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ÖZET 

Kaygusuz A. İndüklenerek Adacık Benzeri Hücre Kümeleşmeleri (AHK) Oluşturan 

PANC1 Hücre Hattında Sekretogranin (SCG2) Gen Anlatımının Gösterilmesi. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik ABD. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul. 

2018. 

Konu ve Amaç: Pankreas kaynaklı bir kanser hücre hattı olan PANC-1 hücreleri 

eksokrin kökenli olup, insüline çoğalarak tepki verirler. Bu hatta ait hücreler, kültür 

şartları özel biçimde düzenlendiğinde, pankreasa özgü bazı hormonları üretecek şekilde 

kümeleşirler. Bu tez kapsamında indüklenen PANC-1 hücrelerinde, vesiküler transport 

proteini kodlayan SCG2 ekpresyonunda oluşan değişimin saptanması amaçlandı.  

Üç boyutlu bir hücresel model olarak kullanılan adacık benzeri hücre kümelerinde 

(AHK), sekresyon proteini ekspresyonundaki değişime paralel olarak hormon 

üretiminde  de değişim olabileceği öngörüsüyle, sekretogranin (SCG2) ile birlikte 

somatostatin (SST) ve glukagon (GCG) gen anlatımları da incelendi.  

Metot: İndüklenmiş ve bazal koşuldaki hücrelerden elde edilen RNA materyallerinden 

cDNA sentezlendi ve SCG2 geninin spesifik transkriptini çoğaltacak şekilde kRT-PZR 

yapıldı. Diğer yandan, PDX1, POU5F1, KLF4, SST, GCG  genlerindeki ekspresyonlar 

kontrol amaçlı olarak deney modelimizde takip edildi ve array sonuçları valide edildi. 

Bu hücre tipinde ekspresyonunun daha stabil olması sebebiyle,  “house-keeping” 

kontrol geni olarak PPIA kullanıldı. 

Sonuç: Bu tez çalışmasıyla, önemli bir vesiküler transport proteini olan SCG2’nin gen 

anlatım düzeylerinde, AHK oluşumunu indükleyen farklılaşma protokolünün 0 ve 

14’üncü günleri karşılaştırıldığında, yaklaşık 30,5 kat artış olduğu (p=1.17x10 -5) 

saptandı. Diğer yandan SCG2 kadar olmamakla birlikte SST ve POU5F1 genlerinde de 

anlamlı değişim olduğu saptandı. 

 

Anahtar Kelimeler : PANC 1 hücre hattı, adacık benzeri hücre kümeleşmeleri (AHK), 

pankreas, SCG2, Langerhans adacıkları 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 27643 
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ABSTRACT 

Kaygusuz, A.,Revealing Secretogranine (SCG2) Gene Expression in PANC1 Cell Line 

that Forms Islet Like Cell Aggregates (ISA) by Induction. İstanbul 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-qPCR 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=1.17x10-5) 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 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Secretogranin 2 (SCG2), endokrin ve sinir sisteminde yaygın olarak gözlenen, 

asidik salgı proteinlerinden granin ailesinin bir üyesidir. Sekretuar hücreler için marker 

özelliği gösteren organellerden olan bu büyük ve yoğun merkezi keseciklerin (large 

dense core vesicles LDCV'ler) varlığı, SCG2 ile kontrol edilen sekretuar yolak 

mekanizmalarını karakterize etmek için kullanılmaktadır [1]. 

Diyabet ise, kronik bir endokrin hastalık olup, periferik insülin direnci ve/veya 

pankreas beta hücrelerinden yetersiz insülin üretimi veya salınımı nedeniyle yükselen 

kan şekeri değerleriyle karakterize bir hastalıktır. Tip 1, Tip 2, gestasyonel diyabet ve 

diğer spesifik tipler olmak üzere, dört ana tip diyabet formu mevcuttur. En yaygın 

fenotipi ise Tip 2 diyabettir. Fenotiplerin karışık yapısına paralel olarak, diyabet 

araştırmaları uzun süredir klinik, fizyolojik, epidemiyolojik, genetik ve immünolojik 

alanlarını içerecek şekilde multidisipliner çalışmalar olarak sürdürülmektedir. 

Hastalığın patofizyolojisi her ne kadar iyi bilinse de, oluşum mekanizmalarının tam 

aydınlatılmamış olması nedeniyle, nihai önleyici çözümler sağlanamamaktadır. Bu 

doğrultuda tedaviye katkı sağlamak amacıyla, diyabet oluşumu ve gelişimini 

tanımlamak için geniş çaplı araştırmalar devam etmektedir. Bu araştırmalarda insan 

deneklerinin kullanımı her zaman mümkün olmadığından, araştırmalar çeşitli diyabet ve 

organ modelleri kullanılarak gerçekleştirilmektedir. Hayvan modelleri kullanılarak 

gerçekleştirilen araştırmaların insana uyarlanması sıklıkla mümkün olamamaktadır. Bu 

durum, insan hücreleri üzerinden oluşturulacak bir diyabet modelini çok değerli 

kılmaktadır.  

Bu çerçevede,  bir deneysel model oluşturulması amacıyla PANC-1 hücre 

hattına ait bir indüksiyon modeli geliştirilmesi planlanmıştır. Bu indüksiyon protokolü 

ile PANC-1 hücrelerinin adacık benzeri hücre kümeleri oluşturabildiği gösterilmiştir 

[2]. Bu kapsamda, 2014 yılında destek gören “Tip 1 Diyabet'in Rejeneratif Tedavisi: 

Pankreatik Beta-Hücre Proliferasyonuna Yönelik Yeni Teknoloji Geliştirilmesi” başlıklı 

TÜBİTAK-INTENC (113S029) projesinin iş paketlerinden biri de PANC-1 hücre 

hattına ait farklılaşma protokolünün optimize edilmesi olmuştur. İndüksiyonla adacık 

benzeri hücre kümelerinin oluşturulduğu bu protokolde, hücrelerin morfolojik 

değişimine paralel olarak gen ekspresyon düzeylerinde global değişimler saptanmıştır 
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[3]. Tüm genom ekpresyon arrayi yapılmasıyla ekspresyon değişimi gösterdiği saptanan 

genlerden biri de SCG2 geni olmuştur. Bu bulgu, daha önce literatürde yayınlanmamış 

özgün bir bilgi olmaktadır. Array platformunda elde edilen verilerin başka yöntemlerle 

konfirme edilmesi gerektiğinden, yaptığımız bu tez çalışmasında, ek olarak  kantitatif 

PZR ve immuno floresan mikroskop yöntemleri kullanılarak verifiye edilmesi 

amaçlanmıştır. Böylelikle, bu tez çalışması kapsamında elde edilen veriler ile 

oluşturulmuş adacık benzeri hücre kümelerinde (AHK) SCG2 gen ekspresyonunun 

değişimi ilk defa verifiye edilmiş olacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. PANKREAS 

 

Pankreas insanda yaklaşık 15-20 cm uzunluğunda ve 80-90 gram ağırlığında, 

karın boşluğunda karaciğer mide ve ince bağırsak ile komşu olan bir organdır. Baş 

kısmı geniş olup, uç kısıma doğru incelir [4]. Şekil 1’de pankreas organı 

gösterilmektedir. 

 

 

 

Şekil 1: Pankreas organı. 

Karın boşluğunun üst ve midenin arka tarafından yer alan pankreas, on iki parmak bağırsağından 

başlayarak dalağa kadar uzanmış endokrin bir organdır.   

        (PubMed-ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0015941/’den değiştirilerek alınmıştır.) 

 

Pankreas, endokrin ve ekzokrin bölmeleri olan bir organ olup, endokrin bölümü 

pankreas kitlesinin yalnızca %2’sini oluşturmaktadır. %83’ü ekzokrin bölümünden, 

%10’u ekstraselüler matriksden, %5’i ise kanallar ve damarlardan oluşur [5]. Ekzokrin 

bölümden enzimler depolanır ve salınır. Pankreas Langerhans adacıkları endokrin 
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özelliktedir ve farklı tiplerde hücreler içerir. Endokrin hücrelerden oluşan bölüm 

sırasıyla, glukagon, insülin, somatostatin ve pankreatik polipeptit üreten α, β ve δ 

hücrelerinden oluşur. Tüm bu hücre tiplerinin sağlıklı çalışır durumda ve belli oranlarda 

olmasının yanında, birbirleriyle iletişimi sayesinde adacıkların tam fonksiyonel 

durumda oluşu sağlanır. İnsülin salgısı beta hücrelerinden; somatostatin salgısı delta 

hücrelerinden; glukagon salgısı ise alfa hücrelerinden gerçekleşir. Adacıklarda, özellikle 

β hücrelerinin hasarlanması durumunda ise, adacık fonksiyonları bozulur ve pankreas 

vücudun taleplerini karşılayacak yeterli insülini üretemez hale gelir.  Bu durum, kişide 

diyabet bulgularının gelişmeye başlamasıyla sonuçlanır [5,6]. 

Pankreas kanseri türlerinin %90'ını ekzokrin hücre kaynakları oluşturmakta 

olup, hem endokrin hem de ekzokrin hücrelerinden köken almış olan farklı kanser 

tiplerini de içerir [7]. Şekil 2’de pankreas organının lokasyonu  gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 2: Pankreasın lokasyonu.   

Pankreas kanalındaki asiner hücreler sindirim enzimlerini salgılar. Pankreasın içerisinde yer 

alan Langerhans adacıkları ise insülin ve glukagon gibi önemli hormonların üretilmesinde rol oynar. 

(Micrograph provided by the Regents of University of Michigan Medical School © 2012’den 

değiştirilerek alınmıştır.) 
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2.1.1. Langerhans Hücre Adacıkları 

 

İnsan pankreasının yaklaşık % 1’i adacıklar hücrelerinden oluşur ve sayıları ortalama 

bir milyon civarında olan bu adacıklar, pankreasın endokrin özellik gösteren kuyruk 

kısmına lokalize olmaktadır [8,9]. 

Her bir pankreas adacığı yaklaşık 100-200 µm çapındadır ve ortalama 1000 kadar hücre 

içerir. Adacıklar, endokrin özellik göstermektedir ve üzerlerindeki adezyon molekülleri 

sayesinde birbirlerine bağlanmaktadır [10]. Langerhans hücre adacıkları 5 farklı hücre 

tipinden oluşmaktadır. Bunlar; Alfa , Beta, Delta, PP (pankreatik polipeptid), Gamma 

hücreleri olarak adlandırılır [11]. Şekil 3’de pankreas, Langerhans adacıkları, hücre 

tipleri ve hücrelerden salgılanan hormonlar gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 3: Pankreas ve Langerhans adacıkları. 
Yukarıdaki resimde Langerhans adacıklarındaki hücre tipleri ve hücrelerden salgılanan hormonlar 

gösterilmektedir. Langerhans adacıklarında bulunan alfa hücrelerinden  glukagon hormonu salgılanır. 

İnsülin hormonu  Beta hücrelerinden, somatostatin hormonu delta hücrelerinden, gastrin hormonu ise 

gama hücrelerinden  salgılanmaktadır. 

(http://bit.ly/1SMd3lQ’dan değiştirilerek alınmıştır.) 

 

 

 



 19 

2.1.1.1. α (Alfa) Hücreleri 

 

 Bir Langerhans adacığının hücre kütlesinin içeriği yaklaşık %15-20’si alfa 

hücrelerinden meydana gelmektedir ve bunlar genelde adacığın dış kabuk yüzeye yakın 

alanda yerleşim gösterirler. Hiperglisemik etkiye sahip olan glukagon hormonunu 

salgılayarak, düşük kan şekerini düzenlerler. Sitoplazmaları 250nm çapında sekresyon 

granülleri içermektedir. Bu granül yapıları, elektron yoğun bir merkez ile, dışa doğru 

giderek yoğunluğu azalan yapılar biçimindedir [12,13]. 

 

2.1.1.2. β (Beta) Hücreleri ve Diyabetle (DM) İlişkisi 

 

Langerhans adacığının % 70’i adacığın merkezine yerleşmiş olan Beta hücreleri 

tarafından oluşmaktadır. Beta hücreleri insülin hormonunu salgılamakta olup, kan şeker 

düzeyini düzenlemede görev alırlar. Bu hücrelerin sitoplazmalarındaki sekresyon 

granülleri yaklaşık 300 nm çapındadır ve çinko içermektedir [14]. 

Beta hücrelerinin sayıca azalması durumunda insulin üretiminde yetersizlik 

meydana gelir ve çeşitli klinik formlar alabilen diabetes mellitus (DM) gelişir. Bu 

durum beta hücreleri disfonksiyonu kaynaklı oluşan hiperglisemi, poliüri ve glikozüri 

sonucu ortaya çıkar [15-18]. Tip 1 diabet (T1D), β hücrelerinin idiyopatik veya 

otoimmün yıkımı sonucu oluşur [19-22], tip 2 diabet (T2D) ise, insülin direncinde 

azalmış β hücre kompanzasyonu neden olur [23,24].  

 

2.1.1.3. Δ (Delta) Hücreleri 

 

Delta hücreleri Langerhans adacıklarının % 5-10’unu oluştururlar. Genellikle 

adacığın periferinde ya da adacık içerisinde dağınık şekilde bulunurlar. Bu hücreler 

parakrin etkiye sahip olup, diğer hücrelerden  hormon salgılamasını baskılayarak, 

endokrin etkisi ile de safra kesesi kaslarının da kasılmasını sağlayan somatostatin 

hormonu salgılamaktadır. Sitoplazmalarında 350nm çapında ve diğer adacık 

hücrelerinden homojen ve az yoğun granüller içermektedirler [25,26]. 
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2.1.1.4. PP (Pankreatik Polipeptid) Hücreleri 

 

Langerhans adacığının % 1’ini pankreatik polipeptid hücreler oluşturur. PP 

hücreleri adacık içinde dağınık halde bulunmakta olup, pankreasın ekzokrin salgısını 

baskılayarak pankreatik polipeptid salgılarlar [27,28]. 

 

2.1.1.5. γ (Gamma) Hücreleri 

 

Gamma hücreleri Langerhans hücre adacıklarının % 1’ini oluştururlar. Adacık 

içinde homojen dağılım gösterirler. Gamma hücreleri midedeki paryetal hücrelerinden 

hidroklorik asit (HCl) üretimini uyaran gastrin hormonunu salgılarlar [29]. 

Şekil 3’de gösterildiği gibi pankreas adacığını oluşturan tüm hücreler arasında 

iletişim bulunmaktadır. A ve β hücreleri arasındaki bağlantı, desmozomlar, neksuslar ve 

sıkı bağlantı birimleri aracılığı ile sağlanmaktadır. Hücreler arasında ki bu işlevsel 

birliktelikler hücrelerin salgısının diğer hücreler tarafından denetlenmesini sağlar 

[30,31]. Şekil 4’de pankreas hücrelerinden delta ve beta hücreleri arasındaki iletişimler 

gösterilmektedir. 
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Şekil 4: Pankreas hücrelerinden delta ve beta hücreleri arasındaki hormonal iletişimler. 
Delta hücrelerinden somatostatin hormonu, beta hücrelerinden ise insulin hormonu salgılanmaktadır. 

Delta hücrelerinden salgılanan somatostatin, kılcal ağ üzerinden geçerek beta hücrelerinde bulunan 

somatostatin reseptörlerine bağlanırsa insulin üretimi inhibe olur. Yani, somatostatin hormonu insulin 

hormonunu baskılamaktadır. 

  

 

2.1.2. Pankreastan Salgılanan Hormonlar 

 

2.1.2.1. İnsülin 

 

İnsülin pankreastaki β-hücrelerinden salgılanan, protein, karbonhidrat ve lipid 

metabolizması düzenlenmesi görevine sahip olan bir hormondur. Şekil 4’te gösterilen 

insülin hormonu sülfür bağları ile bağlanmış iki adet polipeptid zincirinden 

oluşmaktadır [32]. Şekil 5’de insülin hormonu gösterilmektedir. 
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Şekil 5: İnsülin hormonunun yapısı. 

İnsülin hormonu, birbirine disülfür bağları ile bağlanan, 2 aminoasit zincirinden (A ve B) oluşan; uzun 

zincirinde 30, kısa zincirinde 21 aminoasit bulunan, 6000 Dalton ağırlığında peptit yapılı bir 

moleküldür. 

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

   

İnsülin salınımı ekzojen ve endojen maddeler tarafından uyarılır. Endojen 

maddeler gastrointestinal hormonlar, glukagon, prolaktin, cinsiyet hormonu ve 

glukokortikoidler, ekzojen maddeler ise aminoasitler ve glikozdan oluşmaktadır [33]. 

Öğünlerden sonra meydana gelen kandaki glikoz düzeylerinde artış ile paralel bir 

şekilde artan ve kana verilen insülin, karaciğerdeki glikoz sentezini baskılar ve glikozun 

kas ve yağ hücrelerine girişini artırıp kan glikoz homeokinezisinin sağlar [32]. 

Metabolik problemler, sitokinlerin sentezlenmesindeki değişiklikler ve 

obezitenin olduğu durumda, insülin kaynaklı dokulara insülin girişi azalır. İnsülin 

direnci olarak adlandırılan bu rahatsızlıkta vücut dolaşan insüline karşı gerekli yanıtı 

veremez ve Tip 2 diabet meydana gelir [34]. 

 

2.1.2.2. Somatostatin 

 

Somatostatin (SST), endokrin pankreasın bağırsak, beyin ve δ hücrelerinde 

üretilen bir tür peptit hormonudur [35]. Adacık δ hücrelerinden SST sekresyonu amino 

asitler ve glikoz ile uyarılabilir. Bu hormon aynı zamanda endokrin hormonların 
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üzerinde bir anti-salgılayıcı etki gösterir. Hipofiz bezinden büyüme hormonu 

salgılanmasının inhibisyonu, SST'nin iyi bilinen bir fizyolojik işlevidir. Somatostatin 

hormonunun, kandaki glikoz düzenleyici hormonlar üzerinde yani, pankreatik 

adacıklarda β-hücrelerinden insülin, α-hücrelerinden glukagon da dahil olmak üzere, 

önemli ölçüde hormon baskılayıcı etkisi vardır [36,37]. 

SST, özellikle diyabet olmak üzere birçok kronik metabolik hastalıkta hayati bir 

hormon haline gelmiştir. Dışardan somatostatin alımı, insülin hormonunu inhibe 

etmektedir. Somatostatin alımının, insüline bağımlı diyabetiklerde bazı metabolik 

aberasyonları iyileştirdiğini bildirilmektedir, bu da bu hormonun glikoz 

metabolizmasını iyileştirmek ve diyabetik hastaların yaşam kalitesini arttırmak için 

terapötik bir hedef olarak potansiyel rolünü göstermektedir [38,39]. 

 

2.1.2.3. Glukagon 

 

Langerhans adacıklarında çoğu β-hücresinde ve α ve δ-hücrelerinde, 29  

aminoasitten oluşan glukagon hormonu salgılanmaktadır. Glukagon, adacık içinde 

hormon salgılanmasının bir parakrin regülatörü olarak işlev görür ve kandaki glukoz 

düzeyini yükseltir [40].  

2.2. PANC-1 İnsan Hücre Hattı 

 

Pankreas kaynaklı bir kanser hücre hattı olan PANC-1 hücreleri eksokrin 

kökenli olup, insüline çoğalarak tepki verir. Bu hücre hattı, kültür şartları özel biçimde 

düzenlendiğinde, pankreasa özgü bazı hormonları üretecek şekilde kümeleşirler. [3] 
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2.3. Sekretogranin (SCG2) 

            İnsanda, SCG2 (secretogranin) geni 2q36.1 lokusunda yer alır ve 617 amino 

asitten oluşan, 70.9 kD ağırlığında bir proteni kodlar [41]. Şekil 7'de sekretogranin 

(SCG2) gen yapısı ideogram görüntüsü gösterilmektedir. 

 

 

 

 

 

Şekil 6: Sekretogranin (SCG2) gen yapısı ideogram görüntüsü - Scg2 geni 2q36.1 lokusunda yer alır. 

Bilinen komşuları NANOGP2, ACSL3 ve SERPINE2’dir. 2 ekson 1 introndan oluşan SCG 2 

 geninin F primeri ekson 1’in sonunda,R primeri ekson 2’nin başında bulunur. 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SCG2’den alıntı yapılmıştır.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SCG2 ilk olarak anterior hipofiz hücrelerinde karakterize edilmiştir. Bu protein, 

nöroendokrin salgı proteinlerini kodlayan kromogranin/secretogranin ailesinin bir 

üyesidir. Bununla birlikte, memeli beyninde, hipofiz bezlerinde, gonadlarda, böbreküstü 

bezlerinde, bağırsakta, midede ve pankreasta görülmüştür [42]. SCG2, endokrin ve 

nöral hücrelerin sekretuar granüllerinde yerleşik olması sayesinde, bir hücrenin 

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SCG2'den


 25 

salgılayıcı karaktere sahip olup olmadığı hakkında bilgi verici marker olma 

potansiyeline sahip görünmektedir [43]. 

 

Önce endoplazmik retikulumda sentezlenen SCG preproteini, daha sonra golgi 

cisimciğinde glikosilasyon, fosforilasyon ve sulfasyon şeklinde modifikasyonlara uğrar. 

Bu değişimlerden sonra ise, golgiden salgı granüllerine taşınan preprotein, en sonunda 

proteolitik olarak kırpılır [44].  Böylelikle kırpılan preprotein, ikiye bölünmüş olur ve 

spesifik hücre tiplerinde kemotaktik etkiler gösteren secretoneurin (SN) ile EM66 

oluşur [45]. Araştırmalar, SN'in hücreler arası kalsiyumdaki artışı uyardığını ve LβT2 

hücrelerinde hem cAMP üretimini hem de ERK-bağımlı yolağı aktive ettiğini 

göstermiştir. 

 

Beyindeki sekretogranin 2’nin proteolitik olarak işlenmesi, sekretonurin adını 

verdiğimiz bir 33-amino asit peptidinin oluşmasına neden olurken, proteolitik işlemle 

granin asidik salgılanma proteini ile ise SCG 2’den 66-amino asitli, EM66 peptidi 

oluşmaktadır [46]. 

 

Pankreas adacık hücrelerinin asli görevi insülin sekresyonudur ve bunu, hücre içi 

habercilerin yardımıyla yerine getirebilir. Adacık hücrelerinde, glutamatın insülin 

sekresyonunu düzenleyen bir hücre içi haberci gibi davrandığı bilinmektedir. 

Üretiminden sonra salgının gerçekleşebilmesi için, insülinin salgı granüllerine 

paketlenmesi ve hücre dış zarına doğru yönlendirilmesi gerekmektedir. Salgı 

granüllerinde, SCG2’nin, glutamat,  uyarıcı amino asit taşıyıcı 2 (EAAT2) ve veziküler 

glutamat traşıyıcı tip 3 (VGLUT3) ile birlikte işlev gördüğü bildirilmiştir. Yani, EAAT2 

ve VGLUT, insülin sekresyonunu düzenlemekte, nöronlara glutamat salma yeteneğini 

ile de vesiküler bir glutamaterjik taşıyıcı görevi görmektedir. Ayrıca bu işleve ek olarak, 

presinaptik düzeyde striatal kolinerjik nörotransmisyonu arttırmaktadır. Veziküler 

transportta görevli olan SCG2’nin işlevi çoğunlukla MEK/ERK yolağı üzerinden 

gerçekleşir. Bu yolak aktive olduğunda, SCG2 düzeyi de yükselmekte ve veziküler 

transport hızlanmaktadır [47]. 

Rodentlerde yapılan araştırmalarda, sekretogranin 2’nin peptit hormonlarının ve 

nöropeptidlerin salgı veziküllerine paketlenmesinde rol oynadığı bildirilmiştir. 

Pankreasta yapılan transplantasyon deneylerinde bu genin ekpresyon düzeylerinin 
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yükselmesi halinde, transplantların red ihtimalinin azaldığı gösterilmiştir [48]. Bunun 

yanında, genel olarak bu proteinin doku yenilenmesi ile ilişkili olabileceği farklı 

dokularda yapılan çeşitli deneylerde gösterilmiştir. Ayrıca, SCG gen anlatımının 

beyinde JAK/STAT yolağı üzerinden beyin hücrelerinin plastisitesini ve korunmasını 

sağladığı görülmüştür. Bu açıdan bakıldığında, proteinin hücre yenilenmesinde önemli 

rol oynadığı söylenebilir [49,50]. 

 

Görevleri: 

-SCG2, salgı kesecikleri henüz olmayan hücrelerde salgı granül benzeri yapıların 

oluşumunu tetikler, bu da salgı keseciklerinin üretilmesinde SCG2'nin önemli bir rolü 

olduğunu gösterir ve peptit hormonları ile nöropeptitlerin salgı keseciklerine 

ambalajlanması ve ayrıştırılması işlevini yerine getirir [51]. 

-Yapılan çeşitli deneyler, granüllerin kan basıncının otonomik kontrolü yoluyla 

hipertansiyon patogenezinde rol oynadığını göstermektedir. SCG2'den türetilen 

sekretonürin peptidi, vasküler düz kas hücrelerinin göçünü ve proliferasyonunu stimüle 

eder [52] ve vasküler gelişime doğrudan bir bağlantı sağlayan , anjiyogenez ve 

vaskülojenezi desteklemek için bir endotelyal sitokin olarak hareket eder [53,54]. 

 

2.4. POU5F1 Geni (NM_000209): 

Oct-3 veya Oct-4 olarak bilinen POU5F1 geni, murin Oct-4 geni tarafından kodlanan, 

maternal olarak ifade edilen oktamer bağlayıcı, embriyonik kök hücrelerde 

transkripsiyon faktöründe rol oynayan bir proteindir [55]. Embriyonik kök hücreleri 

(EKH) ve germ hücrelerinde pluripotans ile diğer hücrelerde proliferasyon ve 

rejenerasyon potansiyeli ile ilişkilidir [56]. Omurgalı gelişiminin ilk aşamalarında, 

POU5F1, pluripotansın en önemli düzenleyicisi olarak rol oynamaktadır [57]. Yapılmış 

çalışmalarda, POU5F1'in normal kök hücrede rejenerasyon sürecinin sürdürülmesinde 

temel bir rol oynadığını göstermiştir [55,56]. 

Son zamanlarda, insan amniyotik sıvısından izole edilen hücrelerde, POU5F1 

gösterilmiştir [57]. Buna ek olarak, POU5F1’in kanser ile ilişkisini ortaya koymak 

amacı ile daha önce yapılan pek çok araştırmada, insan kanser hücrelerinde POUF1 

ekspresyonu bildirilmiştir. 
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Tai ve arkadaşları, POUF1 ekspresyonunun yetişkin bir insanda; böbrek, göğüs 

epitelyal, pankreatik, mezenkimal, karaciğer ve mide kök hücrelerinde bulunabileceğini 

ortaya çıkarmışlardır [58]. 

 

2.5. PDX1 Geni(NM_000209): 

Pankreatik duodenal homeobox 1 (PDX1) bağırsak gelişiminin ilk aşamalarında 

pankreas oluşumunda görev alan ve adacık gelişimi ile birlikte, β-hücre fonksiyonunda 

sağkalıma katkıda bulunan önemli bir transkripsiyon faktörüdür [59,60]. 

PDX-1, sağlıklı bireylerde glikoz seviyesini ve insülin sekresyonunu teşvik 

etmek için gerekli olmakla beraber, PDX-1'de meydana gelen mutasyonlar tip 2 diyabeti 

için risk faktörü oluşturmaktadır. PDX-1'in genetik veya fonksiyonel mekanizmalar ile 

düzensizliğinin otozomal erken başlangıçlı (MODY= Maturity-Onset Diabetes of the 

Young) ve yaygın tip 2 diyabetlerde ortak bir unsur olabileceğini öne sürülmektedir 

[61]. 

PDX-1'in, herhangi bir sorun nedeni ile bozulması, insülin sekresyonunu 

azaltarak glukoz intoleransı ve diyabetle sonuçlanan progresif β-hücre kaybına neden 

olmaktadır [62]. 

2.6. KLF4 Geni (NM_001314052) : 

 

Bir çinko-parmak (zinc-finger) transkripsiyon faktörüdür ve KLF4 mRNA 

ekspresyonu esas olarak deri ve akciğerler ve gastrointestinal kanaldaki organlarda 

postmitotik, terminal diferansiye epitelyal hücrelerde bulunur [63,64]. Yani 

difereansiyasyonun daha ileri aşamalarında gözlenirler. 

KLF4 pankreas kanseri dahil çeşitli kanserli hastalarda potansiyel bir tümör 

baskılayıcı olup, pankreatik tümörlerde KLF4 ve LDHA (laktat dehidrogenaz A) yolağı 

pankreas tümörlerinde aerobik glikolizi etmekte olduğu gösterilmiştir [65]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

PANC-1 hücre hattı hücreleri kültürü hem bazal şartlarda hem de Adacık Benzeri Hücre 

Kümeleşmeleri  (AHK) oluşumu indüklenerek kültüre edildi. AHK oluşumu esnasında 

oluşan değişimlerin izlenmesi amacıyla 0. gün ile 14. gün gen ekspresyonları qPZR ile 

karşılaştırıldı ve hedef genlerdeki (SCG2, PPIA, PDX1, POU5F1, KLF4) ΔΔCt 

değerlerindeki değişimler değerlendirilidi.  

 

Materyal: PANC-1 hücre hattı hücreleri 

1. Bazal hücre kültüründen elde edilen hücreler 

2. Farklılaştırma protokolünden elde edilen hücreler 

 

Metot: qPZR ile differeransiyal ekpresyonun gösterilmesi 

3. Bazal hücre kültürü 

4. Farklılaştırma protokolü 

5. RNA izolasyonu 

6. cDNA eldesi 

7. qPZR 

 

METOT 

3.1. Bazal hücre kültürü 

Normal Kültür Şartları: 

- Taze medyum bir gün evvelden hazırlandı ve +4°C’de saklandı. 

- Medyum kullanılmadan önce buzdolabından çıkarıldı ve 37°C su banyosunda 

tutularak ısısı eşitlendi. 

- Tüpler kurulandı ve pipetler ve şişe %70’lik alkolle silindi. 

 

Taze ATCC PANC1 Hücre Hattı T75 Flask İçinde Kültürü: 

- ATCC 30-2002 bazal medyumun içinde yüksek düzeyde glukoz ve glutamin 

bulunur. 

- Kültür için hazırlanan karışım:  

 5 ml ısı inaktiflenmiş FCS 
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 250µl penisilin streptomisin 

 Bazal medyum ATCC 30-2002 ile 50 ml’ye tamamlandı. 

 

 

 

3.1.1.  Hücrelerin Çözülmesi: 

Kullanılan Malzemeler ve Solüsyonlar: Bazal Medyum, sıcak su tankı, T-25cm2 

flask (polistren), konik tüpler ve pilastik pipetler 

    Bazal Medyum:  

     50 ml falkon tüpe; 

- 45 ml DMEM (4 Mm L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, 1mM sodyum pirüvat ve 

1500 mg/L sodyum bikarbonat) 

- 5 ml ısı inaktiflenmiş FBS/FCS (Gibco) 

- 200 µl penisilin streptomisin 

Metot: Hazırlanmış olan Bazal Medyum 37°C’deki su banyosuna konuldu. T25 

flaskları üzerine tarih, pasaj numarası ve hücre hattı ismi yazılarak işaretlendi. Sıvı 

azottan alınan donuk hücreler 37°C deki su tankına, içine su girmemesine dikkat 

edilerek konuldu. Bu noktada kontaminasyon olmamasına çok dikkat edildi. 

Arada çok hafifçe hücreler karıştırıldı. Hücrelerin çözülmesinin ardından hücreler su 

banyosundan çıkarılan tüpler silinerek kurutuldu ve %70’lik alkolle silindi hücreler 

laminer flow’da götürülerek burada kapakları açıldı ve önceden ısıtılmış konik tüp 

içindeki olan  9ml Bazal Medyuma 1ml hücre eklendi. Bu hücreler daha sonra flask 

içine alındı ( flaskın 37°C olmasına dikkat edildi).    

 

FBS İnaktivasyonu: 

Bu prosedür uygulanmadan önce, FBS su banyosunda 56°C’ye ısıtılarak hücre 

kültüründe kullanılmaya hazır hale getirildi. 

Metot: 

1. FBS -80°C’den çıkartıldı ve +4°C’de, buzdolabında çözülmesi için gece boyu 

bırakıldı. 



 30 

Serumun tam çözülmesi 37°C’de su banyosunda sağlandı. Su banyosundaki su 

hizasının serum düzeyinden yukarıda olmasına dikkat edildi. Şişe ters–düz 

edilerek karıştırıldı. 

2. Serum tam çözüldükten sonra 15 dakika daha inkübe edildi. 

3. Su banyosunun ısısı 56°C’ye ayarlandı. (Banyonun ısısının en fazla 35 dakika 

içerisinde yükselmesi gerekmektedir.) Bu arada her 10 dakikada bir şişe ters–

düz edilerek karıştırıldı. 

4. Su banyosu 56°C’ye ulaştığında, serum 30 dakika inkübe edildi. Her 10 

dakikada bir şişe ters–düz edilerek karıştırıldı. 

5. Su banyosundan çıkarılan serum, 30 dakika oda ısısında tutularak oda ısısına 

gelmesi beklendi ve su banyosu yeniden 37°C’ye ayarlandı. 

6. Konik tüplere 50ml’lik alikotlar alındı. Hemen kullanılacak olanlar 4°C’de, uzun 

zaman sonra kullanılması planlananlar ise -20°C’de buzdolabında stoklandı. 

 

3.1.1.1.  Hücrelerin İnkübasyonu ve Pasajlanması:  

Kullanılan Hücre Hattı: Yaptığımız çalışmada, PANC-1 hücre serisi (American Type 

Culture Collection, Manassas, VA) aşağıda verilen Bazal Medyum kullanılarak 6-10 

pasajları arasında çoğaltıldı.  

Malzemeler ve Solüsyonlar: DMEM (American Type Culture Collection, Manassas, 

VA; Cat no:30-2002, Herndon, VA, veya BioSera), ısıl olarak inaktif hale getirilmiş 

FBS (Gibco) (10%) ve antibiyotik (Penisilin-Streptomisin) içinde kültür edilmiştir. 

%0,25 tripsin EDTA, PBS. T-75 cm2 polister flask, plastic pipet 

Hücrelerin çoğaldığı mikroskop altında gözlendikten sonra 5ml serolojik pipetle 

üzerindeki medyum alınır ve hücreler PBS yıkandı ve atıldı. Hücrelerin üzerine yaklaşık 

3ml %0,25 tripsin EDTA eklendi. Hücreler 3 dk 37°C deki inkübatörde tutuldu. İnvert 

mikroskopta hücrelerin yerlerinden kalktığı izlendikten sonra hücrelerin üzerine 3ml 

Bazal Medyum eklendi. Hücreler iyice süspanse edildikten sonra bir falkona alındı. 

1200 rpmde hücreler 5 dk (oda ısısında) santrifüj edildi.  Pelletin üzerindeki sıvı 

döküldü ve 10ml Bazal Medyum eklenerek süspanse edildi. Bu süspansiyondan 1ml 

hücre ayrılarak hücre sayımında kullanıldı. 

Yeni hücre ekimi ise 3X104 canlı hücre / cm2 olacak şekilde yapıldı. (yani T-75 

flasklarına yaklaşık 4 milyon kadar hücre ekilmesi gerekli olmuştur) 
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-PANC1 Bazal Medyum: 

    50 ml falkon tüpe; 

- 45 ml DMEM (4 Mm L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, 1mM sodyum pirüvat ve 

1500 mg/L sodyum bikarbonat) 

- 5 ml ısı inaktifleştirici FBS/FCS (Gibco) 

- 200 µl penisilin streptomisin 

 

3.1.1.2. PANC1 Hücrelerinin Dondurulması 

Kullanılan Malzemeler ve Solüsyonlar: 

-Bazal Medyum: 

    50 ml falkon tüpe; 

- 45 ml DMEM (4 Mm L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, 1mM sodyum pirüvat ve 

1500 mg/L sodyum bikarbonat) 

- 5 ml ısı inaktifleştirici FBS/FCS (Gibco) 

- 200 µl penisilin streptomisin 

-Dondurucu Medyum: 

       50 ml falkon tüpe; 

- 47,5 ml PANC1 Bazal Medyum 

- 2,5 ml DMSO (ışık görmeyecek şekilde) 

Metot: 

1. Flasklarda üst faz döküldü. 

2. 10 ml 1X PBS (Ca ve Mg’suz) flaska eklenip yıkandı ve tekrar döküldü. 

3. 5 ml tripsin (%0.25) eklenir, 5 dakikada 37°C’de inkübe edildi. Mikroskopta 

hücrelerin kopmuş olduğu gözlemlendi. 

4. 5 ml PANC1 tamamlayıcı medyum tripsinli flaska eklendi, pipetaj yapıldı ve 

daha sonra 50 ml’lik falkon tüpe hücreleri içeren tüm solüsyon alındı. 1500 

rpm’de 5 dakika oda sıcaklığında santrifüj edildi. 

5. Üst faz döküldü. 4,5 ml’lik PANC1 tamamlayıcı solüsyon ile süspanse 

edildi. 

6. 500µl hücre sayımı için cihaza yüklendi. Geri kalan 4 ml solüsyondaki hücre 

1500 rpm’de 5 dakika oda sıcaklığında santrifüj edildi. 
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7. Hücre sayımına uygun olarak toplamda 2x106 hücre/ml olacak şekilde 

dondurucu medyum eklendi ve krİyotüplere konuldu. ( kriyotüpler hücre 

ismi, pasaj numarası, dondurma tarihi ve hücre miktarını içerecek şekilde 

etiketlendi ve üzerine selobant geçildi.) 

8. Kriyotüplerdeki hücreler önce içinde izopropanol bulunan dondurma 

çemberine konuldu. Bir gece -80°C’de bekletildi. Ertesi gün sıvı azot 

sistemine alındı. 

 

3.2.  Farklılaştırma protokolü 

Aşağıda verilmekte olan hücre farklılaştırma protokolü PANC-1 hücreleri bazal 

medyumda çoğaltıldıktan sonra uygulanmıştır. Bazal medyumda yapışarak çoğalan 

hücreler tripsin ile kaldırılarak, hasat edildi. Farklılaştırma protokolü için özellikle 

serumsuz medyum kullanmak gerektiği için bazal medyumda bulunan serum, hücrelerin 

1X PBS ile yıkanması ile uzaklaştırıldı. Protokolün uygulanması esnasında örneklem 

günleri 0, 1, 4, 10 ve 14 olduğundan, her bir gün için 3er kuyucuk ekildi. Ekim 

yapılırken hücreler sayıldı ve deney şartları, 4ml medyumda 2 milyon hücre olacak 

şekilde hazırlandı. Medyum yapısı 0’ıncı, 4’üncü ve 10’uncu günlerde farklı olacak 

biçimde uygulandı. 

Gün 0-3: 

Hücrelerin Ekimi: Hazırlanan medyum 6 delikli bir plağın, her kuyucuğuna 2 ml olarak 

eklendi ve 2 milyon hücre ekildi.  

Medyum Hazırlama (50 ml): BSA konsantrasyonu % 1 olacak şekilde (wt/v) 500 mg 

tartıldı ve üzerine 20 ml DMEM/F12 (Gibco 31331- DMEM/F-12 (Ham) (1: 1) 1X) 

ilave edildi ve su banyosuna (37°C’de, 30-45 dakika) çözünmek üzere bırakıldı. Daha 

sonra 250 µl antibiyotik ve 0,5 ml ITS (insulin-transferrin-selenium, 100X olarak 

kullanılır) eklendi (GibcoCatalog 51500-056-100X). Daha sonra DMEM/F12 ile 50 

ml'ye kadar tamamlandı. En son olarak pH'ı kontrol edildikten sonra 0.22μm şırınga 

filtresi kullanılarak steril edildi. 
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Medyumun Değiştirilmesi: Ortam 1 ve 3 üncü günlerde değiştirildi (0. günle aynı 

medyum). Kültür kabı yuvarlak şekilde hareket ettirilerek hücrelerin ortada toplanması 

sağlandı. Eskiyen medyumun toplanması, kuyucuğun tek bir köşesinden yapıldı (1 ml 

Eppendorf pipet ile)  ve daha sonra kuyucuğun kurumamasına dikkat edilerek taze 

medyum 1 ve 3’üncü günlerde taze medyum ilave edildi.  

Örnek Alma: Bu medyumu kullandığımız günlerde, RNA eldesi amacı 0, 1, 3’üncü 

günlerde örnek alındı. kontrolü için kuyuların birinden hücreler kaydedildi. 

Gün 4-9: 

Medyum Hazırlama (50 ml): BSA konsantrasyonu % 1 olacak şekilde (wt/v) 500 mg 

tartıldı ve üzerine 20 ml DMEM/F12 (Gibco 31331- DMEM/F-12 (Ham) (1: 1) 1X) 

ilave edildi ve su banyosuna (37°C’de, 30-45 dakika) çözünmek üzere bırakıldı. Daha 

sonra 250 µl antibiyotik ve 0,5 ml ITS (insulin-transferrin-selenium, 100X olarak 

kullanılır) eklendi (GibcoCatalog 51500-056-100X). Medyuma, 0,3 mM olacak şekilde 

Taurin (Sigma katalog # T-8691) (0,5M Taurin çözeltisinden 50ml medyum için 30µl 

alındı) eklendi. Daha sonra, DMEM/F12 ile 50 ml'ye kadar tamamlandı. En son olarak 

pH'ı kontrol edildikten sonra 0.22μm şırınga filtresi kullanılarak steril edildi.  

Medyumun Değiştirilmesi: Medyum 6. ve 8. günlerde tekrar değiştirilerek tazelendi. 

 

Gün 10-14: 

Medyum Hazırlama (50 ml): BSA konsantrasyonu % 1,5 olacak şekilde 750 mg tartıldı 

ve üzerine (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) çözünmek üzere bırakıldı. Daha 

sonra 250 µl antibiyotik ve 0,5 ml ITS (insulin-transferrin-selenium, 100X olarak 

kullanılır) eklendi (GibcoCatalog 51500-056-100X). Medyuma, 3 mM olacak şekilde 

Taurin (Stok 0,5M Taurin çözeltisinden 50ml medyum için 300µl alındı) eklendi.  

Nikotinamid (Stok 1M’dan) 50µl, GLP1/Eksendrin (Stok 200Um’dan) 25 µl, NEAA 

(Stok 100X’den) 500µl olacak şekilde eklendi. Daha sonra, DMEM/F12 ile 50 ml'ye 
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kadar tamamlandı. En son olarak pH'ı kontrol edildikten sonra 0.22μm şırınga filtresi 

kullanılarak steril edildi. 

Medyum 12’nci günde tekrar değiştirilerek tazelendi. 

Gün 14: 

Bugün tüm örneklerin toplandığı gündür. RNA izolasyonu için toplanacak hücrelerin 

üzerindeki tüm medyum alındıktan sonra hücreler 2 kere 1X PBS ile yıkandı. Daha 

sonra kullanılacak olan RNA izolasyon kitinin (Qiagen) solüsyonu ile karıştırılarak 

homojenizasyonları yapıldı. 

Hücre Medyumunun Değiştirilme Günleri  

Tablo 1: hücre kültür günü, kullanılan kültür medyumları ve RNA için örnek alma günü 

Hücre Kültür Günü:  Kullanılan Kültür Medyumu RNA İçin Örnek Alma Günü 

0 0’ıncı Gün Medyumu Örnek alındı 

1 0’ıncı Gün Medyumu Örnek alındı 

3 0’ıncı Gün Medyumu  

4 4’üncü Gün Medyumu Örnek alındı  

6           4’üncü Gün Medyumu  

8 4’üncü Gün Medyumu  

10 10’uncu Gün Medyumu Örnek alındı 

12             10’uncu Gün Medyumu  

14  Toplama günü Örnek alındı 
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Filtre ile Steril Edilen Stok Çözeltiler: 

Taurine (1M): Mwt: 125,15gr 

Steril ve distile su içinde 1ml M çözelti olarak hazırlandı. 1ml için 125.15mg tartıldı, 

çözünmesi için 37°C su banyosunda bekletildi. 

 

Nikotinamid (1M): Mwt: 122,12 gr. 

Steril ve distile su içinde 1ml M çözelti olarak hazırlandı. 1ml için 122,12 mg tartıldı, 

çözünmesi için  37°C su banyosunda bekletildi. 

BSA (% 1): Ortamda% 1 olması için 0.5 gr tartıldı. 50 ml falcon içinde DMEM/F12 ile 

50ml’ye tamamlandı. 

Reaktifler: 

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

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

4. ITS (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. İmmünofloresan Mikroskopi 

(1.GÜN) 

Lam üzerine fikse edilmiş hücreler -800C ‘den çıkarıldı. Çıkarılan 

hücrelere fan ile kurutma işlemi yapıldı.(Çünkü sıcaklık değişimi 

sulandırabiliyor bu antikorların hücreye bağlanmasını zorlaştıran bir 

durum.) 

Lamlar hücre topluluklarına dikkat edilerek işaretlendi. 

Lamlara numara verildi. 

 

 

1 

LAM 

 

  

 

2 

LAM 

 

 

1. Şale’nin içine PBS konuldu ve lamlar içerisine yerleştirildi (Bu şekilde PBS ile 

hücreler durulandı) Lamlar buradan alındı 

2. %0.4 paraformaldehit PBS konulmuş şalenin içerisine lamlar yerleştirildi ve 15 

dk bekletildi (Sabitleme işlemi) 

3. Farklı bir şaleye Glisinli PBS konuldu ve onun içerisine lamlar yerleştirildi 5 dk 

beklendi. Dökme işlemi sırasında  lamları oynatmamaya dikkat edildi.(Bu işlem 

üç kez tekrarlandı) Lamların üzerine çözelti eklenirken yavaş ve arkadan eklendi 

4. Hücreleri permeabilize etmek için % 0.1 Triton X-100 PBS ile 2 dk muamele 

edildi.(Şale içerisinde) 

5. PBS ile 5 dk boyunca 3 kez yıkama yapıldı 

6. 30 dk boyunca %1 Goat Serum PBS pH:7.5  içerisinde bloke edildi 

7. 98µl Bloc tampon (%1 Goat Serum PBS) + 2µl antikor (birincil) hazırlandı ve 

hücrelere uygulanarak overnight inkübe edildi.(Kapak kapatıldı karanlıkta 

bekletildi) 

(2.GÜN) 

8. Lamlar kutudan çıkarıldı ve PBS içeren şale’nin içerisine alındı yıkama işlemi 

gerçekleştirildi 5 dk süre tutuldu bu işlem 3 kez tekrarlandı (pH:7.5 ) 

9. Sekonder antikor ile hücreler muamele edildi ve oda sıcaklığında 60 dk inkübe 

edildi 

10. Lamlar kutudan çıkarıldı ve PBS (pH:7.5 ) içeren şalenin içerisine yerleştirildi 

yıkama işlemi yapıldı 10 ar dakika 3 kez işlem tekrarlandı.( Primer antikorlar 

için 5dk bir yıkama işlemi uygulanmıştı şimdi ise 10dk uygulandı buradaki amaç 

bağlanmayanları iyi temizleyip sonuçları doğru görebilmek.) 

DAPI  

0.5 

 0255 

05 

 

SCG2 

1/100 

1/100 

1/100 

Glukagon 

1/50 

SCG2 

1/500 
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11. 50µl DAPI (0,5 mg/ml) (DNA boyası) tüm hücrelere eklendi 1,5 dk inkübe 

edildi 

12. Lamlar PBS (pH:7.5 ) ile yıkandı  

13. Son olarak immunoSelect Antifoding Mounting Medium-DAPI 1 damla 

damlatıldı tüm hücrelere (Bu aşamada baloncuk oluşturmamak çok önemli) L 

amın üzerine lameli 450 lik açıyla hava kabarcığı oluşturmadan kapatıldı. 

 

 Örnekler Floresan mikroskobu yardımıyla gözlemlendi. Normal ışıkta hücreleri 

bulunup 4x sonra 20x ve 40x ‘e ayarlandı daha sonra farklı dalga boylarındaki 

ışıklar kullanılarak hücreler görüntülendi ve ışıma sonuçlarına göre antikorlar 

hakkında yorum yapıldı. 

3.4 Ekspresyon Analizleri 

 

Total RNA İzolasyonu: 

Bazal ve AHK protokolü uygulanmış deney şartlarından en az 3 kopya olacak şekilde 

örnek alınarak hücre lizatları hazırlandı.  Total RNA eldesi için RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, Inc., Hilden, Germany) kullanıldı ve üreticinin öngördüğü protokol uygulandı. 

RNA konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre cihazı ile saptandı ve %2 agaroz jel 

ektroforezi ile kalite kontrolü yapıldı. 

cDNA Sentezi:  

cDNA sentezi için her bir tüpte aşağıdaki karışımlar hazırlanmıştır. 

Tablo 2: Sentez protokolü  

DNase tepkimesi Hacim 

RNA (250 ng/µl) 

Rxn Buffer (10x) 

DNase 1 

H₂O 

Toplam 

4 µl  

1 µl  

1 µl 

4 µl 

20 µl 

65°C’de inkübe edildikten sonra 2 µl EDTA eklendi. Reaksiyon hacmi 22 µl olacak şekilde 

gerçekleştirildi. 

cDNA Sentezi Hacim 

Oligo dT (50µM) 

RNA ( treated) 

dNTP karışımı (10µM) 

Toplam 

2µl 

22µl 

2µl 

26µl 
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65°C’de inkübasyon sonrası 1 dakika buzda bekletildi ve üzerine aşağıdakiler eklendi: 

cDNA Sentezi Hacim 

First Strand Buffer (5x) 

DTT (0.1 M) 

Reverse transkriptaz 

Toplam  

8µl 

2µl 

4µl 

14µl 

Sentezde her bir tüp için toplam hacim 26 µl+ 14 µl= 40 µl olarak elde edilmiştir. 

 

Dikkatlice pipetaj yapıldıktan sonra, ilk olarak 50°C’de 50 dakika inkübe edildi. Daha 

sonra 70°C’de 15 dakika tepkime sonrası inaktive edildi. (Reaksiyon BIORAD-PZR 

cihazında gerçekleştirildi ve Superscript III cDNA sentez kiti kullanıldı.) 

 

kRT PZR: 

Spesifik genlerin kRT-PZR reaksiyonu 4800 Light Cycler (Roche) cihazında (ilk 

döngü: 50°C’de 2dk, ilk denaturasyon 95°C’de 15dk, 40 döngü 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) kullanılarak gerçekleştirildi.  

Seçilmiş genlerdeki ifade düzeyleri arasındaki fark, 2-Ct metoduyla qBASE 

programında hesaplandı. GCG, SST, PDX1, KLF4 ve OCT4 genlerinin 

transkriplerindeki rölatif değişimin hesaplanabilmesi için, bazal şartlarda kültür edilen 

örnekler, 24 saat ve 336 saat AHK örnekleri karşılaştırıldı. Deneyler, her bir şart için 3 

biyolojik kopyanın ikişer teknik tekrarı olacak şekilde uygulanmıştır. 
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Seçilmiş Hedef Genler, Primer Dizileri ve Amplikon Boyutları: 

 

Tablo 3: Seçilen hedef genlerin isimleri, primer dizileri ve amplikon boyutları 

İsim  Dizi  Boyut  Yer 

SCG2_F GCGGCTCCCTATAAGCAGAG 95 bç Ekson 1 sonu 

SCG2_R AGCCATGTTTGAAAGATTTCCTCTT  Ekson 2 başı 

SST_F CTGCGCTGTCCATCGTCC 113 bç Ekson 1 sonu 

SST_R CAGTTCCTGCTTCCCCGC  Ekson 2’den 1’e 

GCG_F ACATTGCCAAACGTCACGATG 140bç Ekson 4 sonu 

GCG_R TGGGAAATCTCGCCTTCCTC  Ekson 5’ten 4’e 

POU5F1_F GCCCGAAAGAGAAAGCGAAC 142 bç Ekson 1 sonu 

POU5F1_R CTCGGACCACATCCTTCTCG  Ekson 2 başı  

PDX1_F GGAAAACCCGCTCTCTCAGG 143 bç Ekson 2 başı 

PDX1_R AGCCACAAACAACGCCAATC  Ekson 2 sonu 

KLF4_F ACCCACACAGGTGAGAAACC 139 bç Ekson 2’den 3’e 

KLF4_R ATGCTCGGTCGCATTTTTGG  Ekson 3 sonu 

PPIA_F GCCGAGGAAAACCGTGTACT 109 bç  

PPIA_R TGTCTGCAAACAGCTCAAAGG   

 

Eş zamanlı PZR:  Syber Green qPZR reaksiyonu 

Tablo 4: SCG2, SST, GCG, POU5F1, PDX1, KLF4, PPIA genleri için uygulanan reaksiyon karışımı 

Tepkime Bileşenleri Hacim 
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SYBR Green qPZR Master Mix (2x) 

cDNA (100ng) 

Nükleaz içermeyen dH2O 

Forward primer (10 μm) 

Reverse primer (10 μm) 

Toplam 

5μl 

1μl 

3,2μl 

0,4μl 

0,4μl 

10μl 

(SensiFAST SYBR No Rox kit  – Bioline kullanılmıştır.) 

Tablo 5: SCG2, SST, GCG, POU5F1, PDX1, KLF4, PPIA genleri için uygulanan qPZR protokolü 

Döngü Sıcaklık (˚C) Zaman 

1 

40 

40 

95˚C 

95˚C 

60˚C 

2 dakika 

15 saniye 

30 saniye 

 

SCG2, SST, GCG, POU5F1, PDX1, KLF4 genlerinin ifade düzeyleri, eş zamanlı 

PZR’da elde edilen 2-Ct  değerleri üzerinden yorumlandı. PPIA housekeeping gen 

ifade düzeyine göre normalizasyon yapıldı. 

 

3.4. Jel Elektroforezi ve Görüntüleme: 

Uygulanan metodlar sonucunda elde edilen ürün, agaroz jelde (%4) yürütülmüştür ve 

ürün boyları 50 bç’lik DNA marker referans alarak hesaplanmıştır. Böylelikle doğru 

ürün boyunun elde edildiği gösterilmiştir. Ürün boyları yukarıda görülen, 3 numaralı 

tabloda verilmiştir. 

 

3.5. Gen Ekspresyonundaki Rölatif Değişimin (2-Ct)   Hesaplanması: 

Floresan değerlerinin eşik değerini geçtiği noktaya eşik döngüsü (Ct) olarak adlandırılır. 

Ct değeri, floresan miktarındaki artışı fark oluşmaya başladığında, PZR ürününün log-

lineer fazda eksponensiyal olarak artmaya başladığı zamanı ifade eder. 

Gen ekspresyonundaki rölatif değişim (değişim katsayısı)  ise aşağıdaki gibi hesaplandı. 

Her örnek için Ct değeri saptandı ve Delta Ct değeri aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

Çoklu çalışılan her örnekten elde edilen iki değer için de bu işlem yapıldı ve ortalaması 

alındı. 
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Δ (Delta) Ct= Ct (Hedef Gen) – Ct (Referans Gen) 

Çoklu çalışan örneklerden ΔΔCt değeri aşağıdaki gibi hesaplandı ve ortalaması alındı. 

ΔΔ (Delta Delta) Ct= Çalışılan genin ortalama ΔCt değeri – Referans genin ΔCt değeri 

Rölatif Değişim Faktörü (F)= 2-Ct    
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Kullanılan Cihazlar, Kimyasallar ve Malzemeler: 

Tablo 6: kullanılan cihazlar ve markaları 

Kullanılan Cihazlar Markaları 

Işık Mikroskobu Olympus CKX41 

Jel Görüntüleyici UVP Imaging System 

Jel Dökümantasyonu UVP GellDoc-It 

Hassas Terazi KERN, EMB 200-2 

Nanodrop Spektrofotometre Thermo Scientific (ND-1000) 

PZR Bio-rad T100 Thermal Cycler 

Santrifüj Makinesi Beckman Coulter Microfuge 

Masaüstü Santrifüj Makinesi Beckman Coulter Microfuge 

Vorteks Kermanlar  

Light Cycler Roche 

İnkübatör  Hibrigene Techne 

Steril Kabin Thermo Scientific, HERA 

Pipetler  Eppendorf 

Buzdolabı (+4°C, -20°C) Bosch, Uğur 

Derin Dondurucu (-80°C) Heraeus Sepatech 

 



 43 

Tablo 7: Kullanılan kimyasallar ve malzemeler 

 

Kullanılan Malzemeler: 

Hücre kültürü medyumları: 

-DMEM: Yüksek glukozlu, L-Glutamin ve Sodyum Piruvat içeren 

- DMEM - F12 ile sabit Glutamin ile 15 mM Hepes 

- Fetal Bovine Serum (South America) 

- Tripsin %0.25 -  HBSS’de EDTA Kalsiyumsuz,  Magnezyumsuz, Fenol Kırmızısı 

- Dulbecco's Fosfat Buffered Saline Kalsiyumsuz,  Magnezyumsuz 

Moleküler Testler için: 

- Agaroz LE, Mol. Bio. Grade 

- qPZR GreenMaster with UNG  

- Total RNA Saflaştırma Kiti 

- SCRIPT cDNA Sentez Kiti 

- GD 50bç DNA Ladder RTU (Kullanıma Hazır) 

- SCG2 antikoru 
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre Kültürü Çıktıları İmmün Floresan 

4.1.1. Bazal Kültür ve  Farklılaşma Protokolü Uygulanarak Elde Edilen 

Hücreler 

 

 

Şekil 7: PANC-1 hücrelerinin farklı kültür şartlarındaki invert mikroskop görüntüleri.  

A) Bazal şartlarda büyüyen hücreler (4X büyütme). B) Farklılaşma protokolünün 0. günü (10X büyütme) 

C) Farklılaşma protokolü 14. günü  (10X büyütme) 

 

Bazal şartlarda yapılan kültür esnasında hücrelerin yapışarak büyüdüğü ve hızla 

çoğalarak flask tabanını kapladıkları gözlemlenmiştir. Daha sonra hasat edilen hücreler 

farklılaşma protokolüne tabi tutulduklarında yüzen hücreler (süspansiyon kültürü) 

halinde kültür edilebilmiştir. Farklılaşma protokolü, hücrelerin birbirine yapışarak 

kümeleşmesine yardımcı olmuş, gittikçe büyüyen ve yoğunlaşan adacık benzeri 

kümeleşmeler oluşmasına sebep vermiştir. Bu protokol 14 gün boyunca sürdürülmüş ve 

hücre kümeleşmelerinin özellikle orta/iç bölümde gittikçe yoğunlaştığı gözlemlenmiştir. 

Hücre morfolojilerinde bazal kültür şartlarına nazaran belirgin olarak değişimlerin 

olduğu invert mikroskop kullanılarak gözlemlenmiştir. Bu değişimlere paralel olarak 

gen ekspresyonlarında da değişimler olduğu daha evvel yapılan array çalışmalarında 

saptanmıştır. Bazal şartlarda çoğalan hücreler, farklılaşma protokolünün 0. ve 14. 

günlerinde hücreler hasat edilerek RNA izolasyonları yapılmış ve daha sonra kantitatif 

RT-PZR’da kullanılmak amacıyla saklanmıştır. 
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4.1.2. SCG2 Proteini İçin İmmün Floresan Mikroskopi Bulguları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 8: SCG2 proteininin adacık benzeri hücre kümelerinde immün floresan boyama 

 ile gösterilmesi (40X). 

14. günde hasat edilen AHK’larda SCG2 proteinine ait sinyaller yeşil olarak görülmektedir.  

Mavi ile görülen sinyaller ise DAPI ile DNA boyamasına aittir. 

 

SCG2 genine ait ekspresyonun varlığı ve yükselişi array analizlerinde 

saptandıktan sonra bu genin ekspresyonunun yükselişini valide etmeyi planlamıştık 

ancak öncelikle proteinin gerçekten üretildiğinin gösterilmesi gerekmekteydi. Bu 

sebeple, immün floresan analizlerin yapılması planlanmıştı. Bunun için SCG2’ye 

spesifik bir primer antikor (poliklonal antirabbit; orb44128) ve bununla birlikte bir 

sekonder antikor (goat antirabbit IgG FITC boyalı) kullanılarak immün floresan 

sinyaller elde edildi. Şekil 8’de görülen yeşil sinyaller bu spesifik boyanmaya aittir. 

Hücrelerin canlılığının kontrol edilebilmesi amacı ile ise hücre çekirdeğinin 

boyanabilmesi amacı ile DAPI boyası tercih edildi.  

Immün floresan boyamasından elde edilen SCG2 spesifik sinyalleri AHK 

oluşumlarının merkezinden ziyade daha çok perifer hücre gruplarında görülmektedir. 

SCG2 sinyalleri ile DAPI boyaması AHK oluşumlarında üst üste çakışmamaktadır. Bu 

veri proteinin çekirdekte bulunmadığını göstermektedir. SCG2 sinyalinin sitoplazma 

yerleşimli olduğu ve bazı hücrelerde sitoplazmadan hücre yüzeyine doğru dağılım 

gösterdiği ve hücre yüzeyinde tomurcuk benzeri birikimlerin oluştuğu dikkat 

çekmektedir.  
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4.2. Gen Anlatım Düzeylerinin Tespiti ve İstatistiksel Değerlendirilmesi 

4.2.1. PZR Ürünlerinin Boyutlarının Kontrolü 

Hasat edilmiş tüm deney günlerine ait RNA örneklerinden cDNA elde edildikten 

sonra ROCHE light cycle 480 cihazında KRT-PZR SYBR Green I Protokolü uygulandı. 

Buradaki spesifik PZR ürünlerine ait fragman boylarının doğruluğu %2’lik agaroz jelde 

kontrol edilmiştir. 

RT-PZR ile çoğaltılması beklenen SCG2, PPIA, PDX1, POU5F1 (OCT3), 

KLF4, SST, GCG genlerine ait fragman boyutları kontrol edildikten sonra, deneylere ait 

Ct değerlerinin kullanılabilirliği değerlendirilmiştir. Şekil-9’da SCG2, PPIA, PDX1 

genlerinin, Şekil-10’da SST, GCG genlerinin, Şekil-11’de KLF4, POU5F1 (OCT3) 

genlerinin amplikon boyları verilmektedir. 

 Metodlar bölümünde, Tablo 3’de listelendiği şekliyle incelenen her gene ait 

beklenen amplikon boyları verilmiştir. Agaroz jel sonuçlarında, GCG  geni haricinde 

çalışılan diğer tüm genlerin bu beklenen boylarla uyumlu olduğu gözlemlenmiştir. Bu 

verilere dayanılarak kantitatif RT-PZR esnasında çoğalan amplikon boylarının 

hedeflediğimiz dizilere ait olduğu saptanmıştır. Bu genlerden PPIA geni, housekeeping 

özelliği sebebi ile daha sonra yapılan istatistik çalışmalarda referans gen olarak 

kullanılmıştır. Bu sebeple PPIA genine ait amplifikasyon her KRT-PZR deney 

düzeneğinde tekrarlı olarak yapılmıştır.  
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ŞEKİL 9. A) SCG2 B) PPIA, PDX1 genlerine ait amplikonların agaroz %2’lik jeldeki görüntüsü.  

Genlere ait amplikon boylarının doğrulukları agaroz jelde yürütülerek saptanmıştır, böylelikle ürünlerin 

spesifikliği kontrol edilmiştir. Bazal şartlarda 0 ve 14’üncü günlerde elde edilen amplikon boyları şekilde 

görülmektedir.   

 

bzl g0 g14 

SCG2: 95bç 

neg 

150bç 

100bç 

50bç 

A) 

B) 

PPIA: 109bç 

 bzl g0 g14 
150bç 

100bç 

  50bç 

neg 

 bzl g0 g14 neg 

PDX1: 143bç 
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Şekil10 A) SST B) GCG genlerine ait amplikonların agaroz %2’lik jeldeki görüntüsü.  

Genlere ait amplikon boylarının doğrulukları agaroz jelde yürütülerek saptanmıştır, böylelikle ürünlerin 

spesifikliği kontrol edilmiştir. Bazal şartlarda 0 ve 14’üncü günlerde elde edilen amplikon boyları şekilde 

görülmektedir.   

 

  bzl g0 g14 neg 

SST : 113bç 

150bç 

100bç 

  50bç 

GCG:140bç 
100  

150  

50  

bzl g0 g14 neg 

A) 

B) 
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Şekil: 11 A) KLF4 B) POU5F1 (OCT3) genlerine ait amplikonların agaroz %2’lik jeldeki 

görüntüsü.  

Genlere ait amplikon boylarının doğrulukları agaroz jelde yürütülerek saptanmıştır, böylelikle 

ürünlerin spesifikliği kontrol edilmiştir. Bazal şartlarda 0 ve 14’üncü günlerde elde edilen amplikon 

boyları şekilde görülmektedir.   

 

 

bzl g0 g14 neg 

KLF4: 139bç       

150bç 

100bç 

  50bç 

POU5F1: 142 bç 

150bç 

100bç 

  50bç 

A) 

B) 
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Şekil 12: A) PDX1 B) POU5F1 C) SST D) GCG E) KLF4 F) SCG2 genlerine ait değişim faktörleri 

 2^-(ddCt) metodu uygulanarak  gösterilmiştir. 

 

 

A) 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

C) 

 

 

 

 

D) 

 

 

 

 

E) 

 

 

 

F) 



 51 

Tablo 8: Genlere göre ortalama 2^-(ddCt), G14/G0 oranları, standart sapma ve P değerleri. 

 

Genler  Ortalama  

2^-(ddCt): 

Değişim Faktörü: 

G14/G0 

Standart sapma 
P Değeri 

SCG2_BZL 1.04 
30.41 

0.145 
*1.17x10-5 SCG2_G0 10.67 3.680 

SCG2_G14 324.51 125.06 

KLF4_BZL 0.99 
1.35 

0.036 
1.52x10-1 KLF4_G0 1.41 0.429 

KLF4_G14 1.90 0.880 

GCG_BZL 1.01 
1.64 

0.153 
2.08x10-1 GCG_G0 1.46 0.252 

GCG_G14 2.40 0.707 

SST_BZL 1.15 
7.37 

0.570 
*1.44x10-3 SST_G0 8.74 3.171 

SST_G14 64.40 13.510 

POU5F1_BZL 1.16 
3.26 

0.690 
*3.23x10-2 POU5F1_G0 1.79 1.465 

POU5F1_G14 5.84 4.268 

PDX1_BZL 1.01 
1.14 

0.168 
1.95x10-1 PDX1_G0 0.96 0.453 

PDX1_G14 1.1 0.340 

 

 

Tablo 8’de verilen genlerde bazal, gün 0 ve gün 14 örneklerine ait ifade değerleri 

gösterilmiştir. Deneylerden elde edilen Ct değerlerinden, ddCt değerlerinin 

hesaplanabilmesi amacı ile, referans bir değerin seçilmesi gerekmekteydi. Bu ortalama 

değer bazal şartlardaki hücrelerden, her deney için tekrarlı şekilde amplifiye edilen 

PPIA genine ait Ct değerleri kullanılarak hesaplanmıştır. Yani, normalizasyon amacı ile 

kalibratör olarak bazal şartlardaki PPIA genine ait değerler kullanılmıştır. Şekil 11’de 

2^-(ddCt) değerlerine ait veriler görselleştirilerek grafik halinde verilmiştir. Tablo 8’de 

değerler nümerik olarak verilmekte ve bunlara ait standart sapma sonuçları 

gösterilmektedir.  

Değişimin anlamlandırılması amacı ile ANOVA hesaplaması yapılmıştır ve PPIA 

genine ait P değeri,  p<0.05 çıktığından değişim, anlamlı olarak kabul edilmiştir. Bunun 

yanı sıra P değeri 0.05’den küçük olan SCG2 genine ait 2^-(ddCt) değerleri Gün 14/Gün 

0 olarak oranlandığında 30.41 kat artış gözlemlenmiştir. SST geninde ise bu oran 7.37 

kat olarak ve POU5F1 geninde 3.26 kat artış görülmektedir. PDX1 geninde ise 1.14, 

GCG geninde 1.64, KLF4 geninde 1.35 kat artış görülmekte olup, değişim bu son üç 

gende anlamlı düzeyde bulunmamıştır. 
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5.TARTIŞMA 

PANC1 hücre hattının farklılaştırılması literatürde ilk defa Hardikar ve 

arkadaşları (2003) [2] tarafından gerçekleştirilmiştir. Burada geliştirilmiş olan protokol 

laboratuvarımızca optimize edilerek uygulanmıştır. Bu protokolün uygulanması 

esnasında yapışarak büyüyen hücrelerden, süspansiyonda kümeleşmeler oluşturularak 

gelişen hücre topluluklarına dönüştükleri gözlemlenmiştir. TÜBİTAK INTENC 

113S029 numaralı REGTHERDIM başlıklı projede yapılan array analizlerinde pek çok 

gende bu morfolojik değişikliklere paralel olarak anlamlı ekspresyon değişiklikleri 

olduğu gözlemlenmiştir. Ancak tüm bu genlerin ekspresyonlarındaki değişimlerin, hem 

gen ekspresyonu düzeyinde (diğer başka bir metodla) tekrar gösterilmesi ve protein 

düzeyindeki çalışmaların yapılması gerekmektedir. Bu hedef doğrultusunda seçilen 

SCG2 geni de, bahsi geçen array çalışması sonucunda değişim göstermiş olan genlerden 

biridir. 

Bu doğrultuda öncelikle farklılaşma protokolü uygulanan hücreler 14’üncü 

günün sonunda hasat edilerek protein düzeyindeki SCG2 geninin varlığının 

gösterilebilmesi amacıyla immün floresan metodlarla gösterilmiştir. Bu farklılaşma 

protokolü ile ilişkili olarak SCG2 proteini ilk defa bu çalışmada irdelenmiştir. Immüno 

floresan mikroskop görüntüsünde kümeleşme oluşturan adacık benzeri yapıcıkları 

sinyallerin, adacığın dış kısmında yoğunluk gösterdiği görülmektedir. Sinyallerin genel 

olarak dış kabuk bölgesinde yoğunlaşmış olması glukagon ve somatostatin eksprese 

eden alfa ve delta adacık hücrelerine benzer bir yerleşim gösterdiğine dair bir bulgudur. 

Bu da SCG2 geninin oluşturmuş olduğumuz AHK oluşumlarının tümünde homojen 

olarak görülmediğine dair bir veridir. GCG ve SST’nin spesifik olarak SCG2 proteini ile 

kolokalize olup olmadığının gösterilmesi henüz mümkün olmamıştır. 

Bu tez kapsamında SCG2 genindeki ekspresyon değişiminin array verilerine 

paralel olarak gösterilebilmesi amacı ile ikinci bir metot olarak KRT-PZR SYBR Green 

metodu kullanılmıştır. Yapılan SYBR Green reaksiyonu sonucunda elde edilen 

fragmanlar %2’lik jelde kontrol edilmiştir. RT-PZR ile çoğaltılması beklenen SCG2, 

PPIA, PDX1, POU5F1 (OCT3), KLF4, SST, GCG genlerine ait fragman boyutları 

kontrol edildikten sonra, deneylere ait Ct değerlerinin kullanılabilirliği 

değerlendirilmiştir. Agaroz jel sonuçlarında, GCG  geni haricinde çalışılan diğer tüm 

genlerin bu beklenen boylarla uyumlu olduğu gözlemlenmiştir. Dolayısıyla istatistik 
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çalışması yapılmış olmakla birlikte aslında bu gene ait primerlerin yeniden dizayn 

edilerek tekrar analiz edilmesi gerektiğini düşünmekteyiz.  

Bu metodla ekspresyondaki değişimler ikinci bir yöntem kullanılarak 

gösterilmiş olmaktaır. Elde ettiğimiz verilere göre farklılaşma protokolünün 

uygulanmaya başladığı ilk günün sonunda elde edilmiş olan RNA örnekleri, protokolün 

son hasat gününden elde edilen RNA örnekleri ile karşılaştırılmış bulunmaktadır. Bu 

karşılaştırma sonucunda ilk gün ile son gün arasında morfolojik değişimlere paralel 

olarak SCG2 gen ekspresyonunda 30.41 kat artış olduğu ilk defa bu tez vasıtası ile 

gösterilmiş olmaktadır. Yani, daha önce yapılmış çalışmalardan elde edilen bilgilere 

göre ilk olarak endoplazmik retikulumdan sentezlenen SCG preproteini, daha sonra 

golgi cisimciğinde glikosilasyon, fosforilasyon ve sulfasyon şeklinde modifikasyonlara 

uğrar ve golgiden salgı granüllerine taşındıktan sonra, proteolitik olarak kırpılan 

preprotein, salgı vesikülünde yoğun olarak bulunur  [44,47].  Yapmış olduğumuz 

immün floresan çalışması sonucunda SCG2 içeren salgı granüllerinin AHK 

oluşumlarının dış kısımlarında yoğunlaştığını göstermiştir. Ancak kullanmış olduğumuz 

mikroskop yazılımı kantifikasyona imkan vermediği için bu metodla herhangi bir 

sayısal değerlendirmenin elde edilmesi mümkün olmamıştır.  Yani, elde edilen bu veri 

kantitatif olmaktan ziyade kalitatif bir veridir. Glukagon ve somatostatin antikorlarıyla 

birlikte SCG2 proteininin kolokalize olduğunun gösterilmesi, ilerideki çalışmaların 

konusu olacaktır. 

SCG2 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin verifiye edilmesi amacıyla 

tez kapsamında KRT-PZR metodu kullanılmıştır. Bu gen haricinde kontrol amaçlı 

olarak SST ve GCG hormon gen ekspresyonu ile birlikte gelişim genleri olan PDX1, 

POU5F1 (OCT3) ve KLF4 genleri de incelenmiştir. Hedef gen olarak seçilmiş olan 

SCG2 gen ekspresyonunun farklılaşma prtokolünün ilk başlandığı günden itibaren 

yükseldiği ve sonunda 30.41 kat arttığı (p=1.17x10-5) gösterilmiştir. Buna paralel olarak 

SST gen ekspresyonunda 7.37 kat arttığı (p=1.44x10-3) gözlemlenmiştir. En yüksek 

değişim katsayılarının bu iki gende anlamlı şekilde saptanmasının, SCG2 ve SST 

genlerinin AHK oluşmlarının dış kabuk yüzeyinde yoğun olarak lokalize olması ile bir 

ilişkisi olabileceğini düşündürmektedir.  Ancak, bu hücreler tek tek seçilerek bir RNA 

ekspresyon analizi yapılabilmiş olsaydı, bu hipotezi daha kuvvetle kanıtlamak mümkün 

olabilirdi.  
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Somatostatin hormonunun, kandaki glikoz düzenleyici hormonlar üzerinde yani, 

pankreatik adacıklarda β-hücrelerinden insülin, α-hücrelerinden glukagon da dahil 

olmak üzere, önemli ölçüde hormon baskılayıcı etkisi olduğu bilinmektedir [36,37]. 

Buna paralel olarak bu deney düzeneğinde diğer hormonların da incelenmesi ve 

özellikle insülin ve glukagon hormonlarının ekspresyonlarının ne şekilde etkilendiğinin 

gösterilmesi gerekmektedir. İnsülin ve glukagon değişiminde yükselme görülmüyor 

oluşunun somatostatinin yüksek olması ile bir ilişkisinin olup olmadığı bu deney 

düzeneğinde irdelenmelidir. 

Deney düzeneğimizde ayrıca, anlamlı değişim gösteren diğer bir gen de 

POU5F1 geni olmuştur. Bu gende protokolün başlangıcı ile sonu arasında ekspresyon 

düzeyinde 3.26 kat artış (p=3.23x10-2) olduğu gözlemlenmiştir. Bu değişimdeki 

anlamlılığın daha düşük olduğu gözlemlenmektedir. Omurgalı gelişiminin ilk 

aşamalarında, POU5F1, pluripotansın önemli düzenleyicisi olarak rol oynadığı [57], ve 

normal kök hücrede rejenerasyon sürecinin sürdürülmesinde temel bir rol oynadığını 

göstermiştir [55,56]. Bu bağlamda, ekspresyondaki hafif ancak anlamlı artışın hücre 

rejenerasyonunun deney düzeneğimizde hızlandığına dair bir bulgu olabilir.  

Bir çinko-parmak (zinc-finger) transkripsiyon faktörüdür ve KLF4 mRNA 

ekspresyonu esas olarak deri ve akciğerler ve gastrointestinal kanaldaki organlarda 

postmitotik, terminal diferansiye epitelyal hücrelerde bulunduğu bildirilmiştir [63,64]. 

Yani difereansiyasyonun daha ileri aşamalarında gözlenirler. Deney düzeneğimizde bu 

genin ekspresyonunda belirgin bir değişiklik gelişmediği gözlenmiştir. 

Pankreatik duodenal homeobox 1 (PDX1) bağırsak gelişiminin ilk aşamalarında 

pankreas oluşumunda görev alır ve adacık gelişimi ile birlikte, β-hücre fonksiyonunda 

sağkalıma katkıda bulunan önemli bir transkripsiyon faktörüdür [59,60]. Bu genle 

ilişkili olarak da ekspresyonun sabit kaldığı gözlenmiştir. Eğer bu genin 

ekspresyonunda bir düşüş görülüyor olsaydı, deney düzeneğimizin başarısız yönde 

ilerlediğine dair bir veri elde edilmiş olacaktı. 

Elde edilen tüm bu veriler birlikte değerlendirildiğinde, indüklenerek oluşturulan 

adacık benzeri oluşumların (AHK) hormonal değişimlerin ve bunlarla ilişkili diğer 

yolaklara ait genlerin/proteinlerin irdelenebileceği değerli bir deneysel düzenek olduğu 

gözlenmiştir. Bu deneysel modelde elde edilen SCG2 gen ekspresyonun artışının (30.41 



 55 

kat) da sekrekseyon granülleri ilişkli yolakların ve biyolojisinin incelenmesi için faydalı 

model olacaktır.  
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