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ONSOZ

Bu tez calismasinda indiiklenmis pluripotent kok hicrelerinin eldesinde
cinkonun etkisi ve roliiniin incelenmesi ve ¢inko tasiyicilarinin bu ¢inko homeostazini
korumada aldig1 rol arastirilmistir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicresi eldesinde
disaridan uygulanan faktorlerle epigenetik sifirlanma baslatildigi ve bu epigenetik
diizenleyicilerin ¢ogunda ¢inko parmak alanlari vardir. Cinkonun, bu hucresel
mekanizmalarinda gorev alan bir¢ok proteinin aktif halde ¢aligmasi i¢in yardimei
element olarak kullanildigi bilinmektedir. Bu yizden ¢inkonun indiikklenmis
pluripotent kok hicrelerin serbest cinko konsantrasyonunun daha fazla olmasi
gerektigi ve bu ¢inko yogunlugunu saglamak igin de hiicre igerisine ¢inko alan ¢inko

tasiyicilarin ifadelerinde artis olmasi beklenmektedir.

Yiiksek lisans calismam boyunca tecriibe ve bilgileriyle bana yol gdsteren,
hipotezi kurmama ve arastirmalarimi tamamlamama destek veren ve egitim siirecim
boyunca beni destekleyen danismanim Prof. Dr. K. Can Akgali’ya tesekkiir ediyorum.
Tez siirecime sekil veren ve desteklerini her zaman hissettigin es danismanim Prof.
Dr. Belma Turan’a tesekkiir ediyorum. Tlim yliksek lisans stirecimde tiim laboratuvar
ve hayat bilgilerini bana 6greten ve manevi olarak her zaman yanimda olan ¢cok degerli
arkadasim Zeynep Biisra Ozer’e ve beraber calistigim, fikirlerini damistifim tiim
laboratuvar arkadaslarima tesekkiir ediyorum. Dr. C. Verda Bitirim’e bilgilerimi ve
tecriibelerini, destegini benden sakinmadan paylastig1 i¢in tesekkiir ederim. Yiiksek
lisans akademik kariyerim siirecinde, aileme beni yalniz birakmadiklar1 ve maddi
manevi destekledikleri icin tesekkiir ederim. Degerli danigmanlarimin, tim
meslektaslarimin, ailem ve ailem kadar yakin olan tiim arkadaglarimin destekleri i¢in

hepsine tesekkiir ederim.
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SEKILLER

Sekil 2.1: CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit protokoltinde
verilen virtis hacim hesaplama formalu.

Sekil 2.2: Embriyoid cisim olugturmak i¢cin Aggrewell plakalarina ekilen
hlcreler ve hiicrelerin embriyoid cisim olusturduklar1 goériintiiler
gosterilmektedir (20x). A, IPKH’lerin ekildigi giin; B, hiicre ekim giiniinden
sonraki giin goriintiiler 20x objektif ile ¢ekilmistir.

Sekil 2.3: EPH’lerde hiicre kapilarinin gosterildigi grafik. Hiicrelerin ayni
boyutlarda segilebilmesi i¢in kullanilan grafiklerden sagdaki tekli hiicrelerin
secimi i¢in kullanilir. Soldaki grafik sagda secili olan P1 kapisindaki hiicreleri
gosterir ve P2 kapis1 6lii hiicrelerden kurtulmak ve EPH ile IPKH’lerin benzer
boyutlardaki araliga gelebilmesi i¢in secilmistir.

Sekil 2.4: [IPKH’lerde hiicre kapilarinin gosterildigi grafik. Hiicrelerin ayni
boyutlarda segilebilmesi i¢in kullanilan grafiklerden sagdaki tekli hiicrelerin
secimi i¢in kullanilir. Soldaki grafik sagda se¢ili olan P1 kapisindaki hiicreleri
gosterir ve P2 kapis1 6lii hiicrelerden kurtulmak ve EPH ile IPKH’lerin benzer
boyutlardaki araliga gelebilmesi i¢in secilmistir.

Sekil 2.5: P2 kapilar1 seciminden sonra elde edilen hiicre popiilasyonu ile
boyanmamis hiicrelerde otofloresan 1gtmanin belirlenmesi ve pozitif
popiilasyona gelen 1s1ma yogunlugu bolgesi i¢in segilen bolgeler gosterilmistir.
[lk grafikte M3 kapisi PE floresan okumalari igin pozitif bolge, ortadaki
grafikte M4 FITC floresan okumalar1 i¢in pozitif bolge ve en sagdaki grafikte
M35 kapist APC floresan okumalari i¢in pozitif bolgeyi temsil etmektedir.

Sekil 3. 1: PKMH hdcrelerin izolasyon yapildig: ilk giinde CD71, GlyA, CD34
ve CD36 yiizey belirtegleri ifadeleri hiicre akis sitometrisi ile gosterilmistir.

Sekil 3.2: EPH zenginlestirilmesinin 7. Giiniinde alinan sirastyla GlyA ve
CD71, CD34 ve CD36 belirteglerinin grafikleridir.

Sekil 3.3: Alkalan fosfotaz boyamasi yapilmis kolonilerin FITC kanalinda
alian floresan mikroskop goriintiileri sirayla Kontrol 1, Kontrol 2, Kontrol 3
ve Negatif Kontrol (boyasiz koloniler) goriilmektedir.

Sekil 3.4 : Kontrol 2 grubu EPH’ler ve IPKH kolonilerinin immunofloresan
goruntulemeleri. (A, B, C): SSEA-1 pembe renk, Oct4 yesil renk ve DAPI
mavi renk ile gosterilmistir. (D, E, F): Sox2 kirmiz1 renk, Tra-1-60 ise yesil
renk ve DAPI mavi renk ile gosterilmistir.
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Sekil 3.5: Kontrol 2 grubu EPH’ler ve IPKH kolonilerinin immunofloresan
goruntulemeleri. (A, B, C): SSEA-1 pembe renk, Oct4 yesil renk ve DAPI
mavi renk ile gosterilmistir. (D, E, F): Sox2 kirmiz1 renk, Tra-1-60 ise yesil
renk ve DAPI mavi renk ile gosterilmistir.
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mRNA diizeyindeki ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri.
Belirteglerin isimleri grafiklerin {ist orta kisimlarinda yazmaktadir.

Sekil 3.8: Kontrol 1 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteclerinin
mRNA diizeyindeki ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri.
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MRNA diizeyindeki ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri.
Belirteglerin isimleri grafiklerin {ist orta kisimlarinda yazmaktadir.

Sekil 3.10: Kontrol 2 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi
belirte¢lerinin mRNA diizeyindeki ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat
degisimleri. Belirteclerin isimleri grafiklerin {ist orta kisimlarinda yazmaktadar.

Sekil 3.11: Kontrol 3 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi
belirte¢lerinin mRNA diizeyindeki ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat
degisimleri. Belirteclerin isimleri grafiklerin iist orta kistmlarinda yazmaktadir.

Sekil 3.12: Kontrol 3 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi
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Sekil 3.13: Kontrol 3 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi
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Sekil 3.14: Kontrol IPKH’lerden elde edilmis embriyoid cisimlerin farklilagmis
hiicrelerinin NESTIN (ektodermal), GATA4 (endodermal) ve DESMIN
(mezoderrmal) antikorlari ile immiinufloresan goriintiilemeleri.

Sekil 3.15: Kontrol IPKH’lerden elde edilmis embriyoid cisimlerin farklilasmig
hiicrelerinin NESTIN (ektodermal), GATA4 (endodermal) ve DESMIN
(mezoderrmal) antikorlar1 ile immiinufloresan goriintiilemeleri.
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Sekil 3.17: Kontrol 1 grubu EPH ve IPKH’lerde hiicre i¢i ¢inko dl¢iimii i¢in
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degerleri boyasiz hiicrelerden alinan kapiya gore alinmistir. (B): IPKH grubu
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1. GIRIS

1.1 Eritroid Progenitér Hicre

Periferik kan monontikleer hiicreleri (PKMH) periferik kanda nukleusu bulunan
tim kan hicreleridir. Bu hicreler icerisinde lenfositler ve monositler bulunmaktadir
(Li ve ark., 2010). Eritrosit ve trombosit htcrelerinde cekirdek bulunmazken,
grandlositler ¢cok cekirdek bulundurmaktadir. Bu yiizden PKMH’ler igerisinde yer
almazlar. Eritroid progenitor hicreleri de monositler grubunda yer alirlar (Segman ve
ark., 2005).

Eritropoez, hematopoietik kok hiicrelerin (HKH) ¢ogaldigi ve olgun kirmizi kan
hiicreleri tretmek igin farklilastigi siirectir. Erken ve ge¢ olmak iizere iki asamaya
ayrilan bir siirectir. Eritropoezin erken evresi sirasinda, HKH'ler sirayla ortak miyeloid
progenitdr, megakaryosit-eritrosit progenitér, BFU-E (burst forming unit-erythroid)
ve CFU-E (colony forming unit) hiicrelerine farklilagirlar (Dulmovits ve ark., 2017).
BFU-E ve CFU-E hiicreleri geleneksel olarak koloni deneyleri ile tanimlanmistir. Geg
evrede (terminal eritroid farklilagsmasi olarak da adlandirilir), morfolojik olarak
taninabilen proeritroblastlar, bazofilik, polikromatik ve ortokromatik eritroblastlar
uretmek icin mitoza girerler (Segman ve ark., 2005; Wickrema ve ark., 1992). Eritroid
progenitor hicreleri belirtegleri olarak CD71 ve GlyA pozitif olarak bakilmaktadir
(Dulmovits ve ark., 2017).

1.2 Kok Hicre

Kok hiicreler, kendi kendilerini yenileme ve potansiyellerine bagli olarak ¢esitli
farklilagsmis hiicrelere donlisme yetenekleriyle tanimlanir. Farkli hiicre soylarini

olusturma potansiyelleriyle siniflandirildiklarinda pluripotent, multipotent ve



unipotent olarak gruplandirilabilirler (Singh ve ark., 2016). Yasamin ilk varligi olan
dollenmis yumurta, biitiin bir organizmay1 yaratma yetenegine sahiptir. Totipotent
olarak tanimlanan bu kapasite, zigotun erken nesilleri tarafindan morulanin sekiz
hiicreli asamasina kadar korunur (Geijsen ve ark., 2004). Totipotent kok hicreler en
cok farklilasma potansiyelleri olup, tlim bir organizma ve plasenta olusturabilirler. Bu
hlcreler l¢ ana tabaka olan endoderm, mezoderm ve ektoderm, bunlarla birlikte iki
plasenta tabakasini olusturabilirler (Telpalo-Carpio ve ark., 2013). Totipotent hiicreler
farklilasarak, genellikle "i¢ hiicre Kkiitlesi" (IHK) olarak adlandirilan, dis trofoblast
hicrelerini ve farklilasmamus i¢ hiicrelerden olusan bir blastosist hiicrelerini olusturur.
[HK'nin hiicreleri artik totipotent degildir, ancak embriyonun tim hicre tiplerine
uygun gelisme yetenegini koruyan pluripotent hiicrelerdir (Geijsen ve ark., 2004).
Embriyonik kok hiicreler olarak adlandirilan IHK hiicreleri, neredeyse sinirsiz sekilde
kendini yenileme kapasitesine ve bir organizmanin her hiicre tipine farklilagmak i¢in
gelisim potansiyeline sahiptir fakat plasenta olusturacak hiicrelere farklilasamazlar
(Telpalo-Carpio ve ark., 2013; Wobus ve Boheler, 2005). Bu pluripotent 6zellige sahip
kok hiicreler, bir organizmadaki tiim hiicre tiplerine farklilasabilirken, Multipotent ve
unipotent kok hiicreler, belirli doku veya soylarla sinirli kalir. Bu kok hcrelerin
potansiyelleri, kok hiicrelerin transkripsiyonel, epigenetik ve metabolik durumlarinin
analiz edilmesi ile belirlenebilir (Geijsen ve ark., 2004).

1.3. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre Elde Edilis Yontemleri

Indiiklenmis Pluripotent Kok Huicreler (iPKH), somatik kok hiicrelere Oct3/4,
Sox2, Klf4 ve c-Myc faktorlerinin retroviral veya viral olmayan yontemlerle
aktarilmasi ile elde edilen embriyonik kok hiicre benzeri hiicrelerdir (Takahashi ve
Yamanaka, 2006). Somatik hicreler yeniden programlama ile somatik epigenetik
belirteclerini silerek, embriyonik kok hicrelere epigenetik belirtegleri, morfoloji,
proliferasyon, teratoma olusumu bakimindan benzerlikler gostermeye baslar
(Takahashi ve Yamanaka, 2006; Yamanaka, 2009).



IPKH olusumu igin kullanilan ydntemler iki ana baslik altinda ele almir ve
bunlar viral ve viral olmayan yontemlerdir. Viral yéntemlerde adenovirus, sendai virus
ve ayni zamanda y—retro- ve lentiviris kullanilabilir (Ma ve ark., 2013). Viral olmayan
yontemler ise DNA, RNA ve proteinin direkt kullanilmasi veya bazi ligandlar ile
hiicresel yolaklarin aktif hale getirilmesi ile yeniden programlama bagslatmay1
kapsamaktadir (Sartipy ve ark., 2008). Bu iki grup iclerinde hiicre DNA’sina entegre
olan ve olmayan olarak ikiye ayrilir. y—retro- & lentivir(is viriisii barindiran hiicrenin
genomik yapisinin igine girebilir ve bu sekilde RNA okumasi ve protein olusumunu
saglar (Bayart ve Cohen-Haguenauer, 2013; Sartipy ve ark., 2008). Viris
kullanilmayan yontemlerde en biiyilik dezavantaj bir hiicrenin ayni anda tiim pluripont
transcripsiyon faktorlerini alamamasindan kaynaklanmaktadir. Bunu 6nlemek adina
tiim faktorleri bir promoter bolgesinde aktarim yapilmasi i¢in polisistronik vektorler

kullanilarak yeniden programlama yapilmistir (Kaji ve ark., 2009).

Farklilagmanin tersine g¢evrilmesi i¢in gen ifadesi profili bastan diizenlenmelidir.
Bu diizenlemede gelisim ile alakali genler susturulurken, farklilagsma ile alakali
olmayan genler tekrardan aktif hale gelir. Protein diizeyinde ise progenitor hicreleri
ile alakali proteinler bulunurken, farklilasmis hiicreler ile alakali olan proteinler
baskilanmaktadir (Papp ve Plath, 2013).

Niikleer transferi yapimi IPK hiicreleri olusturmanin ilk yéntemlerindendir ve
yontem somatik hiicre ¢ekirdeginin, ¢ekirdeksiz bir oosit igerisine yerlestirilmesiyle
tamamlanir. Fakat bu yontemde epigenetik sifirlanmanin ne yonde gerceklestigi ve
sonuglart bilinmemektedir (Telpalo-Carpio ve ark., 2013). Bu yontemdeki amag
oositin sitoplazmasindaki potensi saglayan faktorleri kullanmaktir ve benzer olarak
embriyonik kok hiicrelerin ekstratt da bu amagla kullanilmaktadir. Hiicre ekstrati
kullanilan yontemde somatik hiicrelerin disardan ekstrattan yararlanarak yeniden
programlamaya girmesi saglanmaktadir (Alberio ve ark., 2006; Telpalo-Carpio ve
ark., 2013).



Gammaretro virlisii replikasyon ve paketleme yetenegi olmayan pMSCV veya
PMXs gibi vektorler tagirlar. Viriis kendisi cogalip hiicrelere zarar veremese de entegre
olan sekansin i¢inde pluripotent transkripsiyon faktorleri ve ayn1 zamanda bir onkogen
olan c-Myc bulunmas1 maligniteler olusmasina sebep verebilir (Brix ve ark., 2015).
DNA icerisine entegre olan yontemler bu sebeple tercih edilmeyebilir. Bunu 6nlemek
icin LoxP gibi kesim sekanslari olan vektorler yaratilmistir ve Cre rekombinaz ile
transgen icermeyen indiiklenmis pluripotent kok hucreler Gretilebilir (Alberio ve ark.,
2006; Freberg ve ark., 2007).

Retroviriislerle yeniden programlama baslatmak, klasik yontem olarak bilinir.
Yeni metotlar olarak da somatik hicreler daha az faktor kullanilarak, kimyasallar ve
konagin DNA yapisina girmeyen vektorler kullanilarak IPK hiicrelerine déniistiiriiliir.
IPK hiicreleri yeniden programlama diizeylerine gore (¢ grupta toplanabilirler
(Hoffmann ve ark., 2017). Tamamen yeniden programlanmis IPK hiicreler,
embriyonik kok hiicrelere en yakin olan grubu olusturur. Yari yeniden programlanmis
1PK hiicreler kendini yenileme ve belli hiicre hatlarina farklilagma &zellikleri olan
grubu olustururken, atipik IPK hiicreleri ise kendini yenileme 6zelligi gdsterirken

farklilasmaya diren¢ gostermektedir (Yamanaka, 2009).

Transgenlerin konakg1 hiicrelerin genomuna girmesi bu genlerin devamli ifade
edilmesine sebep olmaktadir. Viral olarak aktarilan transgenler konakg¢i hiicrenin
genomuna girmektedir ve tiimdrijenisite riskini arttirmaktadir. Bu durum farkli
tekniklerle transgenlerin aktarilmasi ¢alismalarina yol agmustir (Stadtfeld ve ark.,
2008). IPKH'lerin uyarilmast i¢in adenoviriis vektdrleri veya plazmitler kullanilarak
bu sorun i¢in ¢esitli ¢oziimler gelistirilmistir, ancak DNA tipi vektorler kullanildigi

strece entegrasyon riski hala devam etmektedir (Fink ve ark., 2014).

Adenoviriis ve plazmit metotlar1 ayn1 zamanda transdiiksiiyon verimliligi diisiik
olan yontemlerdir. Transpozon veya Cre/LoxP sistemi kullanan alternatif
yontemlerde, konak¢1 genomdan transgenlerin niikleazlar ile kesilerek ¢ikarilmasini

gerektirir (Woltjen ve ark., 2009). Yeniden programlamay: baslatan genler yerine



gecen kucik molekdllerin kullanilmasi sorunu ¢ozebilir, ancak insan hicrelerinde
gerceklesmesi  mimkin olmayan bir yontem olabilir. Rekombinant yeniden
programlama proteinlerinin aktarimi ile IPKH'ler olusturulabilmistir, ancak verimlilik

cok dustiktur ve tekrarlayan indlksiyon gerektirmektedir (Huangfu ve ark., 2008).

Enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda negatif tek iplikli RNA formunda replike
olan, Sendai viriisii (SeV) vektorleri, DNA fazindan gegmezler veya konak genomuna
entegreolmazlar. SeV vektorleri genis yelpazede konakg¢i hiicre tiiriinii entegre
olabilirler ve transgenlerin eklenmesinde ¢ok etkilidir. Ayrica, SeV vektorleri bu
transgenlerin ifadesini kontrol edebilme olanag vermektedir (Fusaki ve ark., 2009).
SeV vektoriiniin, en 6nemli kriterlerden biri olan insan IPKH’sini olusturmak icin ideal

bir vektor oldugu gosterilmistir.

[k olarak, SeV vektdrii genoma entegre olmadifi igin, konak genomunun
modifikasyonu riski olmaksizin transgenlerin ekspresyonuna izin verir. Ikinci olarak,
SeV vektorleri kullanarak gen transdiiksiyonu ile IPKH iiretiminin etkinligi, diger
yontemlerden Onemli o6lglide daha yiksektir (Sommer ve ark., 2012). Ayrica
transfeksiyon metotlarinda kullanilan kimyasallarinin olmamasi da SeV vektori
kullanmanin avantajlarindandir. Son olarak, sitoplazmadan viral genom IPK
hiicrelerinden atilmaktadir ve IPK hiicreleri genetik olarak bozulmamis ve vektérsiiz
bir hale geri donmiis olur. SeV vektori yontemi, giivenligi, verimliligi ve uygunlugu
acisindan su anda mevcut yontemlere gére 6nemli bir avantaja sahiptir (Fusaki ve ark.,
2009).

1.4. iPKH Karakterizasyonu

IPK hiicreler koloni seklinde biiyiirler ve saf bir IPK hatt1 elde etmek igin koloni
secimi yapilir ve hiicreler biiyiitiilmeye devam edilir. Koloni olusturmus IPK hiicreleri
her zaman yeniden programlanmasini tamamlamayabilir veya koloniler bazi

durumlarda farklilagabilirler (Hamanaka ve ark., 2011). Bu yiizden IPK hiicrelerinin



karakterizasyonunda RNA, protein diizeyinde gen ifadelerine bakilirken, bu hiicrelerin
fonksiyonel aktifligi de kontrol edilir. Bu amagla in vitro ve in vivo olarak deneyler

yapilmaktadir (Hamanaka ve ark., 2011; Liao ve Cui, 2016).

Somatik  hiicreler IPK hiicrelerine induklendikten sonra  yeniden
programlamanin tamamlandigini gostermek ve koloni se¢imi yapabilmek i¢in alkalin
fosfataz boyamasi1 yapilmalidir. iPK hiicrelerinin alkalin fosfataz aktivitesi yilksek
oldugu i¢in diizgiin sekilde yeniden programlanan somatik hiicreleri, alkalin fosfataz
boyamasi ile ayirabiliriz (Stefkova ve ark., 2015). Bunun yaninda hiicrelerde RNA ve
protein diizeyinde bazi genlerin ifadelerine bakilmalidir. Bunlardan bazilar1 Oct4,
Sox2, KIf4, c-Myc, Nanog, SSEA-1, Tra-1 genleridir. Bu genlere hem RNA dlizeyinde
bakilmalidir hem de immunofloresan boyamasi yapilarak protein diizeyinde
bakilmalidir. IPK hiicrelerinde bu genlerin ifadelerinin, somatik hiicrelere gore anlaml
bir sekilde daha yiiksek olmalari indiiklenmenin basarisin1 gostermektedir (Hamanaka
ve ark., 2011; Merkl ve ark., 2013).

UTF1, embriyonik gelisim sirasinda, pluripotensi 6zelligi olan, i¢ hiicre kiitlesi
hiicrelerinde ifade edilir. Gelisim sirasinda farklilagsmaya baslayan hiicrelerde ifadesi
hizla azalir, ancak gelismekte olan embriyonun ilkel germ hicrelerinde korunur (Raina
ve ark., 2021). Insan embriyonik kok hiicrelerinde, UTF1 transkripsiyon faktorinin
cogalma kapasiteleri ve hizlari i¢in dnemli oldugu gosterilmistir (Kooistra ve ark.,
2009). Ayn1 zamanda UTF1 pluripotent hiicrelerde UTF1 ifadesi diisiik oldugunda
farklilasma tam anlamiyla gergeklesmemektedir. UTF1 transkripsiyon faktorinin
epigenetik profili koruyarak pluripotensi 6zelligini korudugu distiniilmektedir
(Kooistra ve ark., 2009; van den Boom ve ark., 2007).

Oct4, Sox2 ve Nanog faktérlerinin kombinasyonunun hem kendi genlerinin hem
de birbirlerinin genlerinin promotorlerini aktive ettigi ve bdylece bir oto-dlizenleyici
dongii  olusturdugu gosterilmistir.  Otoregiilatdr dOngiiniin  pluripotensi  gen
ekspresyonunun stabilitesini arttirdigin1  gosteren veriler mevcuttur (Colman ve

Dreesen, 2009). KIf4 ve c-Myc genleri farkli nedenlerle secilmistir. c-Myc



transkripsiyon faktoruniin basarili bir yeniden programlama i¢in gerekli bir kosul olan
cogalma oranini arttirdig bilinmektedir (Araki ve ark., 2011). Ayrica, bu genin yiksek
ifade edilmesi, p53 protein seviyesinde bir artisa neden olur. P53 ifade edilmesi
apoptoz riskinin azalmasinda olumlu etkisi oldugu bilinmektedir (Haridhasapavalan
ve ark., 2020). KIf4 ifadesi varliginda p21 seviyesinde bir artisa yol agtig1 ve bunun
bir yandan proliferasyon baskilanmasiyla sonug¢landig1 gosterilmistir. Bdylece, c-Myc
ve Klf4'lin karsilikli olarak tamamlayici oldugu ve eylemlerinin zit yonlii oldugu
varsayilabilir. Bu nedenle, basaril1 bir yeniden programlama i¢in bu iki genin ifadeleri

arasindaki denge onemlidir (Muchkaeva ve ark., 2012).

Rex1, pluripotent kok hucrelerde ifade edilen ve C2H2 ¢inko-parmak
transkripsiyon faktoriinii kodlar, ayn1 zamanda Zfp42 olarak da bilinir (Shi ve ark.,
2006). Ozellikle pluripotent kok hiicrelerde ifade edilmektedir ve IPKH’lerin
karakterizasyonunda ifadesine bakilan transkripsiyon faktorlerden biridir. Rexl
pluripotensi 6zelliklerinin korunmasi ve uygun sekilde farklilagsmasi i¢in gerekli

oldugu gosterilmistir (Scotland ve ark., 2009).

1.5. Cinko ve Cinko Tasiyicilar

Cinko, yasam icin gerekli olan vazgecilmez bir besindir ve hiicreler temel
yapisal bilesen veya kofaktor olarak ¢ginkoyu kullanmaktadirlar. Cinko homeostazinin
bozulmamas: hiicresel islevlerin Ozellikle ¢inko, ¢inko parmaklari bdlgesi iceren
DNA baglayici proteinler igin gerekli bir elementtir ve saperon gérevi goriir. insan
genomunda %1’den fazla gen, C2H2 cinko-parmak proteinlerini kodlamaktadir.
Cinkonun hiicre igerisinde, sinyal tanima, ikinci haberci metabolizmasi, protein kinaz

ve fosfatazlarin islevlerini kontrol etmek gibi gorevleri bulunmaktadir.

NF-kB embriyonik kok hiicrelerde bulunmaktadir ve NF-kB baskilanmasinda
insan embriyonik kok hiicrelerinin mezodermal ve néroektodermal farklilagmasinin da

engellendigi gosterilmistir. NF-kB proteininin Zip8 ile regiile edildigi ve Zip8



varliginda aktiflesen NF-kB ile hiicre icerisinde proliferasyon, go¢ etme gibi
mekanizmalarin da uygun sekilde calistigi gosterilmistir (Geng ve ark., 2018;
Kaltschmidt ve ark., 2021).

Cinko varligmmin, Zip7 ve AKT sinyal yolaklar1 aktivasyonu sayesinde
embriyonik kok htcrelerde kendini yenileme etkisini arttirdigi  gosterilmistir.
Embriyonik kok hucrelerin uzun sureli kiltiirlenmelerinde ¢inko eklenmesi, hucrelerin
pluripotensi  6zelliklerini  korudugu ve verimli sekilde farklilasabildikleri
gosterilmistir. Zip7 tasiyicilart fosfotaz enzim aktivitesini durdurur ve AKT
fosforilasyonunu tetikler, bu sayede kendini yenileme mekanizmalarini ve pluripotensi
ozelliklerinin devam ettirilmesini destekleyen AKT sinyal yolag1 aktif hale gelmis olur
(Mnatsakanyan ve ark., 2019; Taylor ve ark., 2012). Zip7 varliginda Zip14 ¢inko
tastyicilarin ifadesi mezenkimal kok hiicrelerde diistiigii gosterilmistir ve Zip7 knock-

out edildigi zaman Zip14 ifadesi yiikselmektedir (Lee ve Bin, 2019).

1.6. Cinko Tasiyicilarimin Epigenetik Duzenlenmelerdeki Roll

Cinko, hiicrede transkripsiyon faktorleri, enzimler, kanallar ve biyime
faktorleri gibi biyolojik molekiillerin ifade edilmesi ve aktivasyonlar1 i¢in gerekli olan
bir mineraldir. Cinko tastyicilar1 ve hiicre i¢i ¢inko miktar1 hiicrelerde bulunan organel
miktarlarina, doku ve hiicre tipine gore degismektedir. Cinkonun hiicre iginde,
sitoplazma, ¢ekirdek, organel membranlari ve plazmasinda bulunma oranlar sirasiyla
%50, 30, 40 ve 10 seklindedir (Hara ve ark., 2017; Thiers ve Vallee, 1957). Hiicre igi
¢inko konsantrasyonu 10-100 um arasinda degismektedir fakat sitoplazmada bulunan
cinko miktar1 diisiiktiir ¢iinkii serbest ¢inko organellere, fonksiyonel proteinlere ve

vezikiillere baglanmaktadir (Krezel ve Maret, 2006).

Membran proteinleri 6zellikle ¢inko tasiyicilari biyolojik siireclerde kritik bir rol
oynamaktadir. Cinko iyonu canli organizmalarda stabil iki degerli katyondur ve bu

nedenle bakir veya demirin aksine membran tasinmasi i¢in redoks reaksiyonu



gerektirmez. Bu nedenle, ¢inko tasiyicilarinin normal olarak ¢aligtiklar1 bolgelerdeki
ekspresyon seviyesi, net hiicresel ¢inko taginimini dogrudan gosterir. Cinko tastyicilari
dokuz adet ZnT ve 14 adet ZIP olarak memelilerde ifade edilmektedir. ZnT ailesine
ait tasiyicilar sitozeldeki ¢inkoyu azaltmak icin hicre ici cinkoyu disar tasir. ZIP
ailesine ait tastyicilar ise sitozeldeki ¢inkoyu arttirmak igin hiicre dist sivilar veya

vezikillerden ¢inkoyu hiicre icerisine alir (Kambe ve ark., 2015).

ZnT ailesi tasiyicilar1 ¢inko/hidrojen antiporterleri olarak ¢inko akigini
saglamaktadirlar bu ylzden genelde endozom ve lizozom gibi asidik bolgelerde
bulunurlar. ZIP ailesi tam olarak bilinmese de ¢inko/bikarbonat simportu olarak
calistigr Onerilimistir. Genel olarak, ZnT tasiyicilari, ¢inkoyu hiicre membrani

boyunca tasimak i¢in homodimerler olusturur (Lasry ve ark., 2014; Lin ve ark., 2010).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi epigenetik olaylar kalitsal
fenotipleri  degistirebilir.  DNA  metiltransferazlar  (DNMT'ler),  histon
asetiltransferazlar (HAT'ler), histon deasetilazlar (HDAC'ler) ve ¢esitli ¢inko baglama
bolgelerine sahip histon demetilazlar gibi cesitli epigenetik enzimlerin aktivitesi i¢in
cinko gereklidir (Vallee ve Auld, 1990; Wolfe ve ark., 2000). Bu nedenle, cinko
homeostazinin diizensizligi epigenetik degisikliklere yol acabilir. Bazi1 transkripsiyon
faktorleri, dogrudan DNA'nin spesifik bolgelerine baglanmak i¢in ¢inkoya ihtiyag
duyar. Bunun igin ¢inko parmak alanlar1 bir baglanma bdlgesi gorevi goriir ve
transkripsiyonel aktiviteyi kolaylastirr (Coleman, 1992; Wolfe ve ark., 2000).
Yaklasik 300'den fazla enzim, islevleri i¢in ¢inkoya ihtiyag duyar. Bunlardan biri DNA
polimerazdir ve DNA replikasyonu igin ¢inkoya ihtiyag duyar. Birlikte ele alindiginda,
insan genomundaki genlerin yaklasik %10'unun ¢inkoya dogrudan veya dolayl olarak
baglandigi tahmin edilmektedir (Andreini ve ark., 2006; Bergman ve ark., 1972; Vallee
ve Auld, 1990).

Epigenetik bircok hiicresel siirecte yer alir ve DNA dizisini degistirmeden
kromozomlar1 degistirerek stabil kalitsal fenotiplere neden olur. Bu, gen

ekspresyonunu ve transpozon aktivitesini diizenleyen DNA metilasyonu ve histon



modifikasyonu gibi epigenetik isaretlerin ortaya ¢ikmasi yoluyla gerceklesir (Grimmer
ve ark., 2014). Bu epigenetik diizenlemelerde yer alan birgok enzim ¢inko ile aktif hale
gelir. Bu ylzden bu epigenetik diizenlenmelerin yapilmasi i¢in ¢inkoya gereksinim
duyulur (Berger ve ark., 2009; Du ve ark., 2015; Slotkin ve Martienssen, 2007). DNA
metil transferaz 1 (DNMT1) enzimi ¢inko parmak motifi icermektedir ve bu sayede
metillenmemis DNA’ya baglanir (Jeltsch ve Jurkowska, 2016). Histon deasetilazlar ve
histon asetil transferazlarin da bazilarinda c¢inko parmak motifi veya bitki
homeodomain baglantili ¢inko parmak alani bulundugu gosterilmistir. Bu ¢inko
baglama motiflerinin, substrat erisimini ve taninmasini destekledigi bilinmektedir
(Dancy ve Cole, 2015; Utley ve Cote, 2003). HDAC proteinleri farkli dort sinifi vardir
ve Okaryotlarda korunmus gen dizilimine sahiptirler ve hepsi katalitik domainlerinde

¢inko barindirirlar (Vannini ve ark., 2004).

Aktif bolgeler icindeki ¢inko iyonlari, genellikle genel c¢inko baglayici
proteinlerin ¢inko baglama bolgelerinde bulunan aspartik asit ve histidini koordine
eder. Fakat HDAC'ler, katalitik reaksiyonu baslatmak ic¢in bir su molekdlindn
niikleofilik saldirisin1 kolaylastirmak i¢in ¢inko iyonlarina ihtiya¢ duyar (Bottomley
ve ark., 2008; Seto ve Yoshida, 2014; Vannini ve ark., 2004). Cinko bir modulattr
oldugu igin, ¢inko epigenetik enzimler i¢in bir kofaktor gorevi gordiigii ve aktif veya
allosterik bolgelere baglandigi icin ¢inko tasiyict proteinlerin de epigenetik
diizenlemede 6nemli roller oynadig: diisliniilmektedir. Son arastirmalarda, ZIP10 ve
ZIP13'iin epigenetik diizenlemede onemli bir yer aldigi gosterilmistir (Hojyo ve ark.,
2014). Cinko iyonunun olmamasi histon asetil transferaz activitesinin azalmasina
sebep oldugu gosterilmistir ve ZIP10 hiicre i¢i ¢inkonun artisiyla birlikte HAT
aktivitesinin diizenlenmesini saglamaktadir (Bin ve ark., 2019). ZIP13 cinko
tastyicisinin DNA metil transferaz enzimini modiile ettigi, ZIP13 eksikliginde DNMT
aktivitesi artistyla gosterilmistir. DNMT aktivitesi ¢inko tedavisi uygulanarak da
tekrardan modiile edilebilmistir (Lee ve ark., 2019).

Histon ve DNA epigenetik modifikasyon proteinlerinin ¢ogunda ¢inko parmak

bolgeleri bulunmaktadir ve bu proteinlerin aktif ¢alisabilmeleri i¢in ¢inko iyonuna
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ihtiyag duymaktadirlar. Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde epigenetik regiilator
proteinlerinin aktif bir sekilde calismalari, epigenetik sifirlama igin gereklidir.
Epigenetik sifirlanmanin gergeklesmesi, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde
farklilasma, embriyoid cisim olusturma gibi ileri agsamalarda kontrol edilebilen bir

basamaktir.

Bu yiizden epigenetik sifirlamanin gerceklestigini transdiiksiyon sirasinda
kontrol edebilmek i¢in hiicre i¢i ¢inkonun kullanimi diisiinliyoruz. Hiicre i¢i ¢inkonun,
gerekli indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde aktif calismasi gereken birgok
transkripsiyon faktorlerin ve epigenetik regiilatorlerin aktif ¢calismasinda rol aldigini
diisiiniiyoruz. Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde, hiicre ici serbest cinko
seviyelerinin artmasini1 ve bunlar saglayan bazi ¢inko tasiyicilarinin ifadelerinde

degisim gérmeyi beklemekteyiz.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu ve Eritroid
Progenitér Hucre (EPH) Kulturi

2.1.1 PKMH Hiicrelerin izolasyonu

Dondrlerden alinan periferik kan ornegi 1:1 oraninda 1X PBS soliisyonu ile
seyreltildi ve yavasca karigtirildi. Sonrasinda, 50 ml falkon tiipteki sulandirilmis 6rnek
10 ml serolojik pipetle alind1 ve baslangicta alinan kan orneginin 1,5 kat1 kadar
hacimdeki Ficoll-Paque PLUS (katalog # 17-14440-03) solusyonu Uzerine, falkon
yatay tutularak, tUpin duvarindan yavas¢a yayildi. Frenlemesi kapali oda
sicakligindaki santrifijde 400 g’de 30 dk santrifijlendi. Mononikleer hicrelerin
bulundugu orta faz dikkatlice ¢ekilerek yeni bir tiipe alindi. Yeni tiipe alinan iist faz
1X PBS ile bir kez yikandi, frenlemesi agik santrifiijde 300 g’de 10 dk santrifij
yapilarak pellet haline getirildi. Baglangicta alinan kan 6rneginin hacmine gore hiicre
pelleti yaklagik 1-5 ml IMDM (katalog # IMDM-A) ile ¢6zildl. Hiicre sayim1 metilen
mavisi (%3 asetik asit) ile yapildiktan sonra 1,5-2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde pellet
Erytroid Expansion Medium (EEM) ile ¢6zildu ve 37°C, %5 CO:2 olan inkiibatorde

kiltirlendi.

2.1.2 Erittoid Progenitdr Hiicrelerin Saflastirma Kiiltiirii

Ekim gunii: Altr kuyulu hiicre tabagimin bir kuyusunda 3-5x10° hiicre (2 ml)
olacak sekilde ekim yapildi ve bir gece hiicre inkiibatoriinde (37°C, %5 CO2) inkiibe
edildi.

Birinci glin: Kuyulardaki hiicre siispansiyonlar1 (2 ml) yeni kuyulara aktarildi.
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Ikinci, dérdiincii ve altinc giin: Hiicre stispansiyonu 15 ml tiiplere alindi, 300
g’de 5 dk pellet haline getirildi. Stpernatant uzaklastirildiktan sonra 2 ml taze EEM
ile ¢6zldi. Alt1 kuyulu hiicre tabagina ekildi (2 ml) ve hiicre inkiibatoriine kaldirildi
(37°C, %5 COy).

Yedinci gin: Hucre suspansiyonu 15 ml tiiplere alindi, 300 g’de 5 dk pellet
haline getirildi. Supernatant uzaklastirildiktan sonra 2 ml taze EEM ile ¢6zuldi ve
metilen mavisi (%3 asetik asit) ile sayim yapildi. Eritroid progenitor yiizey
belirteglerinden CD71 ve GlyA (CD235a) ifadeleri akim sitometrisi ile teyit edilen
hiicreler eritroit progenitér hiicreler IPKH olusturmak igin yapilacak transdiiksiyona
hazir kabul edilmektedir.

2.1.3 EP Hucrelerinin Karakterizasyonu

EP hucreleri 300 g 10 dk santrifujlenerek pellet haline getirildi. Hiicreler bu
asamadan sonra buz izerinde tutuldu ve soliisyonlar +4°C halinde kullanildi. %5 BSA
ve %0,05 sodyum azit iceren 150 pl 1X PBS ile ¢oziildi. Boyanmamis hiicre grubu
olarak 5x10* hticre igeren 50 pl ayr1 mikrosantrifiij tiipiine ayrild1 geriye kalan hiicreler
konjuge olan akim sitometri antikorlari ile boyandi. Hiicrelere 100 pl %5 BSA ve
%0,05 sodyum azit iceren 1X PBS i¢inde FITC mouse anti-human GlyA (BD-559943,
BD Technologies) ve PE mouse anti-human CD71 (BD-561938, BD Technologies)
antikorlarindan sirayla 1 pl eklendi ve 30 dk +4°C’de, karanlikta inkiibe edildi.
Boyanan hcreler tizerine 1 ml 1X PBS eklenerek 300 g 10 dk santrif(j edildi ve pellet
200 pl 1X PBS ile ¢oziilerek akim sitometrisinde (ACEA Novocyte, Agilent,
Kalifornya, ABD) okuma alindi. Analizler antikorlarin konjuge oldugu FITC ve PE

floresanlarina gore yapildi.

2.2. Sendai Viriis Sistemi ile EPH Yeniden Programlanmasi ve IPKH
Kulturd
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2.2.1. Sendai Virus ile Yeniden Programlama

Transdiksiyon guniu: EPH sispansiyonu 15 ml tiiplere alindi, 300 g’de 5 dk
pellet yapildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 1ml taze EEM ile ¢oziildii ve
metilen mavisi (%3 asetik asit) ile sayim yapildi. Hiicreler, 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde 1 ml hicre suspansiyonu u tabanli santrifiij tiipiine alindi ve 5:5:3 MOI olacak
sekilde ¢ adet SeV vektor (A16517, CytoTune2.0, Life Technologies) eklendi.
Hicrelere verilecek viriis hacimleri hesaplamasi i¢in kit protokoliinde verilen formdl

kullanildi ve viriis titreleri lot numarasina gore analiz sertifikasindan bakildi.

Oda sicakliginda 1 000 g 30 dk spinokiilasyon yapildiktan sonra 48 kuyulu hicre
tabagina 1 ml/kuyu seklinde ekim yapildi ve 37°C, %5 CO- olan inkubatorde bir gece
kalturlendi. Ertesi guin hicreler vitronectin (katolog # A31804) kaplanmus alt1 kuyulu
hiicre tabagina alindiktan sonra hiicrelere 1 ml/kuyu EEM eklemesi yapildi ve 37°C,
%S5 CO2 olan inkubatorde bir gece kilturlendi.

MOI (CUl/hiicre) x hiicre sayisi

Virtis Hacmi (pl) =
viriis titresi (CUI/ml) x 107 (ml/pl)

Sekil 2.1: CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit protokoliinde verilen viriis hacim hesaplama
formali.

Viriislerin uzaklagtirilmasi: Hiicreler toplandi ve 300 g’de 10 dk santrifujlenerek
pellet haline getirildi. Pellet 1 ml EEM iginde ¢oziildii, ayn1 6 kuyulu hiicre tabagina
ekim yapildi. Hucrelerin (zerine 1 ml ReproTeSR (Stemcell Technologies,
Vancouver, Kanada) besi yeri eklendi. Ayni sekilde besinci ve yedinci giinlerde de 1
ml ReproTeSR eklendi; yedinci giinde besi yerinin tamami ¢ekildi ve 2 ml ReproTeSR
eklendi. Kiglk kolonileri go6zlemlenmesi: Erken Kkolonilerin gbézlemlenmeye
baslamasiyla birlikte, hiicrelerin izerinden 1 ml besi yeri ¢ekildi ve 1 ml Essential 8

(Thermo Fisher, Massachusetts, ABD) besi yeri eklendi. Dokuzuncu glnde besi yeri
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tamamen c¢ekildi ve 2 ml Essential 8 besi yeri eklendi. Bu siire zarfinda olduk¢a yogun
hiicre 6liimii gozlemlendigi i¢in saglikli hiicreleri hiicre debrilerinden uzaklastirmak
amaciyla besi yeri kontrolii daha sik yapildi ve her giin taze Essential 8 besi yeri
eklendi. Smirlar1 belirgin, daha biiyiik IPKH kolonileri bu asamada gériildii. Alkalan
fostataz boyamasi yapilarak uygun durumda olan koloniler ekli olarak secildi ve hiicre
tabaginin altindan isaretlendi. IPKH kolonilerinin her biri ayr1 ayr1 pipetlenip
vitronectin kaplanmis 12 kuyulu hiicre tabaklarma alindi. Bu asamada IPKH

karakterizasyonu yapilmasi ve planlanan diger deneyler i¢in hiicreler ¢ogaltildu.

2.2.2. IPK Hiicrelerinin Karakterizasyonu

2.2.2.1. Alkalan Fosfataz Aktivitesi Olgiimi

IPKH kolonileri alkalan fosfataz olgiimi alabilmek icin hiicreler sekiz
kuyucuklu cam tabanli kiiltiir kabina (katalog # 80807, Ibidi) ekildi. Koloniler
beklenen morfolojilerine ulastiktan sonra, FBS igermeyen DMEM/F12 medyast ile (i
kere yikandi ve 1X ¢alisma ¢6zeltisi her kuyucuk icin 200 ul konarak 30 dk 37°C
inkibe edildi. Cozelti inkiibasyondan sonra iki defa 5 dk beklemelerle FBS icermeyen
DMEM/F12 ile yikandi. Son yikamadan sonra tekrar FBS icermeyen DMEM/F12

medyasi eklenilerek FITC kanalinda konfokal mikroskobunda goriintiilemesi alindi.

2.2.2.2. Kantifatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (kPZR)

Total RNA izolasyonu PureZOL™ RNA Isolation Reagent (katalog # 7326880,
Bio Rad, ABD) ile tamamlandi. cDNA sentezi 1 ug RNA ile Iscript cDNA Synthesis
kit (Biorad, katalog # 1708891) kullanilarak yapildi. KPZR reaksiyonlari SsoAdvanced
univ SYBR Grn Suprmx (Biorad, katalog # 1725272) ile kuruldu. Tablo 1°de belirtilen
primerler kullanilarak, her biri i¢in optimum olan, 60°C DNA kaynasma sicakliginda

calistirilarak kPZR deneyi yapilmigstir.
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Cizelge 2.1: IPKH pluripotensi genlerinin kPZR primerleri.

Gen Ad: Primer Dizisi

hBeta-Actin Ileri Primer 5’-AAAATCTGGCACCACACCTTC-3’
hBeta-Actin Geri Primer 5’-AGCACAGCCTGGATAGCAAC-3’
hEndo-OCT#4 ileri Primer 5’-AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG-3’
hEndo-OCT4 Geri Primer 5’-ACTTCACCTTCCCTCCAACC-3’
hEndo-SOX2 ileri Primer 5’-GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG-3’
hEndo-SOX2 Geri Primer 5’-TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG-3”
hNANOG lleri Primer 5’-CTCTCCAACATCCTGAACCTC-3’
hNANOG Geri Primer 5’-ACACCATTGCTATTCTTCGG-3’
hc-MYC {leri Primer 5’-GGATTCTCTGCTCTCCTCGAC-3’
hc-MYC Geri Primer 5’-CTTCCTCATCTTCTTGTTCCT-3’
hKLF-4 ileri Primer 5’-AAACCTACACAAAGAGTTCCCAT-3’
hKLF-4 Geri Primer 5’-TTTCCATCCACAGCCGTCCCA-3’
hREX-1 ileri Primer 5’-AACAGGATGAAGCAGATTAACAGA-3’
hREX-1 Geri Primer 5’-TGTAGGAGCATCTTAGTAACACC-3’
hDNMT3a Ileri Primer 5’-CCTCAAACCCAACAACACGCAAC-3’
hDNMT3a Geri Primer 5’-TCTGATCTTCATCCCCTCGGTCT-3’
huTF-1 Ileri Primer 5’-AGTTCCTTAAAGACAAGTTTCGC-3°
huTF-1 Geri Primer 5’-CAGCAGCCCCATGAGCTTCC-3’
hCDH-1 leri Primer 5’-ACCTTCCTCCCAATACATCTCC-3’
hCDH-1 Geri Primer 5’-TTGTAGTCACCCACCTCTAAGGC-3’

2.2.2.3. immunokimya Kiti ile iPKH Belirteglerinin Gosterilmesi

Pluripotensi belirteclerinin immunokimya ile gosterilmesi i¢in Invitrogen™
Pluripotent Stem Cell 4-Marker Immunocytochemistry Kit (katalog # A24881,
Invitrogen, ABD) kullanild: ve kitin verdigi protokol uyguland:. IPKH kolonileri sekiz
kuyucuklu cam tabanl kiiltiir kabina ekildi (#80807, Ibidi). Hiicre medyasi ¢ekilip
yikama yapilmadan fiksatif soliisyon ile 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Fiksatif
soliisyon alindiktan sonra permabilize soliisyonu eklendi ve 15 dk oda sicakliginda
bekletildi. Permabilize solusyonu ¢ekildikten sonra 100 pl bloklama soltiisyonu eklendi

ve 30 dakika oda sicakliginda birakildi. Bloklama soliisyonu igine direkt birincil
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antikorlar konmaktadir. Bir gruba Sox2 ve Tra-1-60 antikoru 1’er ul olacak sekilde
eklendi. Diger gruba ise SSEA-4 ve Oct4 1’er ul olacak sekilde eklendi. Antikorlar
+4°C’de 3 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu ile 3 dakikalik
bekletmelerle (¢ kere yikandi. Yine 100 pl bloklama soltsyonu iginde ikincil
antikorlar birincil antikorlara uygun sekilde eklendi. Ikincil antikorlar oda sicakliginda
ve karanlikta 1 saat boyunca inkiibe edildi. Sekonder antikorlar da yikama soliisyonu
ile 3 dakikalik bekletmelerle Ui¢ kere yikandiktan sonra DAPI igeren mounting medyasi
ile iizerleri kapatildi. Konfokal mikroskopunda secilen sekonder antikorlarin em/ex

degerlerine gore uygun kanallardan goriintiileme alindi.

Cizelge 2.1: immiinofloresan boyamalarinda kullanilan birincil antikor ve miktarlari. Boyamalari igin
kullanilan ikincil antikorlar ve miktarlar.

Anti-Oct4 (1:100 diliisyon) Donkey anti-rabbit 555 (0,4:100 diliisyon)
Anti-SSEA4 (1:100 dillsyon) Goat anti-mouse 1gG3 488 (0,4:100 diliisyon)
Anti-Sox2 (1:100 dillisyon) Donkey anti-rat 488 (0,4:100 dilisyon)
Anti-Tra-1-60 (1:100 diliisyon) Goat anti-mouse IgM 555 (0,4:100 dillisyon)

Belirtilen antikorlar Oct4 ve Sox2 beraber olmak iizere birlikte boyanmistir ve
ikincil antikorlar1 birincil antikorlara uygun secilmistir. SSEA1 ve Tra-1-60 antikorlar

da birlikte kullanilmistir ve ikincil antikorlar1 uygun se¢ilmistir.

2.2.2.4. Embroyid Cisimlerin Olusumu ve Farkhlastiriimasi

AggreWell™400 (Katalog #27845/27945) plakalari kullanilarak embriyonik
cisimler olusturulmustur. Plakalara Oncelikle, AggreWell™ Rinsing soliisyonu
(Katalog #07010) eklenip 5 dakika santriftijlenerek baloncuklardan uzaklastirilmistir.
Soliisyon kuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra 2 ml DMEM/F-12 ile yikanmistir.
Accutase ile tekli htcreler halinde kaldirilan IPKH koloni hiicreleri kuyu basma (g
milyon olacak sekilde Y-27632 ROCK Inhibitor igeren embriyoid cisim olusturma
medyas1 (Katalog #07171/07172) ile ekilmistir. Hiicrelerin kuyucuklara dolmalari i¢in
2 000 g 5 dk santrifiijlenmistir ve inkiibatérde bir veya iki giin kiiltiirlenmistir.
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Hiicreler kuyucuklara ekildiklerinde Sekil 2.2 A’da goziiktiigii gibi olmalidir ve birinci
veya ikinci gun bekledigimiz goriintii Sekil 2.2 B’deki gibi olmalidir.

‘_‘ ' g

Sekil 2.2: Embriyoid cisim olusturmak i¢in Aggrewell plakalarina ekilen hiicreler ve hiicrelerin
embriyoid cisim olusturduklari gériintiiler gosterilmektedir (20X). A, IPKH’lerin ekildigi giin; B, hiicre
ekim guniinden sonraki gun gorintiler 20X objektif ile ¢ekilmistir.

Olusan embriyoid cisimler pipet yardimi ile al ver yapmadan toplanmis ve tekli
hicrelerden kurtulmak icin 40 um hucre filtresi ile filtrelenerek 6nceden Rinsing
soliisyonu ile hazirlanmisg hiicre kiiltiirii plakalarina alinir. 21 giin embriyoid cisimler

giin agirt medya degistirilerek Essential 6 (A1516401) medyasi ile kiiltirlenirler.

2.2.3. Hiicre I¢i Cinko Ol¢iimii

IPKH kolonileri Accutase (A1110501, Thermo Fisher, ABD) kullanilarak tekli
hlcreler haline getirildi ve 200 g 4 dk santrifiijlenerek pellet elde edildi. Pellet 1XPBS
ile ¢oziilerek bir kistm boyanmamak iizere ayirildi ve geri kalan hiicreler 1 pM
Invitrogen™ FluoZin™-3, AM, cell permeant boyas1 (F24195, Invitrogen, ABD) ile
30 dk oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edildi. Boyanan hiicreler bazal, maksimum ve
minumum olmak Uzere (¢ gruba ayrildilar. Maksimum ¢inko yiklemesi i¢in 5 uM
olacak sekilde ZnPT (1-hidroksipiridin-2-tiyonin, Zn?* -pritan tuz soliisyonu) eklendi
ve ¢inko selasyonu igcin 1 uM olacak sekilde TPEN (N, N, N', N'-tetrakis (2-

piridilmethil) etilendiamin, Zn?* selatérii) eklendi. Hiicreler 30 dakika oda sicaklig ve
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karanlikta bekletildi. Boyanan hiicreler akim sitometride okumaya alindi ve analizler
FITC kanalindan yapildi. Analizler i¢in boyanmamis hiicrelere gore alinmig pozitif
bolgenin FITC 1simasinda verdigi ortalama intensite degerleri kullanildi. Tiim gruplar
icin bu degerler alindiktan sonra hiicre ici serbest ¢inko miktarlar1 igin [Zn*?] = Kd
[(Fo—Fmin) /(Fmax—Fo)] formuli kullanildi. Bu formilde bazal grubumuzun otalama
degeri Fo olarak, TPEN grubumuz Fmin olarak ve ZnPT grubu da Fmax oOlarak
kullandildi. FluoZin™-3, AM boyasmin Kd degeri kendi protokoliinde belirtildigi
sekilde 15 olarak alindi.

2.2.4. RNA Diizeyinde Cinko Tasiyicilarin Olgiilmesi

2.2.4.1. RNA lizolasyonu

IPKH kolonileri EDTA soliisyonu icgerisinde 5 dakika bekletildikten sonra
pipetle tekli hiicre haline gelmeleri i¢in al ver yapilarak toplandi. Toplanan hiicreler
200 g 4 dakika santrifujlendi ve pellet tizerine 1 ml PureZOL™ RNA Isolation Reagent
(#7326880, Bio Rad, ABD) eklenerek pellet ¢oziildii. BioRad’ 1n kendi protokolii takip
edilerek RNA izolasyonu tamamlandi. 1 ml trizol eklenen hiicreler 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. 200 ul chloroform direkt trizol tzerine eklenerek, dnceden
+4°C’ye sogutulmus santirifiijde 12 000 g 15 dakika santrifijlendi. En Ustte bulunen
seffatf RNA faz1 yavasca ¢ekildi ve yeni mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Cekilen RNA
faz1 hacminde isopropanol fazin {izerine eklendi ve 12 000 g 10 dakika +4°C’de
santrifij edildi. Pellet 1 ml %75 EtOH ile yikandi ve 7 500 g 5 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Elde edilen pellet kurutularak etanolden iyice uzaklastirildi ve niikleazsiz steril
su ile sulandirildi. Elde edilen RNA 6rneklerinin yogunluklari ve ODa2go ile OD2so
degerleri Epoch (Epoch Microplate Spektrophotometer, Biotek, ABD) ile ol¢iildii ve
yogunluklarina gore cDNA ig¢in kullanildi. cDNA yapiminda konsantrasyonlardan 1
000 ng/ml veya 500 ng/ml elde edecek sekilde hesaplama yapilacak bu yiizden
konsantrasyonlar kaydedilmelidir.
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2.2.4.2. cDNA Sentezi

RNAlardan c¢DNA sentezi yapmak ig¢in iScript™ cDNA Synthesis Kit
(#1708890, BioRad) kullanildi. 1000 ng cDNA elde etmek igin dncesinde 6l¢iilmiis
olan yogunluklara gore su ve RNA miktari belirlendi. Son hacim 20 ul olacak sekilde
4 ul 5X iScript Reaction Mix, 1 ul iScript Reverese Transcriptase, belirlendigi lgiide
RNA ve steril su eklendi. PCR cihazi ile protokolde belirtildigi gibi cDNA sentez
dongiileri baslatildi. Dongiiler hazirlik basamagiyla baslar ve 5 dakika 25°C, ters
transkripsiyon basamaginda 20 dakika 46°C, ters transkriptaz inaktivasyon
basamaginda 1 dakika 95°C inkube edilir.

2.2.4.3. Kantitatif PZR

Kantitatif PZR deneyi igin SsoAdvanced univ SYBR Grn Suprmx (Biorad,
1725272) ve LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white (50-720-3203, Roche)
plakalart kullanilmigtir. Son hacmin 10 pl olacagr sekilde 5 pl enzim karigim, 3 pl
niikleazsiz steril su, 1 uM olacak sekilde ileri ve geri primerleri toplamda 1pul olarak
konuldu. Son olarak 1000 ng olan cDNA 1:2 seyreltilerek 500 ng elde edildi ve 1 ul

eklendi.

KPZR 40 dongii olarak belirlendi ve dongiiler farkli sicakliklara sahip
basamaklardan olusmaktadir Primerler kPZR deneyi igin kullanilmislar ve 60°C DNA
kaynasma sicakhiginda calistirilmiglardir. Baslangic basamaginda 95°C 5 dakika
denatiirasyon saglandi. 40 dongii igerisinde 94°C 30 saniye, 60°C 45 saniye, 68°C 1
dakika basamaklar1 yapildi. Dongiiler bittikten sonra 68°C 5 dakika bir inkiibasyon
yapildi ve degerler mutlak fit noktalar1 alinarak yapildi. Ifade seviyeleri olgiilen
genlerdeki kat degisimlerin analizleri karsilagtirmali metot (2°44") ile yapildi. Her iki
hiicre hattinda da kontrol grubu olarak transdiiksiyon yapilmamis hiicreler kalibrator

olarak kullanild.
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Cizelge 2. 2: Cinko tastyicilarinin mRNA diizeyinde 6l¢iilmesi igin kullanilan kPZR primerleri.

Gen Ad1 Primer Dizisi

hGAPDH ileri Primer 5’-CTGGGTACACTGAGCACC-3’
-AAGTGGTCGTTGGGCAATG-3’
-TTGGGGCTTCCTTTCGAGG-3’
>-AGACTGGACCAAGATGGCAAA-3’
>-ATGCTACCCAAATAACCAGCTC-3’
>-ACAGGAATCCATATCCCCAAACT-3’
-~AAGGCCCTACTCAACCACCT-3’
-CGACTGCCTCGCTGAAATTGTG-3’
>-AGCAGTTGCAAGGAGTTTACAG-3’
-CCACCTAGCATCAGCCATCA-3’

hGAPDH Geri Primer

hZiP7 {leri Primer
hZiP7-OCT4 Geri Primer
hZiP8 Ileri Primer

hZzip8 Geri Primer
hZiP14 {leri Primer

hZiP14 Geri Primer

hZnT7 {leri Primer
hZnT7 Geri Primer

WD W | | W D] W | W

2.2.5. Akim Sitometri ile Cinko Tasiyrellarimin Olglilmesi

Transkript seviyesinde ifadeleri bakilan Zip7, Zip8, Zipl4 ve ZnT7 genlerinin
protein ifadelerindeki degisimin incelenmesi icin akim sitometrisi kullanildi. IPK
hiicreleri 1x108 hiicre/ml olacak sekilde hiicre besi yeri icerisinde 1 ml hiicre
siispansiyonu olarak hazirlandi. Hiicreler santrifiijlenerek pellet haline getirildi.
Hicreler bu asamadan sonra buz (zerinde tutuldu ve solusyonlar +4°C halinde
kullanildi. Hiicreler, %5 BSA ve %0,05 sodyum azit iceren 150 pl 1X PBS ile ¢ozuldu.
Boyanmamus hiicre grubu olarak 5x10* hiicre iceren 50 ul ayr1 mikrosantrifiij tiipiine
ayrild1 geriye kalan hiicreler konjuge olan akim sitometri antikorlar1 ile boyanda.
Hicrelere 100 ul %5 BSA ve %0.05 sodyum azit iceren 1X PBS iginde 1 pg olacak
sekilde ifadesi bakilacak antikor eklendi (Zip7 katalog #: LSBio-LS-C445626-100;
Zip8 katalog #: LSBio-LS-C285213- 200, Zipl14 katalog #: LSBio-LS-110142-100,
ZnT7 katalog #: LSBio-LS-C501374-100). Antikor eklenilen hiicreler, 30 dakika
+4°C’de, karanlikta inkiibe edildi. Boyanan hiicreler izerine 1 ml 1X PBS eklenerek
hiicrelerin kiiltiirde kullanilan degerlerde santrifiij edildi ve pellet 200 ul 1X PBS ile
coziilerek akim sitometrisinde (ACEA Novocyte, Agilent, Kalifornya, ABD) okuma
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alindi. Analizler antikorlarin konjuge oldugu FITC, PE ve APC floresanlarina gore

yapild.

2.2.6. Akim Sitometrisi Analizleri
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Gate Count % All Median X MedianY Gate Count %P1 Median X Median Y
All 10,000 100.00% 886,205 340,142 P1 6,391 100.00% 707,074 83,836
P1 6.391 63.91% 1.668.735 707.074 P2 4215 65.95% 1.058.423 100.751

Sekil 2.3: EPH’lerde hiicre kapilarinin gosterildigi grafik. Hiicrelerin ayni boyutlarda segilebilmesi igin
kullanilan grafiklerden sagdaki tekli hiicrelerin se¢imi igin kullanilir. Soldaki grafik sagda secili olan
P1 kapisindaki hiicreleri gosterir ve P2 kapst 6lii hiicrelerden kurtulmak ve EPH ile IPKH’lerin benzer
boyutlardaki araliga gelebilmesi i¢in se¢ilmistir.
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P1 5593 55.93% 1,722,580 1,107,378 P2 4,260 76.17% 1,298,673 228,456

Sekil 2.4: IPKH’lerde hiicre kapilarinin gosterildigi grafik. Hiicrelerin ayni boyutlarda segilebilmesi
icin kullanilan grafiklerden sagdaki tekli hiicrelerin se¢imi igin kullanilir. Soldaki grafik sagda segili
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olan P1 kapisindaki hiicreleri gosterir ve P2 kapist 6lii hiicrelerden kurtulmak ve EPH ile IPKH’lerin
benzer boyutlardaki araliga gelebilmesi i¢in se¢ilmistir.

EPH’ler 12-20 pum boyutlar1 ve IPKH’ler ise 20-30 um boyutlar1 araliginda
bulunmaktadir. Hiicre i¢i serbest ¢inko miktari ve protein ifadesi tayini yapilirken akim
sitometri kapilar1 alan alinirken ayni aralik sec¢ilmeye gayret gosterilmistir. Boylece
secilen hiicre boyut araliklar1 ayni1 oldugundan hiicre i¢i serbest ¢inko ve protein ifadesi

uygun bir sekilde kiyaslanabilirler.
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Sekil 2.5: P2 kapilar1 seciminden sonra elde edilen hiicre popiilasyonu ile boyanmamis hiicrelerde
otofloresan 1simanin belirlenmesi ve pozitif popiilasyona gelen 1s1ma yogunlugu bdlgesi igin secilen
bolgeler gosterilmistir. 11k grafikte M3 kapisi PE floresan okumalari icin pozitif bélge, ortadaki grafikte
M4 FITC floresan okumalari i¢in pozitif bolge ve en sagdaki grafikte M5 kapist APC floresan okumalari
icin pozitif bolgeyi temsil etmektedir.

Her deney grubumuz i¢in ayr1 boyanmamais hiicreler ayrilmis ve kapilarin se¢imi
icin boyanmamis bu hiicrelerin akim sitometri okumalarindan yararlanilmistir. Sekil
2.3 grafiklerinde tekli hucrelerin se¢imi ve 6lu hucrelerden kurtulmak igin segilen
kapilardan sonra otofloresan araliklar1 belirlenmeleri i¢in M3, M4 ve M5 kapilari
secilmigtir. M3, M4 ve M5 kapilari sirasiyla PE, APC ve FITC floresan 1gimalari i¢in
alinan pozitif kabul edilen kapilardir. Bu kapilar deney gruplar1 okumalar1 alinirken
kullanilir ve bu pozitif bolgelere diisen hiicrelerin floresan 1s1ma yogunluklarinin
ortalama veya medyan degerleri kullanilarak analiz yapilmistir. Cinko tasiyicilari
protein ifade analizleri icin medyan degeri alinirken, hiicre igi serbest ¢inko Slglimleri
alinirken ortalama degerler kullanilmistir. Grafiklerim dagilimina gére medyan veya

ortalama deger secilebilir.
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2.2.7. istatiksel Analizler

Sonuglar ortalama +£SD olarak verilmistir. Yapilan g¢alismalarda, deneysel
gruplarin kontrole goére kiyaslamasinda bagimsiz orneklem t testi kullanilmistir
(GraphPad Software, Inc.). P-degeri i¢in p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Anlamlilik derecelendirmesi p<0,01*; p<0,001** seklinde ifade edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Eritroyid Progenitor Karakterizasyonu

PKMH izolasyonu yapilan hiicreler kiiltiire ekildikleri glinden itibaren eritroyid
progenitdr zenginlestirme besi yeri ile kiiltiirlenmistir. Izolasyon giinii elde edilen
hlcreler ve yedi giin EEM ile zenginlestirilen hiicreler akim sitometrisi kullanilarak
karakterize edilmistir. Eritroyid progeitor hiicrelerinin tanimlanmasinda kullanilan
GlyA, CD71, CD36 ve CD34 belirtecleri uygun boyanmalar segilerek ortak boyanmis

ve FITC, PE ve APC kanallarinda okuma alinarak analiz edilmistir.
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Sekil 3. 1: PKMH hiicrelerin izolasyon yapildig: ilk giinde CD71, GlyA, CD34 ve CD36 yiizey
belirtegleri ifadeleri hiicre akis sitometrisi ile gosterilmistir.
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Kontrol4-Kontrol4 day6 CD34-CD36/P1/R2
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Sekil 3.2: EPH zenginlestirilmesinin yedinci Giiniinde alinan sirasiyla GlyA ve CD71, CD34 ve CD36
belirteclerinin grafikleridir.

3.2. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre Karakterizasyonu

IPKH kolonilerinin alkalan fosfotaz aktivitelerine bakmak igin yapilan alkalan

fosfotaz boyamasindan sonra koloniler floresan mikroskobu altinda gériintiilendi.

Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3 Negatif Kontrol

Sekil 3.3: Alkalan fosfotaz boyamasi yapilmis kolonilerin FITC kanalinda alinan floresan mikroskop
gorlintiileri sirayla Kontrol 1, Kontrol 2, Kontrol 3 ve Negatif Kontrol (boyasiz koloniler)
gortlmektedir.

IPK hiicreleri pluripotent kok hiicre belirtecleri protein diizeyinde hiicrelerde
ifadesi gosterilmesi i¢in immiinofloresan boyama yapilmistir. Kontrol 1, 2 ve 3

gruplar ig¢in ayr1 ayr1 UG farkli koloni se¢iminden sonra boyanmistir ve konfokal

26



mikroskopu kullanilarak goriintiilleme alinmistir. SSEA-1 birincil antikoru igin AF488
ikincil antikoru ve Oct4 birincil antikoru icin ise AF55 ikincil antikoru kullanilmistir
ve gortintiilemeler sirasiyla AF488 ve AF55 floresan kanallarindan yapilmistir. SSEA -
1 pembe rengi secilerek goriintiilenmistir ve ayni koloniler i¢in Oct4 yesil renk
secilerek goriintiilenmistir. Ayni1 kolonilerin diger kuyucuklar1 i¢in Sox2 birincil
antikoru AF488 ikincil antikoru ile, Tra-1-60 birincil antikoru ve AF55 ikincil antikoru
ile boyanarak goriintiilleme alinmistir. Sox2 antikor goriintiilemesi i¢in kirmizi, Tra-1-

60 antikoru goriintiilemesi i¢in ise yesil renk segilmistir.

Kontrol 1 Koloni 1 Kontrol 1 Koloni 2 Kontrol 1 Koloni 3

SSEA4.,
0OCT4

SOX2,
TRA-1-60

Sekil 3.4 : Kontrol 2 grubu EPH’ler ve IPKH kolonilerinin immunofloresan goriintiilemeleri. (A, B, C):
SSEA-1 pembe renk, Oct4 yesil renk ve DAPI mavi renk ile gosterilmistir. (D, E, F): Sox2 kirmizi renk,
Tra-1-60 ise yesil renk ve DAPI mavi renk ile gosterilmistir.
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Kontrol 2 Koloni 1 Kontrol 2 Koloni 2 Kontrol 2 Koloni 3

A B
SSEA-4,
0CT4
D E

TRA-1-60,
sox2
Sekil 3.5: Kontrol 2 grubu EPH’ler ve IPKH kolonilerinin immunofloresan gériintiilemeleri. (A, B, C):
SSEA-1 pembe renk, Oct4 yesil renk ve DAPI mavi renk ile gosterilmistir. (D, E, F): Sox2 kirmizi renk,
Tra-1-60 ise yesil renk ve DAPI mavi renk ile gosterilmistir.

Kontrol 3 Koloni 1 Kontrol 3 Koloni 2 Kontrol 3 Koloni 3
A B

SSEA4

0oCT4
D E

TRA-1-60,
SOX2
Sekil 3.6: Kontrol 3 grubu EPH’ler ve IPKH kolonilerinin immunofloresan gériintiilemeleri. (A, B, C):
SSEA-1 pembe renk, Oct4 yesil renk ve DAPI mavi renk ile gosterilmistir. (D, E, F): Sox2 kirmizi renk,
Tra-1-60 ise yesil renk ve DAPI mavi renk ile gdsterilmistir.
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Tum kuyucuklar DAPI mounting medya ile kapatildiklarindan ¢ekirdekler mavi
ile gosterilmistir. Tiim kolonilerin Oct4, Sox2, Tra-1-60, ve SSEA-1 ifade ettigi
immunofloresan teknigiyle bu gériintiilerle gosterilmistir. Kontrol 1, 2 ve 3 IPK
hlcrelerinde Sox2, Oct4, Tra-1-60 ve SSEA4 belirteclerinin ifadeleri gosterilmistir.
Kontrol 1 grubuna ait koloniler Oct4 ve SSEA4 belirteclerinin ifadeleri bulunmaktadir
(Sekil 3.4 A, B ve C). Tra-1-60 ve Sox2 belirteclerinin de ifadeleri oldugu
gosterilmistir (Sekil 3.4 D, E ve F). Kontrol 2 grubu IPK hiicrelerinin de Sox2, Oct4,
Tra-1-60 ve SSEA4 belirtegleri ifade edilmektedir (Sekil 3.5). Kontrol 3 grubu iPKH
kolonilerinde de ayni1 belirteglerin ifade edildigi goriilmektedir (Sekil 3.6).

SOX2 NANOG OCT4
300 100+ 100+

200+

Kat Degigimi (ddCt)

100

Kat Degisimi (ddCt)
Kat Degisimi (ddCt)

Sekil 3.7: Kontrol 1 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteclerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri. Belirteglerin isimleri grafiklerin iist orta
kisimlarinda yazmaktadir.

Kontrol 1 eritroid progenitér hiicreleri ve IPK hiicrelerinin pluripotensi
genlerinin ifadelerinin kiyaslanmasinda kPZR teknigi kullanilmigtir. Gen ifadeleri
gosterimi icin IPKH’lerden farkli koloniler segilmistir ve kontrol EPH’ler ile
kiyaslanmiglardir. Sox2, Nanog ve Oct4 gen ifadeleri IPK hiicrelerinin ayr1 ayri

kolonilerinde sirastyla 250, 70 ve 80 kat artis gostermistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8: Kontrol 1 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteclerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri. Belirteglerin isimleri grafiklerin iist orta
kisimlarinda yazmaktadir.

DNMT3a tiim kolonilerinde mRNA diizeyinde 25 kat artis gostermistir ve
CDH1 gen ifadeleri koloni 1 ve koloni 2 igin 15 kat artis gosterirken koloni 3 i¢in 10
kat artmistir. REX1 ve UTF1 gen ifadeleri 3 ayr1 koloni i¢in de sirasiyla 100 kat ve 60
kat artmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.9: Kontrol 2 grubu IPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteclerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri. Belirteglerin isimleri grafiklerin iist orta
kisimlarinda yazmaktadir.

Kontrol 2 grubu IPKH hiicreleri ve EPH’ler igin iKi ayr1 koloni segimi yapilmis
ve OCT4, SOX2 ve NANOG gen ifadelerine bakilmigtir. Sox2 gen ifadesi koloni 1
IPKH’lerde 30 kat artmis ve koloni 2 hiicrelerinde 60 kat artis gdstermistir. Koloni 1
ve koloni 2 hicrelerinde Nanog ifadesi kontrole kiyasla 30 kat fazla ifade edilmistir.
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Oct4 gen ifadesi koloni 1 i¢in 450 kat fazlayken koloni 2 hiicrelerinde 800 kat artis
vardir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.10: Kontrol 2 grubu iPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteglerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri. Belirteglerin isimleri grafiklerin iist orta
kisimlarinda yazmaktadir.

Kontrol 2 hiicrelerinde DNMT3a, CDH1, REX1 ve UTF1 gen ifadeleri kontrol
1 grubu IPKH’lere gére daha az ifade edilmis olsa da Kontrol 2 EPH’lerine gére artmis
goriilmektedir. Tiim analizler EPH’lerin gen ifadesine kiyasla yapilmistir. DNMT3a
ve UTF1 ifadeleri sirasiyla iki kolonide de 150 ve 100 kat artmistir. CDH1 ve REX1
gen ifadeleri sirasiyla 1,5 kat ve 15 kat artis gostermektedir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.11: Kontrol 3 grubu iPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteclerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri. Belirteglerin isimleri grafiklerin iist orta
kisimlarinda yazmaktadir.
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Kontrol 3 grubu gen ifadeleri U¢ ayr1 koloni se¢imi yapilarak alinmistir ve
EPH’lerin gen ifadesine kiyaslanarak kat artig1 gosterilmistir. Sox2 gen ifadesi birinci
kolonide 100 kat artis gdsterirken, koloni 2 ve koloni 3 IPKH’lerde 650 kat artis
gostermistir. Nanog geni EPH’lere gore, Koloni 1 i¢in 50 kat, koloni 2 i¢in 75 kat ve
koloni 3 i¢in 150 kat fazla ifade edilmistir. Oct4 gen ifadesi kat degisimi koloni 1
IPKH’lerde 200, koloni 2 hiicrelerinde 1 000 ve koloni 3 hiicrelerinde 2 000 olarak
bulunmustur (Sekil 3.11).
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Sekil 3.12: Kontrol 3 grubu iPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteclerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri. Belirteglerin isimleri grafiklerin iist orta
kisimlarinda yazmaktadir.

Koloni 1 icin DNMT?3a ifadesi 20 kat artis, REX1 i¢in 100 kat artis ve UTF1
icin 2,5 kat artis gosterirken, CDH1 ifadesi EPH’lere gore diismiis olarak
gortlmektedir. Koloni 2 iPKH’lerinde EPH’lere kiyasla DNMT3a geni 75 kat, CDH1
1,4 kat, Rex1 800 kat ve UTF1 ise 10 kat fazla ifade edilmistir. Koloni 3 hiicrelerinde
ise DNMT3a 125 kat, CDHL1 koloni 2 gibi 1,4 kat, REX1 400 kat ve UTF1 dort kat
artmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.13: Kontrol 3 grubu iPKH’lerin kolonilerinin pluripotensi belirteclerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore kat degisimleri. Belirteglerin isimleri grafiklerin iist orta
kisimlarinda yazmaktadir.

Embriyonik cisimlerde farklilasma yedi glin devam ettirildikten sonra toplanan
RNA’lardan kPZR teknigiyle ¢ ana tabakaya ait belirteclerin ifadeleri kontrol
edilmistir. Sox17 endoderm tabakaya ait, aSMA mezoderm ve MAP2 ektoderm
tabakalara ait belirteclerdir. Belirtecler IPKH kolonileri gen ifadeleri ile kiyaslanarak
analiz yapilmistir. EB1 grubu kontrol 1, EB2 grubu kontrol 2 ve EB3 grubu ise kontrol
Uc grubuna ait embriyonik cisimcikleri gostermektedir. EB1, 2 ve 3 gruplarinda
[PKH’lere gére MAP2, aSMA ve Sox17 gen ifadelerinde artis oldugu gosterilmistir.
Map?2 icin kat artis1 EB1 icin 8, EB2 ve 3 i¢in bes kat artig gosterirken, aSMA gen
ifadesi EBI icin 12 kat, EB2 i¢in 17 kat ve EB3 icin 15 kat artis gdstermistir. Sox17
gen ifadesi kontrol grubuna gére EB1 grubunda 2200, EB2 grubunda 2 000 ve EB3
grubunda 500 kat artmustir (Sekil 3.13).

NESTIN (ektodermal) GATA4 (endodermal) DESMIN (mezodermal)

Sekil 3.14: Kontrol IPKH’lerden elde edilmis embriyoid cisimlerin farklilasmis hiicrelerinin NESTIN
(ektodermal), GATA4 (endodermal) ve DESMIN (mezoderrmal) antikorlar1 ile immiinufloresan
gorinttlemeleri.
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NESTIN (ektodermal) GATA4 (endodermal) DESMIN (mezodermal)

Sekil 3.15: Kontrol IPKH’lerden elde edilmis embriyoid cisimlerin farklilasmus hiicrelerinin NESTIN
(ektodermal), GATA4 (endodermal) ve DESMIN (mezoderrmal) antikorlar1 ile immunufloresan
goruntilemeleri.

Embriyoid cisimler kiiltiir kabina yapistiklar1 zaman farklilasmis hiicre salinimi
yaparlar ve bu hiicreler ti¢c ana tabaka hiicre hatlarina ait olmasi beklenir. Sekil 3.12°de
goriildiigii gibi embriyoid cisimler NESTIN, GATA4 ve DESMIN antikorlar1 ile
boyandiklarinda 1sima vermekteler. Bu embriyoid cisimlerde (¢ ana tabakaya
farklilasabilen hiicrelerimizin oldugunu ve bu proteinleri ifade ettiklerini

gostermektedir.

3.3. IPKH Hiicre ici Serbest Cinko ve Cinko Tastyicilarimin ifadeleri
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Sekil 3.16: IPKH’lerin hiicre i¢i ¢inko dl¢iimlerinin, kontrol EPH’lere gore kat degisimi (*: p<0,01).
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Sekil 3.17: Kontrol 1 grubu EPH ve IPKH’lerde hiicre i¢i ¢inko 6l¢iimii i¢in olusturulan gruplarin akim
sitometrisi grafikleri. (A): EPH grubu hiicrelerin bazal, maksimum (ZnPT uygulamasi) ve minumum
(TPEN uygulamasi) degerleri boyasiz hiicrelerden alan kapiya gére alinmistir. (B): IPKH grubu
hiicrelerin bazal, maksimum (ZnPT uygulamasi) ve minumum (TPEN uygulamasi) degerleri boyasiz
hiicrelerden alinan kapiya gore alimustir.
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Sekil 3.18: Kontrol 2 grubu EPH ve IPKH’lerde hiicre igi ¢inko &l¢iimii i¢in olusturulan gruplarin akim
sitometrisi grafikleri. (A): EPH grubu hiicrelerin bazal, maksimum (ZnPT uygulamasi) ve minumum
(TPEN uygulamasi) degerleri boyasiz hiicrelerden alman kapiya gére alinmistir. (B): IPKH grubu
hiicrelerin bazal, maksimum (ZnPT uygulamasi) ve minumum (TPEN uygulamasi) degerleri boyasiz
hlicrelerden alinan kapiya gére alinmigtir.
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Sekil 3.19: Kontrol 2 grubu EPH ve IPKH’lerde hiicre i¢i ¢inko 6l¢iimii i¢in olusturulan gruplarin akim
sitometrisi grafikleri. (A): EPH grubu hiicrelerin bazal, maksimum (ZnPT uygulamasi) ve minumum
(TPEN uygulamasi) degerleri boyasiz hiicrelerden alman kapiya gére alinmistir. (B): IPKH grubu
hiicrelerin bazal, maksimum (ZnPT uygulamasi) ve minumum (TPEN uygulamasi) degerleri boyasiz

hiicrelerden alinan kapiya gore alinmustir.

Hiicre ici serbest ¢inko, hiicreler Fluozin-3AM boyasiyla boyanarak konfokal

mikroskopu ile FITC kanalinda 6l¢giilmiistiir. Hiicre i¢i ¢inkolarin hesaplanmalari i¢in

boyanmamis hiicrelere gore secilmis olan pozitif bolgenin ortalama 1s1ma yogunlugu

alinarak yapilmistir. Hesaplamalar sonucunda hiicre ici serbest ¢inko kontrol grubuna

kiyasla IPK hiicrelerinde anlaml bir sekilde artmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.20: Kontrol 1 grubu IPKH’lerin ¢inko tastyicilart mRNA ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore
kat artiglar1 (*: p< 0,01).

Cinko tastyicilart kPZR teknigi kullanilarak mRNA diizeyinde kontrol eritroid
progenitor hiicrelerine kiyasla analiz edilmistir. Kontrol 1 grubu hiicreleri i¢in Zip7,
ZnT7 ve MT1a anlaml1 bir sekilde diisiis gosterirken, Zip8 ve Zip14 anlamli bir sekilde
yiikselmistir. Zip14 kontrole gore 40 kat artis gdsterirken Zip8 kontrole gore 100 kat
artis gostermigtir. MT2 ifadesi anlamli olmayan bir sekilde yiikselme gostermistir.

Istatiksel analiz igin t test kullanilmustir (*: p<0,01).
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Sekil 3.21: Kontrol 2 grubu IPKH’lerin ginko tastyicilart mRNA ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore
kat artiglar1 (*: p< 0,01).
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Kontrol 2 grubu hiicreleri i¢in yapilan analizlerde Zip8, ZnT7, MT1la ve MT2
genlerinin ifadeleri IPK hiicrelerinde kontrole gére anlamli sekilde diisiik ¢ikmustir.
Kontrol 2 grubu IPK hiicreleri igin sadece Zip14 mRNA diizeyi kontrole gore anlaml
bir sekilde 30 kat artis gdstermistir. Zip7 gen ifadesi EPH ve IPKH’lerde yakin
degerler ¢ikmustir. Istatiksel analiz i¢in t test kullanilmistir (*: p<0,01).
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Sekil 3.22: Kontrol 3 grubu IPKH’lerin ¢inko tastyicilart mRNA ifadelerinin EPH’lerin ifadesine gore
kat artiglar1 (*: p< 0,01).

Kontrol 3 grubunda Zip14 ve MT1a gen ifadeleri 40 kat artarak anlamli sekilde
artis gostermistir. Zip7 ve MT1a ifadeleri anlamli olmayan bir sekilde artarken, Zip8,

ZnT7 ve MT2 ifadeleri anlamli olmayan bir sekilde azalmaktadir. Istatiksel analiz i¢in

t test kullanilmigtir (*: p<0,01)
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Sekil 3.23: Hep40, EPH, LX2 ve IPKH’lerde hiicre ici serbest ¢inko 6l¢iimii sonuglari. Cinko
konsantrasyonu nM cinsinden hesaplanmis ve t test analiz edilmistir (*: p<0,01, **: p<0,001).
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Sekil 3.24: Kontrol 1 grubu EPH’lerde Zip7, Zip8, Zip14 ve Znt7 protein ifadelerinin tayini yapilmistir.

Kontrol 1 grubundaki

EPH’lerden alinan

sonuglarda

floresan 1s1ma

yogunlugunun pozitif bolgedeki medyani sirayla Zip7 igin 50 922, Zip8 icin 127 642,
ZnT7 igin 51 047 ve Zip14 igin 38 541 bulunmustur.

39



ZIP7 ZIP8 ZnT7 ZIP14
: ST IEE K1 ipsczpl P1192 K ipscZpl4 1 P1IFZ
_ Y i 1 ; o
g . A e k1 g £t | F 81
g | | |
K1 A
i al
: Hiwy — g
t -
B — W% & - {
e TS 8%
7 =
= 1 ? 1 sad sat sal 1 " a3 w' w? 109 10* w* w0t ! w w3 = N 5 2 ] i 3 . ] B oqahl
w107 1 w® et w® e’ w0t 1 d 107 132 107 10t 10F 10f a7 wE aghd % 107 107 ot ot f 7 ke
nea PE-A A BFCA
Gow  Coum %PF  bedani Gale  Gowt WFE  Wedlan® Gow  Cowt %P2 MedinX Gale  Coonl %P2 MadianX
P2 283 10000% WIE P2 4260 10000% 20015 P2 425 10000% 16396 B2 412 W0000% 63,056
A R
M& 1M 341N S S Sl W1 ol moe MS 397 BEES% TR

Sekil 3.25: Kontrol 1 grubu IPKH’lerde Zip7, Zip8, Zipl4 ve Znt7 protein ifadelerinin tayini
yapilmistir.

Kontrol 1 grubundaki IPKH’lerden alman sonuglarda floresan 1s1ma
yogunlugunun pozitif bolgedeki medyan sirayla Zip7 i¢in 52 845, Zip8 igin 37 535,
ZnT7 igin 52 228 ve Zip14 igin 70 572 bulunmustur.
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Sekil 3.26: Kontrol 2 grubu EPH’lerde Zip7, Zip8, Zip14 ve Znt7 protein ifadelerinin tayini yapilmistir.

Kontrol 2 grubundaki EPH’lerden alinan sonuglarda floresan 1s1ma
yogunlugunun pozitif bélgedeki medyani sirayla Zip7 igin 38 063, Zip8 icin 87 485,
ZnT7 igin 32 005 ve Zipl14 igin 21 601 bulunmustur.
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Sekil 3.27: Kontrol 2 grubu IPKH’lerde Zip7, Zip8, Zipl4 ve Znt7 protein ifadelerinin tayini
yapilmistr.

Kontrol 2 grubundaki

[PKH’lerden alinan

sonuglarda

floresan 1s1ma

yogunlugunun pozitif bolgedeki medyan sirayla Zip7 igin 76 775, Zip8 igin 53 528,
ZnT7 igin 64 438 ve Zip14 igin 65 034 bulunmustur.
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Sekil 3.28: Kontrol 3 grubu EPH’lerde Zip7, Zip8, Zip14 ve Znt7 protein ifadelerinin tayini yapilmistir.

Kontrol

3 grubundaki

EPH’lerden alinan

sonuglarda

floresan 1s1ma

yogunlugunun pozitif bolgedeki medyani sirayla Zip7 i¢in 28 902, Zip8 igin 54 151,
ZnT7 igin 28 071 ve Zip14 igin 21 008 bulunmustur.
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Sekil 3.29: Kontrol 3 grubu iPKH’lerde Zip7, Zip8, Zipl4 ve Znt7 protein ifadelerinin tayini
yapilmistir.

Kontrol 3 grubundaki IPKH’lerden alman sonuglarda floresan 1s1ma
yogunlugunun pozitif bolgedeki medyan1 sirayla Zip7 icin 32 066, Zip8 igin 43 330,
ZnT7 icin 32 349 ve Zipl14 icin 79 195 bulunmustur.
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Sekil 3.30: Kontrol grublari iPKH’lerin ¢inko tastyicilarinin protein diizeyindeki ifadelerinin EPH’lerin
ifadesine gore kat artiglar1 (MFI: Median Floresan Intensity (Ortanca Floresan Yogunlugu), *: p< 0,01).

Cinko tastyicilarinin protein diizeyindeki ifadeleri gosterilmesi i¢in hiicre akis
sitometrisi teknigi kullanilmistir. Protein diizeyleri kontrol grubu eritroid progenitor
hiicreleri ile IPK hiicreleri kiyaslanarak analiz edilmistir (Sekil 3.30). Protein

duzeyinde tim IPKH gruplarinda artis vardir fakat sadece Zip14 anlamli bir sekilde 5
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kat artig gostermektedir. Zip7, Zip8 ve Znt7 tastyicilarinin da EPH’lere gore istatiksel
olarak anlamli sekilde yiikseldigi gosterilmistir. Istatistiksel analiz igin t test

kullanilmistir (*: p<0,01).

ZiP8

‘%9 | 2%0
Eritroid ndiiklenmis Pluripotent

Progenitdr Hiicre Gekirdek| Kok HUC’GI

Sekil 3. 31: Bu figiirde ¢inko tastyicilar1 ve hiicre igi serbest ¢inkonun EPH’ler iPKH’ler arasindaki
fark anlatilmistir. (Biorender kullanilarak ¢izilmistir.)

EP hiicreleri, Sekil 3.31°de sol tarafta, IPK hiicreleri ise sol tarafta cizilmistir.
Zip7, 8, 14 tasiyicilarmin IPK hiicrelerde arttigimi ve hiicre igi serbest ¢inko
konsantrasyonunun da artis gosterdigini goriiyoruz. Znt7 tastyicilar1 da artan ¢inkoyu
protein sentezinde de gorev alan ER ve golgi cisimciginde depolanmasi ve
kullanilmast  i¢in  tasidigi  gosterilmistir.  Cekirdekte yapilan  epigenetik

regiilasyonlardan en belirgin olarak tanimlananlar1 gosterilmistir.
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, eritroid progenitdr hiicrelerinin hiicre ici serbest ¢inko
konsantrasyonu ile ayni hiicre gruplarindan elde edilmis iPK hiicrelerinin hiicre igi
serbest ¢inko konsantrasyonu arasindaki fark karsilastirilmistir. Insan kanindan elde
edilmis periferik kan mononiikleer hiicreleri eritroid progenitér hucreleri
zenginlestirilestiren besi yeri ile kiiltiirlenerek karakterizasyonu yapilmistir.
Indiiklenmis pluripotent kok hicrelerine doniistiiriilmeleri icin sendai viriis ile
transdiiksiyon yapilmistir. Elde edilen hicrelerin litaratiirde yaygin kullanilan
pluripotensi teyit yontemleriyle kontrolii saglanmis ve IPK hiicreleri olarak karakterize

edilmistir.

Eritroid progenitor hicrelerinin  karakterizasyonunda, yedi gin eritroid
zenginlestirme besiyeri ile zenginlestirilmis hiicrelerle PKMH izolasyonunda elde
edilmis ilk hiicrelerin kiyas1 yapildi. Giin 0 hiicrelerinde eritroid belirtecleri olan GlyA
ve CD71 ifade eden hiicre sayilar1 az ve hematopoetik belirteci olan CD34 ifade eden
hiicre sayist fazladir. Bu hiicreler EEM besiyerinde yedi giin kiiltiir sonrasinda
azalmistir ve CD71 ve GlyA ifadesi yiiksek, CD34 ifadesi olan hiicrelerin sayis1
azalmistir. Eritroid zenginlestirmesinde hematopoetik belirte¢ ifadelerinde diisiis
beklerken eritroid belirteglerde artis olmasimi bekliyoruz. Beklendigi gibi eritroid

progenitor hiicrelerinin artis1 bu belirteglerle gosterilmistir.

IPK hiicreleri karakterizasyonunda oncelikle alkalan fosfotaz aktiviteleri
floresan boyama ile canli boyama yapilarak, alkalan fosfotaz aktivitesi yiiksek olan
koloniler secilerek devam edilmistir. Epigenetik sifirlama ve pluripotensi 6zelliginin
korunmasinda korunmasinda gorev alan Oct4, Sox2, KLF4, c-Myc, Rex1, CDH1,
UTF1, Dnmt3a genlerinin ifadeleri transkript diizeyinde kontrol edilmistir. Bu
genlerin ifadeleri somatik hiicrelere gore IPKH’lerde daha yiiksek olmalidir ve
sonuglarimiza gére IPKH kolonilerimizde bu genler daha yiiksek ifade edilmistir. Bu

genlerin ifadeleri litaratiirde IPKH karakterizasyonu i¢in gerekli olan ilk asamadir. i1k
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asamada genleri yliksek ifade eden kolonilerle galismaya devam edilmistir. Bu
kolonilerin protein dlzeyinde SSEA-4, Tra-1-60, Sox2 ve Oct4 ifadeleri protein
duzeyinde immdiinofloresan ile kontrol edilmistir. Boyama sonuglarina gore kolonilerin
alkalan fosfotaz aktiviteleri yiiksektir ve SSEA-1, Tra-1-60, Sox2 ve Oct4 ifadeleri

bulunmaktadir.

IPKH’lerin karakterizasyonun diger bir basamagi igin farklilasma kapasiteleri
kontrol edilmistir ve bunun i¢in embriyoid cisimler olusturulmustur. IPKH’ler kiiltiir
kabina yapismadiklar1 ortamlarda embriyoid cisim olusturma 6zelligi gosterirler ve
bunlar (i¢ ana germ tabakaya farklilasmalar1 i¢in 21 guin E6 besi yeri ile kultdrlenirler.
Elde edilen rastgele farklilasmis embriyoid cisim hiicreleri ektoderm, endoderm,
mezoderm tabakalarina ait belirteglere gore kontrol edilmistir. RNA diizeyinde MAP2
(ektodermal), aSMA (mezodermal), SOX17 (endodermal) ifadeleri kontrol edilmistir
ve IPKH’lere gore ifadesi artmus goriilmektedir. Embriyoid cisimler yapistiklari kiiltiir
kabinda farklilasmis hiicre salinimi yaparlar ve bu hiicrelerin de (i¢ ana germ tabakaya
ait hiicreler olmas gerekmektedir. Bu hiicrelerin immiinofloresan teknigiyle, NESTIN
(ektodermal), GATA4 (endodermal) ve DESMIN (mezodermal) ifadeleri analiz
edildiginde, U¢ germ ana tabakaya ait bu belirtegleri ifade eden hiicreler bulundugu

gorilmiistiir.

IPKH ve EPH karakterizasyon igin yapilan deneylerinden sonra EPH’ler ile
IPKH’lerde es zamanli hiicre ici serbest ¢inko miktarlar1 hiicre akis sitometrisi
kullanilarak O6l¢iilmustiir. Eritroid progenitor hiicrelerimizden elde edilen dl¢timler
negatif kontrol olarak kullanilarak IPKH’lerde 6l¢iimler EPH’lere gore kat degisimleri
ile degerlendirilmistir. iPK hiicrelerinde epigenetik sifirlama siireci ve sonrasinda
pluripotensi 6zelliginin korunmasi amaciyla Oct4, Sox2, UTF1, Nanog, Rex1 gibi
transkripsiyon faktorlerinin ifadelerinin artmasi1 gerekmektedir. Bu genlerin ifadeleri
ile farklilagsmis hiicre genlerinin ifadelerinin susturulmus olarak kalmasinda gorev alan
bircok epigenetik regiilator proteininin ¢inko parmaklari barindirdigi ve ¢inko ile aktif
olarak calistigi bilinmektedir. Bu yiizden indiiklenmis hiicrelerde epigenetik

regiilatorlerin  aktif calisabilmesi icin hiicre i¢i ¢inko miktarinin artmasini

45



beklemekteyiz. Sonug olarak hipotezimizde bekledigimiz gibi iPK hiicrelerinin hiicre
Ici serbest ¢cinkosunun indiiklenmemis eritroid progenitor hiicrelerine gére anlamli bir
sekilde daha fazla oldugu gdzlemlenmistir (p<0,01). Olgtimler kendi iclerinde pozitif
ve negatif kontrolleri ile hesaplanirlar. Maksimum 1s1ma i¢in kullanilan ZnPT pozitif
kontrol minimum 1s1ma i¢in kullanilan TPEN, sirasiyla bazal grubunun pozitif ve
negatif kontrolleridir. Yiksek c¢inko seviyesinin, iPK hucrelerindeki epigenetik
regilatorlerin  ¢alismasinda uygun ortam hazirladigimi  ve pluripotensinin

korunmasinda etkili olan proteinlerin aktif ¢alisabilecegini sdyleyebiliriz.

[PKH’lerde ifadeleri yiiksek olan Rex1 transkripsiyon faktoriiniin Oct4 ifadesini
diizenledigi ve Sox2/Oct4 proteinleri ile fiziksel interaksiyona gectigi bilinmektedir.
Embriyonik kok hucrelerde de farklilasma olmadan pluripotensi korunmasi igin
gerekli oldugu gosterilmistir. Rex1’in embriyonik kok hicrelerde 3 binden fazla gende
baglanma yeri vardir ve bu genlerin ¢ogu Oct4 ve Sox2 genlerinin ifadesi
diizenlenmesinde gorev alan transkripsiyon faktorleridir. Rex1 proteininde bulunan
C2H2 tipi ¢inko parmaklardan birka¢ tanesi araciligiyla DNA ile spesifik temaslar
kurdugu gosterilmistir (Wang ve ark., 2007; Wolfe ve ark., 2000). Hiicre ici serbest
¢inkonun varlig1 ile dolayli yoldan Rex1 gibi ¢inko ile ¢alisan proteinlerin aktif olarak

calisabilecegini One siiriiyoruz.

Hiicre i¢i ¢inko miktarinin artis1 ile bazi ¢inko tastyicilarmin artist
beklenmektedir. Indiiklenmemis hiicrelerde ifadesi daha az olan ¢inko tasiyicilarindan,
hiicre igine ginko tastyan ZIP ailesi tastyicilarinda artis goriilmesi beklenir. ZIP14
¢inko tasiyici proteini hiicre membraninda bulunmakta ve hiicre igerisine ¢inko
aktarimi yapmaktadir. mRNA diizeyinde yapilan Olclimlere gore ZIP14 ifadesi
EPH’lere gore anlamli bir sekilde artmistir (p<<0,01). Bakilan diger Zip tasiyicilarinda
donérler arasinda ifade farki bulunmaktadir. IPKH’lerin embriyonik kok hiicrelerden
farkl1 olarak farkli epigenetik belirtegleri barindirdigt ve bunu farklilagmis
hiicrelerdeki epigenetik resetleme sirasinda bazi belirteglerin silinememesinden
kaynakli olabilecegi bilinmektedir (Muchkaeva ve ark., 2012). Dondérler arasindaki bu

fark epigenetik hafizanin tam silinememesinden kaynakli olabilecegi diisiinmekteyiz.
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Zip7, Zip8 ve Znt7 tastyicilarinda IPKH’lerde EPH’lere gore artis goriilmiistiir.
Zip7 ve Zip8 tastyicilarinin hiicre sitoplazmasindaki ¢inko seviyesini arttirdigi
bilinmektedir bu yiizden hipotezi destekler sekilde yiliksek ¢ikmistir. Hiicre icerisinde
artan ¢inkonun Znt7 tasiyicilartyla golgilerde depolandigini diisiinmekteyiz bu yilizden

ifadelerindeki artis beklenilen bir yonde olmustur.

Zip7, Zip8, Znt7 tastyicilarinin gen ifadelerinde dondrler arasi degisim
goriilmiistiir. Ornegin; Zip8 dondr 1 IPKH’lerinde EPH’lere gére gen ifadesinde
anlamli artig goriilmiisken, donor 2 gen ifadesi EPH’lere gore anlamli bir sekilde diisiik
cikmistir.  Metallotioneinler arasinda olan MTla ve MT2 gen ifadeleri kontrol
edilmistir. Bu proteinler hiicre sitoplazmasindaki ¢inkolar tutarak, hiicre i¢i serbest
cinko konsantrasyonunu diisiirmektedir. Hiicre ic¢i serbest ¢inko miktarimiz
IPKH’lerde EPH’lere gore yiiksek ¢iktig1 icin bu proteinlerin ifadelerinde azalma
gormeyi beklemekteydik. Mtla ve Mt2 gen ifadelerinde de donérler arasi farkliliklar
goriilmiistiir. Mtla, donér 1 igin IPKH’lerde artis gosterirken dondr 3 i¢in anlamli bir
diisis gostermistir. Cinko tasiyicilar1 ve metallotioneinlerin  ifadelerindeki
degisikliklerin post-transkripsiyonel modifikasyonlar etkisinden kaynakli olarak

olustugunu diisiiniilmektedir.

Cinko tastyicilarin protein diizeyinde Zip7, 8 ve ZnT7 ifadelerinde anlamli ifade
artis1 goriilmiistiir. Hiicre ici ¢inko ile paralel olarak Zip7 ve Zip8 protein diizeylerinde
artis ve sitoplazmadaki ¢inkoyu golgide depoladigini bildigimiz Znt7 ifadesinde de
artis olmas1 beklenilmektedir. Golgi aygiti, ER’den alinan proteinlerin daha fazla
islendigi ve nihai hedeflerine tasinmak tizere siralandig1 bir fabrika olarak islev goriir.
Ek olarak, golgi icinde glikolipidler ve sfingomyelinler sentezlenir. Bu nedenle Golgi
aygiti, salgt yolu boyunca hareket eden ¢ok ¢esitli hiicresel bilesenlerin islenmesinde
yer alir. Proteinlerin U¢ boyutlu sekillerine katlanmalart igin ¢inko parmak bolgeleri
igeren proteinlerde ¢inko iyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir. ER Uzerinde de bulunan
ZnT7 tasiyicilart ER icine de ¢inko tagimaktadir. Bunlarin artisinin sebebini golgi
cisimciginde oldugu gibi proteinlerin sentezlendigi bolge olmasindan kaynakli olarak

¢inko tagimasi saglamak olabilecegini diisiiniiyoruz.
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Zipl4 ifadesindeki anlamli kat artisi ve hiicre i¢i serbest cinko artisindan
kaynakli ¢inko homeostazinin korunmasi i¢in ¢inko tasiyicilarinin ifadeleri
bekledigimizden farkli ¢ikmis olabilir. Zip14 protein ifadesi ise RNA diizeyiyle paralel
olarak IPKH’lerde yiiksek ¢ikmustir. Zip14 ¢inko tastyicismnin pluripotent kok hiicre

eldesinde rolii olabilecegini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Hipotezimizde belirttigimiz gibi IPKH hiicrelerinin epigenetik sifirlanmasi igin
calisan Rex1 gibi bazi regiilatorlerin ¢inko yardimu ile aktiflestigi ve bu yiizden IPKH
elde edilmesinde c¢inkonun biiyiik bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. IPKH
hiicrelerinde hiicre i¢i serbest ¢inko miktar1 kontrol hiicrelerine gére anlamli sekilde
25 kat artmigtir. Cinkonun varlig1 ¢inko parmaklari igeren ve ¢inkoyu saperon olarak
kullanan tiim epigenetik regiilatorlerin aktif sekilde galisabilecegini gosterebilir. Cinko
parmaklar1 iceren Rex1 proteininin varlig1 tiim IPKH kolonilerinde gdsterilmistir ve
hicre ici ¢inkonun yiiksek olmasi bu proteinin aktif olarak g¢alisabilecegine bir
gostergedir. Hiicre i¢i ¢inko artig1 ¢cinkonun 6zellikle epigenetik diizenlemelere etkisini
gostermese de, epigenetik regiilatorlerin aktif bir sekilde calisabilecegi ortam
oldugunu gostermektedir. Cinkonun pluripotensiye etkisinin belirgin sekilde
gosterilmesi i¢in ¢inko azaltilmis ortamda epigenetik regiilatorlere etkisi ve

indiiklenmis pluripotensi eldesindeki verimliligi g6zlemlenecektir.

Hiicre i¢i serbest c¢inko artis1 gosterilirken negatif kontrol grup olarak
Farklilasmis hiicre gruplart segilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak embriyonik kok
hiicreler etik problemlerden dolay1 kullanilamamaktadir. Embriyonik kok hiicrelerin
yeniden programlama asamalarindan gegememesi sebebiyle IPKH’lerle kiyas
yapimini1 dogru bulmadik. Fakat ileriki ¢aligsmalarda, ¢inko artisinin sebebinin sendai
viriisten kaynakli olmadigin1 gosterebilmek i¢in farkli tekniklerle elde edilen farkli
IPKH gruplariyla, bu ¢alismada kullandigimiz IPKH’ler arasinda kiyas yapilmasi

planlanmaktadir.

Hicre i¢i ¢inko artigin1 saglamalariyla birlikte baz1 yolaklar1 da aktiflestiren bazi
c¢inko tastyicilart RNA ve protein diizeyinde gosterilmistir. Protein diizeyinde anlaml
Zip7, Zip8 ve ZnT7 tasiyicilarinda artis goriilmektedir. Zip14 tasiyicilar ifadesi ise
[PKH hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine kiyasla RNA ve protein diizeyinde anlamli bir

sekilde yiiksek goriilmektedir. Cinko tastyicilarini pluripotent kok hiicrelerde dzellikle
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yarattiklar1 etkiler bilinmemekle beraber c¢inko homeastazi i¢in gerekli olduklari
bilinmektedir. Zip14 hiicre dis membraninda bulunup hiicre dig1 matrisde bulunan
¢inko iyonlarini sitozole alarak, hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonunu arttirmaktadir ve
hipotezimizi destekler sekilde ifedesi tiim IPKH’lerde anlamli bir sekilde yiiksek
cikmustir. Tlerideki calismalarda Zip14 tasiyicilarinin epigenetik sifirlamaya belirgin
rolii gosterilmek igin, Zip14 geninin susturularak IPKH eldesinde verimliligi kontrol

edilmesi diistiniilmektedir.
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OZET

Indiiklenis Pluripotent Kok Hiicre Eldesinde Cinkonun Rolii

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler, somatik hiicrelerde Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc
transkripsiyon faktorlerinin ifadesinin viral veya viral olmayan yontemlerle arttirilmasi ile elde
edilirler. Somatik hiicreler epigenetik diizeyde yeniden programlanirlar ve farklilasmis
hiicrelerde bulunan epigenetik diizenlenmeler silinir. iPK hiicreleri embriyonik kok hiicrelerle
benzer epigenetik diizenlenmelere sahiptirler. Bu epigenetik diizenlenmeleri hiicrelere kendini
yenileme ve bir¢ok hiicre soyuna farklilasma 6zelligi kazandirmaktadir. Daha verimli olusan
iPK hiicrelerinin embriyonik kok hiicrelere daha benzer epigenetik belirteclere sahip olmasi
beklenmektedir. Epigenetik diizenlemeler hiicre i¢inde histon modifikasyonlarini diizenleyen
proteinler tarafindan gerceklestirilir. Bu proteinlerden ¢ogunda ¢inko parmak motifleri
bulunmaktadir. Hiicre iginde bir¢ok biyokimyasal olayda énemli rolleri olan ¢inko ayni
zamanda bu proteinler sayesinde epigenetik regiilasyonlart da etkileyebilmektedir. Bu
sebeplerden epigenetik regiilasyonlarin kontroliinde hedef genlerimiz ¢inko tasiyicilari
olacaktir. Cinko homeostazini da etkileyen ¢inko tasiyicilarinin ifadeleri ve hiicre i¢i ¢inko
degerleri de viral yolla elde edilen iPK hiicre ve somatik hiicre gruplar1 arasinda
karsilastirilacaktir. Cinko tastyicilarinin iPK hiicre gruplart ve somatik hiicre gruplari
arasindaki ifade fakliliklarin arastirilmasi, bu gruplarlar arasindaki iPK eldesindeki epigenetik
diizenlemelerin olas1 ¢inko homeostazi ile baglantisini ortaya koymay1 amaglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Cinko, ¢inko kanallar1, eritroid progenitor hiicreler (EPH), iPKH

51



SUMMARY

The Role of Zinc in Obtaining Induced Pluripotent Stem Cells

Induced pluripotent stem cells are obtained by increasing the expression of Oct4, Sox2,
KIf4, c-Myc transcription factors in somatic cells by viral or non-viral methods. Somatic cells
are reprogrammed at the epigenetic level and epigenetic arrangements found in differentiated
cells are deleted. iPS cells have similar epigenetic arrangements with embryonic stem cells.
These epigenetic arrangements give cells the ability to regenerate and differentiate many cell
lines. The more efficiently formed iPS cells are expected to have epigenetic markers more
similar to embryonic stem cells. Epigenetic regulations are carried out by proteins that regulate
histone modifications within the cell. Most of these proteins have zinc finger motifs. Zinc,
which has an important role in many biochemical events in the cell, can also affect epigenetic
regulations thanks to these proteins. For these reasons, our target genes will be zinc carriers in
the control of epigenetic regulations. Expressions of zinc transporters and intracellular zinc
values, which also affect zinc homeostasis, will also be compared between iPS cell that are
generated by viral methods and somatic cell groups. Investigation of the expression differences
of zinc transporters between iPS cell groups and somatic cell groups aims to reveal the link
between the epigenetic modifications in iPS acquisition between these groups and possible
zinc homeostasis.

Key Words: Erythroid progenitor cells (EPC), induced pluripotent stem cells (iPSC), zinc,

zinc transporters
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Toplant: sayis: Karar Savisi Toplant: tarihi
2021/19 1 23 Aralik 2021

Lokman Hekim Universitesi girisimsel olmayan klinlk aragtemalar etik kurulu Bagkan
Prof.Dr.Feyyaz ONUR'un daveti dzerine 23 Aralik 2021 tarhinde agagxiaki gindemle topland:.
Toplantida Lokman Hekim Universitest girisimsel olmayan etik kurul calsgma esaslan hakkindakl
yénergenin 5-1 maddesi gerefince etik kuruldaki gérevli liyelerin ¢ofunlufunun toplantida
bulundugu tespit ediidi,

| KARARLAR
Karar No. 2021/157: Prof. Dr. K.Can AKCAL'nin sorumiu arasgtrmacis: oldugu "Kolon
Adenokarsinom Matalarinin Inddklenmis Pluripotent Hicrelerinin (IPKH) Olusturulmas:”
bashkh (Kod No.2021150)girisimsel olmayan kiinik aragtirma ETIK OLARAK UYGUNi
BULUNMUSTUR,

ETIK KURUL UYESI ——
Prof. Dr. Feyyaz ONUR, Eczacilik Fakiltesi
Bagkan

Dog. r, Fatih BAKIR, Tip Fakiltesi
Bagkan Yardimaost

IMZA

| Prof. Dr. Belma TURAN, Tip Fakiltes|
Oye l

Prof. Dr. Engin TUTKUN, BOZOK Universitesi Tip Fakiltesi

tye

Dr. Or. Uyesi Safiye GOCER, Tip Fakiltest
| Oye -

Dr. Ofir. Uvesi Hatice KARABULUT, Sagthk Bilimleri Fakilltesi
Uye : {
Dr. Ojir. ENf Tuba AKCIN Dis Hekimlii Fakoltesl
Uye
Dr. Ogr, Uyesi Aybike SAHLANAN Dig Hekimligi Fakilltes|
lye

Dr. Ogr. Oyesi Hasan Erkan KILING Sagk Bilimleri Fakiiltesi |
Oye

Dr. Ogr. Uyesi Ezgi EROGLU, Eczacihk Fakultesi
Dye

Av. llker ISIKC], Hukuk Masavirligi

Uye

Lekman Hewim Oniversies: Sayla 11
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