2 SIS
- O |
g |

B
LADDER z :

RNA Pico Chip

v

Sekil 3.3 RNA-Nano ve Pico ¢ipler

3.5.2. RNA Dizileme

RNA-Seq ornek hazirlamada TruSeq® RNA Sample Preparation v2
(Mumina) kit kullanilmis analizlerde DNF-473-33 - SS NGS Fragment 1-6000bp

metodu uygulanmaistir.

TruSeq® RNA Ornek Hazirlama (ILLUMINA)

Bu basamakta [llumina® TruSeq® RNA Sample Preparation Kit v2 ile oligo-
dT baglanmis manyetik beadler kullanarak poliA iceren mRNA molekiilleri piirifiye
edilmigstir.  Piirifikasyonun ardindan mRNA’lar kiigiik parcalara ayrilmistir
(fragmentasyon). Boliinen RNA fragmentleri reverse transkriptaz ve random
primerlerle tek iplik cDNA’ya kopyalanmistir. Tek iplikli ¢cDNA’lardan DNA
polimeraz I ve RNAse H kullanarak ¢ift iplikli cDNA sentezlenmistir. Daha sonra ug
tamiri islemiyle cDNA fragmentlerinin sonuna tek bir A bazi baglanarak adaptdrlerin
ligasyonu yapilmis, lrlinler piirifiye edilerek ¢cDNA kiitiipanelerinin olusturulmasi

icin PCR’la ¢ogaltilmistir.
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mRNA Piirifikasyonu ve Fragmentasyonu

Bu basamakta oligo dT baglanmis manyatik boncuklarla poliA igeren mRNA
molekiilleri piirifiye edilmistir. poliA RNA’larin ikinci eliisyonu sirasinda, RNA hem

fragmente edilir hem de cDNA sentezine hazirlanir. Piirifikasyon protokolii;

RBP (RNA boncuk Plate) Hazirlanmast

Her 6rnek icin 1l RNA final hacim 50 pl olacak sekilde niikleazsiz saf su ile
RBP barkot isaretli 96-kuyucuk 0.3 ml PCR plate iginde sulandirilmstir.
RPB tiipii oligo-dT boncuklarin resiispanse olmasi igin siddetlice
vortekslenmis ve RBP plakanin her bir kuyucuguna 50 ul RPB eklenerek
poliA RNA’ya oligo-dT boncuklarin baglanmasi saglanmastir. .

1. RBP Inkiibasyonu

RBP plaka termal dongii cihazina yerlestirilerek boncuklarin poliA RNA’ya
baglanmasin1 kolaylastirmak icin mRNA’lar 65°C’de 5 dakika denatiire
edilmigtir. Siire sonunda sicaklik 4°C’ ye distiigiinde plaka termal dongi
cihazindan c¢ikarilmig ve RNA’larin boncuklara baglanmasi i¢in oda

sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

RBP Yikama

RBP plakada poliA RNA bagli boncuklarin soliisyondan ayrilmasi i¢in plaka
manyetik stand iizerine yerlestirilerek 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda plakanin her bir kuyucugundan tiim siipernatant uzaklastirilmistir.
Plaka manyetik standdan ¢ikarilarak baglanmayan RNA’lar1 uzaklastirmak
icin her bir kuyucuga 200 ul BWB (boncuk yikama ¢ozeltisi) eklenmis,
nazikce pipetlemeden sonra plaka tekrar manyetik standa yerlestirilip oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir ve silipernatantin tamamu
uzaklastirilmigtir. Boylelikle mRNA disindaki diger rRNA’lar siipernatantla
uzaklastinnlmistir. Coziilen EB (eliisyon c¢ozeltisi) 600g’de 5 saniye
santrifiijlenerek RBP plakanin her bir kuyucuguna 50 pl eklenerek nazikge

pipetlenmistir.
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RBP Inkiibasyonu

RBP plaka termal dongii cihazina yerlestirilerek boncuklardan RNA’larin
eliisyonu i¢in 80°C’de 2 dakika (25°C hold) mRNA eliisyonu yapilmistir.
Cihaz 25°C’ye geldiginde plaka ¢ikarilmistir.

RFP (RNA Fragmentasyon plakasinin) Hazirlanmast

Ayrilan boncuklara mRNA’larin geri baglanmasini saglamak ve boncuklara
non-spesifik olarak baglanan diger rRNA’larin boncuklara tekrar
baglanmasini elimine etmek i¢in her bir RBP plaka kuyucuguna 50 ul BBB
(boncuk baglama ¢ozeltisi) eklenmistir. Nazik¢e pipetlendikten sonra plaka
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmis ve RBP plaka oda sicakliginda 5
dakika manyetik standa yerlestirilmistir. Siire sonunda kuyucuklardan
slipernatant uzaklastirilmis, plaka manyetik standan c¢ikarilmistir ve
kuyucuklara 200 pl BBB eklenerek nazikge pipetlenerek boncuklar
yikanmigtir. Plaka tekrar manyetik standa yerlestirilerek 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve ilk eliisyondan kalan rRNA’lar ve boncuklara
baglanmayan diger kontaminantlar silipernatantla uzaklagtirllmigtir. Plaka
manyetik standdan cikarilarak her bir kuyucuga RT Priming i¢in random
hekzamerler iceren ve tek iplikli cDNA sentezi i¢in reaksiyon tamponu gorevi
gorecek olan EPF (Elute, Prime, Fragment Mix) karistmindan 19.5 pl

eklenmis ve nazikce pipetlenmistir.
RPF Inkiibasyonu

Plaka termal dongii cihazina yerlestirilerek eliisyon fragmentasyon ve prime
icin 94°C’de 8 dakika (4°C hold) beklenir. Siire sonunda plaka ¢ikarilarak

cok kisa siireli santrifiijlenmistir.
Tek Iplikli cDNA Sentezi

Bu siire¢ revers transkriptaz ve rastgele primerler kullanilarak RNA

fragmentlerinin tek iplikli cDNA’ya ¢evrilme siirecidir.
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CDP Hazirlanmasi

RBP plaka manyetik plakaya yerlestirilip oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir
ve her kuyucuktaki fragmente ve primed mRNA siipernatantindan 17 pl
almarak CDP barkodla isaretlenmis PCR plakasina transfer edilir. FSM (First
Strand Master Mix) i¢ine 50 pl SuperScript II eklenerek CDP plakanin her bir
kuyucuguna 8ul karisimdan eklenir nazikge pipetlenerek seallendikten sonra

santifiijlenir.
1. CDP Inkiibasyonu
CDP plaka termal dongii cihazina yerlestirilir;

Tek zincir programi

a kapak o6n 1sitma 100°C

b 25°C’de 10 dakika

¢ 42°C’de 50 dakika

d 70°C’de 15 dakika

e 4°C’de bekleme

termal dongli cihazi 4°C’ye geldiginde CDP plaka ¢ikarilir ve ¢ift zincir
cDNA sentezine gegilir.

Cift Zincir cDNA Sentezi

CDP plakanin her kuyusuna 25 pul SSM (Second Strand Master) karisimi
eklenerek termal dongli cihazinda 16°C’de 1 saat inkiibe edilir (2. CDP

inkiibasyonu).
CDP Piirifikasyonu

AMPure XP boncuklar iyice dagilana kadar vorteklenir ve oda sicakligindaki
CDP plakanin 50 pl ds ¢cDNA igeren her kuyucuguna 90 ul eklenir. Pipetaj
yapilarak 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda plaka 5dk
manyetik stand {lizerine oturtularak tiim boncuklarin kuyucuklarin kenarina
baglanmasi saglanir. Her bir kuyucuktan 135 ul siipernatant uzaklagtirilir.

Taze hazirlanmis 200 pul % 80’lik etanolle eklenerek 30 saniye beklenir ve
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sipernatant uzaklastirilir. Bu yikama islemi 2 kere tekrarlanir. CDP plaka 15
dakika kurumaya birakilir ve daha sonra manyetik standdan ¢ikarilarak her
bir kuyucuga 52.5 ul RB (Resuspension Buffer) eklenir. Oda sicakliginda 2
dakika ve manyetik stand iizerinde 5dk inkiibe eildikten sonra kuyucukta
stipernatanda salmman dsDNAlardan 50 pl alinarak yeni bir IMD (Insert
Modification Plate) barkodla isaretlenmis PCR plakasina transfer edilir.

Ug Tamiri

Bu siiregte ERM (End Repair Mix) kullanarak kiit uglu fragmentler
olusturmak i¢in yapilir. Bu karisimdaki 3'-5' ekzoniileaz aktivitesi ile 3' ¢ikintilar

cikarilirken polimeraz aktivitesi ile 5' ¢ikantilar doldurulur.
IMP (Insert Modification Plate) Hazirlanmasi

ERC (End Repair Control) tiibii 600 x g’de 5 saniye santrifiij edilerek
¢Oziiliir, 1/100 oraninda RB ile diliie edilir ve 50 pl ds cDNA igeren IMP’nin
her bir kuyucuguna 10 ul eklenir. 40 ul ERM (End Repair Mix) eklenerek
nazik bir sekilde pipetlenir.

IMP Inkiibasyonu
IMP plaka termal dongii cithazinda 30°C’de 30 dakika inkiibe edilir.
IMP Temizlenmesi

100 pl ERM igeren IMP plakanin her kuyucuguna End Repair Mix 160 pl
AMPure XP boncuk eklenir ve nazikge pipetlenerek oda sicakliginda 15dk
inkiibe edilir. Manyetik standa oda sicakliginda 5 dk beklenir ve siipernatant
uzaklastirilir. 200 pl taze hazirlanmis 80%’lik EtOH eklenerek 30 saniye
beklenir, siipernatant uzaklastirirlir (bu yikama basamag: iki kez tekrarlanir).
Plaka manyetik standayken 15 dakika kurutulur ve plaka ¢ikarilarak her bir
kuyucuga 17.5 pul RB eklenerek nazikge pipetlenerek oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edilir. Manyetik satanda yerlestirilerek renk agilincaya kadar
(vaklasik 5 dk) beklenir ve her kuyucuktan 15 pl alinarak ALP plaka
barkodlu PCR plakaya transfer edilir.
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3' ucun Adenilatlanmasi

Bu basamak adaptor ligasyon reaksiyonu sirasinda kiit ucglu fragmentlerin 3’
uclarina tek bir “A” niikleotidinin eklenmesiyle bu uglarin birbirlerine ligasyonunu
engellemek icin uygulanir. Boylece Adaptdriin 3 ucuna karsilik gelen “T” niikleotid
icin tamamlayict bir ¢ikinti saglanmis olur. Bu strateji kimera olusumunu diisiik

oranlarda tutar.
ATL (A-Tailing Mix) Eklenmesi

A-tailing kontrol tiip 600 x g’de 5 saniye santrifiijlenerek ¢oziilmiis, 1/100
oraninda RB ile diliie edilmis ve ALP plakanin her bir kuyucuguna 2.5 pl
eklenmistir. ATM c¢ozilerek her bir kuyucuga 12.5 pul eklenmis nazikge

pipetlenerek plaka hazirlanmistir.
1. ALP inkiibasyonu

Plaka termal dongii cihazina yerlestirilerek ATAIL programina ayarlanir;

a kapak 6n 1stma 100°C
b 37°C’de 30 dakika

¢ 70° C’de 5 dakika

d 4°C’de tutma

Adaptorlerin Ligasyonu

ds cDNA’larin uglarina adaptorlerin baglandigi bu siire¢ ds cDNA’lar1 bir

akis hiicresine (flow cell) hibridize edebilmek i¢in yapulir.
LIG (Ligation Mix) eklenmesi

RAI (RNA Adapter Index) tiip, ligasyon kontrol ve ligasyon durdurma
tamponu 600 x g’de 5 saniye santrifiijlenerek ¢oziilmiistiir. Ligasyon kontrol
RB ile 1/100 diliie edilerek ALP plakanin her kuyucuguna 2.5 ul eklenmistir.
2.5 pl ligasyon karigimi ve 2.5 pul RAI eklenerek nazikge pipetlenerek plaka

hazirlanmstir.
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2.ALP Inkiibasyonu

ALP plaka termal dongii cihazina yerlestirilerek 30°C’de 10dk inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda plakanin her bir kuyucuguna 5pl Stop Ligation Buffer

eklenerek ligasyon inaktive edilir.
ALP’nin Temizlenmesi

ALP plakanin her kuyucuguna 42 pl iyice karigtirllmis AMPure XP boncuk
eklenir ve nazikg¢e pipetlenerek plaka oda sicakliginda 15 dk, manyetik stand
iizerinde 5 dk inkiibe edilir. Siipernatant rengi agildiginda 79.5 ul stipernatant
uzaklastirilarak 200 pl taze hazirlanmis 80% EtOH eklenerek 30 saniye
beklenir. Etanolle yikama iki kez tekrarlandiktan sonra 15 dk oda sicakliginda
plaka tamamen kurutulur. Plaka manyetik standdan ¢ikarilarak 52.5 pl RB
eklenir ve oda sicakliginda 2 dakika, manyetik standa 5 dk renk agilana kadar
inkiibe edilir. Siire sonunda siipernatanddan 50 pl alimarak CAP barkodla
isaretlenmis PCR plakaya transfer edilir. Ikinci kez temizlemek icin iizerine
50 ul AMPure XP boncuk eklenerek ve nazikge pipetlenerek 15 dk oda
sicakliginda, 5dk manyetik standa inkiibe edilir ve her bir kuyucuktan 95 pl
stipernatant uzaklastirilir. 200 pl taze hazirlanmig etanol eklenerek 30 saniye
beklenir ve supernatanttin tamami uzaklastirilir, bu yikama basamagi iki kez
tekrarlanir. Ornekler 15 dk oda sicakliginda tamamen kurutulur ve CAP plaka
manyetik standdan ¢ikarilip lizerine 22,5 pl RB eklenip 2 dk oda sicakliginda
5dk manyetik standa renk acilincaya kadar inkiibe edilir. CAP plakanin her
bir kuyucugundan 20 pl alinarak yeni PCR barkodlu PCR plakaya transfer
edilir.

DNA Fragmentlerinin Zenginlestirilmesi

Bu basamakta, her iki ucunda adaptor molekiil bulunan DNA fargmentlerini
secici olarak zenginlestirmek ve kiitiiphanedeki DNA miktarint amplifiye etmek i¢in
PCR kullanilir. PCR’da adaptorlerin uglarina uygun PCR primer kokteylleri
kullanilmistir. PCR her iki ucunda da adaptor ligant olan fargmentleri cogaltir. Tek

yada hi¢ adaptorii olmayan fragmentler verimsiz ligasyon reaksiyonunun yan
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tirtinleridir. Hi¢ adaptorii olmayan fragmentler hibridize olamazken tek adaptorlii

fragmentler hibridize olur fakat kiimeler olusturamaz.
PCR

PCR plakanin her kuyusuna 5 pul PPC 25pul PMM eklenir ve nazikge

pipetlenerek termal dongii cihazina yerlestirilir. PCR programi;

a kapak 6n 1s1tma 100°C

b 98°C’de 30 saniye

c 15siklus:  — 98°C’de 10 saniye
— 60°C’de 30 sn
— 72°C’de 30 sn

d 72°C’de 5 dk

e 10°C’de bekletme

Validasyon Kiitiiphanesi

Ormeklerimiz iizerinde kalite kontrol analizleri ve DNA Kkiitiiphane
kaliplarinin  6l¢iimii i¢in  “Ol¢tim  kiitiiphaneleri” ve “kalite-kontrol” analizleri

yapilmustir.
Ol¢ciim Kiitiiphaneleri

[llumina dizileme platformlar iizerinde yiiksek kalitede veri elde edebilmek
icin akis hiicresinin (flow cell) her hattinda optimum kiime yogunlugunun
olusturulmas1 6nemlidir. Optimize kiime yogunluklari DNA Kiitiiphanesi

sablonlarinin dogru sayilmasini gerektirir.
Kalite Kontrol

I pl resiispanse edilmis Ornek DNA 06zgiil c¢ipe yiiklenerek Agilent
Technologies 2100 Bioanalyzer cihazinda analiz edilerek orneklerin biiylikligi ve
saflig1 kontrol edilmistir. Final {irlinlin yaklasik 260bp bandta olmas1 gerekir (tek-

okuma kiitiiphaneleri icin).
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3.5.3. RNA-Seq Veri Uretilmesi ve islenmesi

Biyoinformatik Analiz

RNA-Seq analizi ile elde edilen ham okumalar 6ncelikle FASTQC yazilimi
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) ile degerlendirilerek kalite
kontrolii yapildi. Bu islem sonrasi elde edilen yliksek kaliteye sahip ve temiz ham
okumalar Galaxy (Http://galaxyproject.org/) baglanti: https://usegalaxy.org/)
programi ile TOPHAT yazilimi kullanilarak insan referans genomu (GRCh38) ile
eslestirildi (77). Eslestirme sonrasi elde edilen .sam dosyalar1 SAMtools yazilimi ile
Jbam formatina gevirilerek, siralandi ve indekslendi (78). Bam dosyalar1 ve
FeatureCounts yazilimi1 kullanilarak transkriptler ile eslesen RNA sekans sayilari
sayild1 ve sayma verisi elde edildi . Bu veriye TMM (trimmed mean of M values)
normallestirme yontemi uygulanarak érneklere 6zgii farkliliklar giderildi (79). Daha
sonra verinin ortalama ve varyans iliskisini modelleyerek, veriyi siirekli olasilik
dagilimlarina uygun bir formata getiren voom doniisimii uygulandi (80). Voom
doniistimil ile n adet 6rnege iliskin, p adet transkriptin ekspresyon diizeyleri ve her
transkript i¢in 6rnege 6zgl agirlik degerleri (anlamlilik testi i¢in 6nsel olasiliklar)
matrisleri elde edildi. Bu iki veri matrisi kullanilarak empiric Bayes yaklasimina
dayali1 analiz yapan DESeq2 yontemi uygulandi (81). Her transkript igin elde edilen p
anlamlik degerleri Benjamini-Hochberg prosediiriine gore diizeltilerek ve FDR (false
discovery rate) degerleri hesaplandi (82).

Ayrica, DAVID ve Webgestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis)
biyoinformatik analiz programlari kullanilarak anlamli bulunan transkriptlerin hangi
biyolojik stire¢, molekiiler islev ve biyokimyasal yolakta yer aldigini belirlemek i¢in

gen ontoloji (GO) ve yolak analizleri (KEGG, REACTOM ve PANTHER) yapildi.
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4, BULGULAR
4.1 IKI-MKH Hiicre Kiiltiirii Bulgular

4.1.1 Morfolojik Bulgular

Calismamizda saglikli donore ait kemik iligi aspirasyonlar1 kullanilmistir.
Kortekse yakin kemik iligi bolgesi (endosteal nig) “Nis 17, siniizoidlerce zengin,
kortekse gore kemik iliginin daha derinindeki bolge (vaskiiler nis) “Nis 2 olarak
adlandirilmistir. Dondrlerin yas ortalamalar1 17,91+£3,66 (min-max: 2-41 yas ) olarak
hesaplanmistir.

Farkli oldugunu diisiindiigiimiiz iki kemik iligi bolgesinden (Nis 1 ve Nis 2)
alinan ornekler es zamanli olarak ayni kiiltiir sartlar1 altinda kiiltiire alinmig ve insan
kemik iliginden elde edilen MKH’ler (iKi-MKH) kiiltiir kabina yapisma ozellikleri
sayesinde izole edilmistir. Tiim pasajlarda (PO, P1, P2, P3) yapisan hiicrelerin
morfolojik ozellikleri g¢aligma siiresince zit faz mikroskobu ile incelenmis ve
goriintiilenmistir. MKH’lere 6zgii morfolojik 6zellikler olan fibroblast benzeri igsi
yap1, Okromatik ¢ekirdek ve graniillii sitoplazma tiim gruplarda kiiltiirin ilk
giinlerinden itibaren gdzlenmistir. Hiicrelerin koloniler olusturarak c¢ogaldiklar1 ve
ortalama 12’nci giinden itibaren T75 kiiltiir kabinin yiizeyini yaklasik %80 oraninda
doldurduklar1 gozlenmistir. Tiim bu goézlemler sonucunda Nis 1 ve Nis 2 olarak
siniflandirilan hiicre guruplar1 arasinda hiicre morfolojisi bakimindan bir fark
gozlenmezken, Nis 1 olarak siniflandirilan kemik iligi endosteal bolgeden aspire
edilen hiicrelerin PO adezyon kapasitesi ve dolayisiyla koloni olusturma kapasiteleri
daha hizli bulunmustur (Sekil 4.1). Tlerleyen pasajlarda ise cogalma hizi agisindan bir

fark gozlenmemistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. 1ki farkli kemik 1ligi (Ki) nisinden izole edilen PO mezenkimal kok
hiicrelere (MKH) ait faz kontrast mikroskop goriintiileri.

Iki farkli nisten elde edilen MKH’ler morfoloji agisindan karsilastirildiginda
fark gozlenmezken endosteal (kemige yakin) bolgeden aspire edilen MKH’lerin
P0’da adezyon ve proliferasyon kapasitelerinin vaskiiler bolgeden izole edilen

MKH’lere gore daha hizli oldugu gézlendi.
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Sekil 4.2. iki farkli kemik Iligi (KI) nisinden izole edilen P2 ve P3 mezenkimal kok

hiicrelere ait faz kontrast mikroskop goriintiileri

4.1.2 IKi-MKH Akim Sitometri Bulgular

MKH yiizey belirteglerinin saptanmasi i¢in pasaj 3’de akim sitometri analizi
yapilarak, Nisl ve Nis 2 mezenkimal kok hiicrelerin stromal kokeni gosteren CD105,
CD44, CD166, CD29, CD90, CD146, HLA-ABC ve CD73 antikorlari i¢in pozitif ,
hematopoietik hiicrelere 6zgii antikorlar olan CD45, CD34, CD14 ve HLA-DR
yoniinden negatif oldugu gézlenmistir. Iki farkli nis bolgesi karsilastirildiginda ise

ylizey belirtegleri yoniinden anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Nis 2’ye ait akim sitometri bulgular
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4.1.3 IKi-MKH Osteojenik ve Adipojenik Farkhlasma Bulgular:

Nis 1 ve Nis 2’den elde edilen mezenkimal kdk hiicreler 3 hafta adipojenik
indiiksiyon besi yerinde kiiltiire edilmistir ve her giin zit faz mikroskobu ile
gozlenmistir. Yaklasik 10. glinden itibaren hiicrelerin adiposit benzeri farklilasma
gosterdigi tespit edilmistir. Ikinci haftanin sonunda hiicrelerin sitoplazmalarinda yag
damlaciklar1 yogun olarak izlenmistir (Sekil 4.5) (Sekil 4.6). Farklilasmanmn 21.
giiniinde gerceklestirilen oil red O boyamasi ile boyanan yag damlaciklari kirmizi
renkte, DAPI boyamasi ile ¢ekirdekler mavi renkte gozlenmektedir (Sekil 4.7).

Hiicreler osteojenik farklilasma besi yerinde ikinci haftadan itibaren yapisal
ozelliklerini kaybettikleri ve kismen kiiresel hiicreler seklinde kiimeleserek
cogaldiklar1 gézlenmistir. Nis 1 ve Nis 2°den elde edilen mezenkimal kok hiicreler
osteojenik farklilastirma kiiltiirlintin 21. giinii sonunda, Alizarin kirmizistyla yapilan

boyama sonucunda mineralize kemik nodiilleri gozlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Nis 1 ve Nis 2 MKH’lerinin adipojenik ve osteojenik indiiksiyon sonrasi
151k mikroskobik goriiniimleri. Osteojenik indiiksiyonun 21. giiniinde Alizarin Red S
pozitif kalsifiye kemik nodiilleri. Adipojenik farklilagma sonrasinda Oil Red O

boyamasi ile yag damlaciklari.
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Sekil 4.6 Nis 1 ve Nis 2 MKH’lerinin adipojenik indiiksiyon sonrasi zit faz

mikroskobik goriiniimleri

Sekil 4.7 Adipojenik farklilagma sonrasinda Oil Red O boyamasi ile yag

damlaciklarinin floresan mikroskobik goriintimleri.

4.1.4 1Ki-MKH immunofloresan Bulgular

Nis 1 ve Nis 2 bolgesinden izole edilen kok hiicrelerin, yapilan onceki
caligmalarda perivaskiiler MKH belirtegleri olarak tanimlanan CD44 ve nestin
immiinfenotipik  6zelliklerini belirlemek i¢in immiinfloresan boyama teknigi
uygulanmistir. Nis 1 ve Nis 2 MKH’leri arasinda, MKH’lerde siklikla pozitif olarak
gozlenen CDA44 pozitifligi acisindan bir fark gozlenmezken (Sekil 4.8), Nis 2
MKH’lerde nestin pozitif hiicrelerin sayis1 Nig 1 MKH’lerine gore daha fazla olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.8 Nis 1 ve Nis 2 MKH’lerinin immunfloresan mikroskobik goriintiileri. (A,B)
CD 44 (HCAM); (C,D) Nestin.

4.2  Transkriptom Bulgular

4.2.1 RNA orneklerinin nicelik ve nitelik tayini

RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Plus Mini Kit ile yapildiktan sonra RNA
orneklerinin nicelik olgtimleri NanoDrop2000 ve Agilent RNA NanoChip ile
yapilmis, diisiik konsantrasyondaki orneklerin RNA PicoChip
(konsantrasyon<100ng/ul) ile yeniden 6l¢iim yapilmistir. Bu 6lgiimlere gore 1x10°
MKH’den elde edilen RNA miktarlari (ng/ul) Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1 1x10° MKH’den elde edilen RNA miktarlari (ng/pl)

Donér No Nis1 ng/ul Nis2 ng/ul Agilent
Donoér 1 309,8 282,7 RNA NanoChip
Donor 2 2452 470 RNA NanoChip
Donoér 3 251,3 35,3 RNA NanoChip/ PicoChip
Donor 4 175,6 2254 RNA NanoChip
Donoér 5 243,6 228,5 RNA NanoChip
Donér 6 197,1 174 RNA NanoChip
Donor 7 367,9 313 RNA NanoChip
Donor 8 286,4 236,7 RNA NanoChip
Donér 9 212 172 RNA NanoChip
Donoér 10 429,2 256,8 RNA NanoChip
Donor 11 256,8 284.,6 RNA NanoChip

RNA o6rneklerinin nitelik tayini (RNA Integrity Number) Agilent 2100
Bioanalyzer ile degerlendirilmis ve tim Orneklerin RIN degeri 9-10 arasinda
belirlenmistir. Bu sonuglara gore tiim Orneklere ait total RNA kalitemiz oldukca
yiiksektir. Ayrica RNA biitlinligii jel elektroforezi ile kontrol edilmistir ve 28s, 18s
ve 5s rRNA’ya ait ribozomal bantlarin varligi ve yogunlugu, ¢aligmada izole edilen
RNA’larin biitinliginin korundugunu gostermistir (28S rRNA > 18S rRNA
>5SrRNA). Her bir donoére ait Sekil 4.9 “‘de jel elektroforez goriintiisii, Sekil 4.10°de

RIN degerleri grafigi ve sekil 4.11°da elektroferogram goriintiileri verilmistir.

[s]
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Sekil 4.9 Donorlerden elde edilen RNA orneklerine ait jel elektroforez goriintiisti.
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Sekil 4.10 izole edilen RNA 6rneklerine ait RIN degerleri grafikleri
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ELEKTROFEROGRAM
Ladder _ Donér 1-1 _
[Fu] [FU]+
6 ’ o 25
204
g ‘ - 15 ]
= 10
27 — 5
I e T A N A I N A
W 25 30 35 40 45 S0 55 60 [s) BB N304 D 50
Overal Results for Ladder - Overall Results for sample 1
e 6 ks 105.1
RNA Concentration: 150 ng/l A Concentation: 3038 ng/l
Result Fagging Color: rRNA Ratio [28s / 18s]: 20
Result Fiagging Label: HIOther Samples :::J::Eg":gza (RIN: 34 (80206)
M r:
Result Fagging Label: RIN: 940
Fragment table for sample 1 :
Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area
188 4098 Q27 212 202
% 42 5119 48 208

Sekil 4.11 Elektroferogram goriintiileri

4.2.2 RNA-Seq Validasyon Bulgulari

TruSeq RNA Sample Preparation v2 ile hazirlanan ¢cDNA Kkiitiiphaneleri
Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer cihazinda analiz edilerek orneklerin
biiytikligi ve safligi kontrol edilmistir. Fragment analizinde DNF-473-33-SS NGS
Fragment 1-6000bp metodu uygulanmistir. Sekil 4.10°de her bir dondre ait TruSeq
RNA ile hazirlanmig PCR iiriinlerinin uzunluklar1 (bp) ve kiitiiphane biiytikliiklerinin
dagilimi verilmistir. Tim donoérlerde final {iriinler gerektigi gibi 260bp ve iizeri
bantlarda bulunmustur. Akis hiicresinin (flow cell) her hattinda da optimum kiime
yogunlugunun olusturuldugu goriilmektedir. Tiim bu validasyon verileri DNA

kiitiiphanesi sablonlarimizin dogru sayildigin1 gostermektedir (Sekil 4.12).
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5
Samples

Sekil 4.12 Fragment analizi; PCR iiriinlerinin kiitiphane biiyikliiklerinin dagilimi.
Al-Al1l her bir dondriin optimum kiime yogunlugunu gosterirken, A12 Lader

dagilimini gostermektedir.

4.2.3 RNA-Seq Veri Uretilmesi ve Islenmesi

Sekans Kalite Kontrolii (FASTOC)

Sekanslarin kalite kontrolii FastQC programinda
(www.bioinformatics.babraham.) degerlendirildi. Sekil 4.13’de sekanslarin FASTQC
raporlar1 gosterilmistir. Her bir bazin sekans kalitesi, sekans kalite skoru, sekans
uzunluklarinin dagilimi, her bir sekanstaki GC icerigi, adaptor varligi hakkinda bilgi
vermistir. Bu analizler sonucunda tiim dondrlerde kaliteli sekanslarin elde edildigi

tespit edilmis ve tiim guruplar analize alinmistir.
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Sekil 4.13. FASTQC raporu; donor

1-1’e ait QC raporu gosterilmektedir.
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4.2.4 Diferensiyal Ekspresyon (DESeq)

Filterelenen P3 MKH Nis 1 ve Nis 2 RNA-Seq okumalari Ensembl web
sitesinden indirilen FASTA formatindaki referans genom GRCh38 esas alinarak
hizalandi. Haritalamadaki insan genomunda protein kodlayan tiim transkriptler ile
eslesen RNA sekans sayilart FeatureCounts yazilimi kullanilarak sayildi ve sayma
verisi elde edildi. Nis 1 ve Nis 2 veri kiimelerini karsilastirmak i¢in DESeq yazilimi
ile her bir genin dagilimi ve nisler arasinda farkli eksprese olan genlerin olup

olmadig1 analiz edildi.

Bu analizler sonucunda IKI-MKH’de eksprese olan toplam 14.885 gen
haritalanmistir. Bu genlerden DESeq2 analiz ile Nisl ve Nis2’de farkli eksprese olan
500 gen tanimlanmistir. Farkli eksprese olan bu 500 genin istatistiksel analizi
sonucunda p degeri p > 0.10 olan 292 gen, p<0.10 olan 154 gen ve p< 0.05 olan 54
gen belirlenmistir. iki nis arasinda anlamli fark bulunan genlerden (54 gen) 20 tanesi

Nis 1°de up-regiile iken 34 tanesi Nis 2’de up-regiile bulunmustur.

Nis 1 ve Nis 2°de farkli ekspresyonlar1 saptanan 500 gen, p>0.10, p<0.10 ve
p<0.05 degerine gore 3 gruba ayrilmigs ve tiim analizler ayni gruba ait genler

tizerinden yapilmistir. Bu 3 grupta tespit edilen tiim genler EK-1de verilmistir.

Nis 1 ve Nis 2°de Farkli Eksprese Olan p > 0.10 Degerine Sahip Genler

DAVID biyoinformatik analiz programi ilk olarak GO (gen ontoloji) veri
tabanina gore (GOTERM BP) Nis 1 ve Nis 2’de farkli eksprese olan p > 0.10
degerine sahip genlerin hangi biyolojik siire¢lerde rol oynadiklari belirlenmistir.
Analize gore bu gruptaki genlerin 3 6nemli biyolojik siirecte gorev aldiklar tespit
edilmistir; transkripsiyonel regiilasyon, hiicre siklusu ve makromolekiil metabolik

slireglerin negatif regiilasyonu (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 Nis 1 ve Nis 2’de farkli eksprese olan p > 0.10 degerine sahip genlerin
iligkili oldugu biyolojik stiregler (BP).

Category Count | % | P-Value Benjamini
GOTERM_BP requlation of transcription i Y 17,9 |6,6E-2 |9,8E-1
GOTERM_BP transcription a7 15,8 |3,0E-2 |9,7E-1
GOTERM_BP

- |cell cycle - 18 77 |18E-2 |9,9E-1
GOTERM_BP . . . —
- |negative regulation of macromolecule metabolic |-
g g 17 73 |2,2E-2 9,8E-1
process
GOTERM_BP . . . —
- regulation of cellular protein metabolic process - 13 56 |[1,7E-2 |1,0E0
GOTERM_BP | . . . —
=~ |nitrogen compound biosynthetic process - 11 47 |80E-3 |9,8E-1
GOTERM_BP | o] motion - 11 47 |7,7E-2 |9,8E-1

TERM_BP — -

o = | mitotic cell cycle - 10 43 |44E-2 |9,6E-1
GOTERM_BP L . —

- organic acid biosynthetic process - 9 38 |7,6E-4 |[65E-1
GOTERM_BP | calization of cell - 8 34 [93E2 |9.8E-1

TERM_BP . . A =
o - regulation of protein modification process - 8 34 |79E-2 |98E-1
GOTERM_BP i =

- cell motility - 8 34 |[93E-2 |[98E-1
GOTER . . -
M_BP embryonic organ morphogenesis = 5 21 |87E-2 |98E-1

TERM_BP . . =
o - |translational initiation L 4 1,7 |1,9E-2 |[9,8E-1

TERM_BP . L. H]

o - spindle organization . 4 1,7 |19E-2 |9,8E-1
GOTERM_BP telencephalon development u 4 1,7 |48E-2 [9,6E-1
TERM_BP . . L - =4
o - negative regulation of ubiquitin-protein ligase u
- - . 4 1,7 |48E-2 |9,6E-1
activity during mitotic cell cycle
GOTERM_BP . =
- anaphase-promoting complex-dependent -
proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic 4 1,7 |4,8E-2 [96E-1
process

TERM_BP . L - .. =4

o - regulation of ubiquitin-protein ligase activity u
) . 4 1,7 |6,0E-2 |9.8E-1
during mitotic cell cycle
GOTERM_BP . . . =
- epidermal growth factor receptor signalin .
P e P e E 3 1,3 |4,8E-2 9,7E-1
pathway

TERM_BP . 5

o - AMP metabolic process n 2 09 |85E-2 |[9,8E-1



http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=1&d-16544-o=2&annot=25&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=2&d-16544-o=2&annot=25&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=5&d-16544-o=2&annot=25&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=6&d-16544-o=1&annot=25&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=7&d-16544-o=1&annot=25&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=8&d-16544-o=1&annot=25&d-16544-p=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045449
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006350
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007049
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0010605
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0010605
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0032268
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044271
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006928
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000278
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016053
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051674
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031399
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0048870
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0048562
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006413
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007051
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0021537
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051436
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051436
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031145
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031145
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031145
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051439
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051439
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007173
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007173
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0046033

57

DAVID analiz programi iizerinden KEGG, REACTOM ve PANTHER
PATHWAY veri tabanlarinda yolak analizi yapilarak p>0.10 genlerle iliskili
proteinlerin belirli bir ileti yolunda bulunup bulunmadig: analiz edilmistir. Benzerlik
skorlamasi yapilarak genlerin ¢ok yiiksek, yliksek ve orta dereceli iliskili olduklar
yolaklar belirlenmistir. Tiim bu analizlere gore genlerin transkripsiyon faktorlerinin
negatif regiilasyonunda, DNA-baglanma negatif kontroliinde, hiicre siklusunda GO
evresinden S evresine gegisle, TGF-B sinyal yolagiyla ¢ok yiiksek iligkili oldugu,
DNA replikasyonu, DNA metabolik prosesin regiilasyonu ve endotelyal hiicre
migrasyonuyla yiiksek iligkili iken, apoptozis, anjiyogenezis, DNA tamir
mekanizmasi, epitelyal hiicre farklilagmasi, BMP sinyal yolag: ile orta derecede
iliskili olduklar1 goriilmiistiir. p>0.10 genlerle iliskili yolaklar ve benzerlik skorlar

Tablo 4.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.3 p>0.10 genlerle iligkili yolaklar ve benzerlik skorlari

Category

1 REACTOME | Cell Cycle Checkpoints

2 BBID GO0-to-S_cell_cycle

3 KEGG TGF-beta signaling pathway

4 REACTOME | Cdc20:Phospho-APC/C mediated degradation of Cyclin A

5 REACTOME | APC/C:Cdh1-mediated degradation of Skp2 0.75
6 REACTOME | Cell Cycle, Mitotic 0.71
7 REACTOME | DNA Replication 0.66
8 REACTOME | APC-Cdc20 mediated degradation of Nek2A 0.57
9 REACTOME |Regulation of activated PAK-2p34 by proteasome mediated degradation 0.57
10 REACTOME |Signaling by Wnt 0.57
11 REACTOME | Apoptosis 0.49
12 REACTOME | Metabolism of amino acids 0.39
13 KEGG Progesterone-mediated oocyte maturation 0.33
14 KEGG Homologous recombination/ Mismatch repair / Nucleotide excision repair 0.33

Similarity Score: [l Very High (0.75-1) || High (0.5-0.75) Moderate (0.25-0.5) Low (<0.25)

Nis 1 ve Nis 2°de Farkli Eksprese Olan p < 0.10 Degerine Sahip Genler



http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000032
http://bbid.grc.nia.nih.gov/geneimages/71.Id_proteins_G0-to-S_cell_cycle.jpeg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=10000092&target=10000092
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04350$TGF-beta%20signaling%20pathway&termId=!&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=10000092&target=10000092
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000068
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000076
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000029
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000050
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000074
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000020
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000004
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000054
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=710000025
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04914$Progesterone-mediated%20oocyte%20maturation&termId=!&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=470038884
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa03440$Homologous%20recombination&termId=!&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa03430$Mismatch%20repair&termId=!&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa03420$Nucleotide%20excision%20repair&termId=!&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=710000032&target=470038825
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DESeq?2 diferensiyal ekspresyon analiz sonucunda Nis 1 ve Nis 2’de farkl
eksprese olan p < 0.10 degerine sahip 154 gen belirlenmistir (Tablo 4.4). GO (gen
ontoloji) veri tabanmma goére bu gruptaki genler 2 O6nemli biyolojik proseste
toplanmustir; 70 gen hiicresel proseste, 22 gen hiicresel komponent organizasyonunda
gorev almaktadir. Diger tiim gen setleri ve rol oynadiklar1 biyolojik prosesler EK-

1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.4 Nis 1 ve Nis 2’de farkli eksprese olan p < 0.10 degerine sahip genlerin
iligkili oldugu biyolojik stiregler (BP).

P-Value Benjamini

Gl cellular process — 70 6,1 | 1,6E-2 1,0E0
| |
GOTERM_BP cellg:a;g;)zr;[?grr:ent 29 19 | 41E-2 9,8E-1
GOTERM_BP proteolysis . 12 10 | 38E-2 9,9E-1
A | |
GOTERM_BP an?Tt]%Tlﬁzl Ztnr:;:itsure 12 10 | 80E-2 9,7E-1
morpnogenesis
GOTERM_BP multi-organism process U 10 0,9 1,6E-2 1,0E0
GOTERM_BP reproductive process U 9 0,8 7,0E-2 9,8E-1
GOTERM_BP negative requlation of U
metabolic process ¢ U nEee 2=
GOTERM_BP requlation of cell U i i
proliferation e = il Bl
GOTERM_BP interspecies interaction U
between organisms € Lo | 425 o=
Gl cell motion " 7 06 | 55E-2 9,8E-1
GnRELE wound healing ' 4 03 | 9,7E-2 9,7E-1
GOTERM_BP negative regulation of | * 3 03 | 27E-2 9.8E-1
neurogenesis ' ’ !
requlation of cell U
GOTERM_BP morphogenesis involved in 3 0,3 7,2E-2 9,7E-1
differentiation
GOTERM_BP positive regulation of L ’ 02 | 83E-2 9 6E-1
leukocyte migration ' ' '
GOTERM_BP histone ubiquitination L 2 0,2 | 9,8E-2 9,7E-1

KEGG, REACTOM ve PANTHER PATHWAY veri tabanlarinda yolak

analizlerine gore p<0.10 genlerin ubikuitin-aracili proteoliz yolag: ile ¢ok yiiksek


http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=1&d-16544-o=2&annot=26&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=2&d-16544-o=2&annot=26&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=5&d-16544-o=2&annot=26&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=6&d-16544-o=1&annot=26&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=7&d-16544-o=1&annot=26&d-16544-p=1
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=8&d-16544-o=1&annot=26&d-16544-p=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009987
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016043
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016043
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006508
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009653
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009653
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051704
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0022414
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009892
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009892
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0042127
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0042127
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044419
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044419
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006928
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0042060
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0050768
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0050768
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0010769
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0010769
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0010769
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0002687
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0002687
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016574
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iligkili oldugu, CDK ve P53 sinyal yolaklarinda goérevli genlerden dolay:r hiicre
siklusuyla, galaksidaz enzim ve fostidikasitin rol oynadig: sfingolilipit ve gliserolipit
metabolizmalariyla, TGFB, EGF, FGF ve WNT sinyal yolaklariyla iligkisinden
dolay1 kanser yolagiyla ve B ve T hiicre aktivasyonunu rol oynayan genlerden dolay1
KML (kronik myeloid l6semi) ile istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili

olduklart goriilmiistiir.

Tablo 4.5 p<0.10 genlerle iligkili yolaklar

PathwayName Gene  EntrezGene Statistics
Ubiquitin mediated proteolysis = 4 7317 10075 73248450 ~ P=0.0005
Cell cycle 3 4087 1017 8379 P=0.0048
Sphingolipid metabolism 2 2717 8613 P=0.0053
Glycerolipid metabolism 2 2717 8613 P=0.0082
Pathways in cancer 4 1488 4087 3691017 P=0.0122
Chronic myeloid leukemia 2 1488 369 P=0.0169

Tablo 4.6 p<0.10 genlerle iliskili yolaklarin benzerlik skorlari

# | Category

PANTHER_PATHWAY |Ubiquitin proteasome pathway

KEGG_PATHWAY Ubiquitin mediated proteolysis

Nis 1 ve Nis 2°de Farkl Eksprese Olan p < 0.05 Degerine Sahip Genler

DESeq?2 diferensiyal ekspresyon analiz sonucunda Nis 1 ve Nis 2’de farkli
eksprese olan p < 0.05 degerine sahip 54 gen belirlenmistir (Tablo 4.7). GO (gen
ontoloji) veri tabanina gore p <0.05 degerine sahip genler 2 proseste toplanmistir;
%70 gibi olduk¢a 6nemli bir kismi hiicresel biyolojik proseste (6zellikle fosfat,

protein, iyon baglanmalarinda) gorev alirken, geriye kalan kisim metabolik proseste



http://www.kegg.jp/pathway/hsa04120+7317+10075+8450+7324
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434706230.html#Ubiquitin mediated proteolysis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7324
http://www.kegg.jp/pathway/hsa04110+4087+1017+8379
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434706230.html#Cell cycle
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8379
http://www.kegg.jp/pathway/hsa00600+2717+8613
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434706230.html#Sphingolipid metabolism
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8613
http://www.kegg.jp/pathway/hsa00561+2717+8613
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434706230.html#Glycerolipid metabolism
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8613
http://www.kegg.jp/pathway/hsa05200+1488+4087+369+1017
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434706230.html#Pathways in cancer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1488
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=369
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=369
http://www.kegg.jp/pathway/hsa05220+1488+369
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434706230.html#Chronic myeloid leukemia
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1488
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=369
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=560000060&target=560000060
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04120$Ubiquitin%20mediated%20proteolysis&termId=!&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/relatedTermsEvidence.jsp?bait=560000060&target=470038837
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rol oynar. Tim gen setleri ve rol oynadiklart biyolojik prosesler EK-1’de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.7 Nis 1 ve Nis 2’de farkli eksprese olan p <0.05 degerine sahip genlerin

iligkili oldugu biyolojik stiregler (BP).

Category %  P-Value Benjamini
GOTERM_BP | cellular process q 70,5 | 4,5E-2 1,0E0
GOTERM_BP | hexose metabolic | 3 6,8 | 7,8E-2 1,0E0

process
GOTERM_BP | microtubule - 2 45 | 81E-2 | 1,0E0

organizing center
organization

GOTERM_BP | alcohol metabolic 4 91 |83E-2 1,0E0
process

GOTERM_BP | cytoskeleton 4 91 |87E-2 1,0E0
organization

GOTERM_BP | cellular catabolic 6 13,6 | 9,6E-2 1,0E0
process

GOTERM_BP | monosaccharide 3 6,8 | 1,0E-1 1,0E0
metabolic process

Webgestalt GSAT ve DAVID analiz programi {izerinden KEGG, REACTOM
ve PANTHER PATHWAY veri tabanlarinda yolak analizi yapilarak p<0.05 genlerle
iligkili proteinlerin belirli bir ileti yolunda bulunup bulunmadigi analiz edilmistir.
Analizlere gore genlerin metabolik yolak (oksidatif fosforilasyon, piirin
metabolizmasi gibi), ubikuitin-aracili proteoliz yolagi ve kalsiyum sinyal yolag: ile

istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili olduklar1 goriilmiistiir (Tablo 4.8, 4.9).

Tablo 4.8 p<0.05 genlerle iliskili yolaklar.


http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=1&d-16544-o=2&d-16544-p=1&annot=26
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=2&d-16544-o=2&d-16544-p=1&annot=26
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=5&d-16544-o=1&d-16544-p=1&annot=26
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=6&d-16544-o=1&d-16544-p=1&annot=26
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=7&d-16544-o=1&d-16544-p=1&annot=26
http://david.abcc.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-s=8&d-16544-o=1&d-16544-p=1&annot=26
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009987
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019318
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019318
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031023
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031023
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031023
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006066
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006066
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007010
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007010
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044248
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044248
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005996
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005996
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PathwayName #Gene EntrezGene Statistics
Metabolic pathways 5 8877 1353 3423 70832762 P=0.0069
Ubiquitin mediated proteolysis | 2 64682 134111 P=0.0092
Calcium signaling pathway 2 8877 2778 P=0.0154

Tablo 4.9 Yolaklarla iligkili genlerin KEGG yolagina gore analizi

COX11 homolog, cytochrome c oxidase assembly protein (yeast

KEGG_PATHWAY Oxidative phosphorylation,

GDP-mannose 4,6-dehydratase
Fructose and mannose metabolism, Amino sugar and nucleotide sugar

KEGG_PATHWAY metabolism,

GNAS GNAS complex locus

Calcium signaling pathway, Vascular smooth muscle contraction, Gap

junction, Long-term depression, Taste transduction, GnRH signaling

pathway, Melanogenesis, Vibrio cholerae infection, Dilated
KEGG_PATHWAY cardiomyopathy,

THOC?2 THO complex 2
KEGG_PATHWAY Spliceosome, |
ANAPC1 anaphase promoting complex subunit 1; s

Cell cycle, Oocyte meiosis, Ubiquitin mediated proteolysis, Progesterone-
KEGG_PATHWAY mediated oocyte maturation,

IDS iduronate 2-sulfatase

KEGG_PATHWAY Glycosaminoglycan degradation, Lysosome,

NR4A1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1
KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway,

OSMR oncostatin M receptor

KEGG_PATHWAY Cytokine-cytokine receptor interaction, Jak-STAT signaling pathway,
PDESA phosphodiesterase 5A, cGMP-specific
KEGG_PATHWAY Purine metabolism,

UBE2QL1 probable ubiquitin-conjugating enzyme E2 FL J25076
KEGG_PATHWAY Ubiquitin mediated proteolysis,

SPHK1 sphingosine kinase 1

Sphingolipid metabolism, Calcium signaling pathway, VEGF signaling
KEGG_PATHWAY pathway, Fc gamma R-mediated phagocytosis,

TK1 thymidine Kkinase 1, soluble
KEGG_PATHWAY Pyrimidine metabolism, Drug metabolism,
TRIP10 thyroid hormone receptor interactor 10

KEGG_PATHWAY Insulin signaling pathway,



http://www.kegg.jp/pathway/hsa01100+3423+1353+8877+7083+2762
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434716208.html#Metabolic pathways
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8877
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7083
http://www.kegg.jp/pathway/hsa04120+64682+134111
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434716208.html#Ubiquitin mediated proteolysis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=64682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=134111
http://www.kegg.jp/pathway/hsa04020+2778+8877
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/htdocs/final_sig_kegg_file_1434716208.html#Calcium signaling pathway
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8877
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2778
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=802451
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00190$Oxidative%20phosphorylation&termId=470038741&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=794659
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00051$Fructose%20and%20mannose%20metabolism&termId=470038729&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00520$Amino%20sugar%20and%20nucleotide%20sugar%20metabolism&termId=470038770&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00520$Amino%20sugar%20and%20nucleotide%20sugar%20metabolism&termId=470038770&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=809539
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04020$Calcium%20signaling%20pathway&termId=470038829&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04270$Vascular%20smooth%20muscle%20contraction&termId=470038845&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04540$Gap%20junction&termId=470038858&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04540$Gap%20junction&termId=470038858&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04730$Long-term%20depression&termId=470038878&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04742$Taste%20transduction&termId=470038880&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04912$GnRH%20signaling%20pathway&termId=470038883&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04912$GnRH%20signaling%20pathway&termId=470038883&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04916$Melanogenesis&termId=470038885&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa05110$Vibrio%20cholerae%20infection&termId=470038896&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa05414$Dilated%20cardiomyopathy&termId=470038922&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa05414$Dilated%20cardiomyopathy&termId=470038922&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=797461
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa03040$Spliceosome&termId=470038818&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=813324
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04110$Cell%20cycle&termId=470038834&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04114$Oocyte%20meiosis&termId=470038835&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04120$Ubiquitin%20mediated%20proteolysis&termId=470038837&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04914$Progesterone-mediated%20oocyte%20maturation&termId=470038884&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04914$Progesterone-mediated%20oocyte%20maturation&termId=470038884&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=785820
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00531$Glycosaminoglycan%20degradation&termId=470038771&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04142$Lysosome&termId=470038840&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=805429
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04010$MAPK%20signaling%20pathway&termId=470038827&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=825899
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04060$Cytokine-cytokine%20receptor%20interaction&termId=470038830&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04630$Jak-STAT%20signaling%20pathway&termId=470038866&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=803372
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00230$Purine%20metabolism&termId=470038742&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=810250
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04120$Ubiquitin%20mediated%20proteolysis&termId=470038837&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=777634
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00600$Sphingolipid%20metabolism&termId=470038783&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04020$Calcium%20signaling%20pathway&termId=470038829&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04370$VEGF%20signaling%20pathway&termId=470038852&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04370$VEGF%20signaling%20pathway&termId=470038852&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04666$Fc%20gamma%20R-mediated%20phagocytosis&termId=470038872&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=778157
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00240$Pyrimidine%20metabolism&termId=470038744&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa00983$Drug%20metabolism&termId=470038810&source=kegg
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=800342
http://david.abcc.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=hsa04910$Insulin%20signaling%20pathway&termId=470038882&source=kegg
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4.3 Metabolomiks Bulgularn

Hedeflenmemis metabolomik analiz kullandigimiz ¢alismamizda saglikli
donorlerin Nis 1 ve Nis 2 olarak smiflandirdigimiz kemik iligi bolgelerinden elde
edilen plazma, P3 MKH hiicre ve P0-P3 hiicre kiiltiir siipernatantlart GC-MS analize
uygun olarak tlirevlendirilmis ve GC-MS cihazinda analiz edilerek hem her bir
ornegin ayr1 ayr1 metabolit profilleri elde edilmis hem de Nis 1 ve Nis 2 gruplarinin
karsilastirmali metabolit analizleri yapilarak nislerin benzerlik yada farkliliklari
ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Sekil 4.14 GC-MS siipernatant, hiicre ve plazmasina
ait kromatogram goriintiileri verilmis olup, plazma ve hiicrenin tespit edilen
metabolit ve pik diizeyleri birbirine benzerken siipernatant digerlerinden farkli olarak

gbzlenmistir.

SUPERNATANTD1-1po0

P3INIKHDI-1

SIS SYSSRPEEI Y RGN s |«

PLAZMADI-1

|
zgjdl'-LlL . JJLI( 1 { R PRI S . 1Y

Sekil 4.14: GC-MS kromatogram goriintiisii. Ayn1 dondriin (D) ayni nis 1 bolgesine
ait siipernatant, hiicre ve plazmasina ait ayr1 ayr1 ve piklerin st liste ¢akistirilmig

kromatogramlarin goriintiisi.



4.3.1 Plazma Metabolik Veri Setleri ve Analitik Yaklasim
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Her bir donoriin iki farkli kemik iligi bolgesinden (Nisl ve Nis2) 100’°er pL

plazma GC-MS ile analiz edilmis ve analiz sonucunda toplam 199 metabolit tespit

edilmistir. Bu

metabolitlerden

83 tanesi

tanimlanirken 106  tanesi

tanimlanamamistir. Kemik iligi plazmasinda tanimlanan metabolitler Tablo 4.10°da

verilmigtir.

Tablo 4.10 Kemik iligi plazma metabolomik profil.

1-methyl nicotinamide
1-monchexadecanoylglycerol
2-hydroxybutyric acid
3-indoleacetic acid
3-methy2-oxobutanoic acid
4-hydroxyproline
Alanin
Alpha-Tocopherol
Arabitol

Arachidic acid
Asparagine

Aspartate

Benzoic acid

Beta alanine

Capric acid

Caprylic acid
Chlosterol

Citraconic acid

Citric acid

Creatinine

Cystine

Erythronic acid
Ethanolamine

Fumaric acid

Gamma Tocopherol

Gluconic acid
Gluconic acid lactone
Glucose

Glutamic acid
Glutamine

Glyceric acid
Glycerol 1 phosphate
Glycerol

Glycine

Glycolic acid
Heptadecanoic acid
Histidine
Hypotaurine
Hypoxanthine
Isoleucine

alpha Ketoglutarate
Ketoisocap

Lactic acid

Leucine

Leucrose

Linoleic acid

Lysine

Malic acid

Maltose

Mannitol

Methionine
Mimosine
Myo-inositol
Myristic acid
N-ethylglycine
N-methylalanine
Oleic acid
0O-phosphocolamine
Ornithine

Oxalic acid
Palmitic acid
Palmitoleic acid
p-cresol
Phenylalanine
Phosphoric acid
Porphine
Proline
Pyroglutamic acid
Pyrophosphate
Pyruvic acid
Ribose

Serine

Stearic acid
Succinate
Tagatose

Theorinine

Threitol

Threonic acid
Tryptophan

Tyrosine

Uracil

Urea

Uric acid
Succinate/Glutamate
Citrate/Glutamte
Glucose/Palmate
Glutamine/Glutamate
Lactate/Analin
G1P/Glucose
Aspartate/Alanine
Glycine/Urea
Glutamine/Urea

Tanimlanan metabolitlerin pik alanlar1 SIMCA-P+ programina aktarilarak

temel bilesenler analizi (PCA) ve en kiigiik kareler farklilagtirma analizi (PLS-DA)
yontemleri ile Nis 1 ve Nis 2 gruplarinin ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler ve

regresyon katsayilari bulunmustur (Sekil 4.15) (Sekil-4.16).
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Sekil 4.15 IKi-Plazma PCA Grafigi: Sekilde donérler isim kodlariyla verilmistir.
Mavi blotlar donérlerin kemik iligi Nis 1 bolgesinden, kirmizi blotlar Nis 2

bolgesinden elde edilen plazma metabolizma profilleridir.

PCA grafiginde ayni donoériin nis 1 ve nis 2 metabolomik profillerinin yakin
konumlu lokalizasyonlarindan dolayr en kiiglik kareler farklilastirma analizi (PLS-
DA) uygulanmis ve Nis 1 ve Nis 2 gruplarinin ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler

ve regresyon katsayilar1 bulunmustur (Sekil 4.16).

\ M Nichel
e: M Niche 2
44
Bo
-4 4
- PLS-DA
G2 e

Sekil 4.16 IKi-Plazma PLS-DA Grafigi; PLS-DA analizi ile iki nis bolgesi metabolit

profilinin ayrilmasini saglayan metabolitlerin varligi gosterilmistir.
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PLS-DA analizlerindeki nis ayrimma neden olan metabolitlerin bulunmasi
icin VIP (variable important in project) grafiklerinden yararlanilmis (Sekil 4.17 A)
ve en yiiksek VIP degerine sahip metabolit yani ayrimda en biiyiik etkiye sahip
metabolit Nis 2 plazmasinda yiiksek diizeyde tespit edilen porfin olmustur.

Nisler arasinda VIP degerine sahip metabolitler istatiksel olarak en farklilik
gosteren metabolitlerdir ve belirteg olarak degerlendirilmislerdir. VIP grafiklerinden
onemli olan metabolitler bulunmasina ragmen hangi grup i¢inde hangi metabolitin
derigminin arttig1 veya azaldig1 regresyon analizi sonucunda elde edilen katsayilarla
belirlenmistir ve regresyon katsayilar1 grafigi Sekil 4.17 B’de gosterilmistir.
Regresyon analizi sonucunda sirasiyla aspartat-alanin, mannitol, mimozin, D-riboz,
ethanolamin, heptadekanolik asit, fosforik asit, pirofosfat, O-fosfokolamin, aspartat
ve fumorik asit Nis 1’de artmisken, porfin, N-metilalanin, triptofan, glikoz-palmat,

fenilalanin, izolGsin, iirik asit, asparjin, valin ve miyo-inozitol Nis 2’de artmistir.

A B
Porphine
N-methylalanine ““’"““h-;;';:;";j
Aspartate_alanine Mimosine
Isoleucine Ribose Decreased
I'htlannljtol Ethanolamin - in Niche 2
Mimosine Heptadecanoic acid
Fumaric acid Phosphoric acid-
O-phosphocolamine Pyrophosphate
Ethanolamin O-phosphocolamine-
Pyrophosphate Aspartate
Ribose Fumaric acid
Myo-nositol Myo-inositol o
Uric acid Valine+
Tryptophan Asparagine-
Phosphoric acid Uric acid
Heptadecanoic acid Isoleucine Increased
Glucose_palmate Phenylalanine in Niche 2
Asparagine Glucose_palmate-
Aspartate N m:t:u;tfph.m_
Glutamine . ylaan ne
Porphine+
0.0 0.5 1.0 15 2.0

015 -010 -0.05 000 005 010 015

viP Coefficient

Sekil 4.17 IKi-Plazma VIP grafigi (A) ve IKi-Plazma Regresyon analizi (B).

Nisl ve nis2’de tanmimlanan metabolitlerin istatistiksel karsilastirmasinda
parametrik olmayan WRST (Wilcoxon Rank Sum Test ) kullanilmistir ve istatistiksel
olarak anlamli fark bulununan (p<0,05) 20 metabolitin Box-Plot garafikleri Sekil

4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.18. Nisl ve Nis2 plazma metabolom profillemesinde anlamli fark bulunan

metabolitlerin (p<0,05) BOX-Plot Grafigi

IKi-plazma metabolom profilinde Nisl ve Nis2’de anlamli fark bulunan

(p<0,05) metabolitlerin en son olarak yolak analizleri yapilmistir. Analiz sonucunda

tanimlanan metabolitler bir¢ok yolakla iligkili olmasina ragmen malat-aspartat ve

pentoz fosfat yolag: istatiksel (p<0.05) olarak anlamli bulunmustur. Sekil 4.19’da

plazma metabolit setlerinin iliskili olduklar1 yolaklar verilmistir.
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Sekil 4.19 Ki-Plazma metabolomiks yolak analizi.

4.3.2 1KIi-MKH Metabolik Veri Setleri ve Analitik Yaklasim

Her bir dondriin iki farkli kemik iligi bolgesinden (Nisl ve Nis2) aspire
edilen kemik iligi 6rneklerinden elde ettigimiz 1x10° P3 MKH’ler GC-MS ile analiz
edilmis ve analiz sonucunda toplam 268 metabolit tespit edilmistir. Bu
metabolitlerden ise 71 tanesi tanimlanirken 197 metabolit tanimlanamamistir. P3
IKi-MKH metabolomik profili Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.11 Kemik iligi MKH metabolomik profil.

1-monohexadecanoylglycerol Hypotaurine 0-phosphocolamine Succinate/Glutamate
2,4,6-Tri-tert-butylbenzenethiol Hypoxanthine Ornithine Aspartate/Alanine
4-guanidine Innosine Palmitic acid Citrate/Glutamte
4-hydroxy-proline Isoleucine Phosphate G3P/Glucose
Adenine Ketoglutarat Porphine Glucose/Palmate
Adenosine Ketoisocap Proline Glutamine/Glutamate
Alanine Lactic acid Putrescine Glutamine/Urea
AMP Leucine Pyroglutamic acid Glycine/Urea
Aspartate Leucrose Pyrophosphate Lactate/Alanine
Betaalanine Linoleic acid Pyruvic acid

Chlosterol Lysine Serine

Citric acid Malic acid Sorbose

Creatinine Maltose Spermidine

Cysteine Maltose/Cellobiose Stearic acid

Cytidine Mannitol Succinate

Dioctyl phthalate Methionine Theorine

Ethanclamin Mimosine Threonic acid

Ethanclamine Monomethylphosphate Threonine

Fumaric acid Myo-inosito2-phosphate Tryptophan

Glucose Myo-inositol Tyrosine

Glutamic acid Nicotinamide Urea

Glutamine N-methyglutamic acid Valine

Glycerol Oleic acid

Glycerol 1 phosphate O-methyinositol

Glycine

Tanimlanan metabolitlerin pik alanlart SIMCA-P+ programina aktarilarak
PCA ve PLS-DA analizi ile Nis 1 ve Nis 2 gruplarmin ayrilmasinda énemli olan
metabolitler ve regresyon katsayilar1 bulunmustur (Sekil 4.20) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20 IKi-MKH PCA Grafigi
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PCA grafiginde ayni dondriin Nis 1 ve Nis 2 metabolomik profillerinin yakin
konumlu lokalizasyonlarindan dolay1 en kiiciik kareler farklilastirma analizi (PLS-

DA) uygulanmis ve Nis 1 ve Nis 2 gruplarinin ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler
Ve regresyon katsayilart bulunmustur (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 IKi-MKH PLS-DA Grafigi; PLS-DA analizi ile iki nis bolgesi metabolit

profilinin ayrilmasini saglayan metabolitlerin varligi gosterilmistir.

PLS-DA analizinde nislerin farkli konumlara ayrimina neden olan
metabolitlerin bulunmasi i¢in VIP grafiklerinden yararlanilmis ve Nig 1 MKH’lerde

en yiksek VIP degerine sahip metabolit, yiiksek diizeyde tespit edilen O-
fosfokolamin olarak tespit edilmistir.

Nisl ve Nis2’de tanimlanan MKH metabolom profillerinin istatistiksel
karsilastirmasinda parametrik olmayan WRST kullanilmistir ve istatistiksel olarak

anlamli fark bulununan (p<0,05) 4 metabolitin Box-Plot grafikleri Sekil 4.22’de
verilmistir.
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Sekil 4.22 Nisl ve Nis2 MKH metabolom
(p<0,05) metabolitlerin BOX-Plot Grafikleri
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4-hidroksiprolin

1
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-

Nis 1

Miyoinozitol

profillemesinde anlamli fark bulunan

IKi-MKH metabolom profilinde Nisl ve Nis2’de istatistiksel olarak farkli

bulunan metabolitlerle yolak analizi yapilmis ve bu metabolitlerin sfingolipid

metabolizmasi

ve gliserofosfolipid metabolizmasi

ile siki 1iligkili olduklar

goriilmiistiir. Tablo 4.12° de KI-MKH metabolit setlerinin iliskili olduklari yolaklar

ve P degerleri verilmistir.

Tablo 4.12 Kemik iligi MKH metabolomiks yolak analizi

0.020609 3.8791

Pathway Name Total p
Sphingolipid

5
metabolism 2
leceroph.o spholipi 39 0.03215
d metabolism

-log(p)

3.4374
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4.3.3 PO-P3 Kiiltiir Siipernatanti Metabolik Veri Setleri ve Analitik Yaklasim

Her bir dondriin iki farkli kemik iligi bolgesinden (Nisl ve Nis2) aspire
edilen kemik iligi oOrneklerinden elde ettigimiz MKH’lerin, PO ve P3 Kkiiltiir
stipernatantlart GC-MS ile analiz edilmis (footprinting) ve analiz sonucunda toplam
288 metabolit tespit edilmistir. Bu metabolitlerden 83 tanesi tanimlanirken 205
metabolit tanimlanamamistir. PO-P3 siipernatant metabolomik profili Tablo 4.13°de

verilmistir.

Tablo 4.13 P0-P3 Ki-kiiltiir siipernatant: metabolomik profil

1-hexadecanol Cystine Malic acid Tagatose
1-methyl nicotinamide Dioctyl phthalate Maltose Threitol
1-Monohexadecanoylglycerol Ethanolamin Methionine Threonic acid
1-Monooctadecanoylglycerol Fructose Mimosine Threonine
2-ketoisocaproic acid Fumaric acid Myo-inositol 2-phosphate Tryptophan
3-hydroxyproline Glucose Myo-inositol Tyrosine
3-methy 2-oxobutanoic acid Glutamic acid N-methylglutamic acid Urea
4-guanidine Glutamine 0O-methy inositol Valine
4-hydroxyproline Glyceric acid Oleic acid

4-methy 5-thiazoleethanol Glycerol Ornithine

Adenosine Glycerol 1 phosphate Oxalic acid

Alanin Glycine Palmitic acid

Alanine Glycolic acid Pantothenic acid

Allantoin Heptadecanoic acid Phenylalanine

AMP Innosine Phosphate

Arachidic acid Isoleucine Porphine

Aspartate Ketoglutarat Proline

Benzoic acid Ketoisocap Pyridoxine

Beta alanine Lactic acid Pyruvic acid

Caprylic acid Lauric acid Ribitol

Chlosterol Leucine Ribose

Citric acid Leucrose Serine

Creatinine Linoleic acid Stearic acid

Cysteine Lysine Succinate

Tanimlanan metabolitlerin pik temel bilesenler analizi (PCA) yapildiginda
kemik iligi plazma ve MKH PCA grafiklerine benzer olarak Nis 1 ve Nis 2
gruplarinda net bir ayrilma olmasada her nisin kendi iginde P0-P3 metabolit
profillerinin birbirinden ayrildigi goriilmektedir (Sekil 4.23) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23 PO-P3 Kiiltiir Siipernatantlarit PCA Grafigi: yesil blotlar PO-Nis 1, mavi
P3-Nis 1, kirmiz1 PO-Nis 2 ve sar1 plot P3- Nis 2 metabolomik profilini (footprinting)

gostermektedir.

Stipernatant gruplarina en kii¢iikk kareler farklilastirma analizi (PLS-DA)
uygulandiginda ise Nis 1 ve Nig 2 gruplarinin ayrilmasinda Onemli olan
metabolitlerin varligi gostermistir (Sekil 4.24).

i rot
| B2
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P32

t[2]
o

Sekil 4.24 PO-P3 Kiiltiir Stipernatant1 PLS-DA Grafigi

Tiim silipernatant gruplarinda PLS-DA analizlerindeki nis ayrimina neden
olan metabolitlerin bulunmasi i¢in VIP skorlama yapilmig ve en yiiksek VIP degerine

sahip, ayrimda en biiyiik etkiye sahip metabolitler 2-ketoisokaproikasit basta olmak
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tizere, porfin ve 2-hidroksiprolin olarak tespit edilmistir. VIP skoruna sahip
metabolitlerin iligkili oldugu yolaklar analiz edildiginde aminoagil-tRNA
biyosentezi, nitrojen metabolizmasi ve arjinin-prolin metabolizmasiyla anlamli

derecede iliskili olduklar1 bulunmustur (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 PO-P3 Ki-kiiltiir siipernati metabolomiks yolak analizi.

Nis1 P0-P3 siipernatantlar1 metabolom profillerinin karsilastirilmah analizi

Nis 1 bolgesinden izole edilen MKH kiiltiirlerinde PO’dan P3’e kadar olan
siirecte meydana gelen metabolik degisiklikleri belirlemek i¢cin PO-Nisl ve P3-Nisl
slipernatant metabolit profilleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu analizlerde
PLS-DA grafiginde iki grubun birbirlerinden ayr1 konumlandig1 gériilmiis ve bu farki
saglayan VIP skoruna sahip metabolitler belirlenmistir. Kiiltiir PO ve P3 arasinda en
yiiksek VIP skoruna sahip kreatin ve oksalik asit P3’de artmigken, triptofan ve AMP
metabolit diizeyleri ise azalmaktadir. Yine total siipernatant metabolom analizinde en
yiikksek VIP skoruna sahip ketoisolosin Nisl-P3’de anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Nisl PO0-P3 Ki-kiiltiir siipernatantlart metabolom profillerinin
karsilastirilmali analizi; PLS-DA grafigi ve VIP skorlama.

Nis1’de tanimlanan PO-P3 Ki-kiiltiir siipernatantlart metabolom profillerinin
istatistiksel ~karsilastirmasinda parametrik olmayan WRST kullanilmistir  ve
istatistiksel olarak anlamli fark bulununan (p<0,05) metabolitlerin Box-Plot

grafikleri Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27. Nis1 P0-P3 kiiltiir stipernatantlarinin metabolom profillemesinde anlamli

fark bulunan (p<0,05) metabolitlerin BOX-Plot Grafikleri.
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Nis 2 PO-P3 siipernatantlar1 metabolom profillerinin karsilastirilmah analizi

Nis 2 bolgesinden izole edilen MKH Kkiiltiirlerinde PO ile P3 arasindaki
metabolomik degisiklikleri belirlemek i¢in PO-Nis2 ve P3-Nis2 metabolit profilleri
karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu analizlerde PLS-DA grafiginde iki grubun
birbirlerinden ayriminin diger gruplara gére daha net oldugu goriilmektedir. Bu farki
saglayan en yiksek VIP  skoruna sahip  metabolitler 1 MG:(1-
Monooctadecanoylglycerol, fosfat) ve glisin olarak belirlenmistir. P0’dan P3’¢ dogru
pasaj ilerledik¢e 1 MG, ketoisolosin ve malik asit diizeyleri artarken, porfin ve fosfat

diizeylerinin ise anlamli derecede azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Nis2 P0-P3 KIi-kiiltiir siipernatantlari metabolom profillerinin
karsilagtirilmali analizi; PLS-DA grafigi ve VIP skorlama.

Nis 2’de tanimlanan P0O-P3 Ki-kiiltiir siipernatantlari metabolom profillerinin
istatistiksel karsilastirmasinda parametrik olmayan WRST kullanilmistir  ve
istatistiksel olarak anlamli fark bulununan (p<0,05) metabolitlerin Box-Plot

grafikleri Sekil 4.29°da verilmistir.

Urea
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Sekil 4.29. Nis2 P0-P3 kiiltiir siipernatantlarinin metabolom profillemesinde anlamli
fark bulunan (p<0,05) treonik asit, malik asit, porfin ve gliserol metabolitlerin BOX-
Plot Grafikleri.
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Nis1-Nis2 PO siipernatantlar1 metabolom profillerinin karsilastirilmah analizi

Nis 1 ve Nis 2 bolgesinden izole edilen PO-MKH kiiltiir siipernatantlarindaki
metabolit profilleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu analizlerde PLS-DA
grafiginde iki grubun birbirlerinden ayr1 konumlanmasini saglayan VIP skoruna
sahip metabolitlerden fumarik asit, glisin ve treonik asit Nis 1’de yiiksek
bulunmustur (Tablo 4.14). VIP skoruna sahip metabolitlerin iliskili oldugu yolaklar
analiz edildiginde bu metabolitlerin biyotin metabolizmasiyla anlamli derecede
iliskili oldugu bulunmustur (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30 PO-Nis 1-Nis 2 PLS-DA grafigi

Tablo 4.14. PO-Nis1-Nis2 metabolom analizinde anlamli fark bulunan metabolitler.

Metabolite p.value -log10(p)
1Monohexadecanoylglycerol 0.037109 1.4305
Fumaric acid 0.0019531 2.7093
Glycine 0.013672 1.8642
Lysin2 0.048828 1.3113
Myoinosito2phosphate 0.027344 1.5631
Threonic acid 0.037109 1.4305
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PO-Nisl ve PO-Nis2 Ki-kiiltiir siipernatantlari metabolom profillerinin
istatistiksel ~karsilastirmasinda parametrik olmayan WRST kullanilmistir ve
istatistiksel olarak anlamli fark bulununan (p<0,05) metabolitlerin Box-Plot

grafikleri Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.31. PO-Nisl1-Nis2 Kkiiltiir silipernatantlarinin metabolom profillemesinde
anlaml1 fark bulunan (p<0,05) metabolitlerin BOX-Plot Grafikleri.

VIP skoruna sahip metabolitlerin iliskili oldugu yolaklar analiz edildiginde
(Tablo 4.15) biyotin metabolizmas1 ile anlamli derecede iliskili olduklar

bulunmustur.

Tablo 4.15 PO-Nis 1 ve PO-Nis 2 yolak analizi

Metabolite Set Total Hits Expect P value Holm P
INOSITOL METABOLISM 19 2 0.161 0.00986
BIOTIN METABOLISM 4 1 0.0339 0.0336
GLUTATHIONE
METABOLISM 10 1 0.0848 0.0821
ASPARTATE METABOLISM 12 1 0.102 0.0978
PHENYLALANINE AND
TYROSINE METABOLISM 13 1 0.11 0.106
LYSINE DEGRADATION 13 1 0.11 0.106
MITOCHONDRIAL
ELECTRON TRANSPORT 15 1 0.127 0.121
CHAIN
AMMONIA RECYCLING 18 1 0.153 0.144
PROTEIN BIOSYNTHESIS 19 1 0.161 0.151
UREACYCLE 20 1 0.17 0.158
PORPHYRIN METABOLISN 22 1 0.187 G.173
CITRIC ACID CYCLE 23 1 0.195 0.18
METHIONINE
METABOLISM 24 1 0.204 0.187
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P3-Nis1-Nis2 kiiltir siipernatantlarimin metabolom profillerinin

karsilastirilmah analizi

Nisl ve Nis2 bolgesinden izole edilen MKH’lerin P3  kiiltiir
siipernatantlarindaki metabolit profilleri karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Bu
analizlerde ketoldsin, porfin ve benzoik asit PLS-DA grafiginde iki grubun
birbirlerinden ayr1 konumlanmasini saglayan en yiiksek VIP skoruna sahip
metabolitler olarak belirlenmistir. Bu metabolitlerden porfin ve benzoik asit P3 Nis
1’de yiiksek iken ketolosin P3 Nis2’de yiiksek bulunmustur (Sekil 4.32). VIP
skoruna sahip metabolitlerin iliskili oldugu yolaklar analiz edildiginde biyotin

metabolizmastyla anlamli derecede iliskili bulunmuslardir.
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Sekil 4.32 P3-Nisl-Nis2 Ki-kiiltiir siipernatantlart metabolom profillerinin
karsilastirilmali analizi; PLS-DA grafigi ve VIP skorlama.

P3-Nis 1 ve P3-Nis 2 KIi-kiiltiir siipernatantlari metabolom profillerinin

istatistiksel karsilastirmasinda parametrik olmayan WRST kullanilmistir  ve
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istatistiksel olarak anlamli fark bulununan (p<0,05) metabolitlerin Box-Plot

grafikleri Sekil 4.33’de verilmistir.
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Sekil 4.33 P3-Nisl-Nis2 kiiltiir siipernatantlarinin metabolom profillemesinde
anlamli fark bulunan (p<0,05) metabolitlerin BOX-Plot Grafikleri.
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VIP skoruna sahip metabolitlerin iligkili oldugu yolaklar analiz edildiginde

anlaml1 derecede iligkili olduklar1 yolaklar Sekil 4.34’de gosterilmistir.
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Sekil 4.34 P3-Nis 1-Nis 2 Ki-kiiltiir siipernat1 metabolomiks yolak analizi.
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5. TARTISMA

Hematopoez tlim matiir kan hiicrelerinin iiretildigi siiregtir. Kan hiicrelerinin
yasam siiresi ¢ok kisadir ve bu nedenle sayilarinin sabit tutulmasi i¢in devamli olarak
iiretilmesi gerekir. Kan hiicreleri hematopoietik organlardaki kok hiicrelerden gelisir.
Her giin bes yiiz milyardan fazla kan hiicresi iiretilir ve dolasimdaki her bir hiicrenin

sayisinin diizenlenmesi gerekir (1-5).

Embriyogenezin erken donemlerinden postnatal doneme kadar ¢ok sayida
hematopoetik organ hematopoezde gorev alir; AGM, vitellus kesesi, plasenta, dalak,
karaciger. Fotal donemin sonlarima dogru ise iskelet sisteminde kemiklesme
hizlandigindan vertebralilarda en Onemli ve esas hematopoez kemik iliginde

meydana gelir (1-7).

Bugline kadar embriyonik ve fetal yasam boyunca farkli hematopoietik
organlarda lokalizasyon, yerlesim (homing) ve migrasyonun temelini olusturan
mekanizmalar veya migrasyon nedenleri ¢ok iyi anlasilmamistir. Ontojenik
farklilasmanin  degisik  evrelerinde; hematopoez yerlerindeki  degisiklikler
hematopetik kok hiicre (HKH) ve hematopoetik projenitor hiicrelerin (HPH) adezyon
kabiliyetlerindeki farkliliklardan dolay:r olabilir yada o6zgiil bir hematopoetik

mikrogevre (nis) bu etkilesimi saglayabilir.

HKH fonksiyonlarinda mikrogevrenin kritik énemi ilk kez 1965-67 yillar
arasmnda ortaya ¢ikmustir. Ik kez 1978 yilinda Schofield multipotent olma, kendini
yenileme kapasitesi ve ¢ogalmadan-farklilasmadan sessiz kalabilme gibi HKH’lerin
en Onemli Ozelliklerini tanimlamis ve “kok hiicrelerin bu o6zelliklerini idame
ettirebilmeleri i¢in 6zel kompartmanlara yerlesik bulunduklarimi” sdyleyerek ilk kok
hiicre nig hipotezini ortaya atmistir. Bundan sonra yapilan in vivo ve in vitro bir¢ok
arastirma nis hipotezini desteklemektedir ve bu caligmalar hematopetik kok
hiicrelerinin gelisimi ve yerlesiminde mikrogevrenin 6nemli bir faktor oldugunu

gosterilmistir.

Son zamanlarda in situ isaretleme tekniklerinde ve goriintiileme
tekniklerindeki miithis gelismeler kok hiicreler ve niglerinin organizasyonun

anlasilmasinda oldukga biiyiik katki saglamistir (1 ). Drosophila ve C. elegans gibi
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model organizmalar ve hayvanlarda yapilan in vivo deneyler kok hiicre nisinin ilk

goriintiilerini saglamigtir.

Hematopoetik kok hiicreler en iyi karakterize edilen somatik kok hiicreler
olmasma ragmen in vitro ekspansiyonlart hala basarisizdir ve bu basarisizlik
HKH’lerin terapotik potansiyellerini  sinirlandirmaktadir.  Yapilan ¢alismalarda
hematopoezis sirasinda HKH’lerin kemik iligi yiizeyine yakin yerlesimli yada
sinilizoidal endotelyumla yakin iligkili olmalari, HKH’lerle diger kemik iligi hiicresel
kompotent arasindaki molekiiler iliskinin HKH’lerin farklilasmadan kendini
yenilemesi ile farklilasmas1 arasindaki hassas dengeyi kontrol ettiginin bulunmasi,
gelecekte terapotik kullanim amaciyla HKH ekspansiyonunda basar1 saglanmasi icin
HKH nisinin {i¢ boyutlu yapisinin anlasilmasi gerektigini ortaya koymustur. Bu
nedenle son zamanlarda HKH kemik iligi mikrogevresinin karakterizasyonu 6nem

kazanmstir (2).

Insan hematopoetik kok hiicre nisinin diger deri yada barsak kok hiicre nisleri
gibi arastirilmasi kolay degildir ¢linkii 6zellikle de saglikli insan kemik iliginden
biyopsi almak ¢ok miimkiin degildir. Bu nedenle hematapoetik kok hiicre nis
caligmalart model organizmalarla yada fare, maymun gibi deney hayvanlariyla sinirl
kalmistir. Nis calismalarinda ya isaretli fareler (nestin-GFP+ gibi) kullanilarak femur
cikartilip histolojik kesitlerde in vitro takip yontemleriyle nis karakterizasyonu
yapilmaya c¢alisitlmis (6) yada Balduino A. ve arkadaslarmin (2005-2012)
caligmalarinda (53) kullandiklar1 kemik iligi yikama teknigi kullanilmistir. Balduino
ve digerleri bu teknikte fare femurlarin1 ¢ikardiktan sonra tripsin ve kollajenaz ile
cevre bag dokuyu temizlemisler epifizi ¢ikartip kemik iligini normal besiyeriyle
(DMEM) yikamisglardir. Sonra %0,1 kollajenaz iceren DMEM ile 30 dakika siireyle
ikinci yikamay1 yapmislar ve elde ettikleri hiicreleri subendotelyal (vaskiiler nis)
olarak siniflandirmislardir. Ardindan yine %0,1 kollajenaz iceren DMEM ile iiciincii
yikamayr yapmuslar ve elde ettikleri hiicreleri endosteal nis olarak

siniflandirmiglardir. Ancak insanlarda bu teknikler kullanima uygun degildir.

Bugiine kadar yapilmis saglikli insan kemik iligi nis karakterizasyon
caligmas1 yoktur. Bu calisma saglikli insan kemik iligi nis karakterizasyonu amaciyla

yapilmis olup bu alanda ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda
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kemik iligi aspirasyonu sirasinda, aspirasyon ignesi kemigi gecer gecmez, en fazla ii¢
mililitre miktarda alinan 6rnek endosteal nis (Nis 1), aspirasyon ignesinin kemikten
iligin merkezine dogru ilerletilmesiyle aspire edilen yine ayni miktarda alinan 6rnek
vaskiiler nig (Nis 2) olarak adlandirilmistir. Yas ile ilik ¢ap1 orantili oldugundan daha
kiigiik cocuk ve bebeklerde 6rnek miktart iic mililitreden daha az alinmistir. Bu
sekilde fazla hacim aspire edilmesinden dogacak iki bdlgenin karigma olasiligi

elimine edilmistir. Ayrica tiim 6rnekler ayni1 hekim tarafindan alinmustir.

Calismamizda, kemik iligi plazmasi, kemik iliginden izole edilen P3
mezenkimal kok hiicreler ve P0-P3 MKH Kkiiltiir siipernatantlart kullanilmastir.
MKH’lerin analiz edilmesinin sebebi diger nis komponentlerinden farkli olarak,
MKH’lerin HKH nislerinin (hem endosteal hem de vaskiiler bolgenin) ortak
komponenti olmasidir. HKH nislerinin (Nig 1 ve Nis 2) karakterizasyonu omiks
teknolojilerinden  transkriptomiks (RNA-seq) ve metabolomiks (GC-MS)

karsilagtirmali analizleri yapilmistir.

Giinlimiizdeki yenilik¢i "Omiks" teknolojileri sayesinde genom, transkriptom,
proteom ve metabolom gibi ¢ok detayli analizler yapilabilmektedir. Bu teknolojiler
ile elde edilen bilgiler hastaliklarin temelinin aydinlatilmasinda, erken tanida ve
ilaglarin etkinliginin degerlendirilmesinde biiyiik bir potansiyele sahip olmustur (60-
65). Bugiine kadar yapilan insan kemik iligi mikrogevresinin metabolik
karakterizasyon c¢alismalar1 hematolojik tiimor ¢evrelerinin analiziyle sinirli kalmigtir
(43-47). Insan kemik iligi transkriptomiks analizleri yapilmis fakat bizim
calismamizda oldugu gibi bir nis ayrimi yapilmamistir. Ayrica transkriptomik
calismamizda diger ¢alismalardan farkli olarak yeni nesil dizileme teknolojisi olan

RNA-seq analizi kullanilmistir.

Kok hiicrelerde metabolik analizler 6zellikle son ti¢ yildir biiyiikk 6nem
kazanmistir. Yapilan metabolom analizleri kok hiicrelerin temel arastirma
konularinda arastiricilara olduk¢a faydali bilgiler sunmustur. Metabolomiksin
rejeneratif tibbin hemen her alaninda yer bulmasinin temel sebeplerinden birisi de
diger OMIKS tekniklerine gore cok az miktarlarda drnek ile ok sayida metabolitin
belirlenebilmesi ve fonksiyon analizi yapilabilmesidir. Kok hiicrede metabolomiks

ilk olarak kok hiicrelerin metabolit profillerinin karakterize edilmesiyle baglamis ve



86

bunu kok hiicrelerin siniflandirilmasinda metabolomiksin kullanilmasi takip etmistir.
Embriyonik kok hiicreler (EKH), cesitli kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok
hiicreler (MKH), indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPS) ve farkli kaynaklardan
izole edilen somatik hiicrelerin karsilastirilmali metabolomik analizleri sonucunda
farkli kok hiicre kaynaklar1 arasinda metabolik diizeyde anlamli farkliliklar tespit
edilmistir (66-77). Tim bu arastirmalar sonucunda, metabolitlerin, ¢ok diisiik
seviyelerde olsalar bile birgok yolakta anahtar rol oynayarak hiicrelerin kaderinin

belirlenmesinde ve idamesinde 6nemli roller tistlendikleri gosterilmistir (57).

Metabolomiks analizin 6nemli kabul gordiigii diger bir temel aragtirma alani
ise kiiltiir ortamlarinin ve sartlarinin optimizasyonudur. Bu analizler kok hiicre
kiiltiirlerinde “kokliiliigiin=stemness” korunabilmesi i¢in bir dizi énemli faktoriin
(kultiir cevresi, kiiltiir siiresi, kiiltiir ylizeyi gibi) dikkate alinmasi gerektigini ortaya
koymustur. Yapilan caligmalarda kiiltiir ¢evresinin; kiiltiirde kullanilan besiyerinin,
kiiltiire almman ilk hiicre sayisinin, hiicrelerin kiiltiir yogunlugunun ve Kkiiltiir
sirasindaki sicaklik nem, oksijenlenme durumu gibi kiiltiir sartlarinin hiicrelerin
metabolik profillerini degistirdigi ve dolayis1 ile hiicre kaderlerinin degistigini
gostermistir. Bu nedenle her hiicrenin kendine uygun kiiltiir sartlarinda idame olmasi
gerekmektedir. Tiim bu ¢aligmalar kok hiicreler kadar kok hiicre nisininde kok hiicre
kaderinin belirlenmesinde ne kadar 6nemli bir faktér oldugunu bir kez daha

vurgulamustir (57, 74).

Metabolomiks caligmalarla hiicre kiiltiirlindeki 6nemi ortaya konulan diger
bir faktor kiiltiir siireleridir. Kok hiicre ekspansiyonu igin yapilan uzun sireli
kiiltiirlerde populasyondaki kok hiicre sayisinin azaldigi ve bazi hiicrelerin
kendiliginden farklhilasmaya gittikleri rapor edilmistir. Bu nedenle, kok hiicre
arastirmalarinda erken pasaj hiicrelerinin kullanilmasi1 gerektigi yapilan birgok
caligmayla gosterilmistir. IPS hiicrelerinde ise durum farkli olup ge¢ pasaj
hiicrelerinin kullanilmas: gerektigi, IPS hiicrelerinin erken pasajlarda tiiredikleri
parental hiicre karakterlerini daha cok yansittiklar1 fakat bu durumun pasaj sayisi
ilerledikce dereceli olarak kayboldugu, bunun epigenetik degisiklerin bir sonucu
olarak ortaya ¢iktigi gosterilmistir (100-101). Panopoulous ve digerleri (2012) (70)

somatik hiicre yeniden programlamasinda iPS hiicrelerinde meydana gelen metabolik
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degisiklikleri inceledikleri calismalarinda, hem erken ve gec IPS pasajlarinda kiiltiir
besiyerlerindeki kimyasallar1 tanimlayarak kiiltiir besiyerlerindeki varyasyonlarin en
aza indirilmesi gerektiginin 6nemini bir kez daha vurgulamislar hem de erken ve geg
pasajlardaki metabolik farkliliklar1 géstermislerdir. Tiim bu metabolomiks ¢alismalar
kiiltiir sartlarinin optimizasyonunun c¢aligma stabilizasyonu i¢in ne kadar dnemli bir

basamak oldugunu ortaya koymustur (50,57,74).

Tiim bu nedenlerden dolay1, calismamizda kemik iligi endosteal ve vaskiiler
nisin  karsilastirmali  metabolomiks  karakterizasyonunda  optimizasyonun
saglanabilmesi ve kiiltliir sartlarindaki varyasyondan dogabilecek yanlig-hatali
sonuclarin elimine edilebilmesi amaciyla disaridan hicbir ekleme yapmadigimiz
hazir ticari optimize besiyerleri ve yikama soliisyonlar: kullanilmistir. ilk ekimden
son pasaja (P3) kadar hiicreler sayilarak her iki calisma grubunda esit sayida
hiicreyle kiiltiire baglanmis, kiiltlir periyotlar1 esit tutulmus ve tiim analizlerde esit

sayida hiicre kullanilmistir.

Hedeflenmemis GC-MS analizlerimiz sonucunda her donériin Nis 1 ve Nis 2
kemik iligi 6rneklerinden ayr1 ayri1 elde edilen metabolit profilleri karsilagtirmali
olarak ¢ok degiskenli veri analizleri ile analiz edilmistir. PCA skorlamada ayni
donore ait Nig 1 ve Nis 2 metabolit profillerin yakin konumlu goriilmesinin sebebi iKi
kemik iligi bolgesinin de ortak donér kokenli olmasidir. Bu nedenle donér metabolit
profillerinde ayrilmaya neden olacak metabolitlerin olup olmadiginm belirleyebilmek
icin PLS-DA kullanilmistir. PLS-DA skorlama sonucunda tiim dondrlerde Nis 1 ve
Nis 2 bolgelerinin birbirlerinden ayrildigi goriilmiistiir. Bu da iki kemik iligi arasinda
bu ayrimi saglayacak anlamli metabolit farkliliklar1 oldugunu gostermistir. PLS-DA
analizi nis ayrimina neden olan metabolitlerin bulunmasi i¢in VIP (variable
important in project) grafiklerinden yararlanir. VIP grafiginde en yiiksek VIP
degerine sahip metabolit ayrimda en biiyiik etkiye sahip metabolittir ve belirteg

olarak degerlendirilmistir.

Kok hiicre fenotipinin  molekiiler karakterizasyonu molekiillerinin
ekspresyonundaki genis varyasyonlardan dolay1 zordur. Bununla birlikte, kdk hiicre
kimligini belirleyebilmek i¢in hiicre fenotipinin genom boyutunda molekiiler

karakterizasyonu gereklidir (57). Tim bu gerekliliklerden dolayr yeni nesil



88

teknolojiler kullanilarak yapilan molekiiler profilleme c¢aligsmalarinin sayisi hizla
artmaktadir. Son zamanlarda farkli kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin
molekiiler profilleri ¢ikartilmakta, karsilastirmali ekspresyon analizleri yapilmakta ve
kok hiicrelere 0zgii spesifik biyobelirtegler belirlenmeye c¢alisilmaktadir. Tiim bu

genetik ekspresyon caligmalart hiicresel terapiler i¢in ¢cok dnemlidir.

Hiicresel kararlari intraselliiler mikrogevreyle eksternal uyaranlarin kompleks
etkilesimleri yonettiginden 6zellikle kok hiicre nis kavrami gelistikten sonra son
yillardaki c¢aligsmalar kok hiicrelerle onlarin nisleri arasindaki interaksiyonlar
yoneten ve kok hiicrelerin kaderini belirleyen molekiillere yonelmistir. Bu
molekiiller aydinlatildik¢a hastalik durumunda rol oynayan hatta biyobelirte¢ 6zelligi
tagiyabilecek molekiillerin kesfi olduke¢a popiiler arastirma konular1 olmustur. Jeong
ve digerleri (2007) (54) insan kemik iligi MKH’leri ile periferik kandan izole
ettikleri monontikleer hiicrelerin (MNH) mikrodizileme teknigi ile karsilastirmali
olarak analiz ettikleri calismalarinda IKi-MKH’lerin molekiiler profillerinin diger
kok hiicre kaynaklarindan elde edilen kok hiicrelerle ortlistiigiinii gérmiisler ve kok
hiicrelerin ~ kokliililk (stemness) Ozelliklerini koruyan tiim genlerin ortak
ekspresyonunun oldugunu rapor etmislerdir. Bunun aksine Ki-MKH’lerin periferik
kan MNH’larla karsilastirdiklarinda 92 geni 50 kat daha yiiksek eksprese ettiklerini
ve bu genlerin biiyiik c¢ogunlugunun ekstraselliiler matriks iiriinler1 oldugunu
gostermiglerdir. Yine benzer sekilde, Burgo ve digerleri (2014) (85) insan kemik
iligi ve plasenta MKH transkriptomlarim1 RNA-seq ile karsilagtirmali analiz
etmislerdir. Analiz sonucunda kokliiliik ve TF regiilatorleri ile ilgili onemli derecede
artmis gen ekspresyonlart tespit etmislerdir. Ayrica hiicre kiiltiirlerindeki yiiksek

proliferasyonu destekler nitelikte mitoz, hiicre Sliimiiniin negatif regiilasyonu ve

Yaptigimiz P3 IKI-MKH transkriptomik analiz sonucunda bu c¢alismada da
diger calismalarla benzer olarak kok hiicre 6zelliklerini belirleyen yliksek gen
ekspresyonlar1 saptanmistir. Ancak Nis 1- Nis 2 MKH’ler karsilagtirmali analiz
edildiginde bu genlerin ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir. Ayrica ¢alismamizda Nis 1 ve Nis 2 MKH’lerde farkli eksprese olan
500 gen tespit edilmis olup yapilan yolak analizlerinde bu genlerin TF
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regiilasyonunda ve metabolik siireclerde gorev aldiklari belirlenmistir. Buna ek
olarak 54 genin ise iki nis bolgesinde anlamli derecede farkli eksprese oldugu
belirlenmistir. Farkli eksprese olan bu genlerin ise biiylik bir kisminin hiicresel

siireclerde 6zellikle ubikuitin aracili proteoliziste rol oynadiklar tespit edilmistir.

Kok hiicre plastisitesi erigkin kok hiicrelerin izole edildikleri doku disinda
farkli dokulara doniigebilme kapasitesidir. Son zamanlarda yapilan metabolik
analizlerin ¢ogu kok hiicrelerin plastisite oOzelliklerini koruyan yada onlar
farklilagsmaya tesvik eden metabolitlerin kesfine yonelik olmustur. Hiicre maturasyon
ve diferensiasyonunda meydana gelen metabolik profildeki degisikliklerin
anlasilmasi; hiicre kiiltiirlerinde hiicrelerin farklilagmasi i¢in gerekli olan optimum
kimyasallarin belirlenmesinde, yada 6zel topografik yapilandirilmig biyomalzeme ve
implant kullaniminda, yada farkli hiicrelerin ortak kiiltiirlerinde hiicrelerin
mikrocevrelerine verebilecegi yanitin dnceden arastirilmasina imkan vermesinden

dolayisiyla rejeneratif tipta oldukga 6nemli olmustur (50,57,74).

Bu amagla yapilan metabolom c¢aligmalar1 sonucunda; hiicre kaderini asil
belirleyen etkinin, hiicresel sinyalizasyon ve epigenetik regiilasyon arasindaki
metabolik akis oldugu gosterilmis ve kok hiicre homeostazisi ve farklilasmasinda
enerji metabolizmasindaki plastisite 6n plana ¢ikmistir. Enerji metabolizmasi kok
hiicrelerin  kendini yenilemesinde Yyada farklilasmasinda, hiicrelerin  farkl
gereksinimlerine izin veren, adeta orkestra sefi gibi gérev yapan énemli bir yolaktir.
Stres hasarin1 en aza indirmek ig¢in hiicrelerin hiicre dongiisiinde GO0’da sessiz
kalmasini saglayan (=quiescence), projenitdr havuzunun idamesi i¢in kendi kendini
yenileyen (self-renewal), prolifere olan, gerekli durumlarda doku rejeneresyonu igin
lineage spesifikasyonuna giden kok hiicreler, tiim bu farkli kok hiicre kaderleri icin

enerji metabolizmasini yakit olarak kullanir (74).

Katabolizma enerji liretmek i¢in metabolitlerin yikim siireci, anabolizma ise,
oncil molekiillerden makromolekiillerin yapim siirecidir. Katabolizma ile
anabolizma arasinda siki bir denge vardir. ATP seklindeki enerji, hidrokarbonlar ve
azalan kofaktorler gibi katabolik iriinler ¢evreden elde edilemeyen anabolik
makromolekiillerin {iretilmesi i¢in substrat olarak gorev yaparlar. Bu yiizden hiicresel

kimlik ve fonksiyonel durum o6zgiil metabolik yolaklara mutlaka yansiyacaktir.
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Hiicre kaderi ile metabolik yolaklar arasindaki siki iliskinin en spesifik kanitlari
gelisimsel organogenez metabolizma arastirmalariyla gosterilmistir.  Oositin
metabolik paterninde gozlenen glikoz metabolizmasi, tek hiicreli embriyoda (zigot)
yerini piruvat metabolizmasina birakmistir. Embriyoda ilk oksidatif metabolizma ise
preimplante embriyoda gdzlenir. Bunun nedeni oositten kalitilan maternal
mitokondri bollugudur. Preimplante embriyodaki erken hiicre bolinmeleri ve
implantasyon sonrasi baslayan replikasyonlarla mitokondri DNA kopya sayis1 ve
bollugu farkli mitokondriyal segregasyonlardan dolay1 degisir. Bu seleksiyonlar
mutasyonlarin dnlenmesi ve saglikli metabolik profilin se¢imi igin gereklidir (74).
Sonug olarak farkli hiicresel durumlarda 6zellesmis fonksiyon gereksinimlerini
karsilamak i¢in 6zellesmis metabolik programlar gereklidir. Oosit ve yeni fertilize
olmus oosit oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi icin fonksiyonel kapasiteye sahip
olmasia ragmen mitokondrileri yapisal olarak gelismemistir ve predominant olarak
¢ekirdek yakinina lokalizedirler. Kok hiicrelerin mitokondriyal biyogenezi oosite
benzer sekildedir. Andrew B. J. ve arkadaslar1 (2012) (86) insan EKH’de
mitokondriyal fonksiyon ve lokalizasyonu aragtirmislar ve yetiskin, embriyonik yada
IPS k&k hiicre mitokondrilerinin de oosite benzer sekilde, c¢ekirdek periferine
(periniikleer) lokalize olduklarimi ve oksidatif kapasitelerin sinirlandigini ancak in
vitro farklilasmayla birlikte OCT4 gibi spesifik kok hiicre belirteclerinin down-
regiilasyonundan dolayr mitokondrilerin periniikleer lokalizasyondan sitoplazmaya
dogru dagildigin1 géstermisler ve periniikleer mitokondriyal lokalizasyon, diisiik
ATP miktar1 ve yiiksek metabolizma hizinin kok hiicrelerde kokliiliik belirteci olarak

kullanilabilecegini savunmuslardir (86).

Fertilizasyondan sonra morula evresine dogru glikoz tutulumu yavas yavas
artar ve glikoz tutulumu piruvat yada laktat astig1 noktada blastokist ile iliskili olan
glikolitik sistem baslamis olur. Ve bu glikolizise gecisin hipoksik uterin duvara
implantasyonlanla baslamasi, hipoksi ile glikoliziz arasindaki iligkiyi giiclendirmistir.
HKH’lerin bulundugu endosteal nisin en 6nemli 6zelliklerinden birisi “diisiik oksijen
basingda = 9%0.1” olmasidir, bu nedenle “hipoksik nis” olarak da adlandirilir.
Hipoksik nis sadece HKH’ler tarafindan tolere edilmez aymi zamanda onlarin
fonksiyonu i¢in de elzemdir. Doku ve hiicrelerde hipoksiye adaptasyon oOzellikle

enerji metabolizmasinda gorevli genler olmak iizere (glikoz metabolizmasi), demir
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metabolizmas1 ve hiicre proliferasyon/canliligi gibi bir seri genin transkripsiyonel
indiiksiyonuna yol acar. Oksijen-duyarli transkripsiyonal aktivatér olan hipoksi
indiikleyici faktor 1-o (Hypoxia-Inducible Factor-1o (HIF1-0)) bu metabolik yolagin
ana diizenleyicisidir. Hem glikoliz hem de mitokondriyal solunumu diizenleyerek
anaerobik glikolize dogru kaymay1 indiikler. HIF1 fonksiyonu yapisal olarak aktif
HIF1-B alt iinitesi ve siki regiile HIF1-a alt iinitesinin dimerizasyonuna baglidir.
Hiicrelerin ¢ogunda normoksia durumunda, ortamda yaklasik % 21 oksijen varken
HIF1-a, ODDD (oksijen—bagimli degradasyon domain)’nindeki lizin reziidilerinin
asetilasyonu ve iki prolin (P402 ve P564) rezidiisiinden hidroksilasyonu ile bir timor
baskilayici gen olan VHL (von Hippel-Lindau) proteinleri (p\VVHL E3 ligaz komplex)
ile etkilesirler. Bu prolinlerin hidroksilasyonu prolil hidroksilazlar (PHD) tarafindan
Oy, alfa-KG, Fe2+ gibi faktorlere bagimli sekilde saglanmaktadir. HIF-1la’nin E3
ubikiitin ligaz kompleksinin bir bileseni olan VHL proteinine baglanmasi, HIF-
lo’nin ubikiitinasyonuna sebep olmakta ve sonugta ubikuitin-proteozom yolak
araciligr ile de HIF1-a degredasyonu saglanmaktadir. Hipoksik durumda (yaklasik
%1-0.1 O,) ise HIF-1a koaktivatorleriyle (cAMP respons element gibi) birlikte
stabil durumdadir ve hedef genlerin ekspresyonunu diizenler. Prolin hidroksilasyonu
substrat olarak oksijene ihtiyag duydugu icin hipoksik kosullar P402 ve P564
hidroksilasyonlarin1 kisitlamakta ve VHL’nin baglanmasini 6nleyerek HIF-1a’nin
dengelenmesine oOnciiliik etmektedir. Bu prolil hidroksilazin normoksik kosullarda
HIF-1a hidroksilasyonu i¢in dncelikli sorumlu oldugu ileri stiriilmiistiir. Kemik iligi
vaskiiler nise dogru gidildikge O, basinci %0.1°den %5’lere kadar ¢ikar, bu da HKH

diferansiasyonu, proliferasyonu ve mobilizasyonuyla sonuglanir (83).

Oksijen konsantrasyonuna duyarli HIF-1 aktivitesini regiile etmede esas
oneme hidroksilazlar sahip olmakla birlikte, HIF- 1 aktivitesinin kontroliinde
yardimci diger mekanizma; evrimsel olarak korunmus ve mayadan insana kadar tiim
okaryot hiicrelerde sinyal iletiminde merkezi rol oynayan mitojen tarafindan aktive
edilmis protein kinaz (MAPK) yolagidir. Bu regiilasyonda MAPK ailesinin
proteinleri olan serin/treonin kinazlarin rol aldigi gosterilmistir. HIF-1’in
fosforilasyonu HIF-1a ile dimerlesmesine olanak saglamaktadir. NR4A1 gen, ligand1
olmayan reseptor ailesinin (orphan niikleer reseptor) bir liyesidir. Fosforilasyon gibi

posttranskripsiyonel regiilasyonlarla ekspresyon seviyesi diizenlenen NR4A1
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(Nur77, TR3, NGF1IB)’in son yaymnlara gére PGDF gibi biiylime faktorleri
tarafindan da regiile edildigi bilinmektedir (87,88). Ayrica son yillarda hipoksinin
spesifik HIF-1a aktivasyonu ile NR4A1 ekspresyonunu indiikledigi tespit edilmistir.
Yapilan calismalarda  HIF-lo’nin  ektopik  overekspresyonunun  NR4A1l
indiiksiyonuna yol agtig1 da gosterilmistir. NR4A1, pVHL a-alt iinitesine baglanarak
HIF1o’yr pVHL-aracili degredasyondan koruyarak HIF transkripsiyonel aktiviteyi
arttirmaktadir. Ayrica NR4A1’in  hiicrelerin proliferasyonunda ve canliligin
idamesinde rol oynadigi. MKH’lerde hiicre migrasyonunu sagladigi ancak in vivo
sartlarda kok hiicre migrasyonunu baskilayarak metastasin 6nlenmesinde dnemli rol
oynadigr, ROS gibi stres durumlarinda yada ndrotransmitterler araciligiyla
uyarildiginda ise hiicrelerdeki ekspresyonunun azaldigi ve hiicrelerin gog¢ ettigi
gosterilmistir (88,89). Bu calismada yaptigimiz transkriptomik analizde Nis 1
bolgesinden izole edilen MKH’lerde NR4A1 ekspresyonun Nis 2’ye gore anlamli
derecede (P<0.05) yiiksek oldugunu saptanmustir.

Sfingozin 1-fosfat (S1P) tiimor hiicre biiylimesi, canliligi, invazyonu,
vaskiiler maturasyonu ve anjiyogenezisinde major regiilatdr rol oynayan 6nemli bir
lipid regiilatordiir. S1P’in metabolik prekiirsorleri seramid ve sfingozin hiicre
proliferasyonu ile apoptozis arasindaki hassas dengeyi saglar. Bu sfingolipid
sinyalizasyonunun hiicre i¢i dengesini sfingazin kinaz 1 (SphK1) enzimi saglar.
Sphk1 enzimi sfingolipidleri S1P’e doniistiiriir. Bu nedenle Sphk1 birgok anti-kanser
tedavide down-regiilasyonu hedeflenmis Onemli bir onkogendir. Tim bu
ozelliklerine ek olarak Ader ve arkadaslar1 (2008) (90), sfingozin kinaz 1’i hipokside
HIF1o’nin yeni modiilatorii olarak tanimlamiglardir. SphK1 aktivitesi diisiik oksijen
kosullarinda uyarilir ve transkripsiyonu artar ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ise bu
aktiviteyi diizenler. Sphkl-bagimli HIF1a seviyesinin stabilizasyonu pVHL aracili
degradasyonun onlenmesiyle saglanir. Hipoksi, Sphk1 aktivitesi ve HIF1a arasindaki
bu iligski farmakolojik ve RNA susturma c¢alismalari ile de gosterilmis, Sphkl’in
inhibasyonu sonucu HIF1a birikimi 6nlenmistir. Yapilan tiim bu kanser ¢alismalari
Sphk1’in HIFlo’nin ana modiilatérii oldugunu kanitlanmistir (90). Biz de
calismamizda transkriptom analizleri sonucunda Nig 1 olarak adlandirdigimiz kemik
iligi bolgesinde Nis 2‘ye gore daha yiiksek oranda SphK1 ekspresyonu tespit ettik.

Ayrica yaptigimiz metabolom analizi sonucunda da transkriptomik analizlerle
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uyumlu olarak, Nis 1 ve Nis 2 P3 {Ki-MKH metabolik profilleri karsilastirdiginda
Nigl MKH’lerde anlamli derecede yiiksek ¢ikan metabolitlerin sfingolipid
metabolizmasiyla iligkili oldugu tespit edilmistir.

Kok hiicreler kendini yenileme kapasitelerini idame ettirebilmek i¢in oksijene
bagimli trikarboksilik asit (TCA) dongiisii yolag1 yerine oksijen bagimsiz anaerobik
glikoliz yolagin1 kullanirlar. Ancak kok hiicrelerde proliferasyon oldukga yiiksektir
ve prolifere hiicrelerde hem kofaktéor (NADPH) hem de enerji (ATP) tiikketimi
olduk¢a fazladir. Ayrica replikasyon sirasinda hiicre yapi taslart biyosentezini
destekleyecek karbon, nitrojen ve hidrojen metabolizmalar1 olduk¢a aktiftir. Bu
nedenle kok hiicrelerde glikolizis ve pentoz fosfat yolu (PPP) birlikte isler.
Boylelikle kok hiicrelerde mitokondri fonksiyonlari tamamen kapanmistir. Hiicreler
mitokondriyal TCA (trikarboksilik asit) siklusunda bir glukoz molekiiliinden 30 ATP
molekiilii liretmek yerine, anaerobik glikoliz ile sadece 2 ATP molekiilii {iretir,
hipoksik hiicreler ATP iiretimlerini daha fazla glikoz alinimu ile yiikseltirler. PPP ile
de anabolik ve katabolik tiretimler arasindaki denge saglanmis olur (74). Hipoksi ve
HIF-1 regiilasyonu glikolitik yolagmn tiim enzimleri ve glukoz tasiyicilarin
artirllmasini saglar. Calismamizda P0-P3 Nis 1 MKH kiiltiir siipernatantlar1 ve PO-
P3 Nis 2 kiiltiir siipernatantlar1 kendi i¢inde karsilastirmali analiz edildiginde TCA
siklusunun triinii olan siiksinatin her iki nis bdolgesinde de P3 MKH kiltiir
besiyerlerinde P0’a gore artmis oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu pasaj ilerledikce
MKH’lerin glikolizisten ¢ikarak oksidatif fosforilasyonu enerji kaynagi olarak

kullandiklarin1 gostermektedir.

HKH’ler erigkin kok hiicreler oldugu icin stresin neden oldugu hiicresel hasar
birikiminden korumak ve yasam boyu doku yenilenmesini saglamak igin bir
mekanizma olarak yavas hiicre dongilisii durumunu (quiescent) siirdiiriirler. Yavas
hiicre dongiisii durumunda diigiitk mitokondriyal membran potansiyeli ve diisiik
NADH, yiiksek koloni olusturma kapasiteleri goriiliir. Hizla ¢ogalan kok hiicrelerin
aksine replikasyon i¢in gerekli anabolik gereksinimleri (amino asit, niikleotit, seker
vs. ) Karsilayabilmek i¢in yiliksek enerjili mitokondriyal solunum yerine glikolizi
kullanmay1 tercih ederler (57,74). Calismamizda PO-P3 Nis 1, PO-P3 Nis 2 ve P3 Nis

1-Nis 2 kiiltiir siipernatantlar1 kendi icinde karsilagtirmali analiz edildiginde pasaj
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ilerledik¢e ve Nis 2°’de Nis 1’e gore daha yliksek oranda ketolGsin seviyesi tespit
edilmigtir.  Ketolosinin ~ mitokondriyal noérolojik  fonksiyon bozukluklarmin
patofizyolojisinde, solunum zincirinin baskilanmasinda rol oynadigi tespit edilmistir.
Ketolosin ilging sekilde mitokondriyal fonksiyonlar1 baskilayarak oksidatif
fosforilasyonu engellemektedir. Amural ve digerleri yaptiklari ¢alismalarinda (2010)
alfa-ketoizokaproik asit (ketoisolosin)’in sican beyninde mitokondriyal fonksiyon
bozukluklarini tetikledigini gostermislerdir (91). Bizim bulgularimizda da pasaj
ilerledikce ve Nis 2’de yiiksek ketolosin tespit edilmesi kok hiicre farklilagsmasini
tetikleyen sitrik asit dongiisiiniin engellenip kok hiicrelerin karakteristik 6zelligi olan

glikolizin korunmaya ¢alisildig: disiiniilmektedir.

Porfin, merkezinde demir iyonu baglayan bir kofaktor olan heme molekiildiir.
Krishnamurthy ve arkadaslar1 (2004) (92) hipoksik sartlar altinda kdk ve projenitor
hiicre belirteci olan meme kanseri direng proteini (BCRP yada ABCG2)’nin porfin
ile olan etkilesimini arastirdiklar1 ¢alismalarinda BCRP’nin hiicre canliligi tizerine
gicli etkisini gostermislerdir. Hipoksik sartlar altinda Bcerp—/— farelerden elde
ettikleri projenitdr hiicreler Berp+/+ farelerden elde ettikleri projenitorler hiicrelerle
karsilastirildiginda koloni olusturma kabiliyetleri azaldigini, Berp+/+  projenitor
hiicrelerde BCRP baskilandiginda ise hipoksik sartlar altinda hiicrelerin canliliginin
onemli derecede azaldigini rapor etmislerdir. Heme biyosentezini baskiladiklarinda
ise Bcrp—/— projenitér hiicrelerin  hipoksik kabiliyetlerinin geri kazanildigini
gérmiiglerdir. Bu bulgular porfirinlerin (heme molekiilleri) hipoksik sartlar altinda
Bcrp—/— hiicrelerde zararli oldugununu gostermistir. BCRP heme spesifik olarak
baglanir ve hiicrelerde porfirin birikmesini onler. BCRP ekspresyonu hipoksik sartlar
altinda artmistir ve bu artis1 HIF1a aktivasyonu tetikler. Sonug olarak hipoksik
mikrogevrede kok hiicre canliligr i¢in BCRP etkili bir proteindir. Prolinlerin ortamda

varlig1 mikrogevrenin hipoksik olmadiginin, ortamda ROS varliginin kanitidir.

Buna ek olarak, Susanta ve arkadaslar1 (2008) (93) farklilasmamis EKH’lerin
uzun siireli kiiltiirlerinde pluripotent 6zelliklerini ve genetik stabilitelerini
kaybetmeden kendini-yenileme dongiilerinde uygun kiiltiir sartlarini arastirdiklar
caligmalarinda, BCR proteininin kok hiicre idamesinde ©Onemini bir kez daha

vurgulamiglardir. Yaptiklar1 calismalarinda EKH koloni ekspansiyonunda BCRP
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seviyesinin arttigin1 ve bunu takiben porfin seviyesinin azaldigini gostermislerdir.
RNA interferens ile BCRP inhibisyonunda hiicresel porfinin seviyesi artmakla
birlikte hiicre siklusunun arresti ve pluripotent gen Nanog ekspresyonunun azaldigini
gozlemlemislerdir. Porfin ayrica EKH’lerde ROS seviyesini arttirarak YH2AX ve
fosforlanmis p53 seviyelerini artmasi gibi DNA tamir sinyallerini tetiklemistir. P53

seviyesindeki artigta Nanog ekspresyonunu azaltmistir.

Yao ve arkadaslar1 (94) (2005)’da Susanta ve arkadaslarinin ¢alismasindaki
gibi IEKH’lerin terapétik kullanimlarina olanak saglayacak; besleyici hiicre tabakasi
ve serum olmayan ortamlarda, kiiclik molekiillerle hazirladiklar1 (kimyasal olarak
tanimladiklar1) besiyerlerinde, I-EKH’lerin uzun siireli kiiltiirlerde kendini yenileme
(self-renewal) oOzelliklerini koruyabilmelerini hedeflemislerdir. Kiiltiir besiyerine
plazma memranin i¢ zarinin, mikrozomal ve mitokondriyal membranlarin yapisina
katilan en Onemli fosfolipit olan, kii¢iik molekiillerden etanolamin eklemislerdir.
Etanolamin sitokinlerle hiicreler arasinda kritik koprii gorevi goriir. Bu nedenle
sitokin regiilasyonunda 6nemlidir. Kiiltiir besiyerinin diger bir 6zelligi de demirden
fakir olmasidir. Bu ¢alisma diger ¢alismalarla paralel olarak demir birikiminin hiicre

ekspansiyonu tizerindeki zararli etkisini desteklemektedir(94,99,100).

Mimozin demir selatorii olarak gdrev yapan, protein olmayan bir amino
asittir. Song ve arkadaslar1 (2013) (95) in vitro c-kit+ kardiyak kok hiicreler tizerine
demir eksikliginin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda c-kit+ kardiyak kok
hiicrelerini demir selatorii kii¢iik molekiiller olan mimosin ve deferoxamine (DFO)
ile kiiltiire etmisler ve DFO ile benzer olarak, mimosinin hiicre siklusunu G0/G1
evresinde durdurarak hipoksiyi taklit ettigini, bdylece hiicreleri farklilasma ve

apoptozisten korudugunu rapor etmislerdir (95).

Yine benzer sekilde Zeng ve arkadaslari (2012) (96), gobek kordonu
MKH’lerinin hipoksi ile yakindan iligkili olan hipoksik iskemik hastaliklarin
tedavisindeki  terapotik  etkilerini  arastirdiklar1  ¢aligmalarinda MKH’leri
deferoksamine (DFO) ile kiiltiire etmisler ve MKH proliferasyonu ve morfolojisi
tizerine hipoksinin etkilerini analiz etmislerdir. DFO ile muamele sonrast MKH’lerin
uzun, igsi morfolojide olduklarini ve uzun olmayan komsu hiicrelerle yakin iliskide

olduklarmi gézlemlemislerdir. Ayrica, sitoplazmalar1 i¢cinde endoplazmik retikulum
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gevresinde yayilan vakuol benzeri yapilar ve mitokondrilerinde genislemis ¢ikintilar
gozlemlemislerdir. DFO muamelesinden 48 saat sonra konsantrasyona bagli olarak
MKH proliferasyonun inhibe olmustur (P < 0.05). Buna ek olarak G0/G1 fazindaki
hiicre sayis1 artarken G2/S/M fazindaki hiicre sayis1 azalmistir. Tiim bu analizlerinin
sonucu olarak da, DFO’nun hiicre siklusuna etki ederek hiicre proliferasyonunu ve

morfolojisini degistiren, hipoksiyi-taklit eden bir ajan oldugunu rapor etmislerdir.

Tim bu aragtirmalara paralel olarak caligmamizda, kemik iligi plazma
grubunda iki nigin birbirinden ayrilmasini saglayan, en yiiksek VIP degerine sahip
metabolitler Nis 1’de mannitol ve ectanolamin, Nis 2’de ise porfin olarak tespit
edilmistir. Ayrica transkriptomiks analiz sonucunda BCRP ekspresyonu Nisl-Nis2
farkli eksprese olan 500 gen i¢inde bulunmaktadir ve istatistiksel olarak anlamli
olmamakta birlikte (p>0.10) Nis1 MKH’de daha yiiksek ekspresyona sahiptir. BRCP
ekspresyonunun hipoksi tarafindan tetiklendigi, BRCP’nin mikrogevrede bulunan
porfini uzaklastirdigi, ortamda porfin varliginin normoksi durumlarinda ve ROS
varliginda artti§1 goz oniinde bulunduruldugunda ¢alismamizin bulgular1 Nisl olarak
simiflandirdigimiz kemik iligi yiizeyel mikrogevrenin HKH hipoksik nisi oldugu,
daha derin kemik iligi bolgesi olan Nis 2 nin ise daha yiiksek O, Seviyesine sahip
vaskiiler nis oldugu teorik bilgilerini dogrular niteliktedir. Ayrica MKH
metabolomiks grubunda porfin metabolit diizeyi bakimindan Nis 1 ve Nis 2 arasinda
anlaml bir fark bulunmamistir. PO-P3 MKH kiiltiir siipernatanlarinin metabolomiks
bulgularinda; Nis 1 PO-P3 arasinda bir fark yokken, Nis2 PO siipernatinda P3’e gore
porfin seviyesi yiiksek bulunmustur. Nis 1 - Nis 2 P3 kiiltlir siipernatlari
karsilastinlldiginda Nis 1 siipernatantinda porfin seviyesi daha yiiksek tespit

edilmistir.

Calismamizin bir diger 6nemli bulgusu, Nisl kemik ili§i plazmasinda
mannitol Nis 2 plazmasina gore yiiksek diizeyde bulunmustur ve yiiksek VIP
degerine sahiptir. Mannitol hiicrelerin GO/G1 evresinde sessizde kalmasini sagladig:
ve hipoksiyi destekledigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmis olup, Nis 1 plazmasinda
mannitol diizeyinin yiiksek olmast HKH’lerin kemik iligi endosteal bolgeye

yerleserek burada sessiz (quiescent) kaldiklar1 hipotezini de dogrular niteliktedir.
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HKH mikrogevresinde endosteal nis hipoksi, yiiksek kalsiyum diizeyi gibi
spesifik Ozelliklerinden dolayr daha ¢ok bilinirken vaskiiler nis hakkinda
bildiklerimiz daha siirhidir. HKH’lerin ¢ogunlukla perivaskiiler yerlesimli olmasi
son zamanlarda tiim dikkatleri perivaskiiler bolgedeki MKH’ler ve mezenkimal
projenitorler olan yliksek diizeyde CXCL12 ekspresyonlartyla karakterize stromal
hiicrelerin heterojen populasyonlarina gevirmistir. CXCL12 (stromal-derived factor-
1; SDF-1) HKH fonksiyonlarinin idamesinde ¢ok onemli rol oynayan bir kemokindir
ve yiiksek seviyede CXCLI12 eksprese eden 1ii¢ perivaskiiler stromal hiicre
populasyonu tanimlanmistir; CXCL12-bol retikiiler (CAR) hiicreler, nestin-GFP+
stromal hiicreler ve leptin receptor+ stromal hiicreler. Bu ii¢ stromal hiicre
populasyonu stromal-spesifik promotorlar kullanilarak yiiksek transgen ekspresyonla

tanimlanmustir.

Nestin-GFP+ hiicreler, nestin (Nes) promotor kontrolii altinda yiiksek
seviyede GFP eksprese eden perivaskiiler stromal hiicreler olarak tanimlanmuslardir.
Nestin-GFP+ stromal hiicrelerde yaklasik %1 hiicrede bulunan MKH aktivitesi
(colony-forming units-fibroblast (CFU-F) aktivitesi) oldukga yiiksektir. Nestin-
GFP+ HKH idamesinden sorumlu CXCL12, SCF, anjiyopontin gibi gesitli genleri
eksprese ederler. Yapilan c¢alismalarda transplante HKH’lerin oncelikli olarak
Nestin-GFP+ hiicre yakinina yerlestikleri, Nestin-GFP+ hiicre ablasyonu ise hafif
diizeyde HKH kaybiyla sonuglandigi rapor edilmistir (1-6).

Yaptigimiz transkriptomik analizde diger calismalarla benzer olarak Nis 1 ve
Nis 2’de yiikksek CXCL12 ekspresyonu tespit edilmis ancak iki kemik iligi
mikrogevresi arasinda CXCLI12 ekspresyonu bakimindan anlamli bir fark
bulunamamistir. Yine Nis 1 ve Nis 2 MKH’ler nestin ekpresyonu ydniinden
immiinfloresan teknikle analiz edilmis ve Nis 2 (perivaskiiler bolge)’de Nis 1’e gore
daha fazla sayida nestin pozitif eksprese eden hiicre gdzlemlenmistir. Bu bulgu

nestin pozitif MKH’lerin perivaskiiler lokalizasyonunu dogrular niteliktedir.



98

6. SONUC ve ONERILER

Sagliklt insan biyolojik materyallerine erisimdeki zorluk, ve insanlarda
standardize edilmis olan bir kemik iligi 6rnek toplama ydnteminin olmamasindan
dolay1 hematopoetik kok hiicre nisinin karakterizasyonu bugiline kadar ¢alisilmamis
bir arastirma alani1 olarak 6zgiinliigiinii korumaktadir. Insan biyolojik materyallerine
erisimdeki zorluklar nedeniyle hematapoetik kok hiicre nis c¢alismalart model
organizmalarla yada fare gibi deney hayvanlariyla sinirli kalmistir. Bu g¢alisma
saglikli insan kemik iligi nis karakterizasyonu amaciyla yapilmis olup bu alanda ilk

olma 6zelligi tasimaktadir.

Calismamizda kemik iligi nis karakterizasyonunda yiiksek ¢ikt1 verebilecek
kapasitedeki omiks teknolojileri kullanilmistir; transkriptomiks (RNA-seq) ve
metabolomiks (GC-MS) karsilagtirmali analiz.

Calismamizda saglikli insan kemik iligi Nis 1 ve Nis 2 plazma, P3 MKH ve
PO-P3 hiicre kiiltiir besiyerlerinin metabolom ve transkriptom analizleri sonucunda;
Nis 1 olarak adlandirdigimiz kemik iligi bolgesinde Nis 2‘ye gore daha yiiksek
oranda NR4A1 ve SphK1 ekspresyonlarinin tespit edilmesi ve metabolomik
analizlerinde transkriptom verilerimizi dogrulamigtir. Ayrica kemik iligi plazma
grubunda, iki nisin birbirinden ayrilmasini saglayan, en yliksek VIP degerine sahip
metabolitlerden mannitol ve etanolaminin Nis 1’de, porfinin ise Nis 2’de tespit
edilmistir. Yine transkriptomiks analiz sonucunda BCRP ekspresyonu Nis 1-Nis 2
farkli eksprese olan 500 gen i¢inde bulunmaktadir ve istatistiksel olarak anlamli
olmamakta birlikte (p>0.10) Nis 1 MKH’de daha yiiksek ekspresyona sahiptir. Tim
bu bulgularimiz bugiine kadar teorik olarak bildigimiz; kemik iliginde farliklagsmamais
HKH’lerin hipoksik oldugu bilinen endosteal bolgede (Nis 1) farklilagsmadan sessiz
kaldiklarin1 ancak stres yada ndrotransmiterler aracili bir uyaran oldugunda Nig 2

olarak adlandirdigimiz vaskiiler bolgeye gog ettikleri bilgisini destekler niteliktedir.

Ayrica Nig 1 ve Nis 2 metabolit profillerinin ayrilmasinda yiiksek VIP
degerine sahip metabolitlerden birisi olan mannitol Nis 1 kemik iligi plazmasinda
Nis 2 plazmasina gore yiiksek diizeyde bulunmustur. Mannitoliin hiicrelerin G0/G1
evresinde sessizde kalmasini sagladig1 ve hipoksiyi destekledigi yapilan ¢alismalarla

gosterilmis olup, Nis 1 plazmasinda mannitol diizeyinin yiiksek olmast HKH’lerin
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kemik iligi endosteal bolgeye yerleserek burada sessiz (quiescent) kaldiklar

hipotezini de dogrular niteliktedir.

Buna ek olarak, calismamizda PO-P3 Nis 1 MKH kiiltiir siipernatantlar1 ve
PO-P3 Nis 2 kiiltiir slipernatantlar1 kendi i¢inde karsilastirmali analiz edildiginde
TCA dongiisiiniin {iriinii olan siiksinatin her iki nis bolgesinde de P3 MKH kiiltiir
besiyerlerinde P0’a gore artmis oldugu saptanmistir. Bu bulgu in vivo’ dan farkli
olarak in vitro kiiltiirlerde pasaj ilerledikge MKH’lerin glikolizden ¢ikarak oksidatif
fosforilasyonu enerji kaynagi olarak kullandiklarini gostermektedir. Bu bulgular in
vitro kiiltiirlerde kiiltiir sartlarinin  kok hiicre kaderini degistirdigini ve bu
degisikliklerin metabolit akis1 tarafindan diizenlendigi bilgisini dogrular niteliktedir.
Metabolomda meydana gelen minimum degisikliklerin maksimum varyasyonlarla
sonuclanabilecegi g6z oOniinde bulunduruldugunda optimum kiiltiir sartlarinin

saglanmasi elzemdir.

Yine yaptigimiz transkriptomik analizlerde diger c¢alismalara benzer olarak
Nis 1 ve Nis 2°de CXCL12 ekspresyonu daha yiiksek oranda tespit edilmis ancak iki
kemik iligi mikrogevresi arasinda CXCL12 ekspresyonu bakimindan anlamli bir fark

bulunmamastir.

Ayrica Nis 1 ve Nis 2 MKH’ler nestin ekspresyonu yoniinden immiinfloresan
teknikle analiz edilmis ve Nis 2 (perivaskiiler bolge)’de Nis 1’e gore daha fazla
sayida nestin ekspresyonu acisindan pozitif hiicre gozlenmistir. Bu bulgu nestin

pozitif MKH’lerin perivaskiiler yerlesimini dogrular niteliktedir.

Sonu¢ olarak, kemik iliginde Nis 1 olarak adlandirdigimiz kemige yakin
bolgenin hipoksik nis 6zelliklerini sergiledikleri, buradan izole edilen hiicrelerin kok
hiicrelerin karakteristik Ozelliklerinden olan glikoliz enerji yolagimi kullandiklar
gosterilmistir. Ayrica Nis 2 olarak adlandirdigimiz derin kemik iligi bolgesinin,
vaskiiler nig Ozelliklerini sergiledigi, bu bolgeden izole edilen MKH kiiltiirlerinde
mitokondriyal solunum yolagi iriinlerine rastlanmasi bu hiicrelerin enerji elde

etmede glikolizden ¢ok oksidatif fosforilasyonu kullandiklarini gostermistir.

Ayrica bu bulgular, ¢calismamizda ilk defa kullandigimiz farkli kemik iligi

nislerinden 6rnek toplama teknigimizin de uygulanabilirligini dogrulamistir.  Bu
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giine kadar yapilan model organizma ve hayvan c¢alismalarinda kemik iliginin
kortekse yakin bolgesi endosteal nis (hipoksik nis) olarak tanimlandigi i¢in bu
calismada kemik iligi aspirasyon ignesi kemigi gecer gecmez, en fazla {ic mililitre
miktarda aldigimiz 6rnekler Nis 1 (1endosteal nis) olarak adlandirilmistir. Yine ayni
sekilde onceki caligmalarda, siniizoidlerden zengin oldugu bilinen, kemik iliginin
kortekse gore daha derin bolgesi vaskiiler nis olarak tanimlandig i¢in bu ¢alismada
kemik iligi aspirasyon ignesi kemigi gectikten sonra iligin merkezine dogru
ilerletilmis ve aspire edilen yine ayn1 miktardaki 6rnekler Nis 2 (vaskiiler nis) olarak
adlandirilmigtir. Yas ile ilik ¢apr orantili oldugundan daha kiicik ¢ocuk ve
bebeklerde 6rnek miktari {i¢ mililitreden daha az alinmigtir. Bulgularimizda Nis 1 ve
Nis 2 analizlerinde diger caligmalarla uyumlu olarak elde ettigimiz anlamlh
farkliliklar ilk kez uyguladigimiz bu teknigin HKH nis ¢alismalarinda
kullanilabilirligini kanitlamigtir. Calismamiz bu 6zelligi ile bundan sonraki insan
HKH nis ¢aligmalarinin en temel basamagi olan kemik iligi 6rneklerinin toplanma

tekniginde referans olma 6zelligi tasimaktadir.

Sonug olarak ¢alismamiz birgok agidan ilk olma &zelligi tasimaktadir. 1. ilk
defa insan HKH nis karakterizasyonu yapilmis ve insanlarda da diger model
organizmalar gibi farkli mikrogevrelerin var oldugu gosterilmistir. 2. ilk defa insan
HKH nislerinden 6rnek toplama teknigi gelistirilmistir. 3. Ilk defa saglikli insan
HKH nislerinden elde edilen plazmanin, MKH’lerin ve PO-P3 kiiltiir
slipernatantlarinin metabolit profili ¢ikartilmistir. Bu giine kadar insanlarda cesitli
hematolojik hastaliklarda plazma ve MKH metabolomiks analizleri yapilmis ancak
verilerin  karsilastirilabilecegi  saglikli  insanlara ait metabolom profillemesi
bulunmamaktadir. Calismamiz bu yonden de referans olma 6zelligi tasimaktadir. 4.
[k defa saglikli insan HKH nislerinden elde edilen P3-MKH’lerin RNA-seq teknigi
ile transkript profili ¢ikartilmistir. Iki nis arasinda farkli eksprese olan genler
belirlenmistir. 5. 1lk defa PO-P3 Kkiiltiir siipernatantlarimin metabolit profili
karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Tiim bu 6zelliklerinden dolayr bu ¢aligmanin

bilime 6nemli katkilar saglayacagini diistinmekteyiz.
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EK 2: Nis 1 ve Nis 2’de farkli eksprese olan p > 0.10 degerine sahip genler

Gene Symbol

POLA1

IDS

ESCO2

NAB1

HS1BP3

RPL23

ZNF667

YIPF6

GREM2

MCTS1

GLIS1

GTPBP8

EIF4E2

BACH1

NPTX2

STAT2

ALDH1A3

AP2M1

RBM41

OGT

IER3

GDF15

MAP1LC3A

ARHGAP32

OMD

PDGFRL

HMGN5

Gene Name

polymerase (DNA directed), alpha 1, catalytic subunit

iduronate 2-sulfatase

establishment of cohesion 1 homolog 2 (S. cerevisiae)

NGFI-A binding protein 1 (EGR1 binding protein 1)

HCLS1 binding protein 3

ribosomal protein L23

zinc finger protein 667

Yip1 domain family, member 6

gremlin 2

malignant T cell amplified sequence 1

GLIS family zinc finger 1

GTP-binding protein 8 (putative)

eukaryotic translation initiation factor 4E family member 2

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1

neuronal pentraxin Il

signal transducer and activator of transcription 2, 113kDa

aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3

adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit

RNA binding motif protein 41

O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase

immediate early response 3

growth differentiation factor 15

microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha

Rho GTPase activating protein 32

osteomodulin

platelet-derived growth factor receptor-like

high mobility group nucleosome binding domain 5

EntrezGene

5422

3423

157570

4664

64342

9349

63934

286451

64388

28985

148979

29083

9470

571

4885

6773

220

1173

55285

8473

8870

9518

84557

9743

4958

5157

79366

Ensembl

ENSG00000101868

ENSG00000010404

ENSG00000171320

ENSG00000138386

ENSG00000118960

ENSG00000125691

ENSG00000198046

ENSG00000181704

ENSG00000180875

ENSG00000232119

ENSG00000174332

ENSG00000163607

ENSG00000135930

ENSG00000156273

ENSG00000106236

ENSG00000170581

ENSG00000184254

ENSG00000161203

ENSG00000089682

ENSG00000147162

ENSG00000137331

ENSG00000130513

ENSG00000101460

ENSG00000134909

ENSG00000127083

ENSG00000104213

ENSG00000198157


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5422
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000101868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3423
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000010404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=157570
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000171320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4664
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000138386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=64342
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000118960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9349
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000125691
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=63934
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000198046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=286451
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000181704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=64388
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000180875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=28985
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000232119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=148979
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000174332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=29083
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000163607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9470
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000135930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=571
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000156273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4885
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000106236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6773
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000170581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=220
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000184254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1173
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000161203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55285
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000089682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8473
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8870
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000137331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9518
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000130513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84557
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000101460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9743
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4958
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000127083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5157
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000104213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=79366
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000198157

Gene Symbol

ZXDA

IFT81

CPXM2

JUP

ID3

RAPGEF5

PSMC5

PAIP1

ZNF76

RARA

FAM127C

ZIC1

COTL1

ZNF528

DIRAS1

AES

ACP1

HAAO

LRRC32

WDR11

SLC35F5

MARCKSL1

SH3KBP1

GTF3C5

YAE1D1

LAMP2

KLF15

LSP1

CTAGE11P

Gene Name

zinc finger, X-linked, duplicated A

intraflagellar transport 81 homolog (Chlamydomonas)

carboxypeptidase X (M14 family), member 2

junction plakoglobin

inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 5

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 5

poly(A) binding protein interacting protein 1

zinc finger protein 76

retinoic acid receptor, alpha

family with sequence similarity 127, member C

Zic family member 1

coactosin-like 1 (Dictyostelium)

zinc finger protein 528

DIRAS family, GTP-binding RAS-like 1

amino-terminal enhancer of split

acid phosphatase 1, soluble

3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase

leucine rich repeat containing 32

WD repeat domain 11

solute carrier family 35, member F5

MARCKS-like 1

SH3-domain kinase binding protein 1

general transcription factor IlIC, polypeptide 5, 63kDa

Yael domain containing 1

lysosomal-associated membrane protein 2

Kruppel-like factor 15

lymphocyte-specific protein 1

CTAGE family, member 11, pseudogene

EntrezGene

7789

28981

119587

3728

3399

9771

5705

10605

7629

5914

441518

7545

23406

84436

148252

166

52

23498

2615

55717

80255

65108

30011

9328

57002

3920

28999

4046

647288

Ensembl

ENSG00000198205

ENSG00000122970

ENSG00000121898

ENSG00000173801

ENSG00000117318

ENSG00000136237

ENSG00000087191

ENSG00000172239

ENSG00000065029

ENSG00000131759

ENSG00000212747

ENSG00000152977

ENSG00000103187

ENSG00000167555

ENSG00000176490

ENSG00000104964

ENSG00000143727

ENSG00000162882

ENSG00000137507

ENSG00000120008

ENSG00000115084

ENSG00000175130

ENSG00000147010

ENSG00000148308

ENSG00000241127

ENSG00000005893

ENSG00000163884

ENSG00000130592

NA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7789
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000198205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=28981
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000122970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=119587
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000121898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3728
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000173801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3399
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000117318
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9771
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000136237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5705
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000087191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10605
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000172239
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7629
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000065029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5914
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000131759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=441518
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000212747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7545
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000152977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23406
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000103187
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84436
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000167555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=148252
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000176490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=166
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000104964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=52
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000143727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23498
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000162882
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2615
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000137507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55717
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000120008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=80255
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000115084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=65108
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000175130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=30011
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9328
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000148308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57002
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000241127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3920
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000005893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=28999
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000163884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4046
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000130592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=647288

Gene Symbol

GIPC2

MCRS1

ARHGAP18

SERPINF1

DKK2

SH3BP1

ITGA9

RTN4RL2

FAHD2B

FAM193A

PCDHB2

FAM129A

TPM4

PTK7

PDPR

CCNL1

NAP1L3

SCD

PEX13

TGM2

EFNB1

MSL3

ACSL3

PREPL

RABGAP1L

CEP63

AGMO

TSSK3

Gene Name

GIPC PDZ domain containing family, member 2

microspherule protein 1

Rho GTPase activating protein 18

serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment
epithelium derived factor), member 1

dickkopf 2 homolog (Xenopus laevis)

SH3-domain binding protein 1

integrin, alpha 9

reticulon 4 receptor-like 2

fumarylacetoacetate hydrolase domain containing 2B

family with sequence similarity 193, member A

protocadherin beta 2

family with sequence similarity 129, member A

tropomyosin 4

PTK7 protein tyrosine kinase 7

pyruvate dehydrogenase phosphatase regulatory subunit

cyclin L1

nucleosome assembly protein 1-like 3

stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase)

peroxisomal biogenesis factor 13

transglutaminase 2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-
glutamyltransferase)

ephrin-B1

male-specific lethal 3 homolog (Drosophila)

acyl-CoA synthetase long-chain family member 3

prolyl endopeptidase-like

RAB GTPase activating protein 1-like

centrosomal protein 63kDa

alkylglycerol monooxygenase

testis-specific serine kinase 3

EntrezGene

54810

10445

93663

5176

27123

23616

3680

349667

151313

8603

56133

116496

7171

5754

55066

57018

4675

6319

5194

7052

1947

10943

2181

9581

9910

80254

392636

81629

Ensembl

ENSG00000137960

ENSG00000187778

ENSG00000146376

ENSG00000132386

ENSG00000155011

ENSG00000100092

ENSG00000144668

ENSG00000186907

ENSG00000144199

ENSG00000125386

ENSG00000112852

ENSG00000135842

ENSG00000167460

ENSG00000112655

ENSG00000090857

ENSG00000163660

ENSG00000186310

ENSG00000099194

ENSG00000162928

ENSG00000198959

ENSG00000090776

ENSG00000005302

ENSG00000123983

ENSG00000138078

ENSG00000152061

ENSG00000182923

ENSG00000187546

ENSG00000162526


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=54810
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000137960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10445
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000187778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=93663
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000146376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5176
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000132386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=27123
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000155011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23616
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000100092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3680
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000144668
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=349667
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000186907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=151313
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000144199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8603
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000125386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=56133
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000112852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=116496
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000135842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7171
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000167460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5754
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000112655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55066
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000090857
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Gene Symbol

SEC14L5

FPGS

GLUD2

CA9

SNRPA1

TRPA1

FBX027

PTOV1

ZNF83

FZD6

GNAS

LRP4

BCRP

TSPAN13

PRPS1

RABY9A

WNT9A

GSPT2

UBE2C

NDRG1

TMEM30B

UBE2I

NT5E

CNPPD1

AFAP1

VPS16

EAF1

STC2

ZNF280C

Gene Name

SEC14-like 5 (S. cerevisiae)

folylpolyglutamate synthase

glutamate dehydrogenase 2

carbonic anhydrase IX

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A'

transient receptor potential cation channel, subfamily A, member 1

F-box protein 27

prostate tumor overexpressed 1

zinc finger protein 83

frizzled family receptor 6

GNAS complex locus

low density lipoprotein receptor-related protein 4

breast cancer resistance protein

tetraspanin 13

phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1

RAB9A, member RAS oncogene family

wingless-type MMTV integration site family, member 9A

G1 to S phase transition 2

ubiquitin-conjugating enzyme E2C

N-myc downstream regulated 1

transmembrane protein 30B

ubiquitin-conjugating enzyme E2|

5'-nucleotidase, ecto (CD73)

cyclin Pas1/PHO80 domain containing 1

actin filament associated protein 1

vacuolar protein sorting 16 homolog (S. cerevisiae)

ELL associated factor 1

stanniocalcin 2

zinc finger protein 280C

EntrezGene

9717

2356

2747

768

6627

8989

126433

53635

55769

8323

2778

4038

9564

27075

5631

9367

7483

23708

11065

10397

161291

7329

4907

27013

60312

64601

85403

8614

55609

Ensembl

ENSG00000103184

ENSG00000136877

ENSG00000182890

ENSG00000107159

ENSG00000131876

ENSG00000104321

ENSG00000161243

ENSG00000104960

ENSG00000167766

ENSG00000164930

ENSG00000087460

ENSG00000134569

ENSG00000050820

ENSG00000106537

ENSG00000147224

ENSG00000123595

ENSG00000143816

ENSG00000189369

ENSG00000175063

ENSG00000104419

ENSG00000182107

ENSG00000103275

ENSG00000135318

ENSG00000115649

ENSG00000196526

ENSG00000215305

ENSG00000144597

ENSG00000113739

ENSG00000056277
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Gene Symbol

PYCR1

PIAS3

VAMP1

MIR497HG

HTRA3

ARRDC3

HAUS7

KCNK1

HBEGF

PSMB1

GRIPAP1

AGPAT2

GCC2

C1QTNF2

EIF1AX

ADI1

TNFRSF10A

MRPS11

GMNC

CDK16

SLC35D2

PTX3

HES4

ID1

CXCL12

FAM118A

OAS2

CTHRC1

Gene Name

pyrroline-5-carboxylate reductase 1

protein inhibitor of activated STAT, 3

vesicle-associated membrane protein 1 (synaptobrevin 1)

mir-497-195 cluster host gene (non-protein coding)

HtrA serine peptidase 3

arrestin domain containing 3

HAUS augmin-like complex, subunit 7

potassium channel, subfamily K, member 1

heparin-binding EGF-like growth factor

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 1

GRIP1 associated protein 1

1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2 (lysophosphatidic

acid acyltransferase, beta)

GRIP and coiled-coil domain containing 2

Clq and tumor necrosis factor related protein 2

eukaryotic translation initiation factor 1A, X-linked

acireductone dioxygenase 1

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a

mitochondrial ribosomal protein S11

geminin coiled-coil domain containing

cyclin-dependent kinase 16

solute carrier family 35, member D2

pentraxin 3, long

hairy and enhancer of split 4 (Drosophila)

inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix

protein

chemokine (C-X-C motif) ligand 12

family with sequence similarity 118, member A

2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa

collagen triple helix repeat containing 1

EntrezGene

5831

10401

6843

100506755

94031

57561

55559

3775

1839

5689

56850

10555

9648

114898

1964

55256

8797

64963

647309

5127

11046

5806

57801

3397

6387

55007

4939

115908

Ensembl

ENSG00000183010

ENSG00000131788

ENSG00000139190

NA

ENSG00000170801

ENSG00000113369

ENSG00000213397

ENSG00000135750

ENSG00000113070

ENSG00000008018

ENSG00000068400

ENSG00000169692

ENSG00000135968

ENSG00000145861

ENSG00000173674

ENSG00000182551

ENSG00000104689

ENSG00000181991

ENSG00000205835

ENSG00000102225

ENSG00000130958

ENSG00000163661

ENSG00000188290

ENSG00000125968

ENSG00000107562

ENSG00000100376

ENSG00000111335

ENSG00000164932
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Gene Symbol

FUNDC2

PLEKHH2

EBLN2

PRPSAP1

IFITM1

TBX2

Al1BG

VPS13A

SLC14A1

TM6SF2

ZNF334

HMCN1

GRIA3

IRF3

LDOC1

HECTD3

HPRT1

RAPGEF3

RP2

RBBP7

TMEM101

PNMAL1

C9orf3

PRRT2

APOB

SHC3

PRR5L

GCFC2

Gene Name

FUN14 domain containing 2

pleckstrin homology domain containing, family H (with MyTH4
domain) member 2

endogenous Bornavirus-like nucleoprotein 2

phosphoribosyl pyrophosphate synthetase-associated protein 1

interferon induced transmembrane protein 1

T-box 2

alpha-1-B glycoprotein

vacuolar protein sorting 13 homolog A (S. cerevisiae)

solute carrier family 14 (urea transporter), member 1 (Kidd blood
group)

transmembrane 6 superfamily member 2

zinc finger protein 334

hemicentin 1

glutamate receptor, ionotropic, AMPA 3

interferon regulatory factor 3

leucine zipper, down-regulated in cancer 1

HECT domain containing E3 ubiquitin protein ligase 3

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3

retinitis pigmentosa 2 (X-linked recessive)

retinoblastoma binding protein 7

transmembrane protein 101

paraneoplastic Ma antigen family-like 1

chromosome 9 open reading frame 3

proline-rich transmembrane protein 2

apolipoprotein B (including Ag(x) antigen)

SHC (Src homology 2 domain containing) transforming protein 3

proline rich 5 like

GC-rich sequence DNA-binding factor 2

EntrezGene

65991

130271

55096

5635

8519

6909

23230

6563

53345

55713

83872

2892

3661

23641

79654

3251

10411

6102

5931

84336

55228

84909

112476

338

53358

79899

6936

Ensembl

ENSG00000165775

ENSG00000152527

ENSG00000255423

ENSG00000161542

ENSG00000185885

ENSG00000121068

ENSG00000121410

ENSG00000197969

ENSG00000141469

ENSG00000213996

ENSG00000198185

ENSG00000143341

ENSG00000125675

ENSG00000126456

ENSG00000182195

ENSG00000126107

ENSG00000165704

ENSG00000079337

ENSG00000102218

ENSG00000102054

ENSG00000091947

ENSG00000182013

ENSG00000148120

ENSG00000167371

ENSG00000084674

ENSG00000148082

ENSG00000135362

ENSG00000005436
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000143341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2892
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000125675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3661
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000126456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23641
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000182195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=79654
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000126107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3251
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000165704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10411
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000079337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6102
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000102218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5931
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000102054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84336
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000091947
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55228
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000182013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84909
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000148120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=112476
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000167371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=338
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000084674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=53358
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000148082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=79899
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000135362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6936
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000005436

Gene Symbol

CRIP2

ATAD3B

ABCD1

HINT1

DYNLT3

UNC13A

DYNC1H1

PRAF2

CHST7

BGN

ZRSR2

ZBTB46

MBTPS2

APLN

EIF3H

PCGF1

HNRNPA1

CRELD1

DNM2

NBR1

NOMO1

TBC1D8B

PLA2R1

PIM2

STK40

PIGP

MED14

C12o0rf10

COMMD5

Gene Name

cysteine-rich protein 2

ATPase family, AAA domain containing 3B

ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 1

histidine triad nucleotide binding protein 1

dynein, light chain, Tctex-type 3

unc-13 homolog A (C. elegans)

dynein, cytoplasmic 1, heavy chain 1

PRA1 domain family, member 2

carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-0) sulfotransferase 7

biglycan

zinc finger (CCCH type), RNA-binding motif and serine/arginine rich 2

zinc finger and BTB domain containing 46

membrane-bound transcription factor peptidase, site 2

apelin

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit H

polycomb group ring finger 1

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1

cysteine-rich with EGF-like domains 1

dynamin 2

neighbor of BRCA1 gene 1

NODAL modulator 1

TBC1 domain family, member 8B (with GRAM domain)

phospholipase A2 receptor 1, 180kDa

pim-2 oncogene

serine/threonine kinase 40

phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class P

mediator complex subunit 14

chromosome 12 open reading frame 10

COMM domain containing 5

EntrezGene

1397

83858

215

3094

6990

23025

1778

11230

56548

633

8233

140685

51360

8862

8667

84759

3178

78987

1785

4077

23420

54885

22925

11040

83931

51227

9282

60314

28991

Ensembl

ENSG00000182809

ENSG00000160072

ENSG00000101986

ENSG00000169567

ENSG00000165169

ENSG00000130477

ENSG00000197102

ENSG00000243279

ENSG00000147119

ENSG00000182492

ENSG00000169249

ENSG00000130584

ENSG00000012174

ENSG00000171388

ENSG00000147677

ENSG00000115289

ENSG00000135486

ENSG00000163703

ENSG00000079805

ENSG00000188554

ENSG00000103512

ENSG00000133138

ENSG00000153246

ENSG00000102096

ENSG00000196182

ENSG00000185808

ENSG00000180182

ENSG00000139637

ENSG00000170619


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1397
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000182809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=83858
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000160072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=215
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000101986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3094
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000169567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6990
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000165169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23025
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000130477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1778
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000197102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=11230
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000243279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=56548
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=633
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000182492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8233
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000169249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=140685
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000130584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=51360
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000012174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8862
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000171388
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8667
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84759
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000115289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3178
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000135486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=78987
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000163703
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1785
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000079805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4077
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000188554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23420
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000103512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=54885
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000133138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=22925
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000153246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=11040
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000102096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=83931
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000196182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=51227
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000185808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9282
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000180182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=60314
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000139637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=28991
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000170619

Gene Symbol

TLR3

FADS2

ZNF765

ARSD

ADAMTS6

ADAR

SAT1

HCFC1

RHBDD1

FCHSD1

ZNF558

AHR

MAD2L1

ATP10A

KRT7

TIMMS8A

EIF2AK4

LOXL1

RPA3

TRMT2A

YWHAB

DOCK6

UBQLN2

NR3C1

SPEF2

E2F2

PLXNA3

Gene Name
toll-like receptor 3
fatty acid desaturase 2
zinc finger protein 765
arylsulfatase D
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 6
adenosine deaminase, RNA-specific
spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1
host cell factor C1 (VP16-accessory protein)
rhomboid domain containing 1
FCH and double SH3 domains 1
zinc finger protein 558
aryl hydrocarbon receptor
MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)
ATPase, class V, type 10A

keratin 7

translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog A (yeast)

eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 4

lysyl oxidase-like 1

replication protein A3, 14kDa

tRNA methyltransferase 2 homolog A (S. cerevisiae)

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation

protein, beta polypeptide

dedicator of cytokinesis 6

ubiquilin 2

nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 (glucocorticoid

receptor)

sperm flagellar 2

E2F transcription factor 2

plexin A3

EntrezGene

7098

9415

91661

414

11174

103

6303

3054

84236

89848

148156

196

4085

57194

3855

1678

440275

4016

6119

27037

7529

57572

29978

2908

79925

1870

55558

Ensembl

ENSG00000164342

ENSG00000134824

ENSG00000196417

ENSG00000006756

ENSG00000049192

ENSG00000160710

ENSG00000130066

ENSG00000172534

ENSG00000144468

ENSG00000197948

ENSG00000167785

ENSG00000106546

ENSG00000164109

ENSG00000206190

ENSG00000135480

ENSG00000126953

ENSG00000128829

ENSG00000129038

ENSG00000106399

ENSG00000099899

ENSG00000166913

ENSG00000130158

ENSG00000188021

ENSG00000113580

ENSG00000152582

ENSG00000007968

ENSG00000130827


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7098
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000164342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9415
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=91661
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000196417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=414
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000006756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=11174
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000049192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=103
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000160710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6303
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000130066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3054
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000172534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84236
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000144468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=89848
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000197948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=148156
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000167785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=196
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000106546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4085
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000164109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57194
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000206190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3855
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000135480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1678
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000126953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=440275
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000128829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4016
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000129038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6119
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000106399
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=27037
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000099899
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7529
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000166913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57572
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000130158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=29978
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000188021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2908
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000113580
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=79925
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000152582
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1870
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000007968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55558
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000130827

EK 3: Nis 1 ve Nis 2’de farkli eksprese olan p < 0.10 degerine sahip genler

Gene Symbol

ADAT?2

RBP5

F2RL1

KRTCAP2

SPEG

ZNF416

MPDZ

SLC35G2

FAM199X

JPX

GPT2

APOOL

PCDHB5

SMC5

MTHFD1

TEAD3

TXLNB

RNF113A

RBM41

USP53

VMAC

cuL4B

ARAF

Gene Name
adenosine deaminase, tRNA-specific 2
retinol binding protein 5, cellular
coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1
keratinocyte associated protein 2
SPEG complex locus
zinc finger protein 416
multiple PDZ domain protein
solute carrier family 35, member G2
family with sequence similarity 199, X-linked
JPX transcript, XIST activator (non-protein coding)

glutamic pyruvate transaminase (alanine aminotransferase)
2

apolipoprotein O-like
protocadherin beta 5
structural maintenance of chromosomes 5

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+
dependent) 1, methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase,
formyltetrahydrofolate synthetase

TEA domain family member 3
taxilin beta

ring finger protein 113A

RNA binding motif protein 41
ubiquitin specific peptidase 53

vimentin-type intermediate filament associated coiled-coil
protein

cullin 4B

v-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog

EntrezGene

134637

83758

2150

200185

10290

55659

8777

80723

139231

554203

84706

139322

26167

23137

4522

7005

167838

7737

55285

54532

400673

8450

369

Ensembl

ENSG00000189007

ENSG00000139194

ENSG00000164251

ENSG00000163463

ENSG00000072195

ENSG00000083817

ENSG00000107186

ENSG00000168917

ENSG00000123575

NA

ENSG00000166123

ENSG00000155008

ENSG00000113209

ENSG00000198887

ENSG00000100714

ENSG00000007866

ENSG00000164440

ENSG00000125352

ENSG00000089682

ENSG00000145390

ENSG00000187650

ENSG00000158290

ENSG00000078061


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=134637
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000189007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=83758
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000139194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2150
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000164251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=200185
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000163463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10290
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000072195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55659
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000083817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8777
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000107186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=80723
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000168917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=139231
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000123575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=554203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84706
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000166123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=139322
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000155008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=26167
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000113209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23137
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000198887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4522
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000100714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7005
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000007866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=167838
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000164440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7737
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000125352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55285
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000089682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=54532
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000145390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=400673
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000187650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8450
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000158290
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=369
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000078061

Gene Symbol

RHPN1

TNFSF15

CTBP2

S100P

RBMX

ZXDB

TMEM47

DYNLL1

ERI2

MON1B

TAF9B

XRCC1

NGFR

FAM127B

TOP2A

UBEZ2E1

MID1IP1

SMAD2

RPL6

SLC16A14

GAS6

SLC45A1

ICAM1

TMEM161B

Gene Name

rhophilin, Rho GTPase binding protein 1

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15

C-terminal binding protein 2

S100 calcium binding protein P

RNA binding motif protein, X-linked

zinc finger, X-linked, duplicated B

transmembrane protein 47

dynein, light chain, LC8-type 1

ERI1 exoribonuclease family member 2

MONZ1 homolog B (yeast)

TAF9B RNA polymerase 11, TATA box binding protein
(TBP)-associated factor, 31kDa

X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cells 1

nerve growth factor receptor

family with sequence similarity 127, member B

topoisomerase (DNA) 1l alpha 170kDa

ubiquitin-conjugating enzyme E2E 1

MID1 interacting protein 1

SMAD family member 2

ribosomal protein L6

solute carrier family 16, member 14 (monocarboxylic acid
transporter 14)

growth arrest-specific 6

solute carrier family 45, member 1

intercellular adhesion molecule 1

transmembrane protein 161B

EntrezGene

114822

9966

1488

6286

27316

158586

83604

8655

112479

22879

51616

7515

4804

26071

7153

7324

58526

4087

6128

151473

2621

50651

3383

153396

Ensembl

ENSG00000158106

ENSG00000181634

ENSG00000175029

ENSG00000163993

ENSG00000147274

ENSG00000198455

ENSG00000147027

ENSG00000088986

ENSG00000196678

ENSG00000103111

ENSG00000187325

ENSG00000073050

ENSG00000064300

ENSG00000203950

ENSG00000131747

ENSG00000170142

ENSG00000165175

ENSG00000175387

ENSG00000089009

ENSG00000163053

ENSG00000183087

ENSG00000162426

ENSG00000090339

ENSG00000164180
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Gene Symbol

GPKOW

ARMCX4

FNDC8

H2AFZ

CA5B

SPAG5

NOG

MST1

WISP3

PDXK

TSC22D3

RAB9B

PGRMC1

UBA1

DDX3X

SAMD4B

TMEM187

STX17

MAGI1

FGD1

TMPRSS9

HSPG2

FOXN3

YY2

MFGES8

Gene Name

G patch domain and KOW motifs

armadillo repeat containing, X-linked 4

fibronectin type 111 domain containing 8

H2A histone family, member Z

carbonic anhydrase VB, mitochondrial

sperm associated antigen 5

noggin

macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like)

WNT1 inducible signaling pathway protein 3

pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase

TSC22 domain family, member 3

RAB9B, member RAS oncogene family

progesterone receptor membrane component 1

ubiquitin-like modifier activating enzyme 1

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked

sterile alpha motif domain containing 4B

transmembrane protein 187

syntaxin 17

membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ
domain containing 1

FYVE, RhoGEF and PH domain containing 1

transmembrane protease, serine 9

heparan sulfate proteoglycan 2

forkhead box N3

Y'Y 2 transcription factor

milk fat globule-EGF factor 8 protein

EntrezGene

27238

100131755

54752

3015

11238

10615

9241

4485

8838

8566

1831

51209

10857

7317

1654

55095

8269

55014

9223

2245

360200

3339

1112

404281

4240

Ensembl

ENSG00000068394

ENSG00000196440

ENSG00000073598

ENSG00000164032

ENSG00000169239

ENSG00000076382

ENSG00000183691

ENSG00000173531

ENSG00000112761

ENSG00000160209

ENSG00000157514

ENSG00000123570

ENSG00000101856

ENSG00000130985

ENSG00000215301

ENSG00000179134

ENSGO00000177854

ENSG00000136874

ENSG00000151276

ENSG00000102302

ENSG00000178297

ENSG00000142798

ENSG00000053254

ENSG00000230797

ENSG00000140545
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Gene Symbol

TMEM138

TIMP3

UBR4

PPAP2B

NUDT11

KCNS2

EMC3

APBB3

FUNDC1

GLA

RBMX2

MYPOP

GRPR

MAD1L1

SPIN4

RGAG4

CAll

PHKA2

ANPEP

ZNF77

ATP2C1

EGFLAM

KLHL15

KIF4B

Gene Name

transmembrane protein 138

TIMP metallopeptidase inhibitor 3

ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 4

phosphatidic acid phosphatase type 2B

nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type
motif 11

potassium voltage-gated channel, delayed-rectifier,
subfamily S, member 2

ER membrane protein complex subunit 3

amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B,
member 3

FUN14 domain containing 1

galactosidase, alpha

RNA binding motif protein, X-linked 2

Myb-related transcription factor, partner of profilin

gastrin-releasing peptide receptor

MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

spindlin family, member 4

retrotransposon gag domain containing 4

carbonic anhydrase XI

phosphorylase kinase, alpha 2 (liver)

alanyl (membrane) aminopeptidase

zinc finger protein 77

ATPase, Ca++ transporting, type 2C, member 1

EGF-like, fibronectin type 11l and laminin G domains

kelch-like 15 (Drosophila)

kinesin family member 4B

EntrezGene

51524

7078

23352

8613

55190

3788

55831

10307

139341

2717

51634

339344

2925

8379

139886

340526

770

5256

290

58492

27032

133584

80311

285643

Ensembl

ENSG00000149483

ENSG00000100234

ENSG00000127481

ENSG00000162407

ENSG00000196368

ENSG00000156486

ENSG00000125037

ENSG00000113108

ENSG00000069509

ENSG00000102393

ENSG00000134597

ENSG00000176182

ENSG00000126010

ENSG00000002822

ENSG00000186767

ENSG00000242732

ENSG00000063180

ENSG00000044446

ENSG00000166825

ENSG00000175691

ENSG00000017260

ENSG00000164318

ENSG00000174010

ENSG00000226650
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Gene Symbol

EFNB3

GABRE

MAST3

SEMAS3F

ZMAT1

USP27X

SPON2

CDK2

MAGEE1

YTHDF1

CCDcC22

NKAP

SLC16A2

MAGT1

THOC2

SBSN

ZNF275

GLCCI1

F8A1

HUWE1

PHTF1

Gene Name

ephrin-B3

gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, epsilon

microtubule associated serine/threonine kinase 3

sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic
domain, secreted, (semaphorin) 3F

zinc finger, matrin-type 1

ubiquitin specific peptidase 27, X-linked

spondin 2, extracellular matrix protein

cyclin-dependent kinase 2

melanoma antigen family E, 1

YTH domain family, member 1

coiled-coil domain containing 22

NFKB activating protein

solute carrier family 16, member 2 (thyroid hormone
transporter)

magnesium transporter 1

THO complex 2

suprabasin

zinc finger protein 275

glucocorticoid induced transcript 1

coagulation factor VIll-associated 1

HECT, UBA and WWE domain containing 1, E3 ubiquitin

protein ligase

putative homeodomain transcription factor 1

EntrezGene

1949

2564

23031

6405

84460

389856

10417

1017

57692

54915

28952

79576

6567

84061

57187

374897

10838

113263

8263

10075

10745

Ensembl

ENSG00000108947

ENSG00000102287

ENSG00000099308

ENSG00000001617

ENSG00000166432

NA

ENSG00000159674

ENSG00000123374

ENSG00000198934

ENSG00000149658

ENSG00000101997

ENSG00000101882

ENSG00000147100

ENSG00000102158

ENSG00000125676

ENSG00000189001

ENSG00000063587

ENSG00000106415

ENSG00000197932

ENSG00000086758

ENSG00000116793


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1949
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000108947
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2564
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000102287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23031
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000099308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6405
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000001617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84460
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000166432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=389856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10417
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000159674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1017
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000123374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57692
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000198934
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=54915
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000149658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=28952
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000101997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=79576
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000101882
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6567
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=84061
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000102158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57187
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000125676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=374897
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000189001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10838
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000063587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=113263
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000106415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8263
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000197932
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10075
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000086758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10745
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000116793

EK 4: Nis 1 ve Nis 2’de farkli eksprese olan p < 0.05 degerine sahip genler

Gene Symbol

NFIB

MBP

IDS

GNAS

GMDS

OSMR

PDE5SA

COX11

ENC1

FLG

KIAA0825

PDK3

PLK1S1

ANAPC1

TK1

UBE2QL1

ZNF8

SNX5

TTC33

MARCH3

SPHK1

ZC3H12B

ZNF674

RAB39B

GPC4

Gene Name

nuclear factor I/B

myelin basic protein

iduronate 2-sulfatase

GNAS complex locus

GDP-mannose 4,6-dehydratase

oncostatin M receptor

phosphodiesterase 5A, cGMP-specific

COX11 cytochrome c oxidase assembly

ectodermal-neural cortex 1 (with BTB-like

filaggrin

KIAA0825

pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 3

polo-like kinase 1 substrate 1

anaphase promoting complex subunit 1

thymidine kinase 1, soluble

ubiquitin-conjugating enzyme E2Q family-

zinc finger protein 8

sorting nexin 5

tetratricopeptide repeat domain 33

membrane-associated ring finger (C3HC4) 3,

sphingosine kinase 1

zinc finger CCCH-type containing 12B

zinc finger protein 674

RAB39B, member RAS oncogene family

glypican 4

EntrezGene

4781

4155

3423

2778

2762

9180

8654

1353

8507

2312

285600

5165

55857

64682

7083

134111

7554

27131

23548

115123

8877

340554

641339

116442

2239

Ensembl

ENSG00000147862

ENSG00000197971

ENSG00000010404

ENSG00000087460

ENSG00000112699

ENSG00000145623

ENSG00000138735

ENSG00000166260

ENSG00000171617

ENSG00000143631

ENSG00000185261

ENSG00000067992

NA

ENSG00000153107

ENSG00000167900

ENSG00000215218

ENSG00000083842

ENSG00000089006

ENSG00000113638

ENSG00000173926

ENSG00000176170

ENSG00000102053

ENSG00000251192

ENSG00000155961

ENSGO00000076716


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4781
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147862
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4155
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000197971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3423
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000010404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2778
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000087460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2762
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000112699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9180
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000145623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8654
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000138735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1353
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000166260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8507
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000171617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2312
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000143631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=285600
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000185261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5165
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000067992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=64682
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000153107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7083
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000167900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=134111
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000215218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7554
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000083842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=27131
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000089006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=23548
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000113638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=115123
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000173926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8877
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000176170
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=340554
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000102053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=641339
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000251192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=116442
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000155961
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=2239
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000076716

Gene Symbol

TBC1D8B

RPL36A

TRIP10

BEX1

THOC2

CERS5

NOC2L

RAP2C

ROR1

HAUS3

MRPL50

NR4A1

TTC18

MYOZz2

KCNN4

PLEKHH3

WDR13

KRT9

PGM5

TCEAL7Y

Gene Name

TBC1 domain family, member 8B (with

ribosomal protein L36a

thyroid hormone receptor interactor 10

brain expressed, X-linked 1

THO complex 2

ceramide synthase 5

nucleolar complex associated 2 homolog (S.

RAP2C, member of RAS oncogene family

receptor tyrosine kinase-like orphan receptor

HAUS augmin-like complex, subunit 3

mitochondrial ribosomal protein L50

nuclear receptor subfamily 4, group A,

tetratricopeptide repeat domain 18

myozenin 2

potassium intermediate/small conductance

pleckstrin homology domain containing,

WD repeat domain 13

keratin 9

phosphoglucomutase 5

transcription elongation factor A (SIl)-like 7

EntrezGene

54885

6173

9322

55859

57187

91012

26155

57826

4919

79441

54534

3164

118491

51778

3783

79990

64743

3857

5239

56849

Ensembl

ENSG00000133138

ENSG00000241343

ENSG00000125733

ENSG00000133169

ENSG00000125676

ENSG00000139624

ENSG00000188976

ENSG00000123728

ENSG00000185483

ENSG00000214367

ENSG00000136897

ENSG00000123358

ENSG00000156042

ENSG00000172399

ENSG00000104783

ENSG00000068137

ENSG00000101940

ENSG00000171403

ENSG00000154330

ENSG00000182916


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=54885
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000133138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6173
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000241343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9322
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000125733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=55859
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000133169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57187
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000125676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=91012
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000139624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=26155
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000188976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57826
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000123728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4919
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000185483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=79441
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000214367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=54534
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000136897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3164
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000123358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=118491
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000156042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=51778
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000172399
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3783
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000104783
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=79990
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000068137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=64743
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000101940
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3857
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000171403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5239
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000154330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=56849
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000182916
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