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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

SCG 2: Secretogranin 2

AHK: Adacik benzeri hiicre kiimelesmeleri

LDCV: Biiyiik yogun ¢ekirdek kesecikleri (large dense core vesicles)
DM: Diabetes Mellitus

SST: Somatostatin

GCG: Glukagon

POUS5F1: POU Class 5 Homeobox 1

OCT-4: Oktamer baglayict transkripsiyon faktorii 4 octamer-binding transcription
factor 4)

EKH: Embriyonik kok hiicreleri

PDX1: Pankreatik ve duodenal homeobox 1 (pancreatic and duodenal homeobox 1)
MODY:: Maturity-onset diabetes of the young

LDCV: Large Dense Core Vesicles

SCG 2: Secretogranin 2

EAAT 2: Uyarict amino asit tagtyict (Excitatory amino acid transporter)

VGLUT 3: Vezikiiler glutamat tasiyici tip 3 (Vesicular glutamate transporter type 3)
PZR : Polimer Zincir Reaksiyonu

gPZR : Kantitatif Polimer Zincir Reaksiyonu
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OZET

Kaygusuz A. Indiiklenerek Adacik Benzeri Hiicre Kiimelesmeleri (AHK) Olusturan
PANC] Hiicre Hattinda Sekretogranin (SCG2) Gen Anlatiminin Gésterilmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2018.

Konu ve Amag¢: Pankreas kaynakli bir kanser hiicre hatti olan PANC-1 hiicreleri
eksokrin kokenli olup, insiiline gogalarak tepki verirler. Bu hatta ait hiicreler, kiiltiir
sartlar1 6zel bicimde diizenlendiginde, pankreasa 6zgii baz1 hormonlari iiretecek sekilde
kiimelesirler. Bu tez kapsaminda indiiklenen PANC-1 hiicrelerinde, vesikiiler transport

proteini kodlayan SCG2 ekpresyonunda olusan degisimin saptanmasi amaglandi.

Ug boyutlu bir hiicresel model olarak kullanilan adacik benzeri hiicre kiimelerinde
(AHK), sekresyon proteini ekspresyonundaki degisime paralel olarak hormon
tretiminde de degisim olabilecegi Ongoriisiiyle, sekretogranin (SCG2) ile birlikte
somatostatin (SST) ve glukagon (GCG) gen anlatimlar1 da incelendi.

Metot: indiiklenmis ve bazal kosuldaki hiicrelerden elde edilen RNA materyallerinden
cDNA sentezlendi ve SCG2 geninin spesifik transkriptini ¢ogaltacak sekilde KRT-PZR
yapildi. Diger yandan, PDX1, POU5F1, KLF4, SST, GCG genlerindeki ekspresyonlar
kontrol amagli olarak deney modelimizde takip edildi ve array sonuglar1 valide edildi.
Bu hiicre tipinde ekspresyonunun daha stabil olmasi sebebiyle, “house-keeping”
kontrol geni olarak PPIA kullanildi.

Sonug¢: Bu tez caligmasiyla, 6nemli bir vesikiiler transport proteini olan SCG2’nin gen
anlatim diizeylerinde, AHK olusumunu indiikleyen farklilasma protokoliiniin 0 ve
14’iincii giinleri karsilastirildiginda, yaklasik 30,5 Kkat artis oldugu (p=1.17x10 )
saptandi. Diger yandan SCG2 kadar olmamakla birlikte SST ve POU5F1 genlerinde de

anlamli degisim oldugu saptandi.

Anahtar_Kelimeler : PANC 1 hiicre hatti, adacik benzeri hiicre kiimelesmeleri (AHK),

pankreas, SCG2, Langerhans adaciklari

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 27643
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ABSTRACT

Kaygusuz, A.,Revealing Secretogranine (SCG2) Gene Expression in PANCL1 Cell Line
that Forms Islet Like Cell Aggregates (ISA) by Induction. Istanbul University, Institue
of Medical Science, Genetic Department, Master Thesis. Istanbul, 2018

Subject and Aim: Pancreas tissue originated cancerous cell line PANC-1 is exocrine
derived and shows proliferative response to insulin. This cell line can form aggregates
under some specific conditions and it may produce some of the pancreatic hormones.
Parallel to the hormonal expression, we aimed to investigate secretogranine (SCG2),
somatostatin (SST) and glucagon (GCG) gene expression profiles in these three
dimensional islet-like cell aggregates (ICA), in order to test our prediction indicated as
they can be used as a cellular model for screening of molecules related to secretion.

Method: Using the RNA from harvested cells under basal and induced conditions, the
cDNA was synthesized and RT-gPCR was performed to detect SCG2 specific
amplification. In our experimental model, PDX1, POU5F1, KLF4, SST and GCG
expressions were tracked as control genes, and array results were validated. As house-
keeping control PPIA gene was used because of its preferable expression stability.
Result: In this thesis study; the gene expression levels of SCG2 (an important vesicular
transport protein), were found to be increased by 30.5 (p=1.17x10°) fold when
comparing the cells under basal conditions to nascent ICA formations (day 0 and day 14
differentiation protocol samples). Moreover, SST and POU5F1 gene expressions were
also significantly increased although not reaching significance levels as of SCG2 gene.

Key Words: PANC 1 cell line, Islet Like Cell Aggregates (ICA), Pancreas, SCG2,
Langerhangs islets

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 27643
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1. GIRIS VE AMAC

Secretogranin 2 (SCG2), endokrin ve sinir sisteminde yaygin olarak gdzlenen,
asidik salg1 proteinlerinden granin ailesinin bir iiyesidir. Sekretuar hiicreler i¢in marker
Ozelligi gosteren organellerden olan bu biiyiik ve yogun merkezi keseciklerin (large
dense core vesicles LDCV'ler) varligi, SCG2 ile kontrol edilen sekretuar yolak

mekanizmalarini karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir [1].

Diyabet ise, kronik bir endokrin hastalik olup, periferik insiilin direnci ve/veya
pankreas beta hiicrelerinden yetersiz insiilin iiretimi veya salinimi nedeniyle yiikselen
kan sekeri degerleriyle karakterize bir hastaliktir. Tip 1, Tip 2, gestasyonel diyabet ve
diger spesifik tipler olmak iizere, dort ana tip diyabet formu mevcuttur. En yaygin
fenotipi ise Tip 2 diyabettir. Fenotiplerin karisik yapisina paralel olarak, diyabet
arastirmalart uzun siiredir klinik, fizyolojik, epidemiyolojik, genetik ve immiinolojik
alanlarm1 icerecek sekilde multidisipliner c¢alismalar olarak siirdiiriilmektedir.
Hastaligin patofizyolojisi her ne kadar iyi bilinse de, olusum mekanizmalarinin tam
aydinlatilmamis olmasi nedeniyle, nihai o6nleyici ¢oziimler saglanamamaktadir. Bu
dogrultuda tedaviye katki saglamak amaciyla, diyabet olusumu ve gelisimini
tanimlamak i¢in genis ¢apli arastirmalar devam etmektedir. Bu arastirmalarda insan
deneklerinin kullanimi her zaman miimkiin olmadigindan, arastirmalar ¢esitli diyabet ve
organ modelleri kullanilarak gercgeklestirilmektedir. Hayvan modelleri kullanilarak
gerceklestirilen aragtirmalarin insana uyarlanmasi siklikla miimkiin olamamaktadir. Bu
durum, insan hiicreleri iizerinden olusturulacak bir diyabet modelini ¢ok degerli

kilmaktadir.

Bu ¢ergevede, bir deneysel model olusturulmasi amaciyla PANC-1 hiicre
hattina ait bir indiiksiyon modeli gelistirilmesi planlanmistir. Bu indiiksiyon protokolii
ile PANC-1 hiicrelerinin adacik benzeri hiicre kiimeleri olusturabildigi gosterilmistir
[2]. Bu kapsamda, 2014 yilinda destek goren “Tip 1 Diyabet'in Rejeneratif Tedavisi:
Pankreatik Beta-Hiicre Proliferasyonuna Yo6nelik Yeni Teknoloji Gelistirilmesi” baglikli
TUBITAK-INTENC (113S029) projesinin is paketlerinden biri de PANC-1 hiicre
hattina ait farklilasma protokoliiniin optimize edilmesi olmustur. Indiiksiyonla adacik
benzeri hiicre kiimelerinin olusturuldugu bu protokolde, hiicrelerin morfolojik

degisimine paralel olarak gen ekspresyon diizeylerinde global degisimler saptanmistir
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[3]. Tim genom ekpresyon arrayi yapilmasiyla ekspresyon degisimi gosterdigi saptanan
genlerden biri de SCG2 geni olmustur. Bu bulgu, daha 6nce literatiirde yayinlanmamis
Ozgiin bir bilgi olmaktadir. Array platformunda elde edilen verilerin bagska yontemlerle
konfirme edilmesi gerektiginden, yaptigimiz bu tez ¢alismasinda, ek olarak kantitatif
PZR ve immuno floresan mikroskop yontemleri kullanilarak verifiye edilmesi
amaglanmistir. Boylelikle, bu tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler ile
olusturulmus adacik benzeri hiicre kiimelerinde (AHK) SCG2 gen ekspresyonunun

degisimi ilk defa verifiye edilmis olacaktir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. PANKREAS

Pankreas insanda yaklasik 15-20 cm uzunlugunda ve 80-90 gram agirli§inda,
karin boslugunda karaciger mide ve ince bagirsak ile komsu olan bir organdir. Bas
kismi genis olup, u¢ kisima dogru incelir [4]. Sekil 1’de pankreas organi

gosterilmektedir.

Yemek Borusu

Karaciger

Mide
Safra Kesesi

Pankreas
Onikiparmak Bagirsagi

Sekil 1: Pankreas organi.

Karn boglugunun {ist ve midenin arka tarafindan yer alan pankreas, on iki parmak bagirsagindan
baglayarak dalaga kadar uzanmig endokrin bir organdir.
(PubMed-ncbi.nIlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0015941/°den degistirilerek alinmustir.)

Pankreas, endokrin ve ekzokrin bélmeleri olan bir organ olup, endokrin boliimii
pankreas kitlesinin yalnizca %2’sini olusturmaktadir. %83l ekzokrin boliimiinden,
%10’u ekstraseliiler matriksden, %5’1 ise kanallar ve damarlardan olusur [5]. Ekzokrin

boliimden enzimler depolanir ve salinir. Pankreas Langerhans adaciklari endokrin
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ozelliktedir ve farkli tiplerde hiicreler igerir. Endokrin hiicrelerden olusan bolim
sirastyla, glukagon, insiilin, somatostatin ve pankreatik polipeptit iireten o, f ve &
hiicrelerinden olusur. Tiim bu hiicre tiplerinin saglikli ¢aligir durumda ve belli oranlarda
olmasinin yaninda, birbirleriyle iletisimi sayesinde adaciklarin tam fonksiyonel
durumda olusu saglanir. Insiilin salgis1 beta hiicrelerinden; somatostatin salgis1 delta
hiicrelerinden; glukagon salgisi ise alfa hiicrelerinden gergeklesir. Adaciklarda, 6zellikle
B hiicrelerinin hasarlanmasi durumunda ise, adacik fonksiyonlar1 bozulur ve pankreas
viicudun taleplerini karsilayacak yeterli insiilini {iretemez hale gelir. Bu durum, kiside

diyabet bulgularinin gelismeye baslamasiyla sonuglanir [5,6].

Pankreas kanseri tiirlerinin %90'mn1 ekzokrin hiicre kaynaklar1 olusturmakta
olup, hem endokrin hem de ekzokrin hiicrelerinden koken almis olan farkli kanser

tiplerini de igerir [7]. Sekil 2°de pankreas organinin lokasyonu gosterilmektedir.

Splenik Arter

Pankreatik

Dalak

Hormonlar;

(safta kesesinden)

Ana Safra Kanalt

; Alfa Hiicreleri
Ince Bagirsak 3 i

o — Defa Hicreleri

Asiner Hiicreler Sindirim

e Enzimlerin Salgilar

Eksokrin Acini
Hucreler

Sekil 2: Pankreasin lokasyonu.

Pankreas kanalindaki asiner hiicreler sindirim enzimlerini salgilar. Pankreasin igerisinde yer

alan Langerhans adaciklari ise insiilin ve glukagon gibi 6nemli hormonlarin {iretilmesinde rol oynar.
(Micrograph provided by the Regents of University of Michigan Medical School © 2012’den
degistirilerek alinmustir.)
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2.1.1. Langerhans Hiicre Adaciklari

Insan pankreasinin yaklasik % 1°i adaciklar hiicrelerinden olusur Ve sayilari ortalama
bir milyon civarinda olan bu adaciklar, pankreasin endokrin 6zellik gdsteren kuyruk
kismina lokalize olmaktadir [8,9].

Her bir pankreas adacig1 yaklasik 100-200 pm ¢apindadir ve ortalama 1000 kadar hiicre
igerir. Adaciklar, endokrin 6zellik gostermektedir ve tizerlerindeki adezyon molekiilleri
sayesinde birbirlerine baglanmaktadir [10]. Langerhans hiicre adaciklar1 5 farkli hiicre
tipinden olusmaktadir. Bunlar; Alfa , Beta, Delta, PP (pankreatik polipeptid), Gamma
hiicreleri olarak adlandirilir [11]. Sekil 3’de pankreas, Langerhans adaciklari, hiicre

tipleri ve hiicrelerden salgilanan hormonlar gosterilmektedir.

Insan vicudu AlfaHucreler

ngerhans Adaciklan + Glukago
Langer} \daciklar Glukagon

nsulin

) ° ‘.—0
€62 “Ba o
°§.,.¢, s%3sg
° ‘6 o » Somatostatin
ﬁqus\s a ,
Q . Gastrin

Sekil 3: Pankreas ve Langerhans adaciklari.

Yukaridaki resimde Langerhans adaciklarindaki hiicre tipleri ve hiicrelerden salgilanan hormonlar
gosterilmektedir. Langerhans adaciklarinda bulunan alfa hiicrelerinden glukagon hormonu salgilanir.
Insiilin hormonu Beta hiicrelerinden, somatostatin hormonu delta hiicrelerinden, gastrin hormonu ise
gama hiicrelerinden salgilanmaktadir.

(http://bit.ly/1SMd3IQ’dan degistirilerek alinmustir.)




19

2.1.1.1. a (Alfa) Hiicreleri

Bir Langerhans adaciginin hiicre kiitlesinin igerigi yaklasik %15-20’si alfa
hiicrelerinden meydana gelmektedir ve bunlar genelde adacigin dis kabuk yiizeye yakin
alanda yerlesim gosterirler. Hiperglisemik etkiye sahip olan glukagon hormonunu
salgilayarak, diisiik kan sekerini diizenlerler. Sitoplazmalari 250nm ¢apinda sekresyon
graniilleri igermektedir. Bu graniil yapilari, elektron yogun bir merkez ile, disa dogru

giderek yogunlugu azalan yapilar bigimindedir [12,13].

2.1.1.2. B (Beta) Hiicreleri ve Diyabetle (DM) Iliskisi

Langerhans adaciginin % 70’1 adaci@in merkezine yerlesmis olan Beta hiicreleri
tarafindan olugmaktadir. Beta hiicreleri insiilin hormonunu salgilamakta olup, kan seker
diizeyini diizenlemede gorev alirlar. Bu hiicrelerin sitoplazmalarindaki sekresyon

graniilleri yaklagik 300 nm ¢apindadir ve ¢inko icermektedir [14].

Beta hiicrelerinin sayica azalmasi durumunda insulin {iretiminde yetersizlik
meydana gelir ve cesitli klinik formlar alabilen diabetes mellitus (DM) gelisir. Bu
durum beta hiicreleri disfonksiyonu kaynakli olusan hiperglisemi, poliiiri ve glikoziiri
sonucu ortaya cikar [15-18]. Tip 1 diabet (T1D), B hiicrelerinin idiyopatik veya
otoimmiin yikimi sonucu olusur [19-22], tip 2 diabet (T2D) ise, insiilin direncinde

azalmig B hiicre kompanzasyonu neden olur [23,24].

2.1.1.3. A (Delta) Hiicreleri

Delta hiicreleri Langerhans adaciklarinin % 5-10’unu olustururlar. Genellikle
adacigin periferinde ya da adacik icerisinde daginik sekilde bulunurlar. Bu hiicreler
parakrin etkiye sahip olup, diger hiicrelerden hormon salgilamasini baskilayarak,
endokrin etkisi ile de safra kesesi kaslarmin da kasilmasini saglayan somatostatin
hormonu salgilamaktadir. Sitoplazmalarinda 350nm ¢apinda ve diger adacik

hiicrelerinden homojen ve az yogun graniiller igermektedirler [25,26].



20

2.1.1.4. PP (Pankreatik Polipeptid) Hiicreleri

Langerhans adaciginin % 1’ini pankreatik polipeptid hiicreler olusturur. PP
hiicreleri adacik i¢inde daginik halde bulunmakta olup, pankreasin ekzokrin salgisini

baskilayarak pankreatik polipeptid salgilarlar [27,28].

2.1.1.5. y (Gamma) Hiicreleri

Gamma hiicreleri Langerhans hiicre adaciklarinin % 1’ini olustururlar. Adacik
icinde homojen dagilim gosterirler. Gamma hiicreleri midedeki paryetal hiicrelerinden

hidroklorik asit (HCI) iiretimini uyaran gastrin hormonunu salgilarlar [29].

Sekil 3’de gosterildigi gibi pankreas adacigini olusturan tiim hiicreler arasinda
iletisim bulunmaktadir. A ve B hiicreleri arasindaki baglanti, desmozomlar, neksuslar ve
sik1 baglant1 birimleri araciligi ile saglanmaktadir. Hiicreler arasinda ki bu islevsel
birliktelikler hiicrelerin salgisinin diger hiicreler tarafindan denetlenmesini saglar
[30,31]. Sekil 4’de pankreas hiicrelerinden delta ve beta hiicreleri arasindaki iletisimler

gosterilmektedir.
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Delta hiicresinden Qisiatastat )
salinan somatostatin w Insiilin
reseptor

iretimi

% a4 a ——g

Somatostatin kilcal ag
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somatostatin baglar inhibe
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Somatostatin: insiilin ve glukagon salgisim baskilar.

Insiilin: glukagon salgisim baskilar.

Sekil 4: Pankreas hiicrelerinden delta ve beta hiicreleri arasindaki hormonal iletisimler.

Delta hiicrelerinden somatostatin hormonu, beta hiicrelerinden ise insulin hormonu salgilanmaktadir.
Delta hiicrelerinden salgilanan somatostatin, kilcal ag {izerinden gegerek beta hiicrelerinde bulunan
somatostatin reseptorlerine baglanirsa insulin {iretimi inhibe olur. Yani, somatostatin hormonu insulin
hormonunu baskilamaktadir.

2.1.2. Pankreastan Salgilanan Hormonlar

2.1.2.1. insiilin

Insiilin pankreastaki B-hiicrelerinden salgilanan, protein, karbonhidrat ve lipid
metabolizmasi diizenlenmesi gorevine sahip olan bir hormondur. Sekil 4’te gosterilen
insiilin  hormonu siilfir baglar1 ile baglanmig iki adet polipeptid zincirinden

olusmaktadir [32]. Sekil 5’de insiilin hormonu gosterilmektedir.
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Sekil 5: Insiilin hormonunun yapis.

Insiilin hormonu, birbirine disiilfiir baglar ile baglanan, 2 aminoasit zincirinden (A ve B) olusan; uzun
zincirinde 30, kisa zincirinde 21 aminoasit bulunan, 6000 Dalton agirhiginda peptit yapili bir
molekiildiir.

[http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/data/scop.b.h.b.b.b.c.html’den degistirilerek alindu.]

Insiilin salimmi ekzojen ve endojen maddeler tarafindan uyarilir. Endojen
maddeler gastrointestinal hormonlar, glukagon, prolaktin, cinsiyet hormonu ve
glukokortikoidler, ekzojen maddeler ise aminoasitler ve glikozdan olugmaktadir [33].
Ogiinlerden sonra meydana gelen kandaki glikoz diizeylerinde artis ile paralel bir
sekilde artan ve kana verilen insiilin, karacigerdeki glikoz sentezini baskilar ve glikozun

kas ve yag hiicrelerine girisini artirip kan glikoz homeokinezisinin saglar [32].

Metabolik problemler, sitokinlerin sentezlenmesindeki degisiklikler ve
obezitenin oldugu durumda, insiilin kaynakli dokulara insiilin girisi azalir. Insiilin
direnci olarak adlandirilan bu rahatsizlikta viicut dolasan insiiline kars1 gerekli yaniti

veremez ve Tip 2 diabet meydana gelir [34].

2.1.2.2. Somatostatin

Somatostatin (SST), endokrin pankreasin bagirsak, beyin ve 6 hiicrelerinde
tiretilen bir tiir peptit hormonudur [35]. Adacik d hiicrelerinden SST sekresyonu amino

asitler ve glikoz ile uyarilabilir. Bu hormon ayni zamanda endokrin hormonlarin
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tizerinde bir anti-salgilayic1 etki gosterir. Hipofiz bezinden biiyiime hormonu
salgilanmasinin inhibisyonu, SST'nin iyi bilinen bir fizyolojik islevidir. Somatostatin
hormonunun, kandaki glikoz diizenleyici hormonlar {izerinde Yyani, pankreatik
adaciklarda B-hiicrelerinden insiilin, a-hiicrelerinden glukagon da dahil olmak {izere,

onemli 6l¢ciide hormon baskilayici etkisi vardir [36,37].

SST, ozellikle diyabet olmak {izere birgok kronik metabolik hastalikta hayati bir
hormon haline gelmistir. Disardan somatostatin alimi, insiilin hormonunu inhibe
etmektedir. Somatostatin aliminin, insiiline bagimli diyabetiklerde bazi metabolik
aberasyonlar1 iyilestirdigini  bildirilmektedir, bu da bu hormonun glikoz
metabolizmasini iyilestirmek ve diyabetik hastalarin yasam kalitesini arttirmak igin

terapdtik bir hedef olarak potansiyel roliinii géstermektedir [38,39].

2.1.2.3. Glukagon

Langerhans adaciklarinda ¢ogu p-hiicresinde ve o ve d-hiicrelerinde, 29
aminoasitten olusan glukagon hormonu salgilanmaktadir. Glukagon, adacik iginde
hormon salgilanmasinin bir parakrin regiilatorii olarak islev goriir ve kandaki glukoz

diizeyini yiikseltir [40].

2.2. PANC-1 insan Hiicre Hatt1

Pankreas kaynakli bir kanser hiicre hatti olan PANC-1 hiicreleri eksokrin
kokenli olup, instiline ¢ogalarak tepki verir. Bu hiicre hatti, kiiltiir sartlar1 6zel bicimde

diizenlendiginde, pankreasa 6zgii baz1 hormonlart {iretecek sekilde kiimelesirler. [3]
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2.3. Sekretogranin (SCG2)

Insanda, SCG2 (secretogranin) geni 2q36.1 lokusunda yer alir ve 617 amino
asitten olusan, 70.9 kD agirliginda bir proteni kodlar [41]. Sekil 7'de sekretogranin
(SCG2) gen yapisi ideogram goriintiisii gosterilmektedir.

N
el
-
a

qli.2
ql3

aid .1
ql4d .2
ql4a.3

# #

Sekil 6: Sekretogranin (SCG2) gen yapisi ideogram goriintiisii - Scg2 geni 2936.1 lokusunda yer alir.
Bilinen komsulart NANOGP2, ACSL3 ve SERPINE2’dir. 2 ekson 1 introndan olusan SCG 2

geninin F primeri ekson 1’in sonunda,R primeri ekson 2’nin baginda bulunur.
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SCG2’den alint1 yapilmistir.)

SCG2 ilk olarak anterior hipofiz hiicrelerinde karakterize edilmistir. Bu protein,
noroendokrin salgi proteinlerini kodlayan kromogranin/secretogranin ailesinin bir
tiyesidir. Bununla birlikte, memeli beyninde, hipofiz bezlerinde, gonadlarda, bobrekiistii
bezlerinde, bagirsakta, midede ve pankreasta goriilmiistir [42]. SCG2, endokrin ve

noral hiicrelerin sekretuar graniillerinde yerlesik olmasi sayesinde, bir hiicrenin


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SCG2'den
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salgilayict karaktere sahip olup olmadigi hakkinda bilgi verici marker olma

potansiyeline sahip gorinmektedir [43].

Once endoplazmik retikulumda sentezlenen SCG preproteini, daha sonra golgi
cisimciginde glikosilasyon, fosforilasyon ve sulfasyon seklinde modifikasyonlara ugrar.
Bu degisimlerden sonra ise, golgiden salgi graniillerine taginan preprotein, en sonunda
proteolitik olarak kirpilir [44]. Boylelikle kirpilan preprotein, ikiye boliinmiis olur ve
spesifik hiicre tiplerinde kemotaktik etkiler gosteren secretoneurin (SN) ile EM66
olusur [45]. Arastirmalar, SN'in hiicreler arasi kalsiyumdaki artisi uyardigini ve LBT2
hiicrelerinde hem cAMP diretimini hem de ERK-bagimli yolagi aktive ettigini

gostermistir.

Beyindeki sekretogranin 2’nin proteolitik olarak islenmesi, sekretonurin adini
verdigimiz bir 33-amino asit peptidinin olugmasina neden olurken, proteolitik islemle
granin asidik salgilanma proteini ile ise SCG 2’den 66-amino asitli, EM66 peptidi
olusmaktadir [46].

Pankreas adacik hiicrelerinin asli gorevi insiilin sekresyonudur ve bunu, hiicre ici
habercilerin yardimiyla yerine getirebilir. Adacik hiicrelerinde, glutamatin insiilin
sekresyonunu diizenleyen bir hiicre i¢i haberci gibi davrandigi bilinmektedir.
Uretiminden sonra salginin  gergeklesebilmesi icin, insiilinin salgi graniillerine
paketlenmesi ve hiicre dis zarmma dogru yonlendirilmesi gerekmektedir. Salgi
graniillerinde, SCG2’nin, glutamat, Uyarict amino asit tagiyict 2 (EAAT2) ve vezikiiler
glutamat trasiyici tip 3 (VGLUTS3) ile birlikte islev gordiigii bildirilmistir. Yani, EAAT2
ve VGLUT, insiilin sekresyonunu diizenlemekte, noronlara glutamat salma yetenegini
ile de vesikiiler bir glutamaterjik tasiyict gérevi gérmektedir. Ayrica bu isleve ek olarak,
presinaptik diizeyde striatal kolinerjik noérotransmisyonu arttirmaktadir. Vezikiiler
transportta gorevli olan SCG2’nin islevi ¢ogunlukla MEK/ERK yolag: iizerinden
gerceklesir. Bu yolak aktive oldugunda, SCG2 diizeyi de yiikselmekte ve vezikiiler
transport hizlanmaktadir [47].

Rodentlerde yapilan arastirmalarda, sekretogranin 2’nin peptit hormonlarinin ve
noropeptidlerin salgr vezikiillerine paketlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir.

Pankreasta yapilan transplantasyon deneylerinde bu genin ekpresyon diizeylerinin
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yiikselmesi halinde, transplantlarin red ihtimalinin azaldigi gosterilmistir [48]. Bunun
yaninda, genel olarak bu proteinin doku yenilenmesi ile iliskili olabilecegi farkli
dokularda yapilan ¢esitli deneylerde gosterilmistir. Ayrica, SCG gen anlatiminin
beyinde JAK/STAT yolag lizerinden beyin hiicrelerinin plastisitesini ve korunmasini
sagladigi goriilmistiir. Bu agidan bakildiginda, proteinin hiicre yenilenmesinde 6nemli

rol oynadig1 séylenebilir [49,50].

Gorevleri:

-SCG2, salgt kesecikleri heniiz olmayan hiicrelerde salgi graniil benzeri yapilarin
olusumunu tetikler, bu da salgi keseciklerinin iiretilmesinde SCG2'nin énemli bir rolii
oldugunu gosterir ve peptit hormonlar1 ile noropeptitlerin salgi keseciklerine
ambalajlanmasi ve ayristirtlmasi islevini yerine getirir [51].

-Yapilan c¢esitli deneyler, graniillerin kan basincinin otonomik kontrolii yoluyla
hipertansiyon patogenezinde rol oynadigini goéstermektedir. SCG2'den tiiretilen
sekretoniirin peptidi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin go¢iinii ve proliferasyonunu stimiile
eder [52] ve vaskiiler gelisime dogrudan bir baglanti saglayan , anjiyogenez ve

vaskiilojenezi desteklemek i¢in bir endotelyal sitokin olarak hareket eder [53,54].

2.4. POUSF1 Geni (NM_000209):

Oct-3 veya Oct-4 olarak bilinen POU5SF1 geni, murin Oct-4 geni tarafindan kodlanan,
maternal olarak ifade edilen oktamer baglayici, embriyonik kok hiicrelerde
transkripsiyon faktoriinde rol oynayan bir proteindir [55]. Embriyonik kok hiicreleri
(EKH) ve germ hiicrelerinde pluripotans ile diger hiicrelerde proliferasyon ve
rejenerasyon potansiyeli ile iliskilidir [56]. Omurgali gelisiminin ilk asamalarinda,
POUSF1, pluripotansin en 6nemli diizenleyicisi olarak rol oynamaktadir [57]. Yapilmis
calismalarda, POU5F1'in normal kok hiicrede rejenerasyon siirecinin siirdiiriilmesinde

temel bir rol oynadigini gostermistir [55,56].

Son zamanlarda, insan amniyotik sivisindan izole edilen hiicrelerde, POU5F1
gosterilmistir [57]. Buna ek olarak, POU5SF1’in kanser ile iliskisini ortaya koymak
amaci ile daha 6nce yapilan pek ¢ok arastirmada, insan kanser hiicrelerinde POUF1

ekspresyonu bildirilmistir.
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Tai ve arkadaslari, POUF1 ekspresyonunun yetiskin bir insanda; bobrek, gogiis
epitelyal, pankreatik, mezenkimal, karaciger ve mide kok hiicrelerinde bulunabilecegini

ortaya ¢ikarmislardir [58].

2.5. PDX1 Geni(NM_000209):

Pankreatik duodenal homeobox 1 (PDX1) bagirsak gelisiminin ilk asamalarinda
pankreas olusumunda gorev alan ve adacik gelisimi ile birlikte, B-hiicre fonksiyonunda

sagkalima katkida bulunan 6nemli bir transkripsiyon faktoridiir [59,60].

PDX-1, saglikli bireylerde glikoz seviyesini ve insiilin sekresyonunu tesvik
etmek i¢in gerekli olmakla beraber, PDX-1'de meydana gelen mutasyonlar tip 2 diyabeti
igin risk faktorii olusturmaktadir. PDX-1'in genetik veya fonksiyonel mekanizmalar ile
diizensizliginin otozomal erken baslangiclh (MODY= Maturity-Onset Diabetes of the
Young) ve yaygin tip 2 diyabetlerde ortak bir unsur olabilecegini One siiriilmektedir
[61].

PDX-1'in, herhangi bir sorun nedeni ile bozulmasi, insiilin sekresyonunu

azaltarak glukoz intoleransi ve diyabetle sonuglanan progresif B-hiicre kaybina neden
olmaktadir [62].

2.6. KLF4 Geni (NM_001314052)

Bir ¢inko-parmak (zinc-finger) transkripsiyon faktoriidir ve KLF4 mRNA
ekspresyonu esas olarak deri ve akcigerler ve gastrointestinal kanaldaki organlarda
postmitotik, terminal diferansiye epitelyal hiicrelerde bulunur [63,64]. Yani

difereansiyasyonun daha ileri asamalarinda gézlenirler.

KLF4 pankreas kanseri dahil ¢esitli kanserli hastalarda potansiyel bir tiimor
baskilayici olup, pankreatik tiimorlerde KLF4 ve LDHA (laktat dehidrogenaz A) yolagi

pankreas tiimorlerinde aerobik glikolizi etmekte oldugu gosterilmistir [65].
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3. GEREC VE YONTEM

PANC-1 hiicre hatt1 hiicreleri kiiltiirii hem bazal sartlarda hem de Adacik Benzeri Hiicre
Kiimelesmeleri (AHK) olusumu indiiklenerek kiiltiire edildi. AHK olusumu esnasinda
olusan degisimlerin izlenmesi amaciyla 0. giin ile 14. giin gen ekspresyonlar1 qPZR ile
karsilagtirildi ve hedef genlerdeki (SCG2, PPIA, PDX1, POUS5SF1, KLF4) AACt

degerlerindeki degisimler degerlendirilidi.

Materyal: PANC-1 hiicre hatt1 hiicreleri
1. Bazal hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicreler

2. Farklilastirma protokoliinden elde edilen hiicreler

Metot: qPZR ile differeransiyal ekpresyonun gosterilmesi
3. Bazal hiicre kiiltiirii
4. Farklilagtirma protokolii
5. RNA izolasyonu
6. cDNA eldesi
7. gPZR

METOT
3.1. Bazal hiicre Kkiiltiirii
Normal Kiiltiir Sartlar::
- Taze medyum bir giin evvelden hazirland1 ve +4°C’de saklandi.
-  Medyum kullanilmadan 6nce buzdolabindan c¢ikarildi ve 37°C su banyosunda
tutularak 1s1s1 esitlendi.

- Tiipler kurulandi ve pipetler ve sise %70’lik alkolle silindi.

Taze ATCC PANCI1 Hiicre Hatt1 T75 Flask Icinde Kiiltiirii:
- ATCC 30-2002 bazal medyumun i¢inde yiiksek diizeyde glukoz ve glutamin
bulunur.
- Kiiltiir i¢in hazirlanan karigim:

e 5 ml 1s1 inaktiflenmis FCS
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e 250yl penisilin streptomisin

e Bazal medyum ATCC 30-2002 ile 50 ml’ye tamamlandi.

3.1.1. Hiicrelerin Coziilmesi:

Kullanilan Malzemeler ve Soliisyonlar: Bazal Medyum, sicak su tanki, T-25cm2

flask (polistren), konik tiipler ve pilastik pipetler

Bazal Medyum:
50 ml falkon tiipe;
- 45 ml DMEM (4 Mm L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, 1mM sodyum piriivat ve
1500 mg/L sodyum bikarbonat)
- 5 ml st inaktiflenmis FBS/FCS (Gibco)
- 200 pl penisilin streptomisin

Metot: Hazirlanmis olan Bazal Medyum 37°C’deki su banyosuna konuldu. T25
flasklar1 iizerine tarih, pasaj numarasi ve hiicre hatti ismi yazilarak isaretlendi. Sivi
azottan alman donuk hiicreler 37°C deki su tankina, i¢ine su girmemesine dikkat

edilerek konuldu. Bu noktada kontaminasyon olmamasina ¢ok dikkat edildi.

Arada ¢ok hafif¢e hiicreler karistirildi. Hiicrelerin ¢oziilmesinin ardindan hiicreler su
banyosundan c¢ikarilan tiipler silinerek kurutuldu ve %70’lik alkolle silindi hiicreler
laminer flow’da goétiiriilerek burada kapaklart agildi ve Onceden 1sitilmis konik tiip
icindeki olan 9ml Bazal Medyuma 1ml hiicre eklendi. Bu hiicreler daha sonra flask
icine alindi1 ( flaskin 37°C olmasina dikkat edildi).

FBS Inaktivasyonu:
Bu prosediir uygulanmadan once, FBS su banyosunda 56°C’ye isitilarak hiicre
kiiltiirtinde kullanilmaya hazir hale getirildi.
Metot:
1. FBS -80°C’den ¢ikartildi ve +4°C’de, buzdolabinda ¢oziilmesi i¢in gece boyu
birakildi.
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Serumun tam ¢oziilmesi 37°C’de su banyosunda saglandi. Su banyosundaki su
hizasinin serum diizeyinden yukarida olmasina dikkat edildi. Sise ters—diiz
edilerek karistirildi.

2. Serum tam ¢oziildiikten sonra 15 dakika daha inkiibe edildi.

3. Su banyosunun 1sis1 56°C’ye ayarlandi. (Banyonun 1sisinin en fazla 35 dakika
icerisinde yiikselmesi gerekmektedir.) Bu arada her 10 dakikada bir sise ters—
diiz edilerek karistirildi.

4. Su banyosu 56°C’ye ulastiginda, serum 30 dakika inkiibe edildi. Her 10
dakikada bir sise ters—diiz edilerek karistirildi.

5. Su banyosundan ¢ikarilan serum, 30 dakika oda 1sisinda tutularak oda isisina
gelmesi beklendi ve su banyosu yeniden 37°C’ye ayarlandi.

6. Konik tiiplere 50ml’lik alikotlar alindi. Hemen kullanilacak olanlar 4°C’de, uzun

zaman sonra kullanilmasi planlananlar ise -20°C’de buzdolabinda stoklandi.

3.1.1.1. Hiicrelerin inkiibasyonu ve Pasajlanmasi:

Kullanilan Hiicre Hatti: Yaptigimiz calismada, PANC-1 hiicre serisi (American Type
Culture Collection, Manassas, VA) asagida verilen Bazal Medyum kullanilarak 6-10
pasajlar1 arasinda ¢ogaltildi.

Malzemeler ve Soliisyonlar: DMEM (American Type Culture Collection, Manassas,
VA; Cat no:30-2002, Herndon, VA, veya BioSera), 11l olarak inaktif hale getirilmis
FBS (Gibco) (10%) ve antibiyotik (Penisilin-Streptomisin) iginde kiiltiir edilmistir.
%0,25 tripsin EDTA, PBS. T-75 cm? polister flask, plastic pipet

Hiicrelerin ¢ogaldigi mikroskop altinda goézlendikten sonra 5ml serolojik pipetle
tizerindeki medyum alinir ve hiicreler PBS yikandi ve atildi. Hiicrelerin iizerine yaklasik
3ml %0,25 tripsin EDTA eklendi. Hiicreler 3 dk 37°C deki inkiibatorde tutuldu. Invert
mikroskopta hiicrelerin yerlerinden kalktig1 izlendikten sonra hiicrelerin lizerine 3ml
Bazal Medyum eklendi. Hiicreler iyice siispanse edildikten sonra bir falkona alindi.
1200 rpmde hiicreler 5 dk (oda 1sisinda) santrifiij edildi. Pelletin {izerindeki sivi
dokiildii ve 10ml Bazal Medyum eklenerek siispanse edildi. Bu siispansiyondan 1mi
hiicre ayrilarak hiicre sayiminda kullanildi.

Yeni hiicre ekimi ise 3X10* canli hiicre / cm? olacak sekilde yapildi. (yani T-75

flasklarina yaklagik 4 milyon kadar hiicre ekilmesi gerekli olmustur)
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-PANC1 Bazal Medyum:

50 ml falkon tiipe;

45 ml DMEM (4 Mm L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, ImM sodyum piriivat ve
1500 mg/L sodyum bikarbonat)

5 ml 1s1 inaktiflestirici FBS/FCS (Gibco)

200 pl penisilin streptomisin

3.1.1.2. PANC1 Hiicrelerinin Dondurulmasi

Kullanilan Malzemeler ve Soliisyonlar:

-Bazal Medyum:

50 ml falkon tiipe;

45 ml DMEM (4 Mm L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, ImM sodyum piriivat ve
1500 mg/L sodyum bikarbonat)
5 ml 1s1 inaktiflestirici FBS/FCS (Gibco)

200 pl penisilin streptomisin

-Dondurucu Medyum:

50 ml falkon tiipe;

Metot:

47,5 ml PANCL1 Bazal Medyum
2,5 ml DMSO (1s1k gérmeyecek sekilde)

. Flasklarda tist faz dokiildi.

10 ml 1X PBS (Ca ve Mg’suz) flaska eklenip yikandi ve tekrar dokiildii.

. 5 ml tripsin (%0.25) eklenir, 5 dakikada 37°C’de inkiibe edildi. Mikroskopta

hiicrelerin kopmus oldugu gozlemlendi.
5 ml PANCI1 tamamlayict medyum tripsinli flaska eklendi, pipetaj yapildi ve
daha sonra 50 mI’lik falkon tiipe hiicreleri igceren tiim soliisyon alindi. 1500

rpm’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

. Ust faz dokiildii. 4,5 ml’lik PANC1 tamamlayic1 soliisyon ile siispanse

edildi.
500ul hiicre sayimui i¢in cihaza yiiklendi. Geri kalan 4 ml soliisyondaki hiicre

1500 rpm’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
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7. Hiicre saymmina uygun olarak toplamda 2x10° hiicre/ml olacak sekilde
dondurucu medyum eklendi ve kriyotiiplere konuldu. ( kriyotiipler hiicre
ismi, pasaj numarasi, dondurma tarihi ve hiicre miktarini icerecek sekilde
etiketlendi ve lizerine selobant ge¢ildi.)

8. Kriyotiiplerdeki hiicreler once icinde izopropanol bulunan dondurma
cemberine konuldu. Bir gece -80°C’de bekletildi. Ertesi giin sivi azot

sistemine alindi.

3.2. Farkhlastirma protokolii

Asagida verilmekte olan hiicre farklilastirma protokolii PANC-1 hiicreleri bazal
medyumda c¢ogaltildiktan sonra uygulanmistir. Bazal medyumda yapisarak cogalan
hiicreler tripsin ile kaldirilarak, hasat edildi. Farklilastirma protokolii igin 6zellikle
serumsuz medyum kullanmak gerektigi i¢in bazal medyumda bulunan serum, hiicrelerin
1X PBS ile yikanmasi ile uzaklastirildi. Protokoliin uygulanmasi esnasinda 6rneklem
giinleri 0, 1, 4, 10 ve 14 oldugundan, her bir giin icin 3er kuyucuk ekildi. Ekim
yapilirken hiicreler sayildi ve deney sartlari, 4ml medyumda 2 milyon hiicre olacak
sekilde hazirlandi. Medyum yapist 0’1inc1, 4’lincii ve 10’uncu giinlerde farkli olacak

bi¢cimde uyguland.
Giin 0-3:

Hiicrelerin EKimi: Hazirlanan medyum 6 delikli bir plagin, her kuyucuguna 2 ml olarak

eklendi ve 2 milyon hiicre ekildi.

Medyum Hazirlama (50 ml): BSA konsantrasyonu % 1 olacak sekilde (wt/v) 500 mg
tartild1 ve tizerine 20 ml DMEM/F12 (Gibco 31331- DMEM/F-12 (Ham) (1: 1) 1X)
ilave edildi ve su banyosuna (37°C’de, 30-45 dakika) ¢6ziinmek {izere birakildi. Daha
sonra 250 pl antibiyotik ve 0,5 ml ITS (insulin-transferrin-selenium, 100X olarak
kullanilir) eklendi (GibcoCatalog 51500-056-100X). Daha sonra DMEM/F12 ile 50
ml'ye kadar tamamlandi. En son olarak pH'1 kontrol edildikten sonra 0.22um siringa
filtresi kullanilarak steril edildi.
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Medyumun Degistirilmesi: Ortam 1 ve 3 {incii glinlerde degistirildi (0. glinle ayni
medyum). Kiiltiir kab1 yuvarlak sekilde hareket ettirilerek hiicrelerin ortada toplanmasi
saglandi. Eskiyen medyumun toplanmasi, kuyucugun tek bir kdsesinden yapildi (1 ml
Eppendorf pipet ile) ve daha sonra kuyucugun kurumamasma dikkat edilerek taze

medyum 1 ve 3’lincii giinlerde taze medyum ilave edildi.

Ornek Alma: Bu medyumu kullandigimiz giinlerde, RNA eldesi amac1 0, 1, 3’iincii

giinlerde 6rnek alindi. kontrolii i¢cin kuyularin birinden hiicreler kaydedildi.
Giin 4-9:

Medyum Hazwrlama (50 ml): BSA konsantrasyonu % 1 olacak sekilde (wt/v) 500 mg
tartildi ve tizerine 20 ml DMEM/F12 (Gibco 31331- DMEM/F-12 (Ham) (1: 1) 1X)
ilave edildi ve su banyosuna (37°C’de, 30-45 dakika) ¢6zlinmek {izere birakildi. Daha
sonra 250 pl antibiyotik ve 0,5 ml ITS (insulin-transferrin-selenium, 100X olarak
kullanilir) eklendi (GibcoCatalog 51500-056-100X). Medyuma, 0,3 mM olacak sekilde
Taurin (Sigma katalog # T-8691) (0,5M Taurin ¢6zeltisinden 50ml medyum igin 30ul
alindi) eklendi. Daha sonra, DMEM/F12 ile 50 ml'ye kadar tamamlandi. En son olarak
pH'1 kontrol edildikten sonra 0.22pm siringa filtresi kullanilarak steril edildi.

Medyumun Degistirilmesi: Medyum 6. ve 8. giinlerde tekrar degistirilerek tazelendi.

Giin 10-14:

Medyum Hazirlama (50 ml): BSA konsantrasyonu % 1,5 olacak sekilde 750 mg tartildi
ve lizerine (wt/v) 20 ml DMEM/F12 (Gibco 31331- DMEM/F-12 (Ham) (1: 1) 1X)
ilave edildi ve su banyosuna (37°C’de, 30-45 dakika) ¢6zlinmek {izere birakildi. Daha
sonra 250 pl antibiyotik ve 0,5 ml ITS (insulin-transferrin-selenium, 100X olarak
kullanilir) eklendi (GibcoCatalog 51500-056-100X). Medyuma, 3 mM olacak sekilde
Taurin (Stok 0,5M Taurin ¢ozeltisinden 50ml medyum i¢in 300ul alind1) eklendi.

Nikotinamid (Stok 1M’dan) 50ul, GLP1/Eksendrin (Stok 200Um’dan) 25 ul, NEAA
(Stok 100X’den) 500ul olacak sekilde eklendi. Daha sonra, DMEM/F12 ile 50 ml'ye
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kadar tamamlandi. En son olarak pH" kontrol edildikten sonra 0.22um siringa filtresi

kullanilarak steril edildi.

Medyum 12°nci giinde tekrar degistirilerek tazelendi.

Giin 14:

Bugiin tim orneklerin toplandigi giindiir. RNA izolasyonu i¢in toplanacak hiicrelerin
tizerindeki tim medyum alindiktan sonra hiicreler 2 kere 1X PBS ile yikandi. Daha
sonra kullanilacak olan RNA izolasyon kitinin (Qiagen) soliisyonu ile karistirilarak

homojenizasyonlar1 yapildi.

Hiicre Medyumunun Degistirilme Guinleri

Tablo 1: hiicre kiiltiir giinii, kullamlan Kkiiltiir medyumlari ve RNA i¢cin 6rnek alma giinii

Hiicre Kiiltiir Glinti: ~ Kullanilan Kiiltiir Medyumu RNA Igin Ornek Alma Giinii

0 0’1nc1 Giin Medyumu Ornek alind
1 0’1nc1 Giin Medyumu Ornek alindi
3 0’1nc1 Giin Medyumu

4 4’{incti Giin Medyumu Ornek alindi
6 4’lincti Giin Medyumu

8 4’lincli Giin Medyumu

10 10’uncu Giin Medyumu Ornek alindi
12 10’uncu Giin Medyumu

14 Toplama giinii Ornek alind1
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Filtre ile Steril Edilen Stok Cozeltiler:

Taurine (IM): Mwt: 125,15gr
Steril ve distile su iginde 1ml M ¢o6zelti olarak hazirlandi. 1ml i¢in 125.15mg tartildi,
¢Oziinmesi i¢in 37°C su banyosunda bekletildi.

Nikotinamid (1M): Mwt: 122,12 gr.
Steril ve distile su i¢cinde Iml M ¢ozelti olarak hazirlandi. 1ml i¢in 122,12 mg tartilds,
¢oziinmesi i¢in 37°C su banyosunda bekletildi.

BSA (% 1): Ortamda% 1 olmasi i¢in 0.5 gr tartildi. 50 ml falcon icinde DMEM/F12 ile

50ml’ye tamamlandi.

Reaktifler:

1. Gibco 31331- DMEM / F-12 (Ham) (1: 1) 1X

3. BSA (ICN Biomedicals inc. Katalog # 152401, lot 3506F) (toz)

4. 1TS (Gibco # 51500-056-100X)

5. Taurin (Sigma katalog # T-8691; FW 125.1)

6. GLP-1 veya Eksendin 4

7. Nikotinamid

8. Temel olmayan amino asit / NEAA (Biochrome (100 X-Katalog No:K 0293?

9. % 0.25 tripsin (GIBCO, cat. No. 27250-018)

10. Antibiyotikler: penisilin streptomisin (10,000U / ml-Life teknolojileri-Cat No:
15140-122)
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3.3. immiinofloresan Mikroskopi
(1.GUN)

Lam iizerine fikse edilmis hiicreler -80°C ‘den ¢ikarildi. Cikarilan
hiicrelere fan ile kurutma islemi yapildi.(Ciinkii sicaklik degisimi
sulandirabiliyor bu antikorlarin hiicreye baglanmasini zorlastiran bir
durum.)

Lamlar hiicre topluluklarina dikkat edilerek isaretlendi.

Lamlara numara verildi.

L DAPI SCG2

LAM 0.5 1/100

5 Glukagon SCG2
1/50 1/500

LAM

1. Sale’nin igine PBS konuldu ve lamlar igerisine yerlestirildi (Bu sekilde PBS ile
hiicreler durulandi) Lamlar buradan alindi

2. %0.4 paraformaldehit PBS konulmus salenin igerisine lamlar yerlestirildi ve 15
dk bekletildi (Sabitleme islemi)

3. Farkli bir saleye Glisinli PBS konuldu ve onun igerisine lamlar yerlestirildi 5 dk
beklendi. Dokme islemi sirasinda lamlari oynatmamaya dikkat edildi.(Bu islem
tic kez tekrarland1) Lamlarin iizerine ¢6zelti eklenirken yavas ve arkadan eklendi

4. Hicreleri permeabilize etmek i¢in % 0.1 Triton X-100 PBS ile 2 dk muamele
edildi.(Sale icerisinde)

5. PBSile 5 dk boyunca 3 kez yikama yapildi

30 dk boyunca %1 Goat Serum PBS pH:7.5 igerisinde bloke edildi

7. 98ul Bloc tampon (%1 Goat Serum PBS) + 2ul antikor (birincil) hazirlandi ve
hiicrelere uygulanarak overnight inkiibe edildi.(Kapak kapatildi karanlikta
bekletildi)

(2.GUN)

o

8. Lamlar kutudan ¢ikarildi ve PBS igeren sale’nin igerisine alindi1 yikama iglemi
gergeklestirildi 5 dk siire tutuldu bu islem 3 kez tekrarlandi (pH:7.5 )

9. Sekonder antikor ile hiicreler muamele edildi ve oda sicakliginda 60 dk inkiibe
edildi

10. Lamlar kutudan ¢ikarildi ve PBS (pH:7.5 ) iceren salenin igerisine yerlestirildi
yikama islemi yapildi 10 ar dakika 3 kez islem tekrarlandi.( Primer antikorlar
icin 5dk bir yikama islemi uygulanmisti simdi ise 10dk uyguland1 buradaki amag
baglanmayanlar iyi temizleyip sonuglar1 dogru gorebilmek.)
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11. 50ul DAPI (0,5 mg/ml) (DNA boyasi) tiim hiicrelere eklendi 1,5 dk inkiibe

edildi
12. Lamlar PBS (pH:7.5 ) ile yikand1

13. Son olarak immunoSelect Antifoding Mounting Medium-DAPI 1 damla
damlatild1 tiim hiicrelere (Bu asamada baloncuk olusturmamak ¢ok 6nemli) L
amin {izerine lameli 45° lik ag1yla hava kabarcig1 olusturmadan kapatildi.

> Ornekler Floresan mikroskobu yardimiyla gdzlemlendi. Normal 1s1kta hiicreleri
bulunup 4x sonra 20x ve 40x ‘e ayarlandi1 daha sonra farkli dalga boylarindaki
1siklar kullanilarak hiicreler goriintiilendi ve 151ma sonuglarina gore antikorlar

hakkinda yorum yapildi.
3.4 Ekspresyon Analizleri

Total RNA Izolasyonu:

Bazal ve AHK protokolii uygulanmis deney sartlarindan en az 3 kopya olacak sekilde

ornek alinarak hicre lizatlart hazirlandi.

Total RNA eldesi i¢cin RNeasy Mini Kit

(Qiagen, Inc., Hilden, Germany) kullanild1 ve iireticinin 6ngdrdiigii protokol uygulanda.

RNA konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre cihazi ile saptandi ve %2 agaroz jel

ektroforezi ile kalite kontroli yapildi.

cDNA Sentezi:

cDNA sentezi i¢in her bir tiipte asagidaki karisimlar hazirlanmistir.

Tablo 2: Sentez protokolii

DNase tepkimesi Hacim
RNA (250 ng/pl) 4l
Rxn Buffer (10x) 1 ul
DNase 1 1 ul
H-0 4 ul
Toplam 20 ul

65°C’de inkiibe edildikten sonra 2 pl EDTA eklendi. Reaksiyon hacmi 22 pl olacak sekilde

gergeklestirildi.

cDNA Sentezi Hacim
Oligo dT (50uM) 2ul
RNA (treated) 22ul
dNTP karisimi (10uM) 2ul
Toplam 26ul
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65°C’de inkiibasyon sonrasi 1 dakika buzda bekletildi ve lizerine asagidakiler eklendi:

cDNA Sentezi Hacim
First Strand Buffer (5x) 8ul
DTT (0.1 M) 2ul
Reverse transkriptaz 4ul
Toplam 14ul

Sentezde her bir tiip i¢in toplam hacim 26 pl+ 14 ul=40 ul olarak elde edilmistir.

Dikkatlice pipetaj yapildiktan sonra, ilk olarak 50°C’de 50 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra 70°C’de 15 dakika tepkime sonrasi inaktive edildi. (Reaksiyon BIORAD-PZR
cihazinda gergeklestirildi ve Superscript Il cDNA sentez kiti kullanildi.)

kRT PZR:

Spesifik genlerin kRT-PZR reaksiyonu 4800 Light Cycler (Roche) cihazinda (ilk
dongii: 50°C’de 2dk, ilk denaturasyon 95°C’de 15dk, 40 dongii 95°C’de 15sn. ve
65°C’de 1 dk.). SYBR Green Master Mix (Bioline GmbH-Sensi FastTM SYBR No-
ROX One-Step Kit, Cat No:BIO72005) kullanilarak gergeklestirildi.

Secilmis genlerdeki ifade diizeyleri arasindaki fark, 222" metoduyla gBASE
programinda hesaplandi. GCG, SST, PDX1, KLF4 ve OCT4 genlerinin
transkriplerindeki rolatif degisimin hesaplanabilmesi igin, bazal sartlarda kiiltiir edilen
ornekler, 24 saat ve 336 saat AHK ornekleri karsilastirildi. Deneyler, her bir sart igin 3
biyolojik kopyanin ikiser teknik tekrari olacak sekilde uygulanmistir.



Secilmis Hedef Genler, Primer Dizileri ve Amplikon Boyutlari:
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Tablo 3: Secilen hedef genlerin isimleri, primer dizileri ve amplikon boyutlar:

Isim
SCG2 F
SCG2 R
SST F
SST R
GCG_F
GCG R
POUSF1_F
POU5SF1 R
PDX1 F
PDX1 R
KLF4_F
KLF4 R
PPIA_F

PPIA R

Dizi

GCGGCTCCCTATAAGCAGAG

AGCCATGTTTGAAAGATTTCCTCTT

CTGCGCTGTCCATCGTCC

CAGTTCCTGCTTCCCCGC

ACATTGCCAAACGTCACGATG

TGGGAAATCTCGCCTTCCTC

GCCCGAAAGAGAAAGCGAAC

CTCGGACCACATCCTTCTCG

GGAAAACCCGCTCTCTCAGG

AGCCACAAACAACGCCAATC

ACCCACACAGGTGAGAAACC

ATGCTCGGTCGCATTTTTGG

GCCGAGGAAAACCGTGTACT

TGTCTGCAAACAGCTCAAAGG

Boyut

95 bg

113 bg

140bg

142 be

143 be

139 bg

109 bg

Yer

Ekson 1 sonu
Ekson 2 basi
Ekson 1 sonu
Ekson 2’den 1’e
Ekson 4 sonu
Ekson 5’ten 4’e
Ekson 1 sonu
Ekson 2 basi
Ekson 2 basi
Ekson 2 sonu
Ekson 2’den 3’e

Ekson 3 sonu

Es zamanh PZR: Syber Green gPZR reaksiyonu

Tablo 4: SCG2, SST, GCG, POU5F1, PDX1, KLF4, PPIA genleri icin uygulanan reaksiyon karigimi

Tepkime Bilesenleri

Hacim
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SYBR Green gPZR Master Mix (2x) Sul
cDNA (100ng) 1l
Niikleaz icermeyen dH20 3,2ul
Forward primer (10 pum) 0,4ul
Reverse primer (10 um) 0,4ul
Toplam 10ul

(SensiFAST SYBR No Rox kit — Bioline kullanilmistir.)

Tablo 5: SCG2, SST, GCG, POU5F1, PDX1, KLF4, PPIA genleri i¢cin uygulanan qPZR protokolii

Dongii Sicaklik (°C) Zaman

1 95°C 2 dakika
40 95°C 15 saniye
40 60°C 30 saniye

SCG2, SST, GCG, POUSF1, PDX1, KLF4 genlerinin ifade diizeyleri, es zamanl
PZR’da elde edilen 224t degerleri iizerinden yorumlandi. PPIA housekeeping gen

ifade diizeyine gore normalizasyon yapildi.

3.4. Jel Elektroforezi ve Goriintiilleme:

Uygulanan metodlar sonucunda elde edilen iirlin, agaroz jelde (%4) yliriitiilmiistiir ve
iriin boylar1 50 b¢’lik DNA marker referans alarak hesaplanmistir. Boylelikle dogru
{irlin boyunun elde edildigi gosterilmistir. Uriin boylar1 yukarida gériilen, 3 numarali

tabloda verilmistir.

3.5. Gen Ekspresyonundaki Rélatif Degisimin (224CY) Hesaplanmasi:

Floresan degerlerinin esik degerini gectigi noktaya esik dongiisii (Ct) olarak adlandirilir.
Ct degeri, floresan miktarindaki artis1 fark olugsmaya basladiginda, PZR iiriiniiniin log-
lineer fazda eksponensiyal olarak artmaya basladig1 zamani ifade eder.

Gen ekspresyonundaki rolatif degisim (degisim katsayisi) ise asagidaki gibi hesaplandi.
Her 6rnek igin Ct degeri saptandi ve Delta Ct degeri asagidaki formiile gore hesaplandi.
Coklu caligilan her 6rnekten elde edilen iki deger i¢in de bu islem yapildi ve ortalamasi

alindi.



A (Delta) Ct= Ct (Hedef Gen) — Ct (Referans Gen)

Coklu ¢alisan 6rneklerden AACt degeri asagidaki gibi hesaplandi ve ortalamasi alindi.
AA (Delta Delta) Ct= Calisilan genin ortalama ACt degeri — Referans genin ACt degeri
Rolatif Degisim Faktorii (F)= 222t
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Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar ve Malzemeler:

Tablo 6: kullanilan cihazlar ve markalari
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Kullanilan Cihazlar

Isik Mikroskobu

Jel Goriintiileyici

Jel Dokiimantasyonu
Hassas Terazi

Nanodrop Spektrofotometre
PZR

Santrifiij Makinesi
Masaiistii Santrifiij Makinesi
Vorteks

Light Cycler

Inkiibator

Steril Kabin

Pipetler

Buzdolabi (+4°C, -20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)

Markalari

Olympus CKX41

UVP Imaging System

UVP GellDoc-It

KERN, EMB 200-2

Thermo Scientific (ND-1000)
Bio-rad T100 Thermal Cycler
Beckman Coulter Microfuge
Beckman Coulter Microfuge
Kermanlar

Roche

Hibrigene Techne

Thermo Scientific, HERA
Eppendorf

Bosch, Ugur

Heraeus Sepatech




Tablo 7: Kullamlan kimyasallar ve malzemeler

Kullanilan Malzemeler:

Hiicre kiiltiirii medyumlari:

-DMEM: Yiiksek glukozlu, L-Glutamin ve Sodyum Piruvat i¢eren
- DMEM - F12 ile sabit Glutamin ile 15 mM Hepes

- Fetal Bovine Serum (South America)

- Tripsin %0.25 - HBSS’de EDTA Kalsiyumsuz, Magnezyumsuz, Fenol Kirmizisi
- Dulbecco's Fosfat Buffered Saline Kalsiyumsuz, Magnezyumsuz
Molekiiler Testler i¢in:

- Agaroz LE, Mol. Bio. Grade

- gPZR GreenMaster with UNG

- Total RNA Saflagtirma Kiti

- SCRIPT cDNA Sentez Kiti

- GD 50b¢ DNA Ladder RTU (Kullanima Hazir)

- SCG2 antikoru

43
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii Ciktilar1 Iimmiin Floresan

4.1.1. Bazal Kiiltiir ve Farkhilasma Protokolii Uygulanarak Elde Edilen
Hiicreler

Sekil 7: PANC-1 hiicrelerinin farkh Kkiiltiir sartlarindaki invert mikroskop goriintiileri.
A) Bazal sartlarda biiyiiyen hiicreler (4X biiyiitme). B) Farklilagsma protokoliiniin 0. giinii (10X biiyiitme)
C) Farklilagma protokolii 14. giinii (10X biiyiitme)

Bazal sartlarda yapilan kiiltiir esnasinda hiicrelerin yapisarak biiyiidigii ve hizla
cogalarak flask tabanini kapladiklar1 gozlemlenmistir. Daha sonra hasat edilen hiicreler
farklilasma protokoliine tabi tutulduklarinda yiizen hiicreler (silispansiyon kiiltiirii)
halinde kiltiir edilebilmistir. Farklilagma protokolii, hiicrelerin birbirine yapisarak
kiimelesmesine yardimci olmus, gittikge bliyliyen ve yogunlasan adacik benzeri
kiimelesmeler olugsmasina sebep vermistir. Bu protokol 14 giin boyunca siirdiiriilmiis ve
hiicre kiimelesmelerinin 6zellikle orta/i¢ boliimde gittikce yogunlastigl gézlemlenmistir.
Hiicre morfolojilerinde bazal kiiltlir sartlarina nazaran belirgin olarak degisimlerin
oldugu invert mikroskop kullanilarak gdzlemlenmistir. Bu degisimlere paralel olarak
gen ekspresyonlarinda da degisimler oldugu daha evvel yapilan array caligmalarinda
saptanmigtir. Bazal sartlarda ¢ogalan hiicreler, farklilasma protokoliiniin 0. ve 14.
giinlerinde hiicreler hasat edilerek RNA izolasyonlar1 yapilmis ve daha sonra kantitatif

RT-PZR’da kullanilmak amaciyla saklanmistir.
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4.1.2. SCG2 Proteini I¢in immiin Floresan Mikroskopi Bulgulari

Sekil 8: SCG2 proteininin adacik benzeri hiicre kiimelerinde immiin floresan boyama
ile gosterilmesi (40X).

14. glinde hasat edilen AHK’larda SCG2 proteinine ait sinyaller yesil olarak goriilmektedir.
Mavi ile goriilen sinyaller ise DAPI ile DNA boyamasina aittir.

SCG2 genine ait ekspresyonun varligi ve yiikselisi array analizlerinde
saptandiktan sonra bu genin ekspresyonunun yiikselisini valide etmeyi planlamistik
ancak oOncelikle proteinin gergekten iiretildiginin gosterilmesi gerekmekteydi. Bu
sebeple, immiin floresan analizlerin yapilmasi planlanmisti. Bunun ig¢in SCG2’ye
spesifik bir primer antikor (poliklonal antirabbit; orb44128) ve bununla birlikte bir
sekonder antikor (goat antirabbit 1gG FITC boyali) kullanilarak immiin floresan
sinyaller elde edildi. Sekil 8’de goriilen yesil sinyaller bu spesifik boyanmaya aittir.
Hiicrelerin canliliginin kontrol edilebilmesi amaci ile ise hiicre ¢ekirdeginin

boyanabilmesi amaci ile DAPI boyas: tercih edildi.

Immiin floresan boyamasindan elde edilen SCG2 spesifik sinyalleri AHK
olusumlarinin merkezinden ziyade daha ¢ok perifer hiicre gruplarinda goriilmektedir.
SCG2 sinyalleri ile DAPI boyamasi AHK olusumlarinda iist {iste ¢akismamaktadir. Bu
veri proteinin ¢ekirdekte bulunmadigini gostermektedir. SCG2 sinyalinin sitoplazma
yerlesimli oldugu ve bazi hiicrelerde sitoplazmadan hiicre yiizeyine dogru dagilim
gosterdigi ve hiicre yiizeyinde tomurcuk benzeri birikimlerin olustugu dikkat

¢ekmektedir.
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4.2. Gen Anlatim Diizeylerinin Tespiti ve Istatistiksel Degerlendirilmesi

4.2.1. PZR Uriinlerinin Boyutlarinin Kontrolii
Hasat edilmis tiim deney giinlerine ait RNA 6rneklerinden cCDNA elde edildikten
sonra ROCHE light cycle 480 cihazinda KRT-PZR SYBR Green I Protokolii uygulandi.
Buradaki spesifik PZR iiriinlerine ait fragman boylarinin dogrulugu %2’lik agaroz jelde

kontrol edilmistir.

RT-PZR ile ¢ogaltilmasi beklenen SCG2, PPIA, PDX1, POU5SF1 (OCT3),
KLF4, SST, GCG genlerine ait fragman boyutlar1 kontrol edildikten sonra, deneylere ait
Ct degerlerinin kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Sekil-9°da SCG2, PPIA, PDX1
genlerinin, Sekil-10’da SST, GCG genlerinin, Sekil-11’de KLF4, POU5F1 (OCT3)

genlerinin amplikon boylar1 verilmektedir.

Metodlar boliimiinde, Tablo 3’de listelendigi sekliyle incelenen her gene ait
beklenen amplikon boylar1 verilmistir. Agaroz jel sonuglarinda, GCG geni haricinde
caligilan diger tiim genlerin bu beklenen boylarla uyumlu oldugu gézlemlenmistir. Bu
verilere dayanilarak kantitatif RT-PZR esnasinda c¢ogalan amplikon boylarinin
hedefledigimiz dizilere ait oldugu saptanmistir. Bu genlerden PPIA geni, housekeeping
ozelligi sebebi ile daha sonra yapilan istatistik caligmalarda referans gen olarak
kullanilmigtir. Bu sebeple PPIA genine ait amplifikasyon her KRT-PZR deney

diizeneginde tekrarli olarak yapilmstir.
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SCG2: 95b¢

bzl g0 gla
150bc 8 AR e

100bg¢ ‘
50bc B= PPIA: 109b¢ PDX1: 143bg

B)

SEKIL 9. A) SCG2 B) PPIA, PDX1 genlerine ait amplikonlarin agaroz %2’lik jeldeki goriintiisii.
Genlere ait amplikon boylarinin dogruluklar1 agaroz jelde yiiriitillerek saptanmistir, boylelikle {irlinlerin
spesifikligi kontrol edilmistir. Bazal sartlarda 0 ve 14’{incii giinlerde elde edilen amplikon boylar sekilde
goriilmektedir.
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100bg¢
50bcg

- SST:113bg

GCG:140bg

Sekil10 A) SST B) GCG genlerine ait amplikonlarin agaroz %?2’lik jeldeki goriintiisii.

Genlere ait amplikon boylarinin dogruluklar agaroz jelde yiiriitiilerek saptanmistir, bdylelikle iiriinlerin
spesifikligi kontrol edilmistir. Bazal sartlarda 0 ve 14’iincii giinlerde elde edilen amplikon boylar1 sekilde
goriilmektedir.
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KLF4: 139b¢

150b¢
100bc¢
50 50bg

POUSF1: 142 bg

B)

Sekil: 11 A) KLF4 B) POU5F1 (OCT3) genlerine ait amplikonlarin agaroz %2’lik jeldeki
goriintiisil.

Genlere ait amplikon boylarinin dogruluklari agaroz jelde yiiriitiilerek saptanmistir, boylelikle
dirtinlerin spesifikligi kontrol edilmistir. Bazal sartlarda 0 ve 14’{incii giinlerde elde edilen amplikon

boylar sekilde goriilmektedir.




A)

B)

C)

D)

E)

F)

| PDX1_G14 | -
| PDX1_GO : —
| PDX1_BZL ! g
POUF5F1_G14
' POUF5F1_GO -
' POUF5F1_BZL —
SST_G14 I |
SST_GO I
! SST_BZL —
| GCG_G14 ! —
i GCG_GO -
i GCG_BZL =

KLF4_G14 ' -

-

| KLFA_GO
| KLF4_BZL |

i SCG2_G14 —

5CG2 GO | — :

scemn 1
0.1 1 10 100
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Sekil 12: A) PDX1 B) POU5F1 C) SST D) GCG E) KLF4 F) SCG2 genlerine ait degisim faktorleri
27-(ddCt) metodu uygulanarak gosterilmistir.

50
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Tablo 8: Genlere gore ortalama 2°-(ddCt), G14/G0 oranlari, standart sapma ve P degerleri.

Genler Ortalama Degisim Faktorii: Standart sapma

P Degeri
27-(ddCt): G14/G0
SCG2 BZL 1.04 0.145
SCG2 GO 10.67 30.41 3.680 *1.17x10°
SCG2 Gl4 324.51 125.06
KLF4 BZL 0.99 0.036
KLF4 GO 1.41 1.35 0.429 1.52x10
KLF4 G14 1.90 0.880
GCG BZL 1.01 0.153
GCG GO 1.46 1.64 0.252 2.08x10
GCG Gl4 2.40 0.707
SST BZL 1.15 0.570
SST GO 8.74 7.31 3171 *1.44x10°3
SST Gl4 64.40 13.510
POUSF1 BZL 1.16 0.690
POUSF1 GO 1.79 3.26 1.465 *3.23x102
POUSF1 G14 5.84 4.268
PDX1 BZL 1.01 0.168
PDX1 GO 0.96 114 0.453 1.95x10"
PDX1 G14 11 0.340

Tablo 8’de verilen genlerde bazal, giin 0 ve giin 14 Orneklerine ait ifade degerleri
gosterilmistir. Deneylerden elde edilen Ct degerlerinden, ddCt degerlerinin
hesaplanabilmesi amaci ile, referans bir degerin secilmesi gerekmekteydi. Bu ortalama
deger bazal sartlardaki hiicrelerden, her deney i¢in tekrarli sekilde amplifiye edilen
PPIA genine ait Ct degerleri kullanilarak hesaplanmustir. Yani, normalizasyon amaci ile
kalibrator olarak bazal sartlardaki PPIA genine ait degerler kullanilmigtir. Sekil 11°de
2"-(ddCt) degerlerine ait veriler gorsellestirilerek grafik halinde verilmistir. Tablo 8’de
degerler niimerik olarak verilmekte ve bunlara ait standart sapma sonuglari
gosterilmektedir.

Degisimin anlamlandirilmasi amaci ile ANOVA hesaplamasi yapilmistir ve PPIA
genine ait P degeri, p<0.05 ¢iktigindan degisim, anlamli olarak kabul edilmistir. Bunun
yani sira P degeri 0.05’den kiigiik olan SCG2 genine ait 2*-(ddCt) degerleri Giin 14/Giin
0 olarak oranlandiginda 30.41 kat artis gozlemlenmistir. SST geninde ise bu oran 7.37
kat olarak ve POUSF1 geninde 3.26 kat artis goriilmektedir. PDX1 geninde ise 1.14,
GCG geninde 1.64, KLF4 geninde 1.35 kat artis goriilmekte olup, degisim bu son ii¢
gende anlamli diizeyde bulunmamustir.
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5.TARTISMA

PANCI1 hiicre hattinin farklilastirilmas: literatiirde ilk defa Hardikar ve
arkadaslar1 (2003) [2] tarafindan gerceklestirilmistir. Burada gelistirilmis olan protokol
laboratuvarimizca optimize edilerek uygulanmistir. Bu protokoliin uygulanmasi
esnasinda yapisarak biiyliyen hiicrelerden, siispansiyonda kiimelesmeler olusturularak
gelisen hiicre topluluklarina déniistiikleri gdzlemlenmistir. TUBITAK INTENC
1135029 numarali REGTHERDIM baslikli projede yapilan array analizlerinde pek ¢ok
gende bu morfolojik degisikliklere paralel olarak anlamli ekspresyon degisiklikleri
oldugu gézlemlenmistir. Ancak tiim bu genlerin ekspresyonlarindaki degisimlerin, hem
gen ekspresyonu diizeyinde (diger baska bir metodla) tekrar gosterilmesi ve protein
diizeyindeki g¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu hedef dogrultusunda secilen
SCG2 geni de, bahsi gegen array ¢alismasi sonucunda degisim gostermis olan genlerden
biridir.

Bu dogrultuda oncelikle farklilasma protokolii uygulanan hiicreler 14’iincii
giiniin sonunda hasat edilerek protein diizeyindeki SCG2 geninin varliginin
gosterilebilmesi amaciyla immiin floresan metodlarla gosterilmistir. Bu farklilasma
protokolii ile iliskili olarak SCG2 proteini ilk defa bu ¢alismada irdelenmistir. Immiino
floresan mikroskop goriintiisiinde kiimelesme olusturan adacik benzeri yapiciklar
sinyallerin, adacigin dis kisminda yogunluk gosterdigi goriilmektedir. Sinyallerin genel
olarak dis kabuk bolgesinde yogunlasmis olmasi glukagon ve somatostatin eksprese
eden alfa ve delta adacik hiicrelerine benzer bir yerlesim gosterdigine dair bir bulgudur.
Bu da SCG2 geninin olusturmus oldugumuz AHK olusumlarinin tiimiinde homojen
olarak goriilmedigine dair bir veridir. GCG ve SST’nin spesifik olarak SCG2 proteini ile

kolokalize olup olmadiginin gosterilmesi heniiz miimkiin olmamuistir.

Bu tez kapsaminda SCG2 genindeki ekspresyon degisiminin array verilerine
paralel olarak gosterilebilmesi amaci ile ikinci bir metot olarak KRT-PZR SYBR Green
metodu kullanilmistir. Yapilan SYBR Green reaksiyonu sonucunda elde edilen
fragmanlar %2’lik jelde kontrol edilmistir. RT-PZR ile ¢ogaltilmasi beklenen SCG2,
PPIA, PDX1, POU5SF1 (OCT3), KLF4, SST, GCG genlerine ait fragman boyutlari
kontrol edildikten sonra, deneylere ait Ct degerlerinin kullanilabilirligi
degerlendirilmistir. Agaroz jel sonuglarinda, GCG geni haricinde c¢alisilan diger tiim

genlerin bu beklenen boylarla uyumlu oldugu goézlemlenmistir. Dolayisiyla istatistik
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caligmas1 yapilmis olmakla birlikte aslinda bu gene ait primerlerin yeniden dizayn

edilerek tekrar analiz edilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bu metodla ekspresyondaki degisimler ikinci bir yontem kullanilarak
gosterilmis olmaktair. Elde ettigimiz verilere gore farklilasma protokoliiniin
uygulanmaya basladig1 ilk giinlin sonunda elde edilmis olan RNA 6rnekleri, protokoliin
son hasat giiniinden elde edilen RNA o6rnekleri ile karsilastirilmis bulunmaktadir. Bu
karsilastirma sonucunda ilk giin ile son giin arasinda morfolojik degisimlere paralel
olarak SCG2 gen ekspresyonunda 30.41 kat artis oldugu ilk defa bu tez vasitasi ile
gosterilmis olmaktadir. Yani, daha dnce yapilmig ¢alismalardan elde edilen bilgilere
gore ilk olarak endoplazmik retikulumdan sentezlenen SCG preproteini, daha sonra
golgi cisimciginde glikosilasyon, fosforilasyon ve sulfasyon seklinde modifikasyonlara
ugrar ve golgiden salgi graniillerine tasindiktan sonra, proteolitik olarak kirpilan
preprotein, salgi vesikiilinde yogun olarak bulunur [44,47]. Yapmis oldugumuz
immiin floresan c¢alismast sonucunda SCG2 igeren salgi graniillerinin AHK
olusumlarinin dis kisimlarinda yogunlastigini géstermistir. Ancak kullanmis oldugumuz
mikroskop yazilimi1 kantifikasyona imkan vermedigi i¢in bu metodla herhangi bir
sayisal degerlendirmenin elde edilmesi miimkiin olmamistir. Yani, elde edilen bu veri
kantitatif olmaktan ziyade kalitatif bir veridir. Glukagon ve somatostatin antikorlariyla
birlikte SCG2 proteininin kolokalize oldugunun gosterilmesi, ilerideki ¢aligmalarin

konusu olacaktir.

SCG2 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin verifiye edilmesi amaciyla
tez kapsaminda KRT-PZR metodu kullanilmistir. Bu gen haricinde kontrol amaclh
olarak SST ve GCG hormon gen ekspresyonu ile birlikte gelisim genleri olan PDX1,
POUSF1 (OCT3) ve KLF4 genleri de incelenmistir. Hedef gen olarak se¢ilmis olan
SCG2 gen ekspresyonunun farklilasma prtokoliiniin ilk baslandig:1 gilinden itibaren
yiikseldigi ve sonunda 30.41 kat arttig1 (p=1.17x10"%) gOsterilmistir. Buna paralel olarak
SST gen ekspresyonunda 7.37 kat arttigi (p=1.44x10°) goézlemlenmistir. En yiiksek
degisim katsayilarinin bu iki gende anlamli sekilde saptanmasinin, SCG2 ve SST
genlerinin AHK olusmlarinin dis kabuk ylizeyinde yogun olarak lokalize olmas ile bir
iliskisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, bu hiicreler tek tek segilerek bir RNA
ekspresyon analizi yapilabilmis olsaydi, bu hipotezi daha kuvvetle kanitlamak miimkiin

olabilirdi.
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Somatostatin hormonunun, kandaki glikoz diizenleyici hormonlar {izerinde yani,
pankreatik adaciklarda B-hiicrelerinden insiilin, a-hiicrelerinden glukagon da dahil
olmak iizere, 6énemli 6l¢iide hormon baskilayici etkisi oldugu bilinmektedir [36,37].
Buna paralel olarak bu deney diizeneginde diger hormonlarin da incelenmesi ve
ozellikle insiilin ve glukagon hormonlarinin ekspresyonlarinin ne sekilde etkilendiginin
gosterilmesi gerekmektedir. Insiilin ve glukagon degisiminde yiikselme goriilmiiyor
olusunun somatostatinin yiiksek olmasi ile bir iliskisinin olup olmadigi bu deney

diizeneginde irdelenmelidir.

Deney diizenegimizde ayrica, anlamli degisim goOsteren diger bir gen de
POUSF1 geni olmustur. Bu gende protokoliin baslangici ile sonu arasinda ekspresyon
diizeyinde 3.26 kat artis (p=3.23x10?%) oldugu gozlemlenmistir. Bu degisimdeki
anlamliligin daha diisik oldugu gozlemlenmektedir. Omurgali gelisiminin ilk
asamalarinda, POUSF1, pluripotansin 6nemli diizenleyicisi olarak rol oynadigi [57], ve
normal kok hiicrede rejenerasyon siirecinin siirdiiriilmesinde temel bir rol oynadigini
gostermistir [55,56]. Bu baglamda, ekspresyondaki hafif ancak anlamli artigin hiicre

rejenerasyonunun deney diizenegimizde hizlandigina dair bir bulgu olabilir.

Bir ¢inko-parmak (zinc-finger) transkripsiyon faktoriidir ve KLF4 mRNA
ekspresyonu esas olarak deri ve akcigerler ve gastrointestinal kanaldaki organlarda
postmitotik, terminal diferansiye epitelyal hiicrelerde bulundugu bildirilmistir [63,64].
Yani difereansiyasyonun daha ileri asamalarinda gozlenirler. Deney diizenegimizde bu

genin ekspresyonunda belirgin bir degisiklik gelismedigi gézlenmistir.

Pankreatik duodenal homeobox 1 (PDX1) bagirsak gelisiminin ilk agamalarinda
pankreas olusumunda gorev alir ve adacik gelisimi ile birlikte, B-hiicre fonksiyonunda
sagkalima katkida bulunan onemli bir transkripsiyon faktoriidiir [59,60]. Bu genle
iliskili olarak da ekspresyonun sabit kaldigi gozlenmistir. Eger bu genin
ekspresyonunda bir diisiis goriiliiyor olsaydi, deney diizene§imizin basarisiz yonde

ilerledigine dair bir veri elde edilmis olacakti.

Elde edilen tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, indiiklenerek olusturulan
adacik benzeri olusumlarin (AHK) hormonal degisimlerin ve bunlarla iliskili diger
yolaklara ait genlerin/proteinlerin irdelenebilecegi degerli bir deneysel diizenek oldugu

gozlenmistir. Bu deneysel modelde elde edilen SCG2 gen ekspresyonun artiginin (30.41
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kat) da sekrekseyon graniilleri iliskli yolaklarin ve biyolojisinin incelenmesi i¢in faydali

model olacaktir.
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