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1. ÖZET 

Rekombinant Olarak Üretilecek Çözünür Halde Glukagon Reseptör Proteininin 

Glukagona Olan İlgisinin Araştırılması 

Öğrencinin Adı : Şule İbişoğlu 

Danışmanı  : Prof. Dr. Kadir Turan 

Anabilim Dalı : Biyokimya Anabilim Dalı 

 

Amaç: Glukagon reseptörü, G-proteini ile eşleşmiş reseptörler ailesi içerisinde 

sınıflandırılmaktadır. Glukagon tarafından aktive olan bu reseptör kan glukoz 

düzeyinin belirli değerler arasında korunmasında büyük önem taşır. Vücutta normal 

değerlerin üzerinde sentez edilen glukagonun yol açacağı anormalliklerin tedavisinde 

kullanılabilecek glukagon reseptör antagonistleri üzerinde yoğun çalışmalar 

yapılmaktadır. Bu tez çalışmasında da membrana bağlı olmayan, fakat glukagonu 

bağlayabilecek glukagon reseptör proteininin üretilmesi amaçlandı.   

Gereç ve Yöntem: İnsan glukagon reseptör geninin, sinyal peptidi kodlamayan ve 

sadece hücre dışı bölgesini kodlayan bölgeleri, HEPG2 hücrelerinden hazırlanan 

cDNA’lar üzerinden PZR ile çoğaltılarak pCAGGS ve pCHA plazmitlerine 

klonlandı. Benzer şekilde glukagon peptidini kodlayan cDNA Panc1 hücrelerinden 

RT-PZR tekniği ile çoğaltılarak, pCAGGS-GST ve pCAGGS-Flag vektörlerine 

klonlandı. Klonlanan cDNA’lar DNA dizi analizleri ile kontrol edildi. Rekombinant 

plazmitler ile transfekte edilen HEK293 hücrelerinin glukagon ve glukagon reseptör 

proteinlerini sentez edilip edilmediği Western melezleme tekniği ile analiz edildi. 

Rekombinant proteinlerin hücre içi lokalizasyonları, immünfluoresan boyama 

teknikleri ile saptandı. HEK293 hücrelerinde aynı anda sentez edilen GCGRΔsp ya 

da GCGR-ED proteinleri ile glukagon arasındaki olası etkileşim GST ile çöktürme 

ve birlikte immün çöktürme teknikleri ile değerlendirildi.  

Bulgular ve Sonuç: Elde edilen veriler, GCGRΔsp ve GCGR-ED proteinlerinin 

hücrelerde sitoplazmada lokalize olduğunu ortaya koydu. GST ile çöktürme 

deneyleri, GCGR-ED proteininin glukagon peptidinden bağımsız olarak çökeldiğini 

gösterdi. Birlikte immün çöktürme deneylerinde, glukagon peptidinin düşük molekül 

ağılıkta olmasına bağlı olarak Western melezleme deneylerinde karşılaşılan zorluklar 

nedeniyle istenilen sonuç alınamadı. Bu nedenle, sitoplazmik glukagon reseptör 

proteinleri ile glukagon arasındaki olası fiziksel etkileşimi ortaya koymaya yönelik 

çalışmalar sürdürülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Glukagon Reseptörü, Glukagon, Diyabet, Antagonis 
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2. SUMMARY 

 

Investigation of the affinity of recombinant soluble form of human glucagon 

receptor protein to glucagon 

Student’s name : Şule İbişoğlu 

Supervisor  : Prof. Dr. Kadir Turan 

Department  : Department of Biochemistry 

 

Aim: Glucagon receptor is classified within the G-protein coupled receptors family.  

The receptor activated by glucagon has a vital importance for maintaining of blood 

glucose level in the normal values. There are extensive studies on glucagon receptor 

antagonists that can be used for treatment of abnormalities caused by the 

hyperglucagonemia. In this study, it was aimed to produce the non-membranous 

glucagon receptor proteins that capable of binding to glucagon. 

Material and Methods: Human glucagon receptor gene cDNA without leader 

sequence and a part of gene encoding extracellular domain of receptor protein were 

prepared from HEPG2 cells with RT–PCR and cloned into pCAGGS and pCHA 

plasmids. Similarly, the cDNA encoding glucagon peptide was amplified with RT-

PCR from Panc1 cells, and cloned into pCAGGS-GST and pCAGGS-Flag vectors. 

Cloned cDNAs were verified by DNA sequencing. The synthesis of glucagon and 

glucagon receptor protein in HEK293 cells transfected with plasmids were analyzed 

by Western blotting. Intracellular localization of recombinant proteins were detected 

by immunofluorescent techniques. The possible interactions between glucagon and 

GCGRΔsp or GCGR-ED proteins were evaluated by co-immunoprecipitation and 

GST pull down assay. 

Results and Discussion: The results showed that GCGRΔsp and GCGR-ED are 

localized in cytoplasm of the cells. GCGR-ED was independently precipitated from 

glucagon with GST pull down assay. It could not get the desired results with co-

immunoprecipitation experiments because of the low molecular weight of glucagon 

and stringency faced in Western blotting. Therefore, the studies to reveal possible 

interaction between cytoplasmic glucagon receptor proteins and glucagon is going 

on. 

 

 

 

Keywords: Glucagon Receptor, Glucagon, Diabetes, Glucagon Antagonist  
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

      Glukagon, proglukagon üzerinde sentez edilen 29 amino asit bakiyesinden 

oluşan bir peptid hormondur. Bu hormonun keşfi 1920’li yıllara kadar uzanır. 

Kimball ve Murlin 1923 yılında (Kimball, 1923) pankreastan hazırladıkları özütte 

hiperglisemiye neden olan maddelerin varlığını saptamış ve bu maddeye glukagon 

adını vermişlerdir. Fakat bu molekülün fizyolojik rolü ve önemi ancak 1970’li 

yıllarda anlaşılabilmiştir. İnsan glukagon hormonu 1971 yılında izole edilerek 

kristalleştirilmiştir (Sundby and Markussen, 1971). Günümüzde glukagonun serum 

glukoz düzeyinin regülasyonunda çok büyük önem taşıdığı bilinmektedir. 

Vücudumuzda sentez edilen birçok enzim ve hormonda olduğu gibi glukagon da 

inaktif polipeptid halinde sentez edilir, daha sonra proteolitik kesimler sonucunda 

aktif forma dönüştürülür. Glukagonun da öncül maddesi olan proglukagon başta 

pankreas olmak üzere beyin ve bağırsak gibi çeşitli dokularda sentez edilir ve 

proteolitik kesimler sonucunda dokuya özgü bir şekilde farklı peptid hormonlara 

dönüştürülür. Örneğin bağırsakta L hücrelerinde subtilizin benzeri proprotein 

konvertazlar (PK1-3) tarafından glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve peptid-2 

(GLP-2)’ye işlenir (Rouille ark. , 1997b). Pankreas hücrelerinde ise PK2 enzimi 

tarafından aktif glukagon peptidine dönüştürülür (Furuta ark. , 2001, Rouille ark. , 

1997a, Rouille ark. , 1994). 

Glukagon ile aynı öncül polipeptid üzerinden sentez edilen glukagon benzeri 

peptidler de vücutta önemli işlevlere sahiptirler. Bu peptidlerden GLP-1 30 amino 

asitten oluşan bir hormondur. GLP-1 pankreas alfa hücreleri, bağırsak L hücreleri ve 

santral sinir sistemi hücrelerinde üretilerek salınmaktadır. GLP-1 pankreasta adacık 

hücrelerine etki ederek insülin sekresyonunu arttırır, beta hücre proliferasyonu ve 

yenilenmesini sağlar. Buna karşın, glukagon sekresyonunu da inhibe eder (Drucker, 

2001, Fehmann and Habener, 1992). GLP-2 ise bağırsaklarda epitelyal büyümeyi 

sağlar. GLP-2’nin kemik rezorbsiyonunu inhibe edici etkisi olduğunu gösteren 

çalışmalar da vardır (Güçlü ark. , 2007)  

Glukagon sekresyonu kan glukoz seviyesi ile ayarlanır. Kan serumunda glukoz 

seviyesi düştüğü zaman glukagon salımı gerçekleşir. Glukagonun temel fizyolojik 

rolü karaciğerde glukoneojenezi ve glukojenolizi uyararak glukoz üretimini 
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arttırmasıdır. Buna karşın hiperglisemi durumunda glukagon salımı inhibe olur. 

Genellikle insüline antagonist etki göstermektedir. Bu iki hormonun birbirine karşı 

oranı kan glukoz seviyesini düzenler (Unger, 1985). Glukagon eş zamanlı olarak 

glikoliz ve glikojen sentezini inhibe eder (Unger and Orci, 1977). 

 Glukagon etkisini hedef hücrelerde plazma membranında yer alan glukagon 

reseptörü aracılığıyla gösterir. Glukagon reseptörü ekstraselüler bölgesine 

glukagonun bağlanması, molekülün konformasyonel yapısında değişikliğe neden 

olur. Bu konformasyonel değişim, reseptörle eşleşmiş G proteinlerini aktive eder. En 

az iki farklı G-protein sınıfının glukagon sinyal iletimi ile ilgili olduğu bilinmektedir. 

Bunlardan Gs’nın aktivasyonu, cAMP düzeyinin artmasını sağlayan adenilat siklazı 

aktifleştirir. Hücre içi cAMP düzeyindeki artış ise protein kinaz A (PKA)’yı aktive 

eder. Gq proteinlerinin aktivasyonu ise fosfolipaz C aktivasyonuna, buna bağlı olarak 

inositol 1,4,5-trifosfat üretimine ve hücre içi kalsiyum serbestleşmesine yol açar 

(Burcelin ark. , 1996, Christophe, 1995). Gs sinyal yolağında aktive olan PKA 

glikojen fosforilaz kinaz enzimini fosforile eder. Aktif glikojen fosforilaz kinaz, 

glikojen yıkımını sağlayan glikojen fosforilaz enzimine fosfat ekleyerek aktif hale 

dönüştürür. Glikojen yıkımı ile oluşan glukoz-6-fosfat, glukoz-6-fosfataz enzimi ile 

glukoza dönüştürülerek karaciğer hücrelerinden (hepatositler) glukoz 

serbestleşmesini sağlar (Johnson ark. , 1997, Krebs, 1981). 

 Hormonların sinyal iletisinde işlevlerini gerçekleştirebilmeleri için, hedef 

hücreler de bağlandıkları reseptörler de büyük bir önem taşır. Glukagon hormonunun 

bağlandığı glukagon reseptörü yedi transmembran bölgesi taşıyan bir membran 

proteinidir (Christophe, 1995, Martin, 1981). Bu protein farklı memeli türlerinde 

önemli ölçüde korunmuştur. İnsan glukagon reseptörü 477 amino asit bakiyesinden, 

fare ve sıçan glukagon reseptörleri ise 485 amino asit bakiyesinden oluşmaktadır. 

İnsan ve fare glukagon reseptörleri % 80 oranında identik yapı gösterir. Bu oran 

sıçanlarda % 93’tür (Lok ark. , 1994).  

Kan glukoz düzeyinin regüle edilmesinde glukagon miktarı kadar 

glukagon/glukagon reseptörü arasındaki ilişki de büyük önem taşımaktadır. Değişik 

etkenler ligant/reseptör bağlanmasını etkilemektedir. Yapılan çalışmalar, insanda 

glukagon reseptöründe  Asp63, Arg116 ve Lys98 amino asit bakiyelerinin reseptörün 
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amino-terminal bölgesinin yapısı ve/veya  ligand bağlanmasında önemli olduğunu 

göstermiştir (Prevost ark. , 2010). Karboksi-terminal bölgesi ligand bağlanması, 

cAMP sentezi veya kalsiyum salımında önemli olmamakla beraber hücre yüzey 

ekspresyonunun uygunluğu için gerekli ve bu domainin fosforilasyonu glukagonla 

stimüle edilmiş reseptörün endositozu için zorunludur (Cho ark. , 2012). Glukagon 

reseptör grubu içerisinde, sekretin, GLP-1, vazoaktif intestinal peptid (VIP)  ve 

büyüme hormonu salım faktörü reseptörleri de yer alır. Bu reseptörler de 

hormon/reseptör etkileşimiyle ilgili olduğu düşünülen kısmen büyük ekstraselüler 

bölgeye sahiptirler (Unson ark. , 1996).  

Glukagon düzeyi ve glukagon/glukagon reseptörü etkileşiminden kaynaklanan 

kan şekeri düzensizliklerini ortadan kaldırmak amacıyla değişik yaklaşımlar ortaya 

konmaktadır. Glukagonun aktivitesini inhibe etmek için; peptid antagonistler (Unson 

ark. , 1987), peptid olmayan oral yoldan aktif olan antagonistler (Madsen ark. , 1998) 

ve glukagon ya da glukagon reseptörüne karşı monoklonal antikorlar (Brand ark. , 

1994) denenmektedir. Glukagonun amino-terminalinde yer alan ilk amino asit 

bakiyesi (His
1
), agonistik aktivite için kritik öneme sahiptir (Unson ark. , 1993). 

1972’de sadece His
1
’den yoksun des-His-glukagon’un in vitro ortamda glukagon 

reseptörünün antagonisti olduğu bulunmuştur (Goldfine ark. , 1972). Glukagon 

reseptörü antagonisti olarak His
1 

ve Arg
12

’nin modifiye edilmesiyle çeşitli modifiye 

glukagon analogları ([1-N α-trinitrofenilhistidin, 12-homoarginin]-glukagon ) 

(THG), tanımlanmıştır (Bregman ark. , 1980).  

Terapötik monoklonal antikorlar, kanser ve otoimmün hastalıklar gibi birçok 

hastalığın tedavisinde geniş çaplı olarak kullanılmaktadır. Bu nedenle, glukagon veya 

glukagon reseptörüne karşı nötralize edici antikorların aşırı glukagon etkilerini 

azaltacağı ileri sürülmektedir. Glukagon monoklonal antikorlarının sıçanlarda 

glukagonun hiperglisemik etkisini ortadan kaldırdığı ve streptozotosin tedavisinde 

olan diyabetik sıçanlarda insülinin olduğu durumlarda dahi yemek sonrası kan 

glukoz düzeyini düşürdüğü gösterilmiştir (Cho, Merchant, 2012).   

Glukagon reseptörünün özellikle ekstraselüler amino-terminal bölgesinin 

membrana bağlı olmaksızın işlevini koruyabileceği düşünülmektedir. Dolayısıyla bu 

çalışmada rekombinant DNA tekniklerinden yararlanarak, membrana bağlı olmayan, 
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fakat glukagonu bağlayabilecek protein üretmek amaçlanmıştır. Bu amaç 

doğrultusunda, protein trafiği ve protein lokalizasyonunda rol alan sinyal peptidini 

kodlamayan insan glukagon reseptör geni ve glukagon reseptör proteininin sadece 

hücre dışı (eksternal) bölümünü kodlayan gen bölgesi, HepG2 hücrelerinden 

hazırlanan cDNA üzerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile çoğaltılarak 

memeli ekspresyon vektörlerine klonlanmıştır. Klonlanan genler üzerinden sentez 

edilen rekombinant proteinlerin, glukagon hormonuna olan afinitesi araştırılmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

Vücudumuzda lipidler enerji deposu olarak işlev görürken, glukoz temel enerji 

kaynağı olarak kullanılır. Glukoz bağırsak ya da karaciğer hücrelerinden kan yoluyla 

diğer vücut hücrelerine ulaştırılır. İnsanlarda açlık kan glukoz düzeyi ortalama 70-

120 mg/dL’dir (American Diabetes, 2014). Beslenmeye bağlı olarak gün içerisinde 

glukoz düzeyinde dalgalanmalar olur. Buna karşın kan glukoz düzeyinin belirli 

değerler arasında korunması hayati önem taşır. Özellikle beyin hücreleri kan glukoz 

düzeyinden en fazla etkilenen hücrelerdir. İnsan beyni, ortalama vücut ağırlığının    

% 2’sini oluşturmakla birlikte, kullandığı total glukoz miktarı vücudun kullandığı 

glukozun ortalama % 25’i kadardır. Öte yandan beyin glukoz sentez edemez ve 

glikojen halinde depolayamazlar (Tunalı, 1983). Dolayısıyla hem beyin hücreleri 

hem de diğer organlarımız bakımından kan glukoz düzeyi belirli değerler arasında 

korunmak zorundadır.  

Vücudumuzda kan glukoz düzeyinin regülasyonu çok sayıda hormonun rol 

aldığı karmaşık bir süreçtir. Bu süreçte rol alan hormonların başında insülin ve 

glukagon gelmektedir. Birbirine zıt yönde etki gösteren bu iki hormon kan glukoz 

düzeyini ayarlar. Kan şeker düzeyi yükseldiğinde pankreas Langerhans adacıklarında 

β-hücreleri tarafından salgılanan insülin, özellikle karaciğer ve kas hücrelerinde 

glikojen sentezini hızlandırarak kan glukoz düzeyini düşürür. Bunun aksine kan 

glukoz düzeyinin düşük olması durumunda pankreasta -hücreleri tarafından 

salgılanan glukagon hormonu karaciğer ve kas dokularında glikojen halinde 

depolanan glukozun plazmaya verilmesini sağlayarak, plazma glukoz düzeyini 

arttırıcı etki yapar (Baron ark. , 1987, Nelson DL, 2005). Bu iki hormonun vücutta 

yeterli miktarlarda sentezlenmemesi ya da bu hormonların etkileşime girdikleri 

hücresel reseptörlerle ilgili sorunlar, kan glukoz dengesinde bozulmalara ve sonuçta 

tip I ya da tip II diyabetin ortaya çıkmasına neden olurlar (Jiang and Zhang, 2003, 

Muller ark. , 1973, Nelson DL, 2005, Reaven ark. , 1987).  

Diyabetin ortaya çıkmasında insülin hormonu büyük önem taşımakla birlikte, 

glukagon hormonunu ve bu hormonun reseptörü olan glukagon reseptörü ile 

ilişkisinin büyük önem taşıdığı bilinmektedir (Unger and Cherrington, 2012). 

Diyabetin oluşumunda insülin yetersizliği kadar glukagon fazlalığı da önem 
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taşımaktadır. Bu nedenle özellikle glukagon reseptörünün işlevini bloke edecek 

glukagon reseptör antagonistleri üzerinde yoğun çalışmalar yürütülmekte ve bu 

antagonistlerin diyabet tedavisinde kullanım potansiyelleri üzerinde durulmaktadır 

(Johnson ark. , 1982, Larsen ark. , 2007, Ling ark. , 2002, Unson, Andreu, 1987, 

Zhang and Moller, 2000). Diğer taraftan glukagona özgü monoklanal antikorlar 

kullanılarak, vücutta normalden yüksek düzeylerde sentez edilen glukagonun bloke 

edilmesine yönelik çalışmalara da rastlanmaktadır (Brand, Rolin, 1994).  

4.1. Glukoz Metabolizmasının Regülasyonu ve Hormonlar 

Glukoz metabolizması vücut hücrelerinin normal fizyolojik işleyişi için hayati 

önem taşır. Glukoz hem enerji kaynağı hem de birçok biyosentez reaksiyonunda 

prekürsör olarak kullanılan moleküllerin kaynağını oluşturur. Şekil 1’de plazma 

glukozunun kullanımı ve düzenlemesinde rol oynayan ana aktörler şematize 

edilmiştir. 

 

Şekil 1. Plazma glukoz kullanımı ve regülasyonunda rol alan organlar. 

Plazma glukozundan en çok etkilenen organ beyindir. Yetişkin bir insan beyni 

günde ortalama 120 gr glukoz tüketir. Bu miktar toplam plazma glukozunun yaklaşık 

% 60-70’i kadardır (Andreone ark. , 2015). Yağ asitleri kan-beyin bariyerlerini 

geçemediğinden beyin hücreleri tarafından enerji kaynağı olarak kullanılamaz. 

BAĞIRSAK

KAS

PANKREAS

KARACİĞER

BÖBREK KALP

BEYİN

YAĞ 

DOKUSU

PLAZMA GLUKOZ 

DÜZEYİ
(70-120 mg/dL)
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Dolayısıyla normal şartlarda beyin hücreleri enerji kaynağı olarak sadece glukozu 

kullanır (Maher ark. , 1994). Açlık durumunda ise keton cisimleri (asetoasetat ve 

hidroksibütrat) beyin hücreleri tarafından enerji kaynağı olarak kullanılabilir (Paoli 

ark. , 2015). Glukoz düzeyinin yaklaşık 40 mg/dL değerlerine düşmesi beyin 

fonksiyonlarını önemli ölçüde zayıflatır. Bunun altındaki değerlerde beyinde kalıcı 

hasarlar meydana gelir ve ölümle sonuçlanabilir (Patet ark. , 2015).  

Karaciğer glukoz düzeyini regüle eden en önemli organdır. Dolaşımdaki 

glukozun yaklaşık % 90’ı, direkt olarak sindirimle alınan besinlerden değil karaciğer 

kaynaklıdır. Besinlerle alınan glukoz karaciğer tarafından glikojenez sonucunda 

glikojene dönüştürülerek depolanır. Karaciğerin diğer dokulardan gelen gliserol, 

amino asitler ve laktik asit gibi moleküllerden de glikoneojenez reaksiyonları ile 

glukoz sentez ederek glikojene dönüştürme yeteneği vardır.  Kan glukoz düzeyinin 

düşmesi durumunda, karaciğerde depolanan glikojen glikojenoliz ile hızla yıkılarak 

plazmaya glukoz verilir (Şekil 2) (Hers, 1976, Nelson DL, 2005).  
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Şekil 2. Karaciğer hücrelerinde glikojen sentezi (glikojenez-glikoneojenez) ve yıkımı 

(glikojenoliz). 

Uzun süren açlık durumunda karaciğer diğer dokular için sadece glukoz kaynağı 

değil, aynı zamanda beyin hücreleri tarafından glukoz yerine kullanılabilen keton 

cisimlerinin de kaynağıdır (Cotter ark. , 2014). Böbrekler de karaciğer gibi 

glukoneojenezle sentez edilen glukozu kana vermektedir. Fakat normal koşullarda 

böbrekler tarafından kan dolaşımına verilen glukoz oranı çok düşüktür. Bununla 

birlikte uzun süren açlık durumunda, böbreklerin bu işlevi önem kazanır. Böbreklerin 

glukoz regülasyonundaki asıl işlevi, böbreklerde süzülen plazmada sürekli ve etkin 

bir şekilde kayıplara neden olmadan glukozun geri emilimini sağlamasıdır. 
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Kan glukoz düzeyinin kontrolünde rolü olan önemli aktörlerden biri de kaslardır. 

Kas hücreleri, glukoz düzeyinin artması durumunda plazmadan hızla glukoz çeker ve 

gerektiğinde glikojen halinde depolar. Bununla birlikte, kas hücrelerinde glukoz-6-

fosfataz enzimi bulunmadığı için glikojeni glukoza dönüştürerek plazmaya glukoz 

takviyesi yapamaz. Bununla birlikte dolaşıma verdiği amino asitler, hepatositlerde 

glukoza dönüştürülür (Coppari, 2015).  

Yağ dokuları, yağ asitlerinin trigliseridler halinde depolandığı dokulardır. 

Trigliseridlerin temel yapı taşları yağ asitleri ve gliserolfosfattır. Yağ dokusu 

hücreleri ihtiyaç duydukları gliserolfosfatı glukoz üzerinden glikoliziz reaksiyonu ile 

sağlamak durumundadır. Bunun en önemli nedeni yağ hücrelerinde serbest gliserolü 

fosforile edecek ilgili kinaz enziminin bulunmamasıdır. Dolayısıyla yağ dokusunu 

oluşturan hücreler plazmadan glukoz alır. Diğer taraftan, hepatositlerde 

glikoneojenez reaksiyonlarında substrat olarak kullanılan serbest yağ asitleri ve 

gliserol yağ dokusu tarafından dolaşıma verilir. 

Plazma glukoz düzeyinin kontrolünde rolü olan organ ve dokuların 

fonksiyonları, başta insülin ve glukagon olmak üzere çok sayıda hormon tarafından 

kontrol altında tutulur. Bunlar; epinefrin, kortizol, büyüme hormonu, IGF-1 ve 

ACTH (Adrenokortikotropik hormon)‘dır. Bu hormonların hedef organlar üzerindeki 

etkileri Şekil 3’de şematik olarak verilmektedir. 
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Şekil 3. Plazma glukoz düzeyinin kontrolünde rolü olan organ ve dokuların 

fonksiyonları (Forbes and Cooper, 2013).  

4.1.1. Glukagon ve glukagon benzeri peptidler (GLP-1 ve GLP-2) 

Glukagon endokrin pankreasın α-hücrelerinden salgılanan 29 amino asitten 

oluşan peptid hormondur. Glukagon ve glukagon benzeri peptidlerin (GLP-1 ve 

GLP-2) öncüsü olan proglukagon insanda 2. kromozom üzerinde (2q36-q37) lokalize 

olan GCG geni tarafından kodlanır. Yaklaşık 9.5 kbç büyüklüğünde olan GCG geni 

altı ekzon taşır (Şekil 4).  
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Şekil 4. GCG geninin genom lokalizasyonu ve ekzon-intron yapıları (Gen lokasyonu 

‘LocuID-NCBI’a göre verilmiştir). 

GCG geni üzerinden yaklaşık 2 kbç’lik bir mRNA sentez edilir. Bu mRNA’nın 

translasyonu sonucunda amino-terminalinde glisentin, karboksi-terminalinde ise 

GLP-1 ve GLP-2 dizileri içeren 160 amino asit bakiyesinden oluşan proglukagon 

sentez edilir. Proglukagon üzerindeki glukagon, GLP-1 ve GLP-2 peptidleri, kısa ara 

peptid dizileri (ing. intervening peptide sequence - IP) ile birbirinden ayrılmıştır. 

Amino terminal sinyal dizisi, birçok öncül-hormonlar için tipiktir ve sentezi sırasında 

proteinin endoplazmik retikuluma kanalize olmasında rol oynar (Walter and Johnson, 

1994). Altı ekzondan oluşan GCG geninde her ekzon dikkat çekici bir şekilde 

preproglukagonun farklı bölgelerinin kodlanmasından sorumludur. GCG geninin bu 

ekzon kompozisyonu, modüler ekzon dizilerinin çoğunlukla proteinlerin spesifik 

bölgelerini kodladığını gösteren güzel bir örnektir (Gilbert ark. , 1997). Glukagonu 

oluşturan tüm amino asit bakiyeleri molekülün biyolojik aktiviteleri açısından son 

derece önemlidir. Molekülün 22-27. ve 5-10. amino asitleri glukagonun reseptörüne 

bağlanmasıyla ilgilidir.  GCG geninin ekspresyonu ile sentez edilen proglukagon 

proteini, translasyon sonrası işlemler sonucunda aktif glukagon, GLP-1 ve/veya 

GLP-2’ye dönüştürülür. Pankreasın Langerhans adacıklarındaki α-hücrelerinde 

sentez edilen proglukagonun işlenmesi sonucunda glukagon oluşturulur. Bu süreç 

bağırsak L hücreleri ve sinir hücrelerinde GLP-1 ve GPL-2 oluşumuyla sonuçlanır 

(Şekil 5). 

1        2        3       4                              5                                                              6
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Şekil 5. Farklı organlarda proglukagonun glukagon ve glukagon benzeri peptidlere 

(GLP-1 ve GLP-2) dönüştürülmesi (Yazbeck ark. , 2010). 

Glukagon sentezi insüline benzer bir şekilde kandaki glukoz seviyesine bağlı 

olarak düzenlenmektedir. Glukagon salgısı, kandaki glukoz değerleri ile doğrudan 

bağlantılıdır. Kandaki glukoz değeri düşüklüğünde (hipoglisemi) azalan insülin 

salgısına zıt olarak, pankreastaki α hücreleri uyarılarak glukagon salgılanmasını 

sağlamaktadır (Nelson DL, 2005, Quesada ark. , 2006). Proteinli besinlerden 

kaynaklanan amino asitler hem insülin hem glukagon salınımını uyarır ve artan 

insülin sonucu oluşan hipoglisemiyi önler. Düşük glukoz durumlarında glukagonun 

salgılanması voltaj kapılı Na
+ 

ve Ca
+2 

kanalları vasıtası ile gerçekleşir. Voltaj kapılı 

sodyum (Na
+
) ve kalsiyumun (Ca

2+
)  etkisi ile glukagon salgılanması artar(Gromada 

ark. , 1997). Düşük glukoz seviyesinde aksiyon potansiyelini bu kanallar oluşturur. 

Depolarizasyon Ca
+2 

‘un hücre içerisine girmesiyle glukagon salgılanmasını arttırır. 

Bu olay sırasında ATP duyarlı potasyum (KATP ) kanalları da görev alır. Kanda 

glukoz seviyesindeki artışa bağlı olarak sitosolik ATP miktarının yükseltilmesi 

glukagon salınımını engeller. KATP kanallarının blokajı Na
+ 

ve Ca
2+ 

‘un oluşturduğu 

aksiyon potansiyelinin sona ermesi ile gerçekleşir. Bu olay Ca
2+ 

‘un hücre içine 

girişini engeller ve glukagon salgısı sonlanır (MacDonald ark. , 2007). Glukagon 

salgılanmasını ayarlayan hücresel sinyaller oldukça iyi tanımlanmış olsa da glukozun 
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direk veya β hücrelerinin aktifleştirmesi ile dolaylı etkisi halen tartışılmaktadır. 

Fareler üzerinde yapılan deneyler, yüksek glukoz seviyelerinde β hücrelerince 

başlatılan parakrin sinyalin glukagon salgılanması için temel etken olduğunu 

göstermiştir (Franklin ark. , 2005, Olsen ark. , 2005). Tip 1 diyabet hastalarında 

yapılan bir araştırmaya göre insülin insanlarda glukagon salgılanmasını önleyen 

temel sinyaldir (Cooperberg and Cryer, 2009). Glukoza ek olarak, GLP-1 (Dunning 

ark. , 2005), GLP-2 (Meier ark. , 2006), yağ asitleri, otonom sinir sistemi (Ahren, 

2000) ve dolaşımdaki amino asitler (Dumonteil ark. , 2000) gibi diğer fizyolojik 

parametrelerin glukagon salgısı için regülatör olduğu bilinmektedir. 

4.1.1.1. Dolaşımdaki glukagonun yıkılması 

Kan dolaşımına katılan glukagon peptidlerinin, diğer birçok peptid ve 

proteinlerde olduğu gibi belirli bir etki süresi ve yarılanma ömrü vardır. Belirli bir 

süre sonra glukagon peptidleri kan ya da çeşitli organlarda metabolize edilir. 

Glukagon yıkımının plazmada başladığı fakat organdaki yıkıma göre plazmadaki 

proteoliz seviyesinin daha düşük olduğunu gösteren veriler vardır (Pospisilik ark. , 

2001). Çalışmalar, dolaşımdaki serin proteaz dipeptidil-peptidaz IV (DPP-IV)’ün 

kandaki glukagon yıkımı için birincil enzim olduğunu göstermektedir. DPP-IV’ün 

spesifik inhibitörü olan izolosil-tiazolidin (Ile-Thia), serumdaki glukagon yıkımını 

tamamıyla bloke etmektedir. Glukagon DPP-IV ile glukagon-(3–29) ve glukagon-(5–

29) şeklinde hidroliz edilir. Kan dolaşımındaki glukagonun proteolitik yıkımı daha 

çok membrana bağlı endoteliyal DPP-IV tarafından gerçekleştirilir. Bu nedenle 

glukagonun in vivo yıkılması plazma matriksinden ziyade kan damarlarında 

gerçekleşir (Mentlein, 1999). Glukagonun yıkılmasında DPP-IV enziminin rolü 

amino-terminali modifiye edilmiş glukagon analogları ile araştırılmıştır. Bu amaçla 

DPP-IV enzimine dirençli [D-Ser
2
]-glukagon, [(P)-Ser

2
]-glukagon, [Gly

2
]-glukagon 

ve [D-Gln
3
]-glukagon gibi glukagon analogları denenmiştir. In vitro çalışmalar [D-

Ser
2
]-glukagonun DPP-IV’e yüksek afinite göstermekle birlikte proteolitik yıkıma 

dirençli olduğunu göstermiştir. [Gly
2
]-glukagon ve [D-Ser

2
]-glukagon DPP-IV 

tarafından normal glukagona göre daha yavaş yıkılmaktadır. In vivo denemelerde 

sadece [D-Ser
2
]-glukagon analoğunun normal glukagona göre plazma glukoz 

seviyesini daha fazla arttırdığı saptanmıştır. Buna karşın [D-Ser
2
]-glukagonun in 
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vitro etkisinin daha az olduğu bulunmuştur (Hinke ark. , 2000). Bu durum [D-Ser
2
]-

glukagon analoğunun in vivo koşullarda DPP-IV ile proteolitik yıkıma daha direçli 

olması ile ilişkilendirilmektedir. Kanda dolaşım halinde olan glukagonun dokularda 

yıkılması ile ilişkili tam bir mutabakat olmamakla birlikte karaciğer ve böbreklerin 

glukagonun yıkımında işlev gören temel organlar olduğu konusunda fikir birliği 

vardır. Özellikle karaciğer, plazmanın glukagondan arındırılmasında işlev gören 

önemli bir organdır (Authier and Desbuquois, 2008). Karaciğer hücrelerinde 

glukagon farklı mekanizmalarla yıkıma uğratılır. Bunlardan birinde glukagonun 

reseptörüne bağlanması gerekirken, diğerinde glukagon-reseptör bağlanmasına 

gereksinim duyulmaz (Jaspan ark. , 1981).  

Farklı gruplar tarafından yapılan çalışmalar, böbreklerde glukagonun, 

glomerüler filtrasyondan sonra renal proksimal tübüllerin apikal yüzeyinde hidroliz 

edildiğini göstermiştir. Renal tübüllerin silli bölgelerinde glukagon yıkımında iş 

gören DPP-IV enzimi aktivitesi daha yüksek bulunmuştur (Mentlein, 1999). 

Sıçanlara enjekte edilen radyoaktif işaretli [
125

I]iodoglukagonun beklendiği şekilde 

hızla karaciğer ve böbrek hücrelerinde yoğunlaştığı, daha düşük düzeylerde kalp, 

akciğer, dalak, yağ dokusu, ince bağırsak ve böbreküstü bezinde toplandığı 

saptanmıştır. Doğal glukagonun, [
125

I]iodoglukagon ile eş zamanlı enjeksiyonunun  

[
125

I]iodoglukagonun karaciğer hücrelerinde toplanmasını %90 oranında azalttığı 

saptanmıştır. Bunun aksine, doğal glukagon, [
125

I]iodoglukagon’un böbrek zarında 

toplanmasını sadece %30 oranında diğer organlarda ise %30-60 arasında 

engellemiştir. Bu sonuçlardan yola çıkarak, karaciğer hücrelerinde glukagon yıkım 

mekanizmasının ağırlıklı olarak glukagon-reseptör bağlı mekanizma olduğu, diğer 

organlarda ise kısmen reseptör bağımlı mekanizma ile yıkımın gerçekleştiği ileri 

sürülmektedir. Çok sayıda çalışmada plazma zarının glukagon yıkımında ana 

fizyolojik bölge olduğu ve karaciğer hücre yüzeyinde en az 3 nötral proteolitik kesim 

işleminin gerçekleştiği belirtilmektedir. 

4.1.1.2. Endositoz ve glukagonun hücre içi proteolizi 

 Yukarıda da değinildiği gibi dolaşımdaki glukagonun önemli bir bölümü 

karaciğer hücrelerinde (hepatositler) glukagon reseptörü ile ilişkili bir mekanizma ile 
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yıkıma uğratılır. Karaciğer hücrelerine alınan radyoaktif işaretli [
125

I]iodoglukagonun 

hücre içi lokalizasyonu biyokimyasal ve morfolojik olarak araştırılmıştır. Taze izole 

edilmiş hepatositler belirli bir süre [
125

I]iodoglukagon ile inkübe edildikten sonra 

kantitatif elektron mikroskop otoradyografisi ile incelendiğinde radyoaktif işaretli 

hormonların ilk aşamada (10 dk) hücrenin plazma membranında biriktiği, daha sonra 

hücre içine geçerek tercihen lizozom benzeri yapılara tutunduğu saptanmıştır 

(Barazzone ark. , 1980). Bu sonuçlar, izole edilmiş hepatositlerle glukagonun 

glukagon reseptörüne bağlı endositoz yoluyla hücre içerisine alındığını, epidermal 

büyüme faktörü (İng. Epidermal Growth Factor: EGF) ve insülinin hücre içerisinde 

metabolize edilmesinde izlenen işlemlerle benzer bir yolakla yıkıma uğradığını 

göstermiştir. Bununla birlikte radyoaktif glukagonun hücre içerisine alınması 

[
125

I]iodoinsülin ve [
125

I]iodoEGF’e göre daha düşük hızda gerçekleşmektedir (De 

Diego ark. , 1991). İzole edilmiş hepatositlerde yapılan biyokimyasal çalışmalarda 

zamanla hücrelere tutunan [
125

I]iodoglukagon’un asit muamelesi ile  daha düşük 

düzeylerde glukagonun serbestleştiği saptanmış ve bu durumun reseptöre bağlı 

glukagonun hücre içine alınmasından kaynaklandığı ileri sürülmüştür (Horwitz and 

Gurd, 1988). Düşük sıcaklıkta fenilarsin oksitin glukagonun endositoz ile hücre 

içerisine alınmasına etkileri bu düşünceyi desteklemektedir (Horwitz and Gurd, 

1988). Glukagonun hepatositlerde reseptör bağımlı endositoz ile alınması ve 

metabolize edilmesinde izlenen yolak sıçanlara periferal yolla  enjekte edilen 

radyoaktif işaretli doğal glukagonun izlenmesi ile de ortaya konmuştur (Authier ark. , 

1990). Hücre içine alınan [
125

I]iodoglukagonun endo-lizozomal transferi sıcaklığa 

(optimum 37
o
C) ve enerjiye (ATP ve ATP-tazeleyen sistem) bağımlıdır (Chauvet 

ark. , 1998). Bununla birlikte insülin yıkımında olduğu gibi  endozomal asidik pH 

glukagonun enzimatik yıkımı için gereklidir (Şekil 6). 
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Şekil 6. Glukagonun endozomal yıkımı ve glukagon reseptörü endositoz döngüsü 

(Merlen ark. , 2006).  

Glukagonun hepatositlerde endozomal proteolizi maksimum pH 4’te gerçekleşir 

ve bu olayda fonksiyonel olarak ATP-bağımlı endozomal asidifikasyona gereksinim 

duyulur. Ortama zayıf baz, proton iyonofor veya vaküolar H
+
-ATPaz inhibitörü ilave 

edilmesi endozomlarda glukagon yıkımını engeller (Fuchs ark. , 1989).  

4.1.2. GLP-1 ve GLP-2 

Glukagon benzeri peptidler  (İng. glucagon like peptides 1 and 2: GLP1 ve 

GLP2) glukagonun da kaynağı olan proglukagon üzerinde farklı işlenmeler sonucu 

sentez edilirler (bk. Şekil 5). Glukagon benzeri peptidler de 1980ler’in başında 

klonlanan ve nükleotid dizisi saptanan GCG geni üzerinden proglukagon şeklinde 

kodlanır (Mojsov ark. , 1986). Proglukagon üzerinden oluşturulan GLP-1 30 amino 

asitten oluşan bir peptid hormondur (Holst and Gromada, 2004). GLP-1 sadece 

pankreas adacık alfa hücrelerinden değil, aynı zamanda bağırsak L hücrelerinden ve 

merkezi sinir sisteminden de salınmaktadır. Bu bölgelerde; proglukagondan, 29 

amino asitli glukagon ve diğer proglukagon blokları oluşur. Bu işlemler pankreas 

alfa hücrelerinde sentez edilen prohormon konvertaz (PK) enzimi katalizörlüğünde 

gerçekleşir (Furuta ark. , 1997). Bağırsak L hücrelerinde de PK enzimi içeriği, 

Plazma 
Membranı

Miniglukagon

Endozomal pH
Düşmeden Önce

RESEPTÖR 
ÇEVRİMİ

Endozom

Glukagon 
Reseptör

Glukagon

RESEPTÖR 
ENDOSİTOZU

Endozomal pH
Düştükten Sonra



 
 
 

19 
 

pankreas alfa hücrelerinde bulunan miktarın yaklaşık 1/3’ü kadardır ve 

proglukagondan, GLP-1 ve GLP-2 oluşumunu katalizlemektedir (Ugleholdt ark. , 

2004). Preproglukagon mRNA ekspresyonu ve sonrasında proglukagondan GLP-1’in 

sentez edilmesi, sadece bağırsak L hücrelerinde değil beyin kökünde soliter traktus 

nükleuslarının (NTS) nöronlarında da gerçekleşir (Larsen ark. , 1997). 

GLP-1’in vücuttaki ana kaynağı bağırsak L hücreleridir. GLP-1’in sekresyonu 

bağırsak lümeninde besinlerin varlığına bağlıdır. Salgılandıktan sonra yarılanma 

ömrü oldukça kısadır. İki dakikadan daha kısa sürede dipeptidil peptidaz-4 tarafından 

hızla yıkılır. GLP-1 anti-hiperglisemik aktiviteye sahiptir. Glukagon sekresyonunu 

baskılayıcı etki gösterirken, insülinin glukoza bağımlı stimülasyonunda rol alır. 

Glukagon glukoz varlığında, pankreas beta hücresinde bulunan spesifik reseptörüne 

bağlanır (Mayo ark. , 2003). Bu bağlanma, adenil siklaz aktivitesindeki artışa bağlı 

olarak siklik-AMP (c-AMP) sentezini arttırır. c-AMP, guanin nükleotid değiştirici 

faktör II’yi uyarır ve bunu takiben iyon kanallarının aktivasyonu ve intraselüler 

kalsiyum iyonunun artması ve ekzositoz yoluyla insülin salgılanması gerçekleşir 

(Holst and Gromada, 2004). GLP-1, insülin sekresyonu ile birlikte, glukokinaz ve 

GLUT-2 gen anlatımını da uyarmaktadır (Buteau ark. , 1999). Bunun sonucunda 

glukoz kullanımı ve glukozun hücrelere geçişi artar (Egan ark. , 2003). GLP-1 

hormonunun pankreas β hücrelerinin apoptoza uğramasını inhibe ettiği, insülin 

salgılayan bu hücrelerin farklılaşma ve proliferasyonu pozitif yönde etkilediği de 

bilinmektedir (Drucker, 2001, Holst, 2000). 

GLP-1’in β hücrelerinden insülin salgılanmasındaki uyarıcı rolü hayvan 

deneyleriyle de gösterilmiştir (Fehmann ark. , 1995). Bu deneylerde GLP-1 reseptörü 

bloke edildiğinde, glukoza olan toleransın azaldığı ve hiperglisemi oluştuğu 

görülmüştür (Scrocchi ark. , 1996). Benzer şekilde, insanlarda yapılan çalışmalarında 

da GLP-1 antagonisti (Eksendin 9-39) verilmesinin, glukoz intoleransı ve 

hiperglisemiye yol açtığı saptanmıştır (Edwards ark. , 1999). 

 Doğada bulunan en iyi GLP-1 agonisti eksendin-4 molekülüdür. Eksendin bir 

sürüngen türü olan Gilia Monster’ın tükürüğünden elde edilmiştir. GLP-1 ile amino 

asit dizilimi %52 oranında homoloji göstermektedir. Eksendin-4 molekülünün amino 
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asit dizilimi değiştirilerek sentetik analoğu elde edilmiştir ki, buna exenatide® ismi 

verilmiştir. Exenatide, reseptör agonistidir (Buse ark. , 2004, Gallwitz, 2005). 

İnsanda proglukagon üzerinden sentez edilen bir diğer peptid olan GLP-2 33 

amino asit bakiyesinden oluşur (Brubaker ark. , 1997, DaCambra ark. , 2000). GLP-2 

hormonu da GLP-1 gibi bağırsak endokrin L hücreleri ve bir kısım nöron 

hücrelerinde üretilir. Bağırsak hücrelerinde sentez edilen GLP-2, besin alımıyla 

GLP-1 ile birlikte salgılanır (Orskov and Holst, 1987). Dışarıdan alındığında GLP-

2’nin insan ve kemirgenlerde bağırsakta büyüme, bağırsak fonksiyonlarında artış, 

kemik yıkımında azalma gibi etkiler saptanmıştır. Bu nedenle GLP-2 ve analogları, 

kısa kolon sendromu, osteoporoz ve Crohn hastalığının tedavisinde kullanım 

potansiyeline sahiptir (Blonski ark. , 2013, Haderslev ark. , 2002).  

4.1.3. İnsülin  

İnsülin 51 amino asit bakiyesinden oluşan ortalama 5.8 kilo dalton (kDa) 

ağırlığında vücudun karbonhidrat metabolizmasının düzenlenmesinde rol alan en 

önemli hormonlardan biridir. 1869 yılında Berlin Patoloji Enstitüsünde Doktora 

çalışması yapan Paul Langerhans, pankreasın mikroskobik yapısını incelerken, 

pankreasın dış salgı dokusunda yayılmış, daha sonra kendi adıyla anılacak olan hücre 

kümelerine rastlamıştır (Rosenfeld, 2002). Fransız patolog Eduard Laguesse ise bu 

hücre kümelerinin sindirimde rolü olan çeşitli salgılar ürettiği fikrini ortaya atmıştır. 

1921 yılında Charles Best ve Friedrick Grant Banting total pankreotektomi yapılmış 

köpeklere intravenöz pankreas ekstresi vermiş ve bu ekstrenin kan şekerini 

düşürmede etkili olduğunu gözlemlemişlerdir (Roth ark. , 2012). 

İnsülin, pankreasın endokrin kısmında kümelenmiş hücreler halinde bulunan 

Langerhans adacıklarında beta hücreleri tarafında sentez edilir ve salgılanır (Evans 

ark. , 2011). Glukagonda olduğu gibi insülin de pankreatik beta hücrelerinde inaktif 

preproinsülin halinde sentez edilir ve daha sonra proteolitik kesim işlemlerinden 

sonra aktif insüline dönüştürülür. Preproinsülinin sinyal peptidi, translasyon sırasında 

endoplazmik retikulumda kesilerek proinsülin oluşur. Proinsülin beta hücrelerindeki 

salgı vesiküllerinde parçalanarak aktif insülin ve C-peptid açığa çıkar. Aktif insülin 

molekülleri disülfid bağları ile bağlı A ve B zincirlerinden oluşur. İnsülin 

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Molek%C3%BCler_k%C3%BCtle&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Atomik_k%C3%BCtle_birimi
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Paul_Langerhans&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/D%C4%B1%C5%9F_salg%C4%B1_bezi
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Eduard_Laguesse&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sindirim
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molekülünün A zincirinde de molekül içi bir disülfid köprüsü bulunmaktadır (Joshi 

ark. , 2007) (Şekil 7). 

 

 

 

Şekil 7. İnsan proinsülin (A) ve insülin (B) yapısı. 

 (http://diabetesmanager.pbworks.com, Erişim tarihi: 15 Nisan 2015) 

 İnsülin pankreas hücrelerinde salgı vezikülleri içerisinde çinko ile kompleks 

halde bulunur ve bu kompleks yapı insülinin salgı veziküllerinden salınması için 

gereklidir. Vücutta kan şekerinin yükselmesi ile oluşan uyarı sonucunda insülin ve 

C-peptidleri birlikte kana salınır. C-peptid düzeyinin ölçülmesi endojen insülin 

salınımını gösterir. Anti-insülin antikorlarının insülin tayinini engellediği durumlarda 

insülin miktarı tayininde kullanılır (Tong ark. , 2005). Salınan insülin karaciğer, kas 

ve yağ dokusu gibi birçok dokuda hücre membranlarında bulunan özgün 

reseptörlerine bağlanırlar. İnsülinin reseptörüne bağlanabilmesi için krom iyonuna 

ihtiyaç duyulmaktadır. Krom ayrıca glukoz tolerans faktörü olarak da adlandırılır. 

A-ZİNCİRİ

B-ZİNCİRİ

C-PEPTİDİ

B-ZİNCİRİ

A-ZİNCİRİ

A

B

http://diabetesmanager.pbworks.com/
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İnsülinin bağlanması sonucu oluşan en erken yanıt bağlanmadan saniyeler sonra 

glukozun iskelet kas hücreleri ve adipositler içine girişinin artmasıdır (Ryysy ark. , 

2000). İnsülin karaciğerde ve daha az miktarda böbreklerde bulunan insülinaz enzimi 

tarafından yıkılır (Tundo ark. , 2013).  

İnsanlarda insülin eksikliği ya da insüline yanıtta direnç oluşması, diyabet olarak 

tanımlanan kan glukoz düzeyinin regülasyonunda bozulmalara neden olur.  Pankreas 

beta hücrelerinde yeteri kadar insülin üretilememesi Tip I diyabet ile sonuçlanır 

(Katuchova ark. , 2015). Tip I diyabet, sıklıkla çocukluk ve gençlik çağında ortaya 

çıktığı için ‘Juvenil Diyabet’ olarak da adlandırılmaktadır (Sildorf ark. , 2014). Bu 

gibi durumlarda vücutta hiç insülin üretilemediği ya da düşük düzeyde üretilebildiği 

için hastalar ömür boyu insülin hormonunu dışarıdan almak durumundadır (Morgan 

ark. , 2014). 

Beslenme ile de ilişkilendirilen bir diğer diyabet türü Tip 2 diyabettir. Tip 2 

diyabet nispeten düşük düzeyde insülin sentezi ile birlikte, hedef dokularda insüline 

karşı yanıtta direnç ile karakterize edilir (Arslanian ark. , 1993). 

İnsülin ilk yıllarda insan ve hayvan pankreas ekstraktlarından elde edilmiştir. 

Daha sonra protamin ve çinkonun insülinin yapısına eklenmesiyle orta ve uzun etkili 

insülinler elde edilmiştir. 1982 yılında rekombinant DNA teknolojisi ile insan 

insülini üretilmiştir (Johnson, 1983). Sığır insülini insan insülininden 3, domuz 

insülini ise yalnızca 1 amino asidin pozisyon farklılığı sonucu ayrılır. 1990lar’da ise 

kısa ve uzun etkili analog insülinler tedavi sistemine eklenmiştir (Hirsch, 2004, 

Rakatzi ark. , 2003). 

Günümüzde diyabetin başlıca tedavi şekli, hastalara dışarıdan insülin 

verilmesidir. İlk yıllarda insülin insan ve hayvan pankreas ekstrelerinden elde 

edilmiştir. Günümüzde ise insülin rekombinant DNA teknolojileri kullanılarak 

bakteri ya da maya hücrelerinde üretilmektedir. Bu insülinler insan insülini ile aynı 

ya da bazı küçük değişikliklere sahip analog insülinlerdir. Rekombinant olarak 

üretilen insülinler farmakokinetik etkilerine göre, kısa, orta ve uzun etkili insülinler 

olarak ayrılırlar (Riddle, 2004, Yki-Jarvinen, 2004). Analog insülinlerin kullanıma 

girmesi ile hastalarda endojen insülinin etkisine ve dinamiğine benzer sonuçlar 
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alınmıştır. Özellikle analog kısa ve uzun etkili insülinlerin kullanıma girmesi ile 

hipoglisemi riskinde azalma, daha az kilo alımı ve gün boyunca devam eden bazal 

insülin ihtiyacının karşılanabilmesi esnekliği sağlanmıştır (Hirsch, 2005). 

Farklı ticari isimler ile piyasaya sürülen kısa etkili insülin analogları arasında 

Lispiro (Humalog), Aspartat (Novarapid, Novomix) ve Glulisin (Apidra) sayılabilir. 

İnsan insülininde bazı amino asit bakiyeleri değiştirilerek orta ve daha uzun süre 

etkili olan insülin analogları elde edilmiştir. Orta etkili insülin analogları Lispro 

insülin protamin, aspartat insülin protamindir. Bunların etkileri 2.5-3 saatte 

başlamakta ve 13-16 saat süreyle devam etmektedir (Joshi, Parikh, 2007). Uzun etkili 

olan insülin analogları ise Glargin (Lantus) ve Detemir (Levemir)’dir. Etkileri 2-3 

saatte başlamakta ve 24 saat boyunca sürmektedir (Hermansen ark. , 2004, Yki-

Jarvinen, 2004). 

4.1.4. Glukoz metabolizması ile ilgili diğer hormonlar 

Plazma glukoz düzeyinin kontrolünde rolü olan organ ve dokuların 

fonksiyonları, başta insülin ve glukagon olmak üzere çok sayıda hormon tarafından 

kontrol altında tutulur. Bu hormonlar; epinefrin, kortizol, büyüme hormonu, IGF-1 

ve ACTH (Adrenokortikotropik hormon)’dır. Glukagon, epinefrin, kortizol ve 

büyüme hormonu ile birlikte insüline ters etki gösterirler. Glukagon ve epinefrin, kan 

glukoz düzeylerinin akut ve kısa sürede düzenlenmesinde önemli hormonlardır. 

Glukagon karaciğerde glukojenoliz ve glukoneojenezi uyarırken, epinefrin 

glikojenolizin yanında lipolize yol açar ve insülin salgılanmasını, periferik dokular 

tarafından insülin aracılı glukagon alınımını inhibe eder. Kortizol ve büyüme 

hormonu ise glukoz metabolizmasında uzun süreli düzenlemede görev alırlar. ACTH 

kortizol üretimini uyararak glukoz metabolizmasında dolaylı etkiye sahip olur (Cho, 

Merchant, 2012). 

4.2. Glukagon Reseptör Antagonistleri 

Vücutta normal değerlerin dışında glukagon sentezi veya glukagon/glukagon 

reseptörü etkileşimindeki anormalliklere bağlı ortaya çıkan kan glukoz düzeyindeki 
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bozulmaların önüne geçmek için alternatif yaklaşımlar ortaya konmaktadır. Bu 

amaçla glukagonun aktivitesini inhibe eden peptid antagonistler (Unson, Andreu, 

1987), oral yolla alınan peptid yapıda olmayan antagonistler (Madsen, Knudsen, 

1998) ya da glukagon/glukagon reseptör etkileşimini bloke edecek monoklonal 

antikorlar (Brand, Rolin, 1994) denenmektedir. 

4.2.1. Peptid antagonistler 

Glukagonun amino-terminalinde yer alan histidin amino asidinin molekülün 

aktivitesi açısından kritik öneme sahip olduğu saptanmıştır (Unson, Macdonald, 

1993). 1972’de sadece amino terminaldeki histidin amino asidi taşımayan glukagon 

peptidinin  (des-His-glukagon) in vitro ortamda glukagon reseptörü antagonisti 

olarak davrandığı bulunmuştur (Goldfine, Roth, 1972). Glukagon peptidinde yapılan 

değişik modifikasyonlar ile [1-N α-trinitrofenilhistidin, 12-homoarginin]-glukagon 

(THG) gibi antagonist etkili glukagon analogları elde edilmiştir (Bregman, Trivedi, 

1980). THG’nin, kan glukoz seviyesini düşürdüğü diyabet tedavisinde GCGR’nin 

bloke edilmesi için terapötik potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir (Johnson, 

Goebel, 1982). THG’nin keşfinden itibaren 20’den fazla peptid antagonistleri 

geliştirilmiştir (Ahn ark. , 2001, Gysin ark. , 1987, Gysin ark. , 1986, Unson, Andreu, 

1987, Zechel ark. , 1991). 

4.2.2. Peptid yapıda olmayan glukagon reseptör antagonistleri 

Glukagon peptidinde yapılan modifikasyonlar ile elde edilen antagonistler 

dışında, peptid yapıda olmayan, fakat glukagon reseptörünü bloke eden moleküller 

üzerinde de önemli çalışmalar yapılmıştır. 1998 yılında Novo Nordisk, ilk peptid 

yapıda olmayan insan glukagon reseptör antagonisti, NNC-92-1687’yi geliştirmiştir 

(Madsen, Knudsen, 1998). Son yıllarda aynı şirket tiyazol (5-aminotiyazoller) ile 

insan GCGR antagonist serileri elde etmiştir (Brand ark. , 1996). 
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4.2.3. Glukagon-glukagon reseptör etkileşimini bloke eden monoklonal 

antikorlar 

Günümüzde birçok monoklonal antikor çeşitli kanser türleri ve otoimmün 

hastalıkların tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Brekke and Sandlie, 2003). 

Benzer şekilde glukagon veya GCGR karşı nötralize edici monoklonal antikorlar 

aşırı glukagon etkilerini bloke etmek amacıyla kullanım potansiyeline sahiptir. Bu 

amaca yönelik yapılan çalışmalarda, anti-glukagon antikorlarının, normal farelerde 

glukagonun hiperglisemik etkilerini ortadan kaldırdığı ve streptozotosin ile tedavi 

edilen diyabetik sıçanlarda insülin varlığında, kan glukoz seviyelerindeki yemek 

sonrası artışlarda azalmaya neden olduğu saptanmıştır (Brand, Rolin, 1994). 

Alloksan ile diyabetik hale getirilen tavşanlarda yemek sonrası kan şekerindeki 

artışın, monoklonal antikorlar ile indirgendiği belirlenmiştir (Brand, Jorgensen, 

1996). İnsan glukagon reseptörüne yüksek afinite ile bağlanan insan monoklonal 

antikorları da glukoz dengesini iyileştirme konusunda benzer sonuçlar ortaya 

koymuştur.  

4.3. Glukagon Reseptörü 

 Bu tez çalışmasına konu olan glukagon reseptörü ilk kez 1971 yılında Rodbel ve 

arkadaşları tarafından tanımlanmıştır (Rodbell ark. , 1971b). Glukagon reseptörü 

karaciğerde ve glukagonun diğer hedef hücrelerinde membrana bağlı olarak bulunur 

(Desbuquois, 1983). Rodbel ve arkadaşları aynı zamanda glukagon reseptörünün 

adenil siklaz aktivasyonuna katıldığını ve GTP bağlayan G proteinleri vasıtasıyla 

intraselüler sinyal iletimini sağladığını saptamışlardır (Rodbell ark. , 1971a, Rodbell, 

Krans, 1971b).  

Glukagon reseptörünü kodlayan GCGR geni cDNA’sı ilk kez sıçanlarda 1993 

yılında birbirinden bağımsız olarak Jelinek (Jelinek ark. , 1993) ve Svoboda 

(Svoboda ark. , 1993a, Svoboda ark. , 1993b) tarafından reverz transkripsiyon-

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) teknikleri ile hazırlanarak klonlanmıştır. 

Bundan kısa süre sonra insan (MacNeil ark. , 1994), fare (Burcelin ark. , 1995), 

maymun (McNally ark. , 2004), köpek (Yang ark. , 2007), kurbağa (Ngan ark. , 
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1999, Sivarajah ark. , 2001) ve japon balığı (Chow ark. , 2004) GCGR genleri 

klonlanarak karakterize edilmiştir.  

İnsana özgü glukagon reseptör geni (GCGR) 1994 yılında karaciğer hücrelerinde 

izole edilerek karakterize edilmiştir (MacNeil, Occi, 1994). İnsan glukagon reseptör 

geni 17. kromozom üzerinde (17q25) yer almakta ve 13 ekzon içermektedir (Şekil 8). 

 

Şekil 8. İnsan GCGR geninin genom lokalizasyonu ve ekson-intron yapıları. (Gen 

lokasyonu ‘LocuID-NCBI’a göre verilmiştir). 

İnsan GCGR geni üzerinden 477 amino asit bakiyesinden oluşan, 62 kDa 

büyüklüğünde membrana bağlı glukagon reseptör proteini kodlanır. Glukagon 

reseptör proteini, glukagon hormonunun bağlanması ile aktive olan ve G proteini ile 

eşleşmiş reseptörler (GPCR) ailesi içerisinde sınıflandırılır. Reseptörün uyarılması 

adenilat siklazın aktive olmasına ve buna bağlı olarak hücre içi cAMP miktarında 

artışa neden olur. Glukagon reseptörleri vücutta başlıca karaciğer ve böbrek 

hücrelerinde sentez edilir.  Bununla birlikte kalp, yağ dokusu, dalak, timus, böbrek 

üstü bezleri, pankreas, serebral korteks ve mide bağırsak dokularında glukagon 

reseptör proteininin düşük düzeyde sentez edildiği saptanmıştır (Dunphy ark. , 1998). 

Sıçan glukagon reseptör iyi analiz edilmiş bir proteindir. Bu protein insan 

glukagon proteini ile % 82 oranında homoloji gösterir. Sıçan glukagon reseptör 

proteini 485 amino asit bakiyesinden oluşur ve hücre membranında yedi kez geçiş 

yapan alfa heliks bölgelerine sahiptir.  Şekil 9‘da memeli organizmalara ait glukagon 
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reseptör proteinlerinin genel şematik yapısı görülmektedir. Hücre membranında 

gömülü halde birbirini izleyen bu heliks yapılarının amino terminal ucu (1-143. 

amino asitler) reseptörün ekstraselüler bölgesini oluşturmaktadır. Proteinin karboksi 

terminal bölgesi (406-485. amino asitler) ise hücre sitoplazmasına bakan intraselüler 

bölgeyi oluşturur. Proteinin amino terminal bölgesi sinyal sekanslarını içermektedir. 

Bu bölgede, GPCR ailesi reseptörlerinde iyi korunan dört adet potansiyel Asn bağlı 

glikozilasyon bölgesi, altı adet Cys bakiyesi bulunmaktadır. Karboksi terminal 

bölgede 11 adet Ser amino asit bakiyesi yer alır. Ser amino asit bakiyeleri 

serine/treonin kinaz enzimleri için potansiyel fosforilasyon noktalarıdır. 

 

Şekil 9. Memeli organizmalara ait glukagon reseptör proteinlerinin şematik yapısı 

(Mayo, Miller, 2003). 

4.3.1. Glukagon reseptörünün uyarılması ve sinyal iletim mekanizması 

Glukagon hormonunun hücre membranlarında lokalize olan glukagon 

reseptörün eksternal bölgesine bağlanması hücre içerisinde bir dizi reaksiyonun 

başlamasını tetikler. GCGR aktivasyonunun en önemli sonucu heterotrimerik Gs 
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proteinleri ile adenil siklaz enziminin aktive edilmesi ve bunun sonucunda hücre içi 

cAMP konsantrasyonunun artmasıdır. Birçok çalışmanın sonucunda elde edilen 

bilgilere göre glukagonun adenil siklazı aktive etmesi heterotrimerik protein 

vasıtasıyla olmaktadır (Birnbaumer, 2007) (Şekil 10). Adenil siklaz sistemleri diğer 

Gs ile birleştiği zaman şu olaylar gerçekleşir: 1) Gs proteinin alfa alt biriminde GTP 

için GDP’nin değiştirilmesi; 2) Gs alfaların beta gama kompleksine dönüşmesini 

tetikleyen GTP bağlı Gs alfa yapılarının konformasyonel olarak değişimi ve bu 

değişimin sonucu olarak adenil siklaz ile etkileşime girilmesi; 3) GTPaz ve Gs alfa 

ile Gs alfa bağlı GTP’nin GDP’ye hidroksilinin aktivasyonu sonlandırması; 4) Gs 

alfa-GDP’nin tekrar beta gama kompleksi oluşturarak yeni döngü aktivasyonunu 

sağlaması (Sunahara ark. , 1996). 

 

Şekil 10. Glukagon hormonunun glukagon reseptörün eksternal bölgesine 

bağlanması sonucu hücre içerisinde gerçekleşen reaksiyonlar. PKA: Protein Kinaz A, 

PPK: Fosforilaz Kinaz, PYG:Glikojen Fosforilaz, GYS:Glikojen Sentaz 

(https://en.wiki2.org/wiki/Glucagon - Erişim tarihi: 15 Nisan 2015)  
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Hücre içerisinde cAMP konsantrasyonundaki artış, protein kinaz A (cAMP 

bağımlı protein kinaz)’nın aktive olmasını sağlamaktadır. Aktif protein kinaz enzimi, 

ATP kullanarak fosforilaz kinaz enzimini fosforile eder. Fosforile edilerek aktive 

olan fosforilaz kinaz enzimi ise glikojen fosforilazı glukoz-1-fosfatın 

serbestleşmesinden sorumlu olan glikojen fosforilaz A’ya dönüştürür. Buna ek olarak 

karaciğer hücrelerinde glikoliz ve glukoneojenezin koordineli işleyişi, glikoliziz için 

potansiyel aktivatör işlevi gören moleküllerin sentezini kataliz eden fruktoz-2,6-

bifosfataz gibi enzimlerin fosforilasyon durumlarının ayarlanmasıyla da sağlanır 

(Hue and Rider, 1987). Glukagon uyarısı sonucu aktive olan protein kinaz A aynı 

zamanda fruktoz-2,6-bifosfataz, ve fosfofruktokinaz-2 enzimlerinde önemli bir 

pozisyondaki tek serin amino asit bakiyesini fosforile eder. Glukagon ile başlatılan 

bu kovalent fosforilasyon olayı fruktoz-2,6-bifosfatazın aktive olmasına, 

fosfofruktokinaz-2 enziminin ise inhibe olmasına yol açar. Bu durum glikoliz 

reaksiyonlarının önemli bir basamağını kataliz eden fosfofruktokinaz-1 enzimi için 

aktivatör görevi gören fruktoz-2,6-bisfosfat sentezi reaksiyonu düzenler. Fruktoz-

2,6-bisfosfat’ın sentez hızındaki yavaşlama, glikoliziz yolağında bir inhibisyona yol 

açarken glikoneojenez yolağının etkin işleyişine olanak sağlar (Claus ark. , 1984). Bu 

süreç glukagon yokluğunda (dolayısıyla insülin varlığı) ters yönde işler. 

4.3.2. Hücrelerde glukagon reseptör ekspresyonunun düzenlenmesi  

Çeşitli hücre içi ve hücre dışı faktörler genlerin ekspresyonunu etkilerler. Bu 

durum GCGR geni ekspresyonu için de geçerlidir. Yapılan çalışmalar, hücrelerde 

sentez edilen glukagon reseptör proteini miktarının koşullara göre değiştiğini 

göstermiştir. Yirmi dört saat boyunca glukoz etkisinde bırakılan hepatositlerde 

GCGR mRNA miktarının uygulanan glukoz konsantrasyona bağlı olarak arttığı, 

benzer bir sonucun fruktoz ve mannoz gibi monosakkarit ve gliserol ve 

dihidroksiaseton gibi glukojenik substrat uygulamalarında da görüldüğü 

belirtilmektedir. Buna karşın,  metabolize olmayan L-glukoz ve glukozamin GCGR 

mRNA düzeyini etkilememektedir (Abrahamsen ark. , 1995). Hepatositlerin 24 saat 

süre ile farklı dozlarda glukagon etkisinde bırakılmasının doza bağlı olarak GCGR 

mRNA miktarında azalmaya yol açtığı saptanmıştır. GCGR geni ekspresyon 

düzeyindeki azalmanın 1 nM glukagon uygulanmasında yaklaşık %30; 100 nM 
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dozda ise %70 olduğu rapor edilmektedir (Abrahamsen, Lundgren, 1995). Pankreatik 

adacık hücreleri ile yapılan benzer çalışmalarda glukozun gen anlatımını arttırıcı, 

cAMP’nin ise azaltan etki yaptığı görülmüştür (Abrahamsen and Nishimura, 1995). 

Farelerde yapılan deneylerde karaciğer GCGR ekspresyon düzeyinin doğumdan 

sonra kademeli bir şekilde yetişkinliğe kadar arttığı gösterilmiştir (Burcelin ark. , 

1998). Sıçanlarda hiperglisemi, glukoz infizyonu veya streptozotosin uygulaması 

GCGR ekspresyonunu etkilemektedir.  

Streptozotosin ilk kez 1960 yılında Streptomyces achromogenes’den izole edilen 

bir metabolitidir. İlk yıllarda antibakteriyal, antitümöral ve karsinolojik özellikleriyle 

bilinen ajan, 1963’ te köpek, kedi ve sıçanlarda diyabetojenik etkili bir madde olarak 

tanımlanmıştır (Bell and Hye, 1983). Deney hayvanlarında yapılan çalışmalarında 

insanlardakine benzer diyabet oluşturmak için kullanılan N-nitroso türevi D-

glukozamin yapısındaki streptozotosin oksidan maddeler meydana getirerek 

Langerhans adacıklarını seçici olarak tahrip ederek diyabete yol açtığı belirlenmiştir 

(Atlan, 2006). Streptozotosin’nin tetiklediği diyabet çalışmalarında hepatositlerdeki 

GCGR ekspresyon düzeyinde genellikle bir düşüş olduğu belirtilmektedir. Bu 

verilerden yola çıkarak glukagonun karaciğer GCGR geni ekspresyonu için negatif 

etki gösterdiği ileri sürülmektedir (Desbuquois, 1983). Taze hazırlanmış sıçan 

hepatositleri, primer sıçan kültürleri ve tavuk hepatositlerinin glukagon etkisinde 

bırakılmasının GCGR ekspresyonunu negatif yönde etkilediği ve bunun da GCGR 

ekspresyonunda glukagon hormonun direkt etkili olduğu belirtilmektedir (Authier 

and Desbuquois, 2008). 

4.3.3. Glukagon reseptör endositozu ve fosforilasyonu 

 4.1.1.1‘de dolaşımdaki glukagonun karaciğer hücrelerinde parçalanması 

bahsinde de belirtildiği gibi, hücre membranına bağlı GCGR’lerin endozomal 

çevrimleri söz konusudur (bk. Şekil 6). GCGR’lerinin endositoz ile hücre içerisine 

alınarak yer değiştirmesi sıçan karaciğer hücrelerinde biyokimyasal yöntemler 

kullanarak gösterilmiştir (Authier ark. , 1992). Geçici bir süre için radyoaktif işaretli 

glukagon etkisinde bırakılan sıçanlardan hazırlanan karaciğer homojenatlarında faklı 

hücre içi fraksiyonlarında [
125

I]iodoglukagon değerleri ölçülmüş ve ölçümler 
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sonucunda GCGR’nin hücre içi yer değiştirmesinin uygulamadan sonra ilk 12-24 dk 

içinde maksimuma ulaştığı, %10-20 arasında plazma membranında glukagon 

bağlanmasında azalmaya sebep olduğu ve iki saat içinde geri dönüşümün 

gerçekleştiğini göstermiştir (Authier, Desbuquois, 1992). Endozomal 

fraksiyonlardaki ve plazma membranındaki glukagon bağlanmasında olan değişiklik 

reseptör afinitesi değişmeksizin reseptör sayısındaki değişiklikten kaynaklandığı ileri 

sürülmektedir (Burcelin, Mrejen, 1998). Glukagon enjeksiyonundan sonra hepatosit 

hücre endozomlarda 5. ve 45. dakika arasındaki zamana bağlı GCGR içeriği artışı da 

GCGR’nin hücre içi karboksi terminal bölgesine özgü  antikorlar kullanılarak 

gösterilmiştir (Abrahamsen, Lundgren, 1995, Merlen, Fabrega, 2006, Pospisilik, 

Hinke, 2001, Unson, Cypess, 1996). Glukagonun bağlanması ile gerçekleşen GCGR 

endositoz olayında, GCGR proteininin hangi bölgelerinin önemli olduğunu saptamak 

için doğal ve delesyonlu GCGR genleri ile transfekte edilen CHO hücreleri ile  

çalışılmıştır (Buggy ark. , 1997). Doğal ve delesyonlu GCGR eksprese edilen 

hücrelere [
125

I]iodoglukagon uygulanmış, doğal glukagon sentez eden hücrelerde, 

radyoaktif ligandın yaklaşık %45-50’sinin ilk 10 dakikada hücre içerisine alındığı 45 

dakika sonra glukagon endositozunun azaldığı saptanmıştır. Karbosi terminalinde 24 

amino asitlik delesyon taşıyan GCGR proteininin hücre içine alım kapasitesinde 10 

dakika sonra doğal reseptöre göre %10 azalma saptanmıştır (Buggy, Heurich, 1997). 

Buna ek olarak, karboksi terminalindeki 47 amino asitten 7 tane Serin bakiyesi 

Alanine dönüştürülen mutant GCGR’lerinin ligand bağlı hücre içine alımlarda ve 

fosforilasyonda dramatik bir azalma göstermiştir. Bu da karboksi terminal bölgenin 

fosforilasyonunun GCGR endositozunda önemli bir role sahip olduğunu gösterir 

(Buggy, Heurich, 1997).  

Yukarıda ayrıntılı olarak ele alındığı gibi, glukoz hücrelerin enerji 

metabolizmasının merkezinde yer alan önemli bir moleküldür. Dolayısıyla, kan 

plazmasında glukoz düzeyinin belirli değerler arasında korunması yaşamsal öneme 

sahiptir. Başta pankreas hücreleri tarafından üretilen insülin ve glukagon olmak üzere 

çok sayıda hormon kan glukoz düzeyini regüle eder. Vücutta bu hormonların yeteri 

kadar üretilememesi, normalden fazla üretilmesi ya da ligand ve reseptörlerinin 

etkileşimleri ile ilgili olumsuzluklar, glukoz homeostazında bozulmaya ve bunun 

sonucunda diyabetin ortaya çıkmasına neden olur. Diyabet çoğunlukla insülin 
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yetersizliği ve glukagon fazlalığı ile karakterize edilen bihormonal bir hastalık olarak 

değerlendirilir (Cho, Merchant, 2012). Gerek insülin gerekse glukagon hormonu, 

hedef hücre membranlarında yer alan kendilerine özgü reseptöre bağlanarak 

etkilerini gösterirler. Bu tez çalışması kapsamında, kan glukoz homeostazının önemli 

aktörlerinden olan glukagonun bağlandığı glukagon reseptörü ve glukagon reseptör 

etkileşimi konusu ele alınmıştır. İnsan glukagon reseptöründeki amino terminal 

ekstraselüler ligand bağlanma bölgesindeki bazı mutasyonların Tip II diyabet ile 

ilişkili olduğu rapor edilmektedir (Hager ark. , 1995). Diyabetin oluşmasında insülin 

yetersizliği kadar glukagon fazlalığının da önemli bir faktör olduğu bilinmektedir 

(Unger and Cherrington, 2012).  Bu nedenle, rekombinant DNA teknolojilerinden 

yararlanılarak, özellikle yüksek glukagon seviyesi ve hiperglisemiye sebep olan 

glukagonoma vakalarında (Cho, Merchant, 2012) kullanım potansiyeline sahip 

çözünür formda glukagon reseptör proteinleri üretilmiş ve bu proteinlerin glukagon 

hormonuna olan ilgileri değerlendirilmiştir. 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM  

5.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Agar    

Agaroz 

Agaroz type II: Medium EEO   

Akrilamid 

Ampisilin 

Amonyum persülfat  

Bromofenol mavisi 

Bis-akrilamid       

Bovin serum albümin  

Coomassie brillant blue G-250  

Dekstroz 

Dulbecco’s modified eagle medium                           

Dimetil sülfoksit        

Disodyum hidrojen fosfat 

Etilendiamintetraasetik asit          

Etil alkol                                                                         

Etidyum bromür   

Fenol 

Fetal calf serum                                                              

Formaldehit       

Fosforik asit         

Glasiyel asetik asit   

Gliserin      

Glisin      

Glukagon           

Glukagon             

Glutation Sepharose 

Hidrojen klorür      

İzopropanol                

Difco, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD                                                            

Carlo Erba, İtalya 

Merck, Almanya 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Difco, ABD  

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD  

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD  

Fluka, Almanya   

Sigma Aldrich, ABD 

Gibco, Life Technologies                                                                

Merck, Almanya 

Merck, Almanya 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD                                                                     

Sigma Aldrich, ABD 

Novo Nordisk, Danimarka 

Sigma Aldrich, ABD 

Merck, Almanya  

Sigma Aldrich, ABD 
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Kalsiyum klorür        

Kloroform    

Magnezyum klorür   

Magnezyum sülfat          

Mangan klorür 

Maya özütü       

Metil alkol   

Nonidet P-40                  

Opti-MEM             

Paraformaldehit                  

Penisilin/Streptomisin  

Pipes    

Polietilenglikol (PEG)                      

Polietilenimin (PEI)               

Potasyum asetat           

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)   

Potasyum klorür                

Protein A Sepharose     

Sodyum asetat    

Sodyum azid (NaN3)           

Sodyum bikarbonat           

Sodyum dodesil sülfat    

Sodyum hidroksit               

Sodyum klorür  

Tetrametiletilendiamin   

Tris          

Tripsin         

Tripton               

Tween 20  

Yağı alınmış süt tozu   

2-β- Merkaptoetanol (2-ME)     

293 Fectin                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

Sigma Aldrich, ABD                                                                    

Merck, Almanya 

Merck, Almanya 

Merck, Almanya 

Merck, Almanya 

Difco, ABD 

Sigma Aldrich, ABD                                                               

Sigma Aldrich, ABD 

Gibco, Life Technologies  

Santa Cruz, ABD  

Sigma Aldrich, ABD  

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD  

Sigma Aldrich, ABD 

Merck, Almanya  

Merck, Almanya 

Sigma Aldrich, ABD 

Life Technologies 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Carlo Erba, İtalya 

Sigma Aldrich, ABD 

Merck, Almanya 

Carlo Erba, İtalya 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Difco, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Sigma Aldrich, ABD 

Invitrogen, ABD 
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5.2.  Enzimler 

Restriksiyon Endonükleazları:  

BamHI, EcoRI, BstXI, Kpn1, EcoRV, EcoO109I (Thermo Scientific Fermentas, 

Roche veya New England Biolabs) restriksiyon endonükleazları genlerin 

klonlanması çalışmarında ve elde edilen plazmit DNA’ların kontrol edilmesinde 

kullanıldı. 

DNA Modifikasyon Enzimleri: 

T4 polinükleotid kinaz, Alkalen fosfataz (SAP: Shrimp Alkaline Phosphatase), 

Klenow Enzimi, T4 DNA Ligaz (Thermo Scientific Fermentas, Roche veya New 

England Biolabs), RNaz. 

Termostabil DNA polimerazları: 

Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, New England Biolabs veya Intron 

Biotechnology), KOD plus DNA Polimeraz (Toyobo, Japonya) . 

5.3.  Ticari Kitler 

Çalışmanın değişik aşamalarında, genomik DNA izolasyon kiti (Roche Cat. 

No.1 814 770), RNA izolasyon kiti (Roche Cat. No. 11 828 665 001), revers (ters) 

transkripsiyon kiti (Roche Cat. No. 04 379 012 001), orta ölçekte plazmit DNA 

izolasyon kiti (Qiagen) ve DNA jel ekstraksiyon kiti (Invitrogen) kullanıldı. 

5.4. Antikorlar 

Primer antikorlar: fare orijinli monoklonal anti-HA (Millipore:05-904), tavşan 

orijinli poliklonal anti-glukagon reseptör (Santa Cruz :H57sc 66912 ), tavşan orijinli 

poliklonal anti-glukagon (FL-180 Santa cruz sc-13091), fare orijinli anti-flag 

(Millipore, MAB3118), fare orijinli anti-Aktin (Millipore:MAB-1501), fare orijinli 

anti GST (Thermo Sci.- 8-326) 

Sekonder antikorlar: keçi anti-fare IgG-biotin konjuge (MilliporeAP124B), keçi 

anti-tavşan IgG-biotin konjuge (Thermo scintific,31823), keçi anti-fare IgG-FITC 
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konjuge (Chemican: AB308F), keçi anti-tavşan IgG-FITC konjuge (Millipore: 

AP307F) 

5.5.  Cihaz ve Gereçler 

Spektrofotometre                                               Shimadzu BioSpec- 1601, 

Japonya 

Çalkalayıcı Su Banyosu                                     GFL 1083, Almanya 

Çalkalayıcı İnkübatör                                        N-Biotek, Kore 

Bakteriyolojik Etüv                                          Memmert, Almanya 

Su Banyosu                                                       GFL, Almanya 

Sterilizatör                                                        Thermo Scientific, Heraeus, 

Almanya 

Dikey Karıştırıcı                                               Dynal, ABD 

Etüv                                                                 Binder, Almanya 

Yatay Jel Elektroforez Cihazı                          Labnet, ABD 

U.V. Transillüminatör                                     Vilber Lourmat, Fransa 

Otoklav                                                            Kermanlar, Türkiye 

Sonikasyon Cihazı                                           Bandelin, Almanya 

Soğutmalı Santrifüj                                         Sigma, ABD 

Soğutmalı Santrifüj                                          Beckman Coulter, ABD 

Steril Çalışma Kabini                                       Holten, Danimarka 

Mikrosantrifüj                                                  Eppendorf, Almanya 

Ters/Inverted Mikroskop                                 Olympus BH40, Japonya 

Dikey Jel Elektroforez Cihazı                          Cleaver Scientific, İngiltere,   

pH metre                                                              Sigma, ABD 

Flüoresan Mikroskop                                            Sigma, ABD 

Hassas Terazi                                                       Shimadzu, Japonya 

PZR Cihazı                                                         Applied Biosystems, ABD 

Mikropipetler                                                     Gillson-Thermo-Eppendorf 

Steril Çalışma Kabini                                         Sigma, ABD 

Floresan Mikroskop                                           Olympus BH40, Japonya 

Derin dondurucu (-80 
o
C)                                 Panasonic, Japonya 
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Tüp karıştırıcı (Vorteks)                                         Heidolph, Almanya 

CO2 Etüv                                                                  Sanyo, Japonya 

5.6.  Besiyerleri                                          

5.6.1. Luria Bertani (LB) besiyeri 

10 gr tripton, 5 gr maya özütü ve 10 gr sodyum klorür distile su içerisinde 

çözündürülerek 1 litreye tamamlandı. 

5.6.2. Luria Bertani agar (LBA) besiyeri 

LB besiyerine %1.5 (a/h) oranında agar eklenerek hazırlandı. 

LB ve LBA besiyeri 1 atmosfer basınçta, 121 °C’da 25 dakika otoklavda 

tutularak steril edildi. İhtiyaç halinde besiyerine 100 μg/ml final konsantrasyonda 

ampisilin eklendi. 

5.6.3. Memeli hücre kültürleri için besiyerleri 

Memeli hücrelerinin üretilmesinde besiyeri olarak glukoz konsantrasyonu 1g/L 

veya 4.5g/L olan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM-LG ve DMEM-

HG) (Gibco, ABD) kullanıldı. Önce 4x konsantre stok besiyerleri hazırlandı. Bunun 

için 10g DMEM-LG ya da 13.4g DMEM-HG deiyonize distile su içerisinde 

çözündürülerek 250 ml’ye tamamlandı ve 0.2 μm filtre ile steril edildi. Hücre üretme 

besiyerleri, 100 ml 4x konsantre DMEM üzerine 252 ml steril deiyonize distile su, 40 

ml FCS (fetal calf serum), 4 ml 100x konsantre penisilin/streptomisin ve 4 ml % 7.5 

sodyum bikarbonat çözeltisi eklenerek hazırlandı. 
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5.7.  Çözeltiler 

5.7.1. Akrialmid/bis-Akrilamid çözeltisi (% 29 Akrilamid / % 1 bis-Akrilamid 

–a/h) 

29.0 g akrilamid ve 1 g bis-akrilamid deiyonize distile su içinde çözündürüldü ve 

hacim 100 ml’ye tamamlandı. Çözelti 0.2 μm filtreden geçirildi. 

5.7.2.  Amonyum persülfat (APS) çözeltisi (% 10 – a/h) 

1 g amonyum persülfat, deiyonize distile su içinde çözündürüldü ve hacim 10 

ml’ye tamamlandı. 

5.7.3. Bloklama çözeltisi (%5’lik yağsız süt tozu) 

25 g yağsız süt tozu,  deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek hacmi 474 

ml’ye tamamlandı. Çözeltiye 25 ml 20x konsantre TBS ve 1 ml %10 sodyum azid 

(NaN3 ) eklendi. 

5.7.4. Etidyum bromür (10 mg/ml) 

0.1 g etidyum bromür, 10 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 

hazırlandı. 

5.7.5. %70 Etil alkol 

70 ml saf etil alkol deiyonize distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazırlandı. 

5.7.6. Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) çözeltisi (0.5 M, pH: 8.0)  

73.06 gr EDTA 400 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü. Pellet halde 

NaOH eklenerek çözeltinin pH’sı 8’e ayarlandı ve hacmi 500 ml ye tamamlandı. 

Çözelti otoklavda steril edildi. (EDTA Mw = 292.24) 
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5.7.7. Fenol : Kloroform : İzoamil alkol (25:24:1) 

Kristal halde fenol, 65 
o
C’da çözündürüldü ve oksidasyonu önlemek için ortama 

% 0.1 (a/h) konsantrasyonda 8-hidroksikinolin katıldı. Fenol üzerine eşit hacimde 0.5 

M Tris-Cl tamponu (pH 8) eklendi ve 30 dakika manyetik karıştırıcıda karıştırıldı. 

Fenol ve tamponun iki faz halinde ayrılması için, emülsiyon 4 
o
C’da 60 dakika 

bekletildi ve üst faz bir su trompu yardımıyla uzaklaştırıldı. Aynı işlem 0.1 M Tris-Cl 

tamponu ile fenolün pH değeri >7.8 olana kadar tekrarlandı. Üst fazın yaklaşık % 

90’ı uzaklaştırıldı ve 4 
o
C’da saklandı (Maniatis, 1989). Yaklaşık pH değeri 8 olan 

doyurulmuş fenol, 25:24:1 oranlarında kloroform ve izoamil alkol ile karıştırıldı ve 

DNA çalışmalarında kullanıldı. 

5.7.8. 1x Konsantre tamponlanmış fizyolojik tuzlu su (T-FTS) 

8 g NaCI, 0.2 g KCI, 0.2 g KH2PO4 ve 4.32 g Na2HPO4.7H2O, 800 ml deiyonize 

distile su içerisinde çözündürüldü. pH’sı 7.4’e ayarlandıktan sonra hacmi 1 litreye 

tamamlandı. Hazırlanan T-FTS 121 
o
C’da 1 atmosfer basınç altında 20 dakika 

otoklavlandı.  

5.7.9. Glukoz çözeltisi (1M) 

45 g glukoz, deiyonize distile su içerisinde çözündürüldükten sonra hacmi 250 

ml’ye tamamlandı. Çözelti otoklavda 121 
o
C’da 1 atmosfer basınç altında 20 dakika 

tutularak steril edildi. (Glukoz Mw:180.16) 

5.7.10. Hidroklorik asit çözeltisi (3 N) 

75 ml deiyonize distile suya 29.56 g (25 ml) %37’lik (w/w) HCI çözeltisi 

eklenerek hazırlandı. (Hidroklorik asit. Mw=36.46; 1.186 g/ml) 

 

 

 

 



 
 
 

40 
 

5.7.11. Kalsiyum klorür çözeltisi (2.5 M) 

69.36 g kalsiyum klorür 100 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldükten 

sonra hacmi 250 ml’ye tamamlandı. Çözelti daha sonra otoklavda steril edildi. 

(Kalsiyum Klorür Mw=110.98) 

5.7.12. Kapatma çözeltisi 

10 mg parafenilindiamin 1 ml 20 mM Tris tamponunda (pH:8.8) çözündürüldü 

ve saf gliserin ile 10 ml’ye tamamlandı. Çözelti karanlıkta -20 
o
C’da saklandı. 

5.7.13. Mangan klorür çözeltisi (0.55M) 

27.21 g MnCI2.4H2O, deiyonize distile su içerisinde çözündürüldükten sonra 

hacmi 250 ml’ye tamamlandı. (MnCI2.4H2O Mw=197.9) 

5.7.14. %10 Nonidet P-40 (NP-40) çözeltisi 

5 g (4.72ml) NP-40, deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek hacmi 50 

ml’ye tamamlandı.(NP-40 d=1.06 g/ml) 

5.7.15. Paraformaldehit çözeltisi (%3) 

1.5 g paraformaldehit 65 
o
C’da 10 ml 0.1 N sodyum hidroksit içerisinde 

çözündürüldü. 3N HCI çözeltisi ile pH’sı 7-7.5 olarak ayarlandı ve hacmi deiyonize 

distile su ile 40 ml’ye tamamlandı. Çözeltiye 10 ml 5x konsantre PBS eklendi. 

5.7.16. PIPES ( 1,4-piperazindietansülfonik asit) çözeltisi (1M) 

15.12 g PIPES, 30 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü, NaOH ile 

pH’sı 7.5’e ayarlandı ve hacmi 50 ml’ye tamamlandı. Çözelti otoklavda 121 
o
C’da 1 

atmosfer basınç altında 20 dakika tutularak steril edildi ve oda sıcaklığında saklandı. 

(PIPES Mw= 302.37) 



 
 
 

41 
 

5.7.17. Polietilen glikol (PEG) çözeltisi (% 40 –a/h)  

20 g PEG 4000 30 ml deiyonize distile su içinde çözündürüldü ve hacim 50 

ml’ye tamamlandı. Çözelti 0.45 μm filtreden geçirildi. 

5.7.18. Polietilen glikol (PEG) / NaCl çözeltisi (% 20 / 1.25 M) 

% 40 PEG çözeltisi ve 2.5 M NaCl çözeltisi eşit hacimlerde karıştırılarak 

hazırlandı. 

5.7.19. Polietilenimin (PEI) çözeltisi (2 mg/ml) 

50 mg polietilenimin, deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü ve hacmi 25 

ml’ye tamamlandı. Çözelti 0.2 μm filtre ile steril edildi. 

5.7.20. Potasyum asetat çözeltisi (3 M)  

14.72 g potasyum asetat deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü ve 

çözeltinin hacmi 50 ml’ye tamamlandı. (Potasyum asetat Mw= 98.14) 

5.7.21. Potasyum klorür çözeltisi (2.5 M) 

46.59 g potasyum klorür çözeltisi 100 ml deiyonize distile su içerisinde 

çözündürüldü ve çözeltinin hacmi 250 ml’ye tamamlandı. (Potasyum Klorür Mw= 

74.55) 

5.7.22. Sodyum bikarbonat çözeltisi (%7.5) 

18.75 g NaHCO3, deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü ve hacim 250 

ml’ye tamamlandı. Çözelti 0.2 μm filtreden geçirilerek steril edildi. 

5.7.23. %10 Sodyum deoksikolat 

10 g sodyum deoksikolat, deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü ve hacmi 

100 ml’ye tamamlandı. 
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5.7.24. Sodyum dodesil sülfat (SDS) çözeltisi (% 10 –a/h) 

25 g SDS deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü ve çözeltinin hacmi 250 

ml’ ye tamamlandı. 

5.7.25. Sodyum hidroksit çözeltisi (2 N) 

40 g sodyum hidroksit deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü, çözeltinin 

hacmi 500 ml’ye tamamlandı. (Sodyum hidroksit Mw=39.99) 

5.7.26. Sodyum klorür çözeltisi (2.5 M) 

14.61 g sodyum klorür 50 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldükten 

sonra hacim 100 ml’ye tamamlandı. ( Sodyum Klorür Mw=58.44) 

5.7.27. %0.25 Tripsin çözeltisi 

0.25 g tripsin, 100 ml T-FTS içerisinde çözündürüldü ve 0.2 μm filtreden 

geçirilerek steril edildi. Çözelti 10 ml’lik hacimler halinde -20 
o
C’de saklandı. 

5.7.28. Tripsin-EDTA çözeltisi (%0.05 Tripsin, %0.05 EDTA –a/h) 

10 ml %0.25 tripsin, 39.5 ml steril T-FTS ve 0.5 ml %5 EDTA karıştırılarak 

hazırlandı. 

5.7.29. %10 Tween-20 (a/h) 

5 g (4.5ml) Tween-20, deiyonize distile su ile karıştırılarak hacmi 50 ml’ye 

tamamlandı. (Tween-20 d=1.11g/ml) 

5.7.30. %0.1 Gümüş nitrat çözeltisi (a/h) 

2 ml %5’lik gümüş nitrat çözeltisinin hacmi 100 ml’ye tamamlanarak hazırlandı. 
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5.7.31. Görüntüleme çözeltisi (%0.04 formaldehit, %2 sodyum karbonat, 

%0.0004 sodyum tiyosülfat) 

100 μl %37’lik formaldehit, 6.7 ml sodyum karbonat ve 40 μl sodyum tiyosülfat 

karıştırılarak deiyonize distile su ile hacmi 100 ml olacak şekilde hazırlandı. 

5.7.32. Metanol:glasiyel asetik asit çözeltisi (%50 metanol, %10 glasiyel asetik 

asit) 

50 ml metanol ve 10 ml glasiyel asetik asit deiyonize distile su ile hacmi 100 

ml’ye tamamlanarak hazırlandı. 

5.8. Tamponlar 

5.8.1. 5x Konsantre anod tamponu (0.1M Tris-Cl, pH:8.9) 

30.25 gr tris 200 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü ve çözeltinin 

pH’sı 3M HCl ile 8.9’a ayarlandı. Çözeltinin son hacmi deiyonize distile su ile 250 

ml’te tamamlandı. 

5.8.2. 4x Konsantre ayırma jeli tamponu (1.5 M Tris, % 0.4 SDS– a/h, pH: 8.8) 

45.43 g tris ve 1 g SDS 200 ml deiyonize distile su içinde çözündürüldü ve 

çözeltinin pH’sı 3 N HCl ile 8.8’e ayarlandı. Çözeltinin hacmi deiyonize distile su ile 

250 ml’ye tamamlandı.  

5.8.3. Bakteri transformasyon tamponu 

2 ml 1 M Pipes, 2 ml 2.5 M CaCl2 ve 20 ml 2.5 M KCl 150 ml deiyonize distile 

su karıştırıldı. Çözeltinin pH’sı 6.7’ye ayarlandıktan sonra üzerine 20 ml 0.55 M 

MnCl2 eklendi, hacmi su ile 200 ml’ye tamamlandı ve 0.2 μm fitreden geçirilerek 

steril edildi. 
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5.8.4. DNA ekstraksiyon tamponu I (25 mM Tris-Cl, 50 mM glukoz, 10 mM 

EDTA pH:8.0) 

6.25 ml 1 M Tris-Cl, 12.5 ml 1 M glukoz ve 5 ml 0.5 M EDTA çözeltisi 

karıştırıldı, deiyonize distile su ile hacmi 250 ml’ye tamamlandı. 

5.8.5. DNA ekstraksiyon tamponu II (0.2 N NaOH, % 1 SDS) 

Bir hacim 2 N NaOH, bir hacim % 10 SDS çözeltisi ve 8 hacim deiyonize distile 

su karıştırılarak hazırlandı. 

5.8.6. DNA ekstraksiyon tamponu III (3 M Potasyum: 5 M Asetat) 

150 ml 5 M potasyum asetat ve 28.75 ml glasiyel asetik asit deiyonize distile su 

ile 250 ml’ye tamamlanarak hazırlandı. (Potasyum Asetat Mw = 98.14)  

5.8.7. 6x Konsantre DNA yükleme tamponu  

25 mg bromofenol mavisi 6.55 ml deiyonize distile su içerisinde 

çözündürüldükten sonra 3.45 ml %87’lik gliserin eklenerek hacmi 10 ml’ye 

tamamlandı. Hazırlanan 6x konsantre DNA yükleme tamponu -20 °C’ da saklandı. 

5.8.8. Hücre liziz tamponu 

2.5 ml 1M Tris-HCl (pH:8), 3 ml 2.5M NaCI ve 1 ml %10’luk NP 40 çözeltisi 

deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlandı. Deneylerde kullanımdan hemen önce 

tampon çözeltisine 1 mM final konsantrasyon olacak şekilde 1M DTT eklendi. 

5.8.9. 1x Konsantre katod tamponu (0.1M tris, 0.1M tricine, 0.1M SDS, 

pH:8.25) 

12.1 g tris, 17.92 g tricine ve 1 g SDS 500 ml deiyonize distile su içinde 

çözündürüldü ve çözeltinin pH’sı 3M HCl ile 8.25’e ayarlandı. Çözeltinin hacmi 

deiyonize distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı.  
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5.8.10. 10x Konsantre MOPS [3-(N-morpholino) propanesulfonik Asit] tamponu 

20.9 g MOPS, 250 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü ve pH’sı 

NaOH ile 7.0’ye ayarlandı. Üzerine 10 ml 1 M sodyum asetat, 10 ml 0.5 M EDTA 

(pH: 8 ) eklendi ve hacmi deiyonize distile su ile 500 ml’ye tamamlandı. Tampon 

0.45 μm filtreden geçirildi. Çözelti oda sıcaklığında, koyu renkli şişe içerisinde 

karanlıkta saklandı. 

5.8.11. 2x Konsantre NP-40 liziz tamponu 

10 ml %10 NP-40 çözeltisi, 10 ml 0.5M tris-HCI tamponu (pH: 8.0) ve 6 ml 2.5M 

sodyum klorür çözeltisi deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak hazırlandı 

5.8.12. 4x Konsantre paketleme jeli tamponu (0.5 M Tris, % 0.4 – a/h SDS, pH 

:6.8) 

6.05 g Tris ve 0.4 g SDS 80 ml deiyonize distile su içinde çözündürüldü, 

çözeltinin pH’sı 3 N HCl ile 6.8’e ayarlandı. Son hacim deiyonize distile su ile 100 

ml’ye tamamlandı. 

5.8.13. Poliakrilamid jel elektroforez tamponu (0.025 M Tris, 0.25 M Glisin, % 

0.1 – a/h SDS, pH 8.3) 

200 ml 5x konsantre Tris Glisin tamponu deiyonize distile su ile 990 ml’ye 

tamamlandı, üzerine 10 ml % 10 SDS eklendi. 

5.8.14. Protein transfer tamponu 

200 ml 5x konsantre Tris Glisin tamponu, 100 ml metanol deiyonize distile su 

ile 1 litreye tamamlanarak hazırlandı. 
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5.8.15. 4x Konsantre protein yükleme tamponu (0.2 M Tris; %8 SDS – a/h; 

%0.2 Bromofenol mavisi – a/h; %4 2-Merkaptoetanol – h/h; %40 

Gliserin – h/h; pH:6.8)  

0.61 g Tris, 2 g SDS ve 0.05 g bromofenol mavisi, 10 ml deiyonize distile su 

içerisinde çözündürüldü ve üzerine 1 ml 2-merkaptoetanol ile 11.5 ml %87’lik 

gliserin eklendi. Çözeltinin pH’sı 1 N HCI ile 6.8’e ayarlandıktan sonra deiyonize 

distile su ile hacim 25 ml’ye tamamlandı.  

5.8.16. 2x Konsantre RIFA tamponu ( 50 mM Tris, pH:8 ; 5 mM EDTA, pH:8 ; 

150 mM NaCI; %1 NP-40 a/h ; %0.5 Sodyum deoksikolat a/h, %10 SDS 

a/h)  

2.5 ml 1M Tris-HCl (pH: 8.0), 0.5 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0), 3 ml 2.5M sodyum 

klorür, 5 ml %10’luk NP-40, 0.5 ml % 10’luk SDS ve 2.5 ml %10’luk sodyum 

deoksikolat çözeltileri deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlandı. 

5.8.17. Sodyum asetat tamponu (3M) 

12.3 g sodyum asetat, 40 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü. pH’sı 

5.2’ye ayarlandıktan sonra 50 ml’ye tamamlandı. (Sodyum Asetat Mw:82.03) 

5.8.18. 50x Konsantre Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu  

121 g Tris deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek hacmi 421.5 ml’ye 

tamamlandı. Çözelti üzerine 28.5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml 0.5 M EDTA çözeltisi 

(pH:8.0) eklendi. Elektroforez tamponu olarak ya da agaroz jellerin hazırlanmasında 

1:50 oranında sulandırılarak kullanıldı. 

5.8.19. Tris-HCl tamponu (1 M, pH: 8.0) 

60.55 g Tris 400 ml deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü. 5 N HCl 

çözeltisi ile pH’sı 8’e ayarlandıktan sonra hacmi 500 ml’ye tamamlandı. Tris-HCl 
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tamponu otoklavda 121 
o
C’da 1 atmosfer basınç altında 20 dakika tutularak steril 

edildi. (Tris Mw=121.1) 

5.8.20. Tris/ EDTA (TE)  tamponu (10 mM Tris / 1 mM EDTA, pH : 8.0) 

2.5 ml 1 M Tris-HCl tamponu (pH: 8.0) ve 0.5 ml 0.5 M EDTA çözeltisi (pH: 

8.0) deiyonize distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak hazırlandı. 

5.8.21. 5x Konsantre Tris-Glisin tamponu (0.125 M Tris, 1.25 M Glisin, pH:8.3)  

93.84 g Glisin ve 15.15 g Tris 800 ml deiyonize distile su içinde çözündürüldü. 

pH’sı 8.3’e ayarlandı. Son hacim 1 litreye tamamlandı. (Glisin Mw:75.07) 

5.8.22. 20x Konsantre TBS tamponu  

160 gr NaCl, 4 gr KCl ve 60 gr Tris 800 ml deiyonize distile su içerisinde 

çözündürüldü, çözeltinin pH’sı 7.4’e ayarlandı ve hacmi 1000 ml tamamlandı. 

Tampon 121
 o

C’da, 1 atmosfer basınç altında, 20 dakika otoklavda tutularak steril 

edildi. 

5.8.23. TBS ve TBS-T tamponu 

TBS 50 ml 20x konsantre TBS tamponu, deiyonize distile su ile 1000 ml’ye 

tamamlanarak hazırlandı. TBS-T tamponu için ortalama 10 ml %10 Tween-20 

eklendi. 

5.9. Plazmit Vektörler 

Çalışmanın farklı aşamalarında pCAGGS, pCHA, pCAGGS-GST ve pCAGGS-

p16 plazmit vektörlerinden yararlanıldı.  Bu vektörlerden pCAGGS plazmiti (Niwa 

et al. , 1991) ve bu plazmitten türetilen pCHA (Nagata ark. , 1998) plazmit vektörleri 

Prof. Dr. Kyosuke Nagata (Tsukuba/Japonya) tarafından verildi. Parazitik bir helmit 

olan Schistosoma japonicum’a ait glutatyon S transferaz (GST) cDNA’sının (Smith 

and Johnson, 1988) pCAGGS plazmitine klonlanması ile oluşturulmuş pCAGGS-
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GST plazmiti Dr. Nagatan’nın laboratuvarında çalışan Dr. Sugiyama Kenji’nin 

hediyesidir. pCAGGS-p16 plazmit vektörü Turan ve Ata tarafından farklı bir çalışma 

kapsamında (Turan and Ata, 2011)  oluşturulmuştur. Transfeksiyon koşullarının 

belirlenmesi ve normalizasyonunda pEGFP-N1 (Clontech, ABD) plazmitinden 

yararlanıldı. 

5.10. Escherichia coli  

Plazmit DNA’ların çoğaltılmasında E. coli DH5α bakteri ırkı kullanıldı. 

5.11. Memeli Hücre Hatları 

Çalışmada HeLa, HEK 293 (insan embriyonik böbrek hücreleri), HepG2 ve 

PANC-1 (insan pankreas kanser hücreleri) hücre hatları kullanıldı. HeLa hücreleri 

rahim ağzı kanseri olan Henrietta Lacks’in kanser hücrelerinden George Gey 

tarafından türetilmiştir (Jones ark. , 1971). İsmini hastanın adı ve soyadından 

almıştır. Diğer hücre hatlarına nazaran daha uzun süre canlı kalmaları sebebiyle 

önemli olmuşlardır. PANC-1 hücreleri insan pankreasından elde edilen bir epitelioid 

karsinom hücre hattıdır (Lieber ark. , 1975). İnsan embriyonik böbrek hücreleri ise, 

1970’li yılların başlarında Alex Van der Eb (Graham and van der Eb, 1973) 

tarafından kültüre edilmiştir. Hızlı çoğalmaları ve transfeksiyon etkinliklerinin 

yüksek olması nedeniyle bilimsel çalışmalarda sıklıkla tercih edilen bir hücre 

hattıdır. 

5.12. Agaroz Jellerin Hazırlanması ve Elektroforez 

Çalışmada DNA moleküllerinin analizinde % 1-1.5’ lik (a/h) agaroz jeller 

kullanıldı. Analiz edilecek DNA moleküllerinin boyutuna göre 1 ya da 1.5 g agar 100 

ml 1x konsantre TAE içerisinde kaynatılarak çözündürüldü. Çözeltinin sıcaklığı 55-

60 
o
C’a düştüğünde 0.1-0.2 μg/ml final konsantrasyonda etidyum bromür eklendi ve 

yatay jel kasetlerine döküldü. Agaroz jel donduktan sonra TAE tamponu içeren 

elektroforez tankına yerleştirildi. DNA örnekleri 5:1 oranında 6x konsantre yükleme 

tamponu ile karıştırılarak jele uygulandı. Elektroforez işlemi 100 volt sabit gerilim 
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altında 20-25 dakikada tamamlandı. DNA bantları UV transillüminatör ile görünür 

hale getirildi ve fotoğrafları çekildi. 

5.13. Spektrofotometrik Yöntemle DNA’nın Kantitatif ve Kalitatif Analizi 

DNA ve RNA moleküllerinin miktar ve kalite tayinlerinde spektrofotometrik 

yöntemlerden yararlanıldı. Örneklerin 260 ve 280 nm dalga boylarındaki absorbans 

değerleri, aşağıda verilen formüller uygulanarak miktarları saptandı. 

 

                 DNA konsantrasyonu (μg/ ml) = OD260 . D . Kd  

                 RNA konsantrasyonu (μg/ ml) = OD260 . D . Kr  

 

 [OD, 1 cm çapında quartz küvet kullanılarak 260 nm dalga boyunda elde edilen 

absorbans değeri; D, sulandırım katsayısı; Kd , (50 μg/ml); Kr , (40 μg/ml)]. 

 

 DNA ya da RNA örneklerinin saflığı OD260/OD280 oranından yararlanılarak 

saptandı. (Bu oran kaliteli DNA için ~1.8; RNA için ise ~2.0’dir). 

5.14. Transformasyon için Escherichia coli Hücrelerinin Kompetent Hale 

Getirilmesi 

Plazmitlerin üretilmesinde konak bakteri olarak E. coli DH5α ırkı kullanıldı. Bu 

amaçla, -80 
o
C’ da saklanan bakteri stoğundan LBA katı besiyerine öze ile ekim 

yapıldı ve 37 
o
C’da bir gece boyunca üretildi. Hazırlanan kültürden tek bir koloni 

alındı ve 5 ml sıvı LB besiyerine ekim yapıldı. Kültür 37 
o
C’da 150 dev./dk. 

çalkalama hızında bir gece boyunca üretildi. Hazırlanan 5 ml’lik doygun kültür 150 

ml taze LB besiyerine aktarıldı ve 23-25 
o
C’da 150 dev./dk. çalkalama hızında 

üremeye bırakıldı. Kültür, OD600 = 0.25 – 0.3 değerine eriştiğinde kompetent hücre 

hazırlamak için kullanıldı. Kültür 4 
o
C’da 10 dakika, 4.000 dev./dk. hızda santrifüj 

edilerek bakteriler çökeltildi. Çökelti 40 ml soğuk bakteri transformasyon tamponu 

içerisinde süspanse edildi ve 15-20 dakika buz içerisinde bekletildi. Hücreler 4 °C’da 

10 dakika 4.000 dev./dk. hızda tekrar santrifüj edildi. Hücre çökeltisi 10 ml soğuk 

transformasyon tamponunda süspanse edildi. Hücre süspansiyonu üzerine 10 dakika 
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ara ile iki kez 350 μl DMSO eklendi. Hazırlanan hücreler ya direkt olarak 

transformasyonda kullanıldı ya da ileride kullanılmak üzere -80 
o
C’da saklandı. 

5.15. Memeli Hücre Hatlarının Devamlılığının Sağlanması 

Hücreler 10 ml besiyeri içeren 10 cm’lik petri kutularında 37 C’da, % 5 CO2 ve 

% 95 nispi nem içeren etüvde inkübe edildi ve 3-4 gün aralıklarla pasajları yapıldı. 

Doygun kültürlerin besiyerleri uzaklaştırıldı ve 37 C’ da 5-10 dakika Tripsin:EDTA 

etkisinde bırakıldı. Hücreler 5 ml besiyerinde süspanse edildi. 0.25-0.5 ml hücre 

süspansiyonu 10 ml taze besiyeri içeren petrilere aktarıldı ve üremeye bırakıldı. 

HEK293 hücreleri için yüksek glukozlu besiyeri (D’MEM HG), HeLa, Hep G2 ve 

PANC-1 hücreleri için ise düşük glukozlu besiyeri (D’MEM LG) kullanıldı. 

5.16. İnsan Glukagon Reseptör Geni cDNA’sının Hazırlanması 

İnsan glukagon reseptör geni cDNA’sı, Hep G2 hücrelerinden izole edilen total 

RNA üzerinden reverz transkripsiyon ile elde edildi. 

5.16.1. Hep G2 hücrelerinden total RNA’nın izole edilmesi  

Hep G2 hücreleri D’MEM besiyeri içeren 6 cm’lik petri kutusuna ortalama 

5x10
5 

hücre olacak şekilde ekildi. Hücreler standart kültür koşullarında (37 C, % 5 

CO2 ve % 95 nispi nem) 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası besiyeri 

uzaklaştırıldı ve hücrelere 5-10 dakika Tripsin:EDTA uygulandı. Hücreler 3 ml 

besiyerine süspanse edildi. 1.000 dev./dk. hızda 5 dakika santrifüj edilerek çökeltildi. 

Total RNA’nın izolasyonunda ticari RNA izolasyon kiti (Roche) kullanıldı. Yöntem 

olarak üretici firma tarafından önerilen yöntem izlendi. 200 μl PBS (Phosphate 

buffered saline) içerisinde hazırlanan hücre süspansiyonu (~5x10
5
 hücre) üzerine 400 

μl lizis çözeltisi eklendi ve tüp karıştırıcıda 5-10 saniye karıştırıldı. Elde edilen hücre 

lizatı kolonlu bir tüpe aktarıldı ve 8.000 dev./dk. hızda 15 saniye santrifüj edildi. 

Süzüntü atıldı. DNA kontaminasyonunu önlemek için kolon üzerine DNaz (10 μl 

DNaz + 90 μl reaksiyon tamponu) eklendi ve 15 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

RNA bağlı kolon 500 μl yıkama çözeltisi I ve yıkama çözeltisi II ile yıkandı. Son 
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aşamada kolona 100 μl elüsyon tamponu eklendi ve 10.000 dev./dk. hızda 1 dakika 

santrifüj edilerek RNA molekülleri elüe edildi. Elde edilen total RNA, formaldehit 

içeren agaroz jel ile kontrol edildi ve -80 
o
C’da saklandı. 

5.16.2. Formaldehit içeren agaroz jellerin hazırlanması ve elektroforez 

RNA analizlerinde %1.5’lik formaldehitli jeller kullanıldı. Jel hazırlamak için 

1.5 g agaroz, 80 ml deiyonize distile su içerisinde kaynatıldı. Üzerine 10 ml 10x 

konsantre MOPS tamponu eklendi. Çözelti 55-60 
o
C’a soğutuldu ve 9 ml % 37’lik 

formaldehit eklendikten sonra yatay jel kasetlerine dökülerek donması sağlandı. 

Elektroforez işlemi 1x konsantre MOPS tamponu içerisinde gerçekleştirildi. RNA 

örnekleri eşit hacimlerde 2x konsantre RNA jel yükleme tamponuyla karıştırıldı ve 

65 
o
C’da 10 dakika bekletildikten sonra jele uygulandı. Elektroforez işlemi 100 volt 

sabit direnç altında 30 dakikada tamamlandı. RNA moleküllerini görüntülemek için, 

jeller 0.2 μg/ml konsantrasyon etidyum bromür içeren deiyonize distile su içerisinde 

45-60 dakika bekletildi. EtBr kalıntılarını uzaklaştırmak için jeller distile su 

içerisinde 30 dakika hafifçe karıştırılarak yıkandı ve UV transillüminatör ile analiz 

edildi. 

5.16.3. İnsan glukagon reseptör geni (GCGR) cDNA’sının hazırlanması ve 

cDNA’nın polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile çoğaltılması 

Hep G2 hücrelerinden elde edilen total RNA üzerinden oligo dT primeler 

kullanılarak reverz transkripsiyon ile cDNA hazırlandı. Reverz transkripsiyon için 

ticari kit (Roche) kullanıldı. Reaksiyon 40 μl hacim içerisinde gerçekleştirildi. 0.2 

ml’lik PZR tüpüne 500 ng total RNA, 50 pikomol oligo dT primer eklendi ve hacim 

24 μl’ye tamamlandı. Ortam 65 C’da 10 dakika tutularak RNA moleküllerinin 

denatürasyonu sağlandı ve sonrasında buz üzerine alındı. Reaksiyon ortamına 

sırasıyla 8 μl 5x konsantre reaksiyon tamponu, 2 μl (40U/μl) RNaz inhibitörü, 4 μl 

(10 mM) dNTP karışımı,  2.2 μl (20U) reverz transkriptaz enzimi eklendi. Reaksiyon 

karışımı cDNA sentezi için 45 C’da 60 dakika bekletildi. Daha sonra 10 dakika 80 

C’da tutularak enzimler inaktive edildi. Elde edilen cDNA insan GCGR geninin 

PZR ile çoğaltılmasında kalıp olarak kullanıldı. İnsan GCGR geninin PZR ile 
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çoğaltılmasında ve dizi analizlerinde kullanılan primerlerin (Tablo 1) 

oluşturulmasında, NCBI Genom Data Bankası’nda yer alan referans gen dizilerinden 

yararlanıldı.( GCGR / NBCI Ref. No: NM_000160.3 ) 

 

Tablo 1 İnsan GCGR geni cDNA’larının PZR ile çoğaltılmasında ve bu genin DNA 

dizi analizlerinde kullanılan oligonükleotid primerler 

 

          Primer Adı  Nükleotid Dizisi 

 

GCGR-For 

GCGR-Rev 

GCGRsp-For 

GCGR-ED-Rev 

pCA seq For 

pCA seq Rev 

 

 5′-TTGAATTCCATGCCCCCCTGCCAGCCAC-3′ 

 5′-TTGAATTCTCAGAAGGGGCTCTCAGCCAATC-3′ 

 5′-TTGAATTCATGGCTCAGGTGATGGACTTCCTG-3′ 

 5′-TTGAATTCTCACTGGCACTGGGAGGCATCAC-3′  

 5′-GTTCGGCTTCTGGCGTGTGA-3′ 

  5′-CACACCAGCCACCACCTTCT-3′ 

  

  

 

PZR reaksiyonları 0.2 ml’lik PZR tüplerinde 40 μl hacim içerisinde 

gerçekleştirildi. Reaksiyon karışımı aşağıda verildiği şekilde hazırlandı. 

 

Miktar (μl) Final konsantrasyonları 

2 μl cDNA 

2 μl İleri primer (10 pmol/μl) 

2 μl Geri primer  (10 pmol μl) 

4 μl dNTP karışımı (2 mM) 

4 μl KOD plus tamponu (x10) 

2 μl MgSO4 (25 mM) 

Deiyonize distile su 

0.75 μl KOD plus (1U/μl) 

- 

0.5 pmol/μl 

0.5 pmol/μl 

0.2 mM 

x1 

1.25 mM 

- 

- 

 

  

Sinyal dizisi kodlamayan GCGR cDNA’sının (GCGRΔsp) PZR ile 

çoğaltılmasında GCGRsp-For ve GCGR-Rev primer çifti; glukagon reseptörünün 
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eksternal bölgesini kodlayan DNA fragmenti’nin (GCGR-ED) çoğaltılmasında ise 

GCGRsp-For ve GCGR-ED-Rev primer çifti kullanıldı. Sinyal peptidini de 

kapsayacak şekilde tam boyutta glukagon reseptörü cDNA’sını (GCGR) PZR ile 

çoğaltmak amacıyla GCGR-For ve GCGR-Rev primer çifti kullanıldı, fakat başarılı 

sonuç alınamadı. Reaksiyon koşulları; 97 
o
C’da 3 dakika ön denatürasyon sonrası 30 

döngü, 97 
o
C’da 15 saniye/ 55-60 

o
C’da 15 saniye/ 68 

o
C’da 30-60 saniye ve bir 

döngü 68 
o
C’da 10 dakika olarak belirlendi. Elde edilen ürünler agaroz jel 

elektroforezi ile kontrol edildi. 

5.16.4. PZR ile çoğaltılan GCGRΔsp ve GCGR-ED DNA fragmentlerinin 

restriksiyon enzimi ile kesilmesi ve saflaştırılması 

PZR ile elde edilen ürünler fenol:kloroform:izoamil alkol ile ekstre edildikten 

sonra etil alkol ile çökeltildi. Bu amaçla, PZR ürünlerinin hacmi 100 μl’ye 

tamamlandı, üzerine eşit hacimde fenol:kloroform:izoamil alkol karışımı eklendi ve 

karıştırıldı. Ortam 14.000 dev./dk. hızda, 20 
o
C’da 5 dakika santrifüj edildi. Üst faz 

yeni bir tüpe aktarıldı ve üzerine 0.1 hacim 3M sodyum asetat ve 2.5 hacim saf etil 

alkol eklendi ve -20 
o
C’da 15-20 dakika bekletildi. DNA molekülleri 4 

o
C’da 10 

dakika 14.000 dev./dk. hızda santrifüj edilerek çökeltildi. DNA çökeltileri 500 μl % 

70 etil alkol ile yıkandı, kurutuldu ve 90 μl deiyonize distile suda çözündürüldü. 

pCAGGS plazmit vektörüne klonlanan GCGR cDNA’ları EcoRI restriksiyon 

endonükleazı ile kesilerek ligasyonda kullanıldı. pCHA plazmit vektörlerine 

klonlanan cDNA’lar ise EcoRI restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra Klenow 

enzimi ile küt uçlu hale getirildi. Bu amaçla DNA örnekleri, üzerine 10 μl 10x 

konsantre EcoRI tamponu ve 3μl (30U) EcoRI restriksiyon endonükleaz enzimi 

eklendikten sonra 2-3 saat 37 
o
C’da su banyosunda inkübe edildi. Reaksiyon sonrası 

DNA örnekleri yukarıda belirtildiği şekilde tekrar fenol:kloroform:izoamil alkol ile 

ekstre edildi ve etil alkol ile çökeltildi. Çökelti 20 μl TE tamponu içerisinde 

çözündürüldü ve agaroz jel elektroforezi ile saflaştırıldı. Küt uçlu cDNA gerektiren 

durumlarda DNA çökeltisi 25 μl deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü. 

Örneğin üzerine 3 μl NEB2 tamponu, 1.5 μl 2 mM dNTP ve 1 μl (1U) Klenow 

enzimi (NEB) eklendi ve 37 
o
C’da su banyosunda 30 dakika inkübe edildi. Daha 

sonra Klenow enzimini inaktive etmek için örnekler 80 
o
C’da 20 dakika bekletildi. 
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İnaktivasyon sonrası DNA örnekleri agaroz jel elektroforezi ile saflaştırıldı. Bunun 

için DNA örnekleri 1/5 oranında 6x konsantre DNA yükleme tamponu eklendikten 

sonra % 1’lik agaroz jele uygulandı. Elektroforez işlemi, 1x konsantre TAE tamponu 

içerisinde 100 volt sabit dirençte 20-25 dakikada tamamlandı. Elektroforez sonrası 

DNA bandı UV ışık altında bir bisturi yardımıyla kesilip çıkartıldı ve 1.5 ml’lik 

plastik tüpe aktarıldı. DNA moleküllerinin jelden kurtarılmasında DNA jel 

ekstraksiyon kiti (Invitrogen) kullanıldı. İşlemler kit için önerilen yönteme uygun 

olarak gerçekleştirildi. EcoRI enzimi ile kesilmiş halde DNA fragmentleri 30 μl 

elüsyon tamponu ile elüe edildikten sonra, ligasyonda kullanılmak üzere -20 
o
C’da 

saklandı. 

5.17. İnsan Glukagon Geni (GCG) cDNA’sının Hazırlanması ve Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Çoğaltılması 

İnsan GCG geni cDNA’sının hazırlanmasında, insan pankreas orijinli PANC-1 

hücreleri kullanıldı. Glukagon hormonunun pankreas bezinin özelleşmiş bölgesi olan 

Langerhans adacıklarındaki alfa hücreleri tarafından sentez edilmesi nedeniyle, 

HeLa, HEK293 ve Hep G2 hücrelerinden hazırlanan cDNA’lar üzerinden glukagon 

geninin çoğaltılmasında başarı sağlanamadı. Huang ve arkadaşları (Huang et al. , 

2008) uzun süre serum içermeyen besi ortamında inkübe edilen PANC-1 

hücrelerinde glukagon transkripsiyonunun belirgin bir şekilde arttığını rapor 

etmişlerdir. Bu nedenle total RNA izolasyonundan önce PANC-1 hücreleri serum 

açlığına bırakıldı. PANC-1 hücreleri serumlu DMEM (LG) içeren 6 cm çapında 

petriye (5x10
5 

hücre/petri) ekildi ve 48 saat süre ile standart kültür koşullarında 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler 30-40 saniye 

kadar Tripsin-EDTA etkisinde bırakıldı. Hücreler serum içermeyen OPTI-MEM 

içerisinde 6 gün boyunca 37 
o
C’da inkübe edildi ve sonrasında total RNA 

izolasyonunda kullanıldı. Total RNA izolasyonu ve reverz transkripsiyon 

deneylerinde 5.16.1 ve 5.16.3 ’de belirtilen yöntem izlendi. Elde edilen cDNA GCG 

geninin PZR ile çoğaltılmasında kalıp olarak kullanıldı.  
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5.17.1. İnsan GCG geni cDNA’sının polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 

çoğaltılması 

İnsan GCG geni PANC-1 hücrelerinden hazırlanan cDNA üzerinden PZR ile 

çoğaltıldı. Bunun için Tablo 2’de verilen primerler kullanıldı. Primerlerin 

oluşturulmasında NCBI Genom Data Bankası’nda yer alan referans gen dizilerinden 

(GCG / NBCI Ref. No:NM_002054.4) yararlanıldı. 

 

Tablo 2 İnsan GCG geni cDNA’larının PZR ile çoğaltılmasında ve bu genin memeli 

ekspresyon vektörüne klonlanmasında kullanılan oligonükleotid primerler 

 

 

        Primer Adı Nükleotid Dizisi 

             Glu-For 

    Glu-Rev-plus 

     Glu-Rev-min 

            Flag-For 

   pCA-Vec-Rev 

    pCA-Vec-For 

   GST(gly)-Rev 

5′-ATGCATTCACAGGGCACATTCA-3′ 

5′-TTAGGTATTCATCAACCACTGCA-3′ 

5′-GGTATTCATCAACCACTGCA-3′ 

5′-GATTATAAAGATGATGATAAATGAGAATTC-3′ 

5′-GGTGGCGGCGAATTCTTTG-3′ 

5′-AGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATG-3′ 

5′-TCCAGATCCTCCCAGATCCGATTTTGGAGGATGGTC-3′ 

 

GCG geni cDNA’sının çoğaltılmasında kullanılan primerler PZR öncesinde T4-

polinükleotid kinaz enzimi ile fosforile edildi. Bunun için PZR tüpüne 200 pMol (2 

μl) primer, 1 μl x10 konsante T4 polinükleotid kinaz tamponu, 0.4 μl 100 mM ATP, 

6.2 μl deiyonize distile su ve 1 μl (1U) T4 polinükleotid kinaz enzimi eklenerek 

reaksiyon karışımı hazırlandı. Ortam 37 ºC’da 1 saat bekletilerek primerlerin 

fosforile olmaları sağlandı. Enzim inaktivasyonu için reaksiyon ortamı 20 dakika 65 

ºC’da bekletildi. Fosforile edilen primerler PZR için kullanıldı. 

PZR reaksiyonları 0.2 ml’lik PZR tüplerinde 40 μl hacim içerisinde 

gerçekleştirildi. Reaksiyon karışımı 5.16.3‘de verildiği şekilde hazırlandı. Stop 

kodonu taşıyan GCG cDNA’sının çoğaltılmasında Glu-For ve Glu-Rev-plus primer 

çifti; stop kodonu taşımayan GCG cDNA’sının çoğaltılmasında ise Glu-For ve Glu-

Rev-minus primer çifti kullanıldı. Reaksiyon koşulları; 97 
o
C’da 3 dakika ön 
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denatürasyon sonrası 30 döngü, 97 
o
C’da 15 saniye / 55-60 

o
C’da 15 saniye/ 68 

o
C’da 

15 saniye ve bir döngü 68 
o
C’da 5 dakika olarak belirlendi. Elde edilen ürünler 

agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. 

5.17.2. PZR ile çoğaltılan GCG cDNA’ların saflaştırılması 

PZR ürünleri fenol:kloroform ile ekstre edildi ve etil alkol ile çöktürüldü. DNA 

çökeltileri kurutulduktan sonra 20 μl TE tamponunda çözündürüldü ve agaroz jel 

elektroforezi ile saflaştırıldı (bk.5.16.4) 

5.18. Ekspresyon Vektörlerinin Oluşturulması 

Tez çalışması kapsamında, GCGR ve GCG genleri memeli hücrelerinde 

ekspresyon yapan pCAGGS veya pCAGGS’den türetilen plazmit vektörlere 

klonlanarak pCAGGS-GCGRΔsp, pCAGGS-GCGR-ED, pCHA-GCGRΔsp, pCHA-

GCGR-ED, pCAGGS-GCGflag ve pCAGGS-GST-GCG vektörleri elde edildi. 

5.18.1. pCAGGS-GCGRΔsp ve pCAGGS-GCGR-ED vektörlerinin 

oluşturulması 

Sinyal peptidi taşımayan glukagon reseptör proteini ve bu proteinin sadece 

eksternal bölgesini kodlayacak vektörleri oluşturmak amacıyla PZR ile çoğaltılan 

GCGRΔsp ve GCGR-ED DNA fragmentleri pCAGGS vektörüne klonlandı. 

5.18.1.1. pCAGGS plazmit DNA’sının ligasyon için hazırlanması 

pCAGGS plazmit DNA‘sı EcoRI restriksiyon endonükleazı ile kesilerek 

doğrusal hale getirildi ve SAP (Shrimp Alkalene Phosphatase) enzimi ile defosforile 

edildi. Bu işlem için 5 μg DNA deiyonize distile su ile 90 μl’ye tamamlandı. Üzerine 

10 μl 10x konsantre EcoRI tamponu, 5U EcoRI enzimi (10U/μl ) eklendi. 37 
o
C’deki 

su banyosunda 2-3 saat inkübe edildi. Plazmit DNA’ların kesilip kesilmediği agaroz 

jel elektroforezi ile kontrol edildi. Kesilen DNA örneği fenol:kloroform ile ekstre 

edildi ve etil alkol ile çökeltildi. Çökelti 45 μl TE içerisinde çözündürülüp, SAP ile 

defosforile edildi. Bu işlem için örnek üzerine 5 μl 10x konsantre SAP tamponu ve 
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2U SAP enzimi (1U/μl -Fermentas) eklendikten sonra 1 saat 37 
o
C’da inkübe edildi. 

Defosforile edilen plazmit DNA’sı tekrar fenol:kloroform ile ekstre edildi ve etil 

alkol ile çökeltildi. DNA çökeltisi 25 μl TE içerisinde çözündürüldü ve ligasyonda 

kullanıldı. 

5.18.1.2. Doğrusal hale getirilen pCAGGS plazmit DNA’nın GCGR cDNA’ları 

ile ligasyonu ve transformasyon 

5.16.4 ve 5.18.1.1 ‘da belirtildiği şekilde hazırlanan pCAGGS, GCGRΔsp ve 

GCGR-ED DNA örneklerinin yaklaşık konsantrasyonları, agaroz jel üzerinde bilinen 

standart DNA ile karşılaştırılarak saptandı. Ligasyon işlemi 10 μl hacim içerinde T4-

DNA ligaz enzimi ile gerçekleştirildi. Yaklaşık 20 ng EcoRI enzimi ile kesilmiş 

pCAGGS DNA’sı ve yine EcoRI enzimi ile kesilmiş 30 ng GCGRΔsp veya GCGR-

ED cDNA, 2 μl 10x konsantre T4-ligaz tamponu ve 1U T4-DNA ligaz (invitrogen) 

karıştırılarak deiyonize distile su ile 10 μl’ye tamamlandı. Ligasyon 15-16 saat süre 

ile 15 
o
C’da PZR cihazında gerçekleştirildi. Ligasyon ürünleri 1.5 ml’lik plastik tüpe 

aktarıldı. Üzerine daha önce 5.14’de anlatıldığı şekilde hazırlanan 100 μl kompetent 

hücre eklendi ve sırasıyla 15 dakika buz üzerinde, 90 saniye 42 
o
C’da su banyosunda, 

3 dakika buz üzerinde ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Hücrelerin üzerine 500 

μl antibiyotik içermeyen LB besiyeri eklendi ve 37 
o
C’da 30 dakika inkübe edildi. 

Hücre süspansiyonundan 150 μl, antibiyotikli LBA besiyerine cam bagetle yayılarak 

ekildi ve 37 
o
C’da 1 gece üremeye bırakıldı. Plazmit alan, transformant bakterilerin 

oluşturduğu koloniler, koloni-PZR yöntemi rekombinant plazmit bakımından analiz 

edildi. Doğru plazmit taşıyan kolonilerden 5 ml sıvı kültürler hazırlandı ve bu 

kültürlerden küçük ölçekte plazmit DNA’lar izole edildi. 

5.18.1.3. pCAGGS-GCGRΔsp veya pCAGGS-GCGR-ED plazmiti taşıyan 

bakteri kolonilerinin Koloni-PZR yöntemi ile saptanması 

Ligasyon ürünleri ile transformasyon sonucu katı besi yerinde oluşan bakteri 

kolonilerinden ortalama 8-12 koloni steril kürdan yardımıyla alınıp 5 μl deiyonize 

distile su içerisinde süspanse edildi. Hücrelerin parçalanması için örnekler 95 
o
C’de 5 

dakika bekletildi ve sonrasında buz üzerine alındı. Örneklerin üzerine örnek sayısıyla 
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orantılı olacak şekilde hazırlanan reaksiyon karışımından her bir PZR tüpüne 15 μl 

eklendi. Reaksiyon karışımı her bir örnek için, 2 μl 10x konsantre reaksiyon 

tamponu, 1 μl hedef bölgesi vektör içerisinde olan ileri primer (pCA seq For), 1 μl 

hedef bölgesi cDNA içerisinde olan geri primer (GCGR-Rev veya GCGR-ED-Rev), 

1 μl dNTP (2mM), 0.2 μl (1U) Taq DNA Polimeraz, 2 μl MgCI2 (25 mM) ve 8 μl 

deiyonize distile su karıştırılarak hazırlandı. PZR koşulları 94 
o
C’de 2 dakika ön 

denatürasyon sonra 30 döngü 95 
o
C’da 15 saniye/ 54 

o
C’da 15 saniye/ 72 

o
C’da 60 

saniye ve son olarak 1 döngü 72 
o
C’da 1 dakika olarak belirlendi. PZR ürünleri 

agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.  

5.18.1.4. pCAGGS-GCGRΔsp veya pCAGGS-GCGR-ED plazmiti taşıyan 

bakterilerden küçük ölçekte DNA izolasyonu 

Koloni-PZR’de pozitif sonuç veren bakteri kolonilerinden 5 ml doygun kültür 

hazırlandı. Bu amaçla bakteriler ampisilin içeren LB besiyerlerine ekildi ve 37 
o
C’da 

180 dev./dk. çalkalama hızındaki çalkalayıcı etüvde 14-16 saat süreyle üremeye 

bırakıldı. Hazırlanan doygun kültürler 4.000 dev./dk. hızda 5 dakika 20 
o
C’de 

santrifüj edildi. Çökelti üzerine 150 μl DNA Ekstraksiyon Tamponu I içerisinde 

vorteks yardımıyla süspanse edildi. Hücre süspansiyonuna taze hazırlanmış 300 μl 

DNA Ekstraksiyon Tamponu II eklendi, hafifçe karıştırıldıktan sonra 5 dakika oda 

sıcaklığında bekletilerek hücrelerin parçalanması sağlandı. Parçalanan hücrelerin 

üzerine 225 μl DNA Ekstraksiyon Tamponu III eklendi. Buzda 10-15 dakika 

bekletildi. İstenmeyen hücresel artıklar ve genomik DNA, 4 
o
C’da 15.000 dev./dk. 

hızda 15 dakika santrifüj edilerek çökelti halinde uzaklaştırıldı. Plazmit DNA’sı 

içeren üst sıvı üzerine 600 μl 2-izopropanol eklendi ve karıştırıldı. Örnekler 3-5 

dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra 15.000 dev./dk. hızda 15 
o
C’da 10 

dakika santrifüj edildi. Çökelti 750 μl  %70 etil alkol ile yıkandı ve kurutuldu. 

Kuruduktan sonra 50-100 μl deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü. Hazırlanan 

küçük ölçekte plazmit DNA örnekleri kontrol amaçlı, plazmit vektörlerin 

restriksiyon haritaları göz önünde bulundurularak uygun restriksiyon endonükleaz 

enzimleri ile kesildi. Ön kontrolleri tamamlanan DNA örnekleri PEG/NaCI çözeltisi 

ile çöktürülerek kısmen saflaştırıldı ve DNA dizi analizinde kullanıldı. 
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5.18.2. pCHA-GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-ED vektörlerinin oluşturulması 

Birlikte immün çöktürme (ing. co-immunoprecipitation) ve Western melezleme 

çalışmalarında kolaylık sağlayacağı düşüncesi ile hemaglutinin (HA) uzantılı 

(YPYDVPDYA) GCGRΔsp ve GCGR-ED proteinleri kodlayacak plazmit vektörler 

oluşturuldu. Bu amaçla HA peptidini kodlayan pCHA plazmit vektöründen 

yararlanıldı. 

5.18.2.1. pCHA plazmit DNA’sının ligasyon için hazırlanması 

pCHA plazmit DNA‘sı küt uç oluşturan EcoRV restriksiyon endonükleazı ile 

kesilerek doğrusal hale getirildi ve SAP ile defosforile edildi. Bu deneylerde 

pCAGGS plazmit vektörünün hazırlanmasında uygulanan yöntem izlendi 

(bk.5.18.1.1). 

5.18.2.2. Doğrusal hale getirilen pCHA plazmit DNA’nın GCGR cDNA’ları ile 

ligasyonu ve transformasyon 

EcoRV restriksiyon endonükleazı ile doğrusal hale getirilen pCHA plazmit 

DNA’sı 5.16.4.’de belirtildiği şekilde hazırlanan GCGRΔsp veya GCGR-ED DNA 

fragmentleri ile ligasyona uğratıldı. Ligasyon ve transformasyon deneylerinde 

5.18.1.2‘de ayrıntılı olarak verilen yöntem izlendi. Arzulanan rekombinant 

plazmitleri taşıyan bakteri kolonileri ilk aşamada koloni-PZR ile belirlendi. Doğru 

plazmit vektör taşıdıkları saptanan bakteri kolonileri 5 ml sıvı besiyerinde üretildi ve 

küçük ölçeklerde plazmit DNA’lar hazırlandı (bk.5.18.1.4). Plazmit DNA’lar uygun 

restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol edildi ve DNA dizi analizlerinde 

kullanılmak üzere PEG/NaCI çözeltisi ile çöktürülerek kısmen saflaştırıldı. 

5.18.3. pCAGGS-GCGflag vektörünün oluşturulması 

Birlikte immün çöktürme deneylerinde kullanılmak üzere, karboksil ucunda yedi 

amino asitden oluşan flag uzantılı (DYKDDDK) glukagon peptidi kodlayan plazmit 

vektörü oluşturuldu. Bunun için daha önce Turan ve Ata (Turan and Ata, 2011) 
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tarafından oluşturulan ve p16 ile füzyon halinde flag peptidi kodlayan pCAGGS-p16 

plazmitinden yararlanıldı. 

5.18.3.1. pCAGGS-p16 plazmit DNA’sının ligasyon için hazırlanması 

pCAGGS-p16 plazmit vektörünün doğrusal hale getirilmesinde rutin olarak 

uygulanan restriksiyon enzimleri ile kesim işlemi yerine PZR tekniğinden 

yararlanıldı.  pCAGGS-p16 plazmit DNA’sı kalıp olarak kullanılarak, p16 proteinini 

kodlayan bölgesi dışında kalan plazmit DNA’sı PZR ile çoğaltıldı. Primer olarak 

Tablo 2’de dizisi verilen Flag-For ve pCA-Vec-Rev primer çifti kullanıldı. PZR 

reaksiyonları 0.2 ml’lik PZR tüplerinde 40 μl hacim içerisinde gerçekleştirildi. 

Reaksiyon karışımı, 50 ng kalıp DNA kullanılarak 5.16.3‘de verildiği şekilde 

hazırlandı.  Reaksiyon koşulları; 97 
o
C’da 3 dakika ön denatürasyon sonrası 28 

döngü, 97 
o
C’da 25 saniye / 58 

o
C’da 15 saniye / 68 

o
C’da 5 dakika ve bir döngü 68 

o
C’da 10 dakika olarak belirlendi. Elde edilen ürünler agaroz jel elektroforezi ile 

kontrol edildi. PZR ürünü fenol:kloroform ile ekstre edildikten sonra etil alkol ile 

çöktürüldü. DNA çökeltisi 20 μl TE içerisinde çözündürüldü ve agaroz jel 

elektroforezi ile saflaştırıldı (bk.5.16.4). 

5.18.3.2. Doğrusal hale getirilen pCAGGS-flag plazmit DNA’nın GCG 

cDNA’ları ile ligasyonu ve transformasyon 

Füzyon halinde GCG-flag kodlayan vektör oluşturmak için PZR ile çoğaltılan 

pCAGGS-flag plazmiti, stop kodonu taşımayan GCG DNA fragmenti ile ligasyona 

uğratıldı. Ligasyon ürünleri kompetant E. coli hücrelerine transforme edildi ve doğru 

plazmit vektör taşıyan kolonilerden küçük ölçekte plazmit DNA izole edildi 

(bk.5.18.1.4). 

5.18.4. pCAGGS-GST-GCG vektörünün oluşturulması 

Glutatyon S-transferaz (GST) ile çöktürme deneylerinde kullanılmak üzere 

glutatyon S-transferaz-glukagon füzyon proteini kodlayan vektör oluşturuldu. Bunun 

için pCAGGS-GST plazmit vektöründen yararlanıldı. 
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5.18.4.1. pCAGGS-GST plazmit DNA’sının ligasyon için hazırlanması 

pCAGGS-GST plazmit vektörü de pCAGGS-Flag plazmitinin hazırlanmasında 

olduğu gibi tüm plazmit DNA’nın PZR ile çoğaltılması ile doğrusal hale getirildi. 

PZR’da primer olarak pCA-Vec-For ve GST(gly)-Rev (Tablo 2) primerleri 

kullanıldı. Yöntem olarak 5.18.1.1’de ayrıntılı olarak verilen yol izlendi. 

5.18.4.2. Doğrusal hale getirilen pCAGGS-GST plazmit DNA’nın GCG 

cDNA’ları ile ligasyonu ve transformasyon 

Füzyon halinde GST-GCG kodlayan vektör oluşturmak için PZR ile çoğaltılan 

pCAGGS-GST plazmiti stop kodonu taşıyan GCG DNA fragmenti ile ligasyona 

uğratıldı. Ligasyon ürünleri kompetent E. coli hücrelerine transforme edildi ve doğru 

plazmit vektör taşıyan kolonilerden küçük ölçekte plazmit DNA izole edildi 

(bk.5.18.1.4). 

5.18.5. Plazmit DNA’larının PEG/NaCI ile saflaştırılması ve dizi analizleri 

Restriksiyon endonükleaz enzimleri ile kesilerek agaroz jel elektroforezi ile 

doğrulukları gösterilen plazmit DNA’ları PEG/NaCl ile çöktürme yöntemiyle kısmen 

saflaştırıldı ve DNA dizi analizine tabi tutuldu. Dizi analizleri ücret karşılığı ticari bir 

şirkete yaptırıldı. Plazmit DNA’ları saflaştırmak için, deiyonize distile su içerisinde 

çözündürülen örnekler üzerine 5 hacim PEG/NaCI (%20/ 1.25M)  çözeltisi eklendi 

ve vorteks yardımıyla iyice karıştırıldı. DNA örnekleri 1 saat buz üzerinde tutuldu. 

Sonrasında 15.000 dev./dk. hızda 4 
o
C’da 20 dakika santrifüj edildi. Üst sıvı atıldı ve 

çökelti üzerine 750 μl  %70 etanol eklenip karıştırıldı. Örnekler 15.000 dev./dk. 

hızda 4 
o
C’da 5 dakika süre ile tekrar santrifüj edildi. DNA çökeltileri kurutuldu ve 

50-100 μl TE tamponu içerisinde çözündürüldü.  

5.19. Orta Ölçekte Plazmit DNA’ların Hazırlanması 

DNA dizi analizleri sonucunda doğrulukları kesinleşen plazmit DNA örnekleri 

orta ölçekte çoğaltıldı ve ileriki deneylerde memeli hücre kültürlerinde 

kullanılabilecek kalitede saflaştırıldı. Bu amaçla plazmitler kompetent E. coli DH5α 
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hücrelerine transforme edildi. Plazmit taşıyan bakteri kolonilerinden biri steril bir 

kürdan ile 5 ml ampisilin içeren LB besiyerine ekildi ve 37 
o
C’da bir gece inkübe 

edilerek doygun kültürler hazırlandı. Hazırlanan kültürler, 200 ml ampisilin içeren 

taze LB besiyerlerine aktarıldı ve 37 
o
C’da 120 dev./dk. çalkalama hızında 14-16 saat 

süreyle üremeye bırakıldı. Hazırlanan bakteri kültürleri plazmit DNA izolasyonu ve 

saflaştırmasında kullanıldı. Plazmitlerin izolasyonu ve saflaştırmasında Qiagen orta-

ölçekte plazmit izolasyon kiti kullanıldı. Yöntem olarak üretici firmanın önerdiği yol 

izlendi. Elde edilen DNA 500 μl TE tamponunda çözündürüldü. DNA miktarı ve 

kalitesi, 5.13’de ayrıntılı olarak açıklandığı gibi 260/280 nm dalga boylarında 

spektrofotometrede ölçümler alınarak saptandı. Elde edilen plazmit vektörler, 

restriksiyon haritaları göz önünde bulundurularak uygun restriksiyon enzimleri ile 

kesilerek kontrol edildi. DNA örnekleri deneylerde kullanılmak üzere -20 
o
C’da 

saklandı. 

5.20. Plazmit DNA’ların Memeli Hücrelerine Transfeksiyonu 

GCGR ve GCG cDNA’ları klonlanarak hazırlanan ekspresyon vektörleri veya 

pEGFP-N1 plazmiti, tezin amacı doğrultusunda gerçekleştirilen deneylerde HEK293 

ve/veya HeLa hücrelerine transfekte edildi. Transfeksiyon etkinliği yüksek olan 

HEK293 hücre hattında transfeksiyon ajanı olarak ticari olarak geliştirilen 293fectin 

(Invitrogene, Cat. No. 948289) kullanılırken, HeLa hücrelerinin transfeksiyonunda 

katyonik bir polimer olan polietileniminden (PEI) yararlanıldı. Hücreler deneyin 

amacına göre 24-kuyulu (5x10
4
 hücre/kuyu), 12-kuyulu (1-2x10

5
 hücre/kuyu) veya 

6-kuyulu (5x10
5
 hücre/kuyu) plaklara ekildi ve standart kültür koşullarında (37 

o
C - 

%5 CO2 - %95 nispi nem) 16-24 saat süre ile üremeye bırakıldı. Transfeksiyon 

deneylerinde 24- kuyulu plaklar için 0.5-1.0 μg;  12-kuyulu plaklar için 1.0-1.5 μg; 

6-kuyulu plaklar için ise 2-3 μg plazmit DNA’sı kullanıldı. Plazmit DNA’lar 20 

ng/μl olacak şekilde OPTI-MEM (Gibco, ABD) içerisinde sulandırıldı. 293fectin’i 

kullandığımız deneylerde 1 μg DNA başına 3 μl 293fectin kullanıldı. 293fectin 1/20 

– 1/30 oranında OPTI-MEM içerisinde sulandırıldıktan sonra uygun hacimlerde 

DNA örnekleri ile karıştırıldı. Karışım yaklaşık 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi 

ve besiyerine eklendi. PEI ile gerçekleştirilen transfeksiyon deneylerinde, optimal 

koşulları belirlemek amacıyla farklı oranlarda DNA/PEI (DNA/PEI oranları: 1/1-5) 
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karışımları denendi. Bu deneylerde canlı hücrelerde izlenebilen yeşil floresan protein 

kodlayan pEGFP-N1 plazmitinden yararlanıldı. Plazmit DNA’ları 20 ng/μl 

konsantrasyonda OPTI-MEM içerisinde sulandırıldı ve yine OPTI-MEM içerisinde 

sulandırılarak hazırlanan farklı konsantrasyonlarda PEI çözeltileri ile eşit hacimlerde 

karıştırıldı. Örnekler 15 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra hücre 

kültürlerine eklendi. Kültürler standart kültür koşullarında inkübe edildi. 

İnkübasyondan 6-8 saat sonra kültürlerin besiyerleri değiştirildi ve inkübasyona 

devam edildi. Gerek 293fectin ve gerekse PEI kullanılarak plazmit DNA’lar ile 

transfekte edilen hücreler, 44-48 saat kültüre edildikten sonra deney sonuçlarının 

analizinde kullanıldı. 

5.21. Plazmit Vektörler ile Transfekte Edilen HEK293 Hücrelerinde GCGR ve 

GCG Gen Ekspresyonlarının Western Melezleme Yöntemi İle Kontrolü   

pCAGGS ve bu plazmitten türetilen vektörlere klonlanan GCGR ve GCG 

genlerinin anlatım yapıp yapmadıklarını Western melezleme yöntemiyle incelendi. 

Bu amaçla plazmit vektörler 12-kuyulu plaklarda üretilen HEK293 hücrelerine 

transfekte edildi. Bu hücrelerden hazırlanan protein örnekleri SDS-PAGE veya Tris-

Tricine PAGE ile ayrıştırıldı ve Western melezleme yöntemi ile analiz edildi. 

5.21.1. Plazmit vektörler ile transfekte edilen HEK293 hücre lizatlarının 

hazırlanması 

HEK293 hücreleri D’MEM-HG içeren12 kuyulu plaklara (2.0x10
5
/kuyu) ekildi 

ve 24 saat inkübasyondan sonra, her bir kuyudaki hücrelere 1,5 μg plazmit DNA’sı 

ile transfekte edildi (bk. 5.20). 48 saat süre ile standart kültür koşullarında inkübe 

edildikten sonra besiyerleri uzaklaştrıldı ve T-FTS ile yıkandı. Hücreler 200 μl RIFA 

veya NP-40 Tamponu içerisinde silikon sıyırıcı yardımıyla toplandı. Toplanan hücre 

lizatları 15-20 kez insülin enjektöründen geçirildi ve 14.000 dev./dk. hızda 4 
o
C’da 5 

dakika santrifüj edildi. Üst sıvı ve çökelti ayrıldı ve poliakrilamid jel elektroforezi 

deneylerinde kullanıldı. 
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5.21.2. SDS/PAGE için poliakrilamid jellerin hazırlanması 

Protein elektroforezi için 100x100x0.8 mm boyutlarında jeller kullanıldı. Jeller 

ayırma jeli (%12 veya %15 akrialmid/bis-akrilamid) ve paketleme jeli (%6 

akrialmid/bis-akrilamid) olmak üzere iki kısım halinde hazırlandı. Her bir kaset için 

Tablo 3’de verilen karışımlar hazırlandı. 

 

Tablo 3. Jellerin hazırlanmasında kullanılan çözeltiler ve miktarları 

 Ayırma Jeli Paketleme Jeli 

%12’lik Jel %15’lik Jel %6’lık Jel 

 

Akrilamid/bis-Akrilamid(%29-%1) 

4x Konsantre Ayırma Jeli Tamponu 

4x Konsantre Paketleme Jeli Tamponu 

Deiyonize Distile Su 

APS 

TEMED 

 

2.0 ml 

1.25 ml 

- 

1.75 ml 

25 μl 

10 μl 

 

2.5 ml 

1.25 ml 

- 

1.25 ml 

25 μl 

10 μl 

 

0.6 ml 

- 

0.75 ml 

1.65 ml 

10 μl 

4 μl 

 

Kasetlere önce ayırma jelleri döküldü ve üzerine 300-400 μl deiyonize distile su 

ilave edilerek jel yüzeyinin düzgün polimerize olması sağlandı. Polimerizasyon 

işlemi tamamlandıktan sonra deiyonize distile su şırınga yardımıyla uzaklaştırıldı. 

Ayırma jeli üzerine paketleme jeli döküldü ve taraklar yerleştirildi. Bu şekilde üst 

jelin oda sıcaklığında polimerize olması sağlandı.   

5.21.3. Tris-Tricine/PAGE için poliakrilamid jellerin hazırlanması 

Küçük molekül ağırlıklı proteinler Tris-Tricine/PAGE ile analiz edildi. Jeller 

100x100x0.8 mm kasetlerde (%12 veya %15 akrialmid/bis-akrilamid)  ayırma jeli ve 

paketleme jeli (%6 akrialmid/bis-akrilamid) olarak iki kısım halinde hazırlandı.  Her 

bir kaset için Tablo 4’de verilen karışımlar hazırlandı. Kasetlere önce ayırma jeli, 

daha sonra paketleme jeli döküldü ve polimerize olmaları sağlandı. 
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Tablo 4. Jellerin hazırlanmasında kullanılan çözeltiler ve miktarları 

 Ayırma Jeli Paketleme Jeli 

%12’lik Jel %15’lik Jel %7.5’lık Jel 

 

Akrilamid/bis-Akrilamid(%29-%1) 

3x Konsantre Tris-Cl/SDS Jel Tamponu 

Deiyonize Distile Su 

APS 

TEMED 

 

2.0 ml 

1.7 ml 

1.3 ml 

25 μl 

10 μl 

 

2.5 ml 

1.7 ml 

0.8 ml 

25 μl 

10 μl 

 

1.25 ml 

1.7 ml 

2.05 ml 

10 μl 

4 μl 

 

5.21.4. Proteinlerin akrilamid jellerde yürütülmesi ve nitroselüloz membrana 

transfer edilmesi 

Protein örnekleri SDS/PAGE ile analiz için 1:3 oranında 4x konsantre SDS-

örnek yükleme tamponu ile; Tris-Tricine/PAGE için ise 1:1 oranında 2x konsantre 

Tris-örnek yükleme tamponu ile karıştırıldı ve 5 dakika 95 
o
C’da tutularak denatüre 

edildi. Daha sonra örnekler 7.5 ila 15μl arasında değişen miktarlarda jele yüklendi. 

Elektroforez tamponu olarak SDS/PAGE için 1x konsantre Tris-Glisin (3.8.14) 

tamponu kullanıldı. Tris-Tricine/PAGE ise 5.8.2 ve 5.8.10’da içerikleri verilen anod 

ve katod tamponları içerisinde gerçekleştirildi. Elektroforez işlemi, her bir jel için 20 

dakika 30 volt, daha sonra 75 volt gerilim altında 1-2 saatte tamamlandı. 

Elektroforez sonrası, jel üzerinde ayrılan proteinler 0.2 μm veya 0.45 μm por çapına 

sahip nitroselüloz membranlara transfer edildi. Bunun için transfer kasetleri arasında 

“sünger-filtre kağıdı-nitroselüloz membran-jel-filtre kağıdı-sünger” sırasına göre 

transfer sandviçi hazırlandı. Hazırlanan transfer sandviçi transfer tamponu ile 

doldurulmuş tanka yerleştirildi ve ısınmayı önlemek için buz aküleri ile soğutulan 

ortamda 45 dk 45 voltta ve 60 dk 90 voltta transfer işlemi gerçekleştirildi. 

5.21.5. Membran üzerinde rekombinant proteinlerin görüntülenmesi  

Protein transferi işleminden sonra nitroselüloz membranlar, oluşabilecek non-

spesifik bağlanmaları önlemek için 2-3 saat bloklama solüsyonunda bekletildi. 
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Ardından 2-3 saat süre ile 1/250 -1/1000 oranında bloklama solüsyonu içerisinde 

sulandırılarak hazırlanan primer antikorların etkisinde bırakıldı. Primer antikor 

olarak görüntülenecek proteine bağlı olarak anti-HA (Millipore, 05-904), anti-

glukagon reseptör (H57sc Santa cruz,66912), anti-glukagon (FL-180 Santa cruz sc-

13091)  ya da anti-flag (Millipore, MAB3118) kullanıldı. Membranlar en az 20 

dakika üç kez 1x konsantre TBS ile yıkandı. Yıkama işleminden sonra membranlar 

30 dakika süre ile 1/3500 oranında TBS ile sulandırılan biyotinlenmiş keçi anti-

tavşan IgG (Thermo scientific, 31823 )  veya biyotinlenmiş keçi anti-fare IgG 

antikorları ile (Millipore, AP124B)  işleme kondu. Sekonder antikor kalıntılarını 

uzaklaştırmak için membranlar TBS-T ile 3 kez 20 dakika süre ile yıkandı. 

Membranlar 20 dakika 20 ml TBS içerisinde 1/3500 oranında sulandırılan SA-HRP 

ile işleme kondu ve TBS ile yıkandı. Yıkama işleminden sonra protein bantları 

kemilüminesens substrat (Invitrogen, WP20005) ile görüntülendi. Görüntülemede 

yüksek performanslı jel dokümantasyon sistemleri (DNR Bio-Görüntüleme sistemi) 

cihazı kullanıldı. 

5.21.6. Poliakrilamid jellerin gümüş boyama yöntemi ile boyanması 

Ticari olarak satın alınan glukagon peptidleri (Sigma G2044) %15’lik Tris-

Tricine/PAGE ile analiz edildi. Deiyonize distile su içerisinde 2.5 μg/μl 

konsantrasyonda çözündürülen glukagon eşit hacimde 2x konsantre Trisin örnek 

tamponu ile karıştırılarak jele uygulandı. Elektroforez işlemi 30 voltta 20 dakika 

daha sonra 60 voltta 1 saat sürede tamamlandı. Elektroforez işleminden sonra jel 

gümüş boyama ile boyandı. Bunun için jel metanol:glasiyel asetik asit çözeltisi 

(%50:%10) içerisinde 2 saat, daha sonra %50’lik metanol içerisinde 20 dakika 

inkübe edildi. Jel 100 ml deiyonize distile su içerisinde hafifçe karıştırılarak 20 

dakika süre ile 2 kez yıkandı. Yıkamanın ardından %0.02’lik sodyum tiyosülfat ile 2 

dakika muamele edildi ve 100 ml deiyonize distile su ile 2 kez yıkandı. Jel karanlıkta 

%0.1 gümüş nitrat/%0.074 formaldehit çözeltisi içerisinde 30 dakika bekletildi ve 

deiyoniz distile su içerisinde 2-3 dakika süre ile tekrar yıkandı. Jeller görüntüleme 

çözeltisinde (%0.04 formaldehit, %2 sodyum karbonat, %0.0004 sodyum tiyosülfat) 

bekletilerek protein bantlarının görünür hale gelmesi sağlandı. Jel metanol:glasiyel 
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asetik asit çözeltisine alınarak reaksiyon durduruldu ve dijital kamera ile görüntüsü 

alındı. 

5.22. Ekspresyon Vektörleri Üzerinden Kodlanan Glukagon Reseptörü ve 

Glukagon Proteinlerinin Hücre İçerisinde Lokalizasyonlarının 

İmmünfloresans Yöntemle İncelenmesi 

Tez çalışması kapsamında oluşturulan ekspresyon vektörleri üzerinden kodlanan 

proteinlerin hücre içindeki lokalizasyonlarının saptanmasında HeLa hücreleri 

kullanıldı. Hücreler 12-kuyulu plaklarda 9 mm çapında yuvarlak lameller üzerinde 

üretildi. Daha sonra hücreler 5.20‘de verildiği gibi PEI kullanılarak plazmit DNA’lar 

ile transfekte edildi ve 44-48 saat sonra fikse edilerek immünfloresan yöntem ile 

analiz edildi. Lameller üzerinde üretilen plazmit DNA’lar ile transfekte hücreler T-

FTS ile 2 kez 10’ar dakika yıkandı. Yıkama işleminden sonra hücreler %3 

paraformaldehit içerisinde 15 dakika bekletilerek fikse edildi. Fiksasyon işleminin 

sonunda hücreler T-FTS ile 2 kez yıkandı ve 10 dakika oda sıcaklığında T-FTS 

içerisinde hazırlanan % 0.1’ lik Tween-20 etkisinde bırakılarak hücre zarları geçirgen 

hale getirildi. Sonrasında antikorların istenmeyen bağlanmalarını minimum düzeye 

indirmek için hücreler T-FTS içerisinde hazırlanmış %1’lik yağsız süt proteini 

çözeltisi içerisinde 30 dakika bekletildi. Sürenin sonunda hücreler %1’lik yağsız süt 

proteini içerisinde 1/250 oranında sulandırılarak hazırlanan primer antikorlar ile 1 

saat muamele edildi. Primer antikor olarak tavşan orijinli poliklonal anti-glukagon 

antikorları (FL-180 Santa cruz sc-13091) ve anti-glukagon reseptör antikorları (Santa 

Cruz: H57sc 66912); fare orijinli monoklonal anti-HA ve anti-flag antikorları 

kullanıldı. Hücreler 3’er kez 5 dakika boyunca T-FTS ile yıkandı. İkinci kez 20 

dakika %1’lik yağsız süt proteini çözeltisi içerisinde bekletildi ve 1/250 oranında 

%1’lik yağsız süt proteini içerisinde sulandırılan Alexa-488 (anti fare IgG: 

MilliporeAP124B) ya da FITC (Fluorescein Isothiocyanate) bağlı sekonder antikor 

(FITC-anti tavşan IgG – Millipore, AP307F) ile karanlıkta 1 saat muamele edildi. 

Lamellerin üzerindeki hücreler T-FTS ile 3 kez tekrar yıkandı. Lameller temiz lamlar 

üzerine damlatılan 2-3 μl kapatma solüsyonu üzerine kapatıldı. Lamellerin 

çevrelerine şeffaf oje sürüldü. Hazırlanan hücre preparatları DP72 peltier soğutmalı 

kamera bağlı floresan mikroskopta (Olimpus, Japonya ) analiz edildi. 
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5.23. Glukagon ve Glukagon Reseptör Proteinleri Arasındaki Olası Fiziksel 

Etkileşimin Araştırılması 

Memeli hücrelerinde plazmit vektörler üzerinden kodlanan sinyal peptidi 

taşımayan glukagon reseptörü ve glukagon reseptörünün amino-terminal hücre dışı 

uzantısı ile glukagon peptidi arasındaki olası fiziksel etkileşim glutatyon S-transferaz 

(GST) ile çöktürme (ing. GST pull down) ve birlikte immün çöktürme (ing. co-

immunoprecipitation) yöntemleri ile test edildi. 

5.23.1. GST ile çöktürme yöntemi 

Bu yöntem ile hücrelerde geçici transfeksiyon sonucu sentez edilen GST-

glukagon füzyon proteini ile glukagon reseptör proteinleri arasındaki fiziksel 

etkileşim araştırıldı. Bu amaçla 6-kuyulu plaklarda üretilen HEK293 hücreleri GST-

glukagon peptidi kodlayan pCAGGS-GST-GCG plazmiti, pCAGGS-GCGRΔsp ya 

da pCAGGS-GCGR-ED plazmiti ile birlikte transfekte edildi. Transfeksiyonda 

5.20’de belirtilen yöntem izlendi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hücreler 300 μl 

RIFA tamponu içerisinde parçalandı. Hazırlanan hücre lizatları 15.000 dev./dk. hızda 

4 
o
C’da 5 dakika süre ile tekrar santrifüj edildi. Üst sıvı Glutatyon-Sepharose 

boncuklar ile çöktürme amaçlı kullanıldı. Bunun için 1.5 ml’lik plastik tüplerde, 200 

μl hücre lizatına 30 μl hücre liziz tamponu içerisinde yaklaşık 1:1 oranında 

karıştırılan Glutatyon-Sepharose boncukları eklendi. Örnekler 4 
o
C’da 2 saat 

boyunca dikey tüp karıştırıcıda karıştırıldı. Daha sonra örnekler 15.000 dev./dk. 

hızda 3 dakika santrifüj edilerek Glutatyon-Sepharose boncuklar çöktürüldü. 

Çökeltiler 500 μl hücre liziz tamponu içerisinde yeniden süspanse edildi ve 4 
o
C’de 5 

dakika dikey tüp karıştırıcıda karıştırılarak yıkandı. Bu işlem üç kez tekrar edildi. 

Son yıkama işleminden sonra çökeltiler 40 μl 1x konsantre örnek yükleme 

tamponunda süspanse edildi. Örnekler 95 
o
C’da 5 dakika bekletildikten sonra 15.000 

dev./dk. hızda santrifüj edildi. Üst sıvıdan alınan örnekler SDS-PAGE/Western 

melezleme tekniği ile analiz edildi (bk 5.21) 

 



 
 
 

69 
 

5.23.2. Birlikte immün çöktürme 

Plazmitler ile transfekte edilmiş HEK293 hücrelerinde sentez edilen flag uzantılı 

glukagon (glukagon-flag) ile glukagon reseptör proteinleri arasındaki ilişki GST ile 

çöktürme yöntemine benzer bir şekilde birlikte immün çöktürme yöntemi ile 

araştırıldı. 6-kuyulu plaklarda üretilen hücreler pCAGGS-GCGflag plazmiti ve 

pCHA-GCGRΔsp ya da pCHA-GCGR-ED plazmiti ile birlikte transfekte edildi. 

Transfekte hücreler RIFA tamponunda parçalandı. 1.5 ml’lik plastik tüplerde, 200 μl 

hücre lizatına 3 μl anti-HA antikoru eklendi ve örnekler 4 
o
C’da 2 saat boyunca dikey 

tüp karıştırıcıda karıştırıldı. Daha sonra hücre lizatına 30 μl hücre liziz tamponu 

içerisinde yaklaşık 1:1 oranında karıştırılarak hazırlanan Protein A Sepharose 

boncukları eklendi. Örnekler 4 
o
C’da 2 saat boyunca dikey tüp karıştırıcıda 

karıştırıldı. Protein A-Sepharose boncuklar GST ile çöktürme yönteminde olduğu 

gibi hücre liziz tamponu içerisinde yıkandı ve PAGE için hazır hale getirildi. 

Örnekler SDS-PAGE/Western melezleme tekniği ile analiz edildi (bk 5.21). 
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6. BULGULAR 

6.1. Ekspresyon Vektörlerinin Oluşturulması ile İlgili Bulgular 

Bu tez çalışmasında, hücrelerde sentez edildikten sonra hücre membranına 

kanalize olmayan, dolayısıyla sitoplazmada serbest formda kalan insan glukagon 

reseptör proteininin glukagon peptidine olan ilgisinin belirlenmesi hedeflendi. Bu 

hedef doğrultusunda, sinyal peptidi kodlamayan glukagon reseptör geni cDNA’sı 

(GCGRΔsp) ve glukagon reseptör proteininin hücre dışı kısmını (eksternal bölge) 

kodlayan cDNA (GCGR-ED), pCAGGS ve pCHA ekspresyon vektörlerine 

klonlandı. Klonlama sonucunda pCAGGS-GCGRΔsp, pCAGGS-GCGR-ED, pCHA-

GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-ED vektörleri elde edildi. Benzer şekilde insan 

glukagon (CGC) geni de glutatyon S-transferaz (GST) veya flag kodlayan DNA’lar 

ile kodon çerçevesi içersinde pCAGGS plazmitine klonlandı ve sonuçta pCAGGS-

GST-GCG ve pCAGGS-GCG-flag plazmit vektörleri oluşturuldu.    

6.1.1. İnsan Orijinli Hücrelerden Total RNA elde edilmesi ile ilgili veriler 

İnsan GCGR cDNA’sı, insan orijinli Hep G2; GCG cDNA’sı ise PANC-1 

hücrelerinden hazırlanan total RNA’lar üzerinde reverz transkripsiyon sonucunda 

elde edildi. Bu amaçla Gereç ve Yöntem kısmında (bk.5.16.1) ayrıntılı olarak 

verildiği şekilde hücrelerden total RNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen total 

RNA’ların kalitesi formaldehitli agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Şekil 11). 

 

 

 



 
 
 

71 
 

 

 

Şekil 11.  HepG2 ve PANC-1 hücrelerinden elde edilen total RNA’nın formaldehit 

jel elektroforezi ile analizi. 1. HepG2 hücresine; 2 ve 3. PANC-1 hücresine ait RNA 

örnekleri. RNA örneklerinin incelenmesinde %1.5’lik formaldehitli agaroz jel 

kullanıldı. Elektroforez işlemi 100 V sabit gerilim altında 30 dakikada tamamlandı. 

Elektroforez işleminin ardından jel, 0.2 μg/ml konsantrasyon etidyum bromür içeren 

deiyonize distile su içerisinde 45-60 dakika bekletildi ve UV transillüminatör ile 

görünür hale getirilerek fotoğrafı çekildi.   

 

 Elektroforez sonuçları, total RNA’larda baskın olarak bulunan 18S ve 28S 

ribozomal RNA’ların herhangi bir yıkıma uğramaksızın tek bant halinde 

ayrıldıklarını gösterdi ve hazırlanan total RNA’ların, reverz transkripyon ile cDNA 

hazırlamak için kullanılabilecek kalitede olduğu saptandı. Hazırlanan total RNA’nın 

miktarı spektrofotometrik olarak belirlendi ve cDNA hazırlamak için kalıp olarak 

kullanıldı. 

6.1.2. İnsan GCGR proteini kodlayan plazmit vektörlerin oluşturulması ile 

ilgili veriler        

Tez çalışması kapsamında insan GCGR cDNA’ları pCAGGS ve pCHA 

plazmitlerine klonlanarak pCAGGS-GCGRΔsp, pCAGGS-GCGR-ED, pCHA-

GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-ED plazmit vektörleri oluşturuldu.  

6.1.2.1. İnsan GCGR cDNA’larının hazırlanması ve PZR ile ilgili veriler        

Hep G2 hücrelerinden elde edilen RNA üzerinden reverz transkripsiyon 

reaksiyonu ile cDNA’ların hazırlandı. Reverz transkripsiyonda oligo dT primerler 

28S rRNA

18S rRNA

1     2          3
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kullanıldı. Aşağıda verilen GCGR referans cDNA’sından (NBCI Ref. No: 

NM_000160.3) yararlanılarak oluşturulan oligonükleotid primeler ile PZR 

sonucunda GCGRΔsp ve GCGR-ED bölgeleri çoğaltıldı (Şekil 12).   

 

İnsan Glukagon Reseptör cDNA’sı ( NBCI Ref. No: NM_000160.3 ): 

 

ATGCCCCCCTGCCAGCCACAGCGACCCCTGCTGCTGTTGCTGCTGCTGCTGGCCTGCCAGCCACAGGT

CCCCTCCGCTCAGGTGATGGACTTCCTGTTTGAGAAGTGGAAGCTCTACGGTGACCAGTGTCACCACA

ACCTGAGCCTGCTGCCCCCTCCCACGGAGCTGGTGTGCAACAGAACCTTCGACAAGTATTCCTGCTGG

CCGGACACCCCCGCCAATACCACGGCCAACATCTCCTGCCCCTGGTACCTGCCTTGGCACCACAAAGT

GCAACACCGCTTCGTGTTCAAGAGATGCGGGCCCGACGGTCAGTGGGTGCGTGGACCCCGGGGGCAGC

CTTGGCGTGATGCCTCCCAGTGCCAGATGGATGGCGAGGAGATTGAGGTCCAGAAGGAGGTGGCCAAG

ATGTACAGCAGCTTCCAGGTGATGTACACAGTGGGCTACAGCCTGTCCCTGGGGGCCCTGCTCCTCGC

CTTGGCCATCCTGGGGGGCCTCAGCAAGCTGCACTGCACCCGCAATGCCATCCACGCGAATCTGTTTG

CGTCCTTCGTGCTGAAAGCCAGCTCCGTGCTGGTCATTGATGGGCTGCTCAGGACCCGCTACAGCCAG

AAAATTGGCGACGACCTCAGTGTCAGCACCTGGCTCAGTGATGGAGCGGTGGCTGGCTGCCGTGTGGC

CGCGGTGTTCATGCAATATGGCATCGTGGCCAACTACTGCTGGCTGCTGGTGGAGGGCCTGTACCTGC

ACAACCTGCTGGGCCTGGCCACCCTCCCCGAGAGGAGCTTCTTCAGCCTCTACCTGGGCATCGGCTGG

GGTGCCCCCATGCTGTTCGTCGTCCCCTGGGCAGTGGTCAAGTGTCTGTTCGAGAACGTCCAGTGCTG

GACCAGCAATGACAACATGGGCTTCTGGTGGATCCTGCGGTTCCCCGTCTTCCTGGCCATCCTGATCA

ACTTCTTCATCTTCGTCCGCATCGTTCAGCTGCTCGTGGCCAAGCTGCGGGCACGGCAGATGCACCAC

ACAGACTACAAGTTCCGGCTGGCCAAGTCCACGCTGACCCTCATCCCTCTGCTGGGCGTCCACGAAGT

GGTCTTCGCCTTCGTGACGGACGAGCACGCCCAGGGCACCCTGCGCTCCGCCAAGCTCTTCTTCGACC

TCTTCCTCAGCTCCTTCCAGGGCCTGCTGGTGGCTGTCCTCTACTGCTTCCTCAACAAGGAGGTGCAG

TCGGAGCTGCGGCGGCGTTGGCACCGCTGGCGCCTGGGCAAAGTGCTATGGGAGGAGCGGAACACCAG

CAACCACAGGGCCTCATCTTCGCCCGGCCACGGCCCTCCCAGCAAGGAGCTGCAGTTTGGGAGGGGTG

GTGGCAGCCAGGATTCATCTGCGGAGACCCCCTTGGCTGGTGGCCTCCCTAGATTGGCTGAGAGCCCC

TTCTGA 

Referans cDNA üzerinde altı çizili açık ve koyu yazılı bölgeyi kapsayan 1359 bp 

boyutundaki GCGRΔsp cDNA’sı GCGRsp-For ve GCGR-Rev (bk.Tablo 1) primer 

çifti kullanılarak çoğaltıldı (Şekil 13 A). Altı çizili koyu bölgeyi kapsayan 291 bp 

boyutundaki GCGR-ED cDNA’sı ise GCGRsp-For ve GCGR-ED-Rev (bk.Tablo 1) 

primer çifti kullanılarak çoğaltıldı (Şekil 13 B).  Agaroz jel elektroforezi ile analiz 

edilen PZR ürünlerinin beklenen boyutlarda olduğu saptandı. 
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A 

   

B 

 

 

Şekil 13.  Hep G2 hücrelerinden hazırlanan cDNA’lar üzerinden PZR ile çoğaltılan 

GCGRΔsp (A) ve GCGR-ED (B) DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi ile 

kontrol edilmesi. DNA örneklerinin incelenmesinde %1’lik agaroz jeller kullanıldı. 

Elektroforez işlemi 100 V sabit gerilim altında 25 dakikada gerçekleştirildi. M. 

Standart DNA (HindIII ve EcoRI enzimleri ile kesilen Lambda DNA’sı -

λ/HindIII+EcoRI). 

 

 

  

Lambda E+H

GCGRΔsp
(~1359 bp)

M         1          2    

Lambda E+H

GCGR-ED
(~291 bp)

M         1          2    



 
 
 

74 
 

6.1.2.2. İnsan GCGR cDNA’larının pCAGGS vektörüne klonlanması ve 

kontrolü ile ilgili veriler 

Reverz transkripsiyon / polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile elde edilen 

GCGRΔsp ve GCGR-ED cDNA’ları, Gereç ve Yöntemler kısmında (5.16.4) 

belirtildiği şekilde fenol:kloroform:izoamilalkol ile ekstre edildi ve etil alkol ile 

çökeltildi. cDNA’lar EcoRI restriksiyon endonükleazı ile kesildikten sonra agaroz jel 

ile saflaştırıldı (bk.5.16.4). Saflaştırılan cDNA’lar EcoRI enzimi ile kesilen ve 

defosforile edilen pCAGGS vektörü ile ligasyona uğratıldı ve Şekil 14’de haritaları 

verilen pCAGGS-GCGRΔsp ve pCAGGS-GCGR-ED plazmit vektörleri elde edildi.  

 

 
 

Şekil 14. İnsan glukagon reseptör geni fragmentleri taşıyan pCAGGS-GCGRΔsp ve 

pCAGGS-GCGR-ED plazmit vektörleri. Vektör haritaları pCAGGS plazmiti, 

GCGRΔsp ve GCGR-ED cDNA’larının nükleotid dizileri ve klonlama aşamasında 

izlenen yöntem göz önüne alınarak BioEdit programı ile çizildi. 

 

Transformasyon sonrası ampisilin içeren LBA besiyerlerinde oluşan 

transformantlar koloni-PZR ile kontrol edildi. Pozitif reaksiyon veren kolonilerden 

küçük ölçekte plazmit DNA izolasyonu yapıldı. Vektörlerin restriksiyon haritaları 

göz önüne alınarak pCAGGS-GCGRΔsp plazmit vektörü BamHI restriksiyon 

endonükleazı ile pCAGGS-GCGR-ED ise BstXI restriksiyon endonükleazı ile 

kesildi. pCAGGS-GCGRΔsp plazmitinin BamHI enzimi ile kesim sonucunda agaroz 

jel üzerinde 4557, 1250 ve 337 bç’lik  beklenen boyutlarda DNA fragmentleri elde 

edildi (Şekil 15 A). pCAGGS-GCGR-ED plazmit vektörünün BstXI restriksiyon 

endonükleazı ile kesimi sonucunda ise 4815 ve 264 bç’lik DNA fragmentleri oluştu 

(Şekil 15 B). 

1

615

1229

1843

2457

3071

3685

4299

4913

5527

pCAGGS-GCGRdSP  
6144 bp

GCGRdSP
BamHI 4152

BamHI 3815

BamHI 2565

BglII 3166

EcoRI 3086

EcoRI 1720

KpnI 1903

1

508

1015

1522

2029

2536

3043

3550

4057

4564

pCAGGS-GCGR-ED
5079 bp

GCGR-ED

BstXI 2080

BstXI 1816

EcoRI 2021

EcoRI 1720

BamHI 3087

BamHI 2750

KpnI 1903
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A 

 
 

B 

 

 
 

 

 

Şekil 15. pCAGGS-GCGRΔsp ve pCAGGS-GCGR-ED plazmit vektörlerinin 

restriksiyon endonükleaz enzimleri ile kesilerek kontrol edilmesi. A. BamHI 

restriksiyon endonükleazı ile kesilen pCAGGS-GCGRΔsp plazmit DNA’sı. B. BstXI 

restriksiyon endonükleazı ile kesilen PCAGGS-GCGR-ED plazmit DNA’sı. 1. 

Plazmit DNA örneği. M. Standart DNA (1 kb DNA ladder) 

Restriksiyon enzimleri ile kesilerek ön kontrolleri yapılan plazmit DNA’ları, 

PEG/NaCl ile çöktürülerek kısmen saflaştırıldı ve DNA dizi analizleri ile 

doğrulukları kesinleştirildi. 
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6.1.2.3.DNA dizi analizi sonuçları 

Restriksiyon endonükleazları ile kesilerek kontrol edilen pCAGGS-GCGRΔsp 

ve pCAGGS-GCGR-ED plazmit vektörlerinde, GCGRΔsp ve GCGR-ED genlerinin 

kesin nükleotid dizileri, Sanger yöntemi ile dizilenerek belirlendi. Sonuçların, teorik 

olarak tasarlanan vektör yapısıyla aynı olduğu saptandı (Şekil 16). 

 

A 

 

B 

 

Şekil 16. pCAGGS plazmit vektörüne klonlanan GCGRΔsp (A) ve pCAGGS-

GCGR-ED (B) DNA fragmentlerinin dizi analizi kromatogramları. pCAGGS-

GCGRΔsp plazmitinde, GCGRΔsp DNA fragmentinin 3’-bölgesinde yaklaşık 300 

bp’lik kısımının dizi analizi yapılmadı. Bu nedenle kromatogramda GCGRΔsp 

geninin sadece başlangıç kodonunu da kapsayan 5- bölgesi verilmiştir. GCGR-ED 

kromatogramı DNA fragmentinin başlangıç ve bitim kodonlarının kapsayan 5- ve 

3- bölgeleri verilmiştir.  
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6.1.2.4.İnsan GCGR cDNA’larının pCHA vektörüne klonlanması ve kontrolü ile 

ilgili veriler 

İmmün çöktürme ve Western melezleme yöntemi ile analizlerde avantaj 

sağlaması nedeniyle GCGR cDNA’ları 5.18.2’de anlatıldığı gibi HA-uzantısı taşıyan 

pCHA vektörüne aktarıldı. GCGRΔsp ve GCGR-ED cDNA fragmentleri pCAGGS-

GCGRΔsp ve pCAGGS-GCGR-ED vektörlerinden EcoRI restriksiyon enzimi ile 

kesilerek çıkartıldı (Şekil 17). Kesilen DNA örneklerinin yapışkan uçları Klenow 

enzimi ile küt uçlu hale getirildi.  Şekil 17’de görülen yaklaşık 1362 bp ve 297 bp 

boyutlarındaki GCGRΔsp ve GCGR-ED DNA fragmentleri agaroz jelden kesilerek 

saflaştırıldı.  

 

 

 

 

Şekil 17. EcoRI restriksiyon endonükleazları ile kesilen pCAGGS-GCGRΔsp (1) ve 

pCAGGS-GCGR-ED (2) plazmit DNA’larının agaroz jel elektroforezi görüntüsü M. 

Standart DNA: λ/HindIII+EcoRI 

Elde edilen GCGRΔsp ve GCGR-ED cDNA fragmentleri EcoRV enzimi ile kesilmiş 

pCHA plazmit vektörü ile ligasyona uğratılarak Şekil 18’de restriksiyon haritaları 

verilen pCHA-GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-ED vektörleri elde edildi.  
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Şekil 18. İnsan glukagon reseptör geni fragmentleri taşıyan pCHA-GCGRΔsp ve 

pCHA-GCGR-ED plazmit vektörleri. Vektör haritaları pCHA plazmiti, GCGRΔsp 

ve GCGR-ED cDNA’larının nükleotid dizileri ve klonlama aşamasında izlenen 

yöntem göz önüne alınarak BioEdit programı ile çizildi. 

 

Elde edilen pCHA-GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-ED plazmitleri kompetent E. 

coli DH5 hücrelerine transforme edildi. Bu hücrelerden hazırlanan kültürlerden orta 

ölçekte plazmit DNA’ları izole edildi ve saflaştırıldı. pCHA-GCGRΔsp ve pCHA-

GCGR-ED DNA örnekleri, bu plazmit vektörlerin restriksiyon haritaları göz önünde 

bulundurularak BstXI enzimi ile kesilerek kontrol edildi (Şekil 19). 

 

   
 

Şekil 19. BstXI restriksiyon endonükleazı ile kesilen 1) PCHA-GCGRΔsp ve 

2)PCHA-GCGR-ED plazmit vektörlerinin agaroz jel görüntüleri. DNA örnekleri 

%1’lik agaroz jel ile analiz edildi. Elektroforez işlemi 100 Volt sabit gerilimde 20 

dakikada tamamlandı. M. λ/HindIII+EcoRI. 

 

1

625

1249

1873

2497

3121

3745

4369

4993

5617

pCHA-GCGRdSP
6241 bp HA

GCGCRdSP

EcoRI 3183

EcoRI 1720

BstXI 3242

BstXI 2346

BstXI 2100

BstXI 1895

1

518

1035

1552

2069

2586

3103

3620

4137

4654

pCHA-GCGR-ED
5176 bp

HA
GCGR-ED

BstXI 2177

BstXI 1895

EcoO109I 1495

EcoO109I 861

EcoO109I 860

EcoRI 2118

EcoRI 1720
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BstXI enzimi ile kesim sonucunda agaroz jel üzerinde pCHA-GCGRΔsp için 

beklenen 4897, 898,246 ve 205 bç’lik DNA bantları; pCHA-GCGR-ED için ise  

4898 ve 284 bç’lik DNA fragmentleri elde edildi. 

6.1.3. İnsan GCG peptidi kodlayan plazmit vektörlerin oluşturulması ile ilgili 

veriler        

Gereç ve Yöntem kısmında belirtildiği şekilde GCG peptidini GST ya da flag ile 

füzyon halinde kodlayan pCAGGS-GST-GCG ve pCAGGS-GCGflag plazmit 

vektörleri oluşturuldu. GCG cDNA’sı PANC-1 hücrelerinden elde edilen total RNA 

üzerinden RT-PZR ile elde edildi. 

6.1.3.1. İnsan GCG cDNA’larının hazırlanması ve PZR ile ilgili veriler       

Glukagon cDNA’sı PANC-1 elde edilen total RNA üzerinden reverz 

transkripsiyon reaksiyonu sonucu elde edildi. Aşağıda verilen GCG referans 

cDNA’sından (NBCI Ref. No: NM_002054.4) yararlanılarak oluşturulan 

oligonükleotid primeler (bk.Tablo2) ile PZR sonucu stop kodonu taşıyan ve stop 

kodonu taşımayan GCG DNA fragmentleri çoğaltıldı (Şekil 20).  GCG peptidini 

kodlayan bölge referans cDNA üzerinde altı çizili ve koyu renkte verilmiştir. 

 

İnsan Glukagon cDNA’sı ( NBCI Ref. No: NM_002054.4): 

ATGAAAAGCATTTACTTTGTGGCTGGATTATTTGTAATGCTGGTACAAGGCAGCTGGCAACGTTCCCT

TCAAGACACAGAGGAGAAATCCAGATCATTCTCAGCTTCCCAGGCAGACCCACTCAGTGATCCTGATC

AGATGAACGAGGACAAGCGCCATTCACAGGGCACATTCACCAGTGACTACAGCAAGTATCTGGACTCC

AGGCGTGCCCAAGATTTTGTGCAGTGGTTGATGAATACCAAGAGGAACAGGAATAACATTGCCAAACG

TCACGATGAATTTGAGAGACATGCTGAAGGGACCTTTACCAGTGATGTAAGTTCTTATTTGGAAGGCC

AAGCTGCCAAGGAATTCATTGCTTGGCTGGTGAAAGGCCGAGGAAGGCGAGATTTCCCAGAAGAGGTC

GCCATTGTTGAAGAACTTGGCCGCAGACATGCTGATGGTTCTTTCTCTGATGAGATGAACACCATTCT

TGATAATCTTGCCGCCAGGGACTTTATAAACTGGTTGATTCAGACCAAAATCACTGACAGGAAATAA 
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Şekil 20. GCG cDNA’sının PZR ile çoğaltılması. 1. Glu-For ve Glu-Rev-plus primer 

çifti ile çoğaltılan ve stop kodonu taşıyan GCG cDNA fragmenti. 2. Glu-For ve Glu-

Rev-min primer çifti ile çoğaltılan ve stop kodonu taşımayan GCG cDNA fragmenti. 

M. Standart DNA: λ/HindIII+EcoRI. 

6.1.3.2. pCAGGS-GST-GCG vektörün oluşturulması ve kontrolü ile ilgili veriler 

PZR ile çoğaltılan ve stop kodonu taşıyan GCG DNA fragmenti pCAGGS-GST 

vektörüne GST kodlayan gen ile aynı çerçevede klonlandı ve Şekil 21’de haritası 

verilen pCAGGS-GST-GCG plazmit vektörü elde edildi.  

 

 

Şekil 21. GST-GCG fragmenti taşıyan pCAGGS-GST-GCG plazmit vektörü. Vektör 

haritası pCAGGS ve GST-GCG genlerinin nükleotid dizileri ve klonlama 

aşamasında izlenen yöntem göz önüne alınarak BioEdit programı ile çizildi. 
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GCG peptidini kodlayan DNA fragmentinin, restriksiyon enzimi ile kesilerek 

vektörün kontrol edilmesine olanak vermeyecek boyutta küçük olması nedeniyle, 

plazmit vektörün ön kontrolü PZR ile gerçekleştirildi. Pozitif sonuç veren plazmit 

DNA örneklerinden biri seçildi ve DNA dizi analizleri ile GCG bölgesinin nükleotid 

dizisi saptandı (Şekil 22). Dizi analizi sonuçları klonlanan GCG cDNA’sının doğru 

ve GST geni ile aynı kodon çerçevesi içerisinde olduğunu ortaya koydu. 

 

 

 

Şekil 22. pCAGGS plazmit vektörüne klonlanan GST-GCG DNA fragmentlerinin 

dizi analizi kromatogramı. Kromatogramda DNA fragmentinin başlangıç ve bitim 

kodonlarını kapsayan 5- ve 3- bölgeleri verilmiştir. 

6.1.3.3.pCAGGS-GCGflag vektörün oluşturulması ve kontrolü ile ilgili veriler 

Karboksi terminalinde flag uzantılı GCG kodlayan vektör oluşturmak için PZR 

ile çoğaltılan ve stop kodonu taşımayan GCG cDNA’sı flag kodlayıcı DNA dizisi 

taşıyan pGAGGS vektörüne klonlandı (bk.5.18.3).  Elde edilen vektör pCAGGS-

GCGflag olarak adlandırıldı (Şekil 23).  
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Şekil 23. GCGflag fragmentini taşıyan pCAGGS-GCGflag plazmit vektörü. Vektör 

haritası pCAGGS ve GCGflag genlerinin nükleotid dizileri ve klonlama aşamasında 

izlenen yöntem göz önüne alınarak BioEdit programı ile çizildi.  

 

pCAGGS-GCGflag vektöründeki GCGflag DNA fragmentinin kesin dizisi DNA dizi 

analizi ile ortaya kondu (Şekil 24). 

 

 

 

Şekil 24. pCAGGS plazmit vektörüne klonlanan GCGflag DNA fragmentlerinin dizi 

analizi kromatogramı. Kromatogram DNA fragmentinin başlangıç ve bitim 

kodonlarının kapsayan 5- ve 3- bölgeleri verilmiştir. Altı çizili bölge flag peptidini 

kodlamaktadır. 
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6.1.4. Plazmit vektörlere klonlanan GCGR ve GCG genlerinin 

ekspresyonlarının western melezleme yöntemi ile analizi 

pCAGGS, pCHA ve pCAGGS-GST plazmitlerine klonlanan GCGR ve GCG 

genlerinin DNA dizi analizleri yapıldıktan sonra anlatım yapıp yapmadıkları Western 

melezleme tekniği ile incelendi. Bunun için bu genleri taşıyan vektörler HEK-293 

hücrelerine transfekte edildi ve bu hücrelerden hazırlanan protein örnekleri SDS-

PAGE/Western melezleme yöntemi ile analiz edildi. Plazmit vektörleri ile transfekte 

edilen HEK293 hücre lizatları 5.21.4’de anlatıldığı gibi hazırlandı. Hücresel 

proteinler SDS-PAGE ya da Tris-Tricin/PAGE ile ayrıştırıldı (bk.5.21).  

pCAGGS-GCGRΔsp ve pCAGGS-GCGR-ED plazmitleri üzerinden kodlanan 

GCGR proteinlerinin belirlenmesinde primer antikor olarak tavşan orijinli poliklonal 

anti GCGR antikorları kullanıldı. pCHA-GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-ED plazmitleri 

üzerinden kodlanan HA uzantılı proteinler (H-GCGR) ise monoklonal fare orijinli 

anti-HA antikorları ile işaretlendi (Şekil 25).  

 A                                                              B 

 

Şekil 25. pCAGGS (A) ve pCHA (B) plazmit vektörleri üzerinden kodlanan GCGR 

proteinlerinin Western melezleme ile analiz edilmesi. Proteinlerin işaretlenmesinde 

primer antikor olarak GCGR proteinleri için tavşan orijinli poliklonal anti GCGR 

GCGRΔsp

GCGR-ED

H-GCGRΔsp

H-GCGR-ED

kD
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antikorları, HA uzantılı proteinler (H-GCGR) için ise monoklonal fare orijinli anti-

HA antikorları kullanıldı. Sekonder antikor olarak biyotinlenmiş keçi anti tavşan IgG 

ve biyotinlenmiş keçi anti fare IgG antikorları kullanıldı. Elektroforez işlemi 

5.21.4‘de belirtilen koşullarda gerçekleştirildi.  

 

Protein bantları kemilüminesens substrat ile görüntülendi. Görüntülemede DNR 

Bio marka jel görüntüleme cihazı kullanıldı. GCGRΔsp (~51-52 kD) ve GCGR-ED 

(~10-12 kD) proteinleri poliakrilamid jel üzerinde beklenen büyüklükte bantlar verdi. 

İmmün-çöktürme ya da glutatyon S-transferaz (GST) ile çöktürme deneylerinde 

kullanılmak üzere oluşturulan pCAGGS-GCGflag pCAGGS-GST-GCG vektörleri 

üzerinden kodlanan GCGflag ve GST-GCG proteinleri de Western melezleme 

tekniği ile analiz edildi. Plazmitler HEK-293 hücrelerine transfekte edildi ve bu 

hücrelerden hazırlanan protein örnekleri Tris-Tricine/SDS PAGE ile ayrıştırıldı. 

Western melezleme deneylerinde primer antikor olrak GCGflag proteini için 

monoklonal fare anti-flag antikorları, GST-GCG proteinleri için ise monoklonal fare 

anti-GST antikorları kullanıldı. pCAGGS-GST-GCG plazmiti ile transfekte edilen 

HEK-293 hücrelerinde GST-GCG proteinin sentez edildiği saptandı (Şekil 26). Buna 

karşın GCGflag proteini Western melezleme ile görüntülenemedi. 

                                                                    

Şekil 26. pCAGGS-GST-GCG plazmit vektörü üzerinden kodlanan proteinlerin 

Western melezleme ile analiz edilmesi. Proteinlerin işaretlenmesinde primer antikor 

olarak GST-GCG ve GST proteinleri için fare orijinli monoklonal anti GST; aktin 

Aktin

GST-GCG

GST
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için ise anti-aktin antikorları kullanıldı. Sekonder antikor olarak biyotinlenmiş keçi 

anti fare IgG antikorları kullanıldı. Elektroforez işlemi 5.21.4‘de belirtilen koşullarda 

gerçekleştirildi.  

6.1.5. Ekspresyon vektörleri üzerinden kodlanan proteinlerin immünfloresans 

yöntemle görüntülenmesine ilişkin veriler 

Memeli ekspresyon vektörlerine klonlanan glukagon ve glukagon reseptör 

genleri tarafından kodlanan proteinlerin hücrelerdeki lokalizasyonları 

immünfloresans tekniklerden yararlanılarak belirlendi. Bu deneylerde, hücre hattı 

olarak HeLa hücreleri tercih edildi. Lameller üzerinde üretilen hücreler GCGR ve 

GCG geni taşıyan plazmit vektörleri ile transfekte edildi ve transfeksiyondan 48 saat 

sonra hücreler 5.22‘de belirtildiği şekilde paraformaldehit ile fikse edilerek 

immünfloresan işaretleme için hazırlandı. 

pCHA-GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-ED plazmitleri ile transfekte edilen 

hücrelerde sentezlenen GCGRΔsp ve GCGR-ED proteinleri poliklonal tavşan anti-

glukagon antikorları ile işaretlendi. Sekonder antikor olarak Alexa488 bağlı anti-

tavşan IgG antikorları kullanıldı. Floresan mikroskop ile yapılan incelemeler 

sonucunda sinyal peptidi taşımayan GCGRΔsp ve GCGR-ED proteinlerinin her 

ikisinin de baskın olarak hücre sitoplazmasında lokalize olduğu ortaya kondu (Şekil 

27). 
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A 

 

 

B 

 

 

Şekil 27 pCHA-GCGRΔsp (A) ve pCHA-GCGR-ED (B) plazmit vektörleri 

üzerinden kodlanan HA uzantılı GCGRΔsp ve GCGR-ED proteinlerinin HeLa 

hücrelerindeki lokalizasyonu. Primer antikor olarak fare orijinli anti-HA antikoru ve 

sekonder antikor olarak ise Alexa488-konjuge  anti-fare IgG antikorları kullanıldı. 

 

 HeLa hücrelerinde pCAGGS-GCGflag pCAGGS-GST-GCG vektörleri 

üzerinden kodlanan GCGflag ve GST-GCG proteinlerin lokalizasyonlarının 

saptanmasında primer antikor olarak monoklonal fare anti-flag ve anti-GST 

antikorlarından yararlanıldı. Sekonder antikor olarak ise Alexa488 bağlı monoklonal 

anti-fare antikorları kullanıldı. Floresan işaretleme sonucunda GCGflag ve GST-

GCG proteinlerin de GCGR proteinleri gibi hücre sitoplazmasında lokalize olduğu 

saptandı (Şekil 28). 
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A 

 

 B 

 

 

Şekil 28 HeLa hücrelerinde sentez edilen GCGflag (A) ve GST-GCG (B) 

proteinlerinin immünfloresan yöntemle işaretlenmesi. Primer antikor olarak 

monoklonal fare anti-flag ve anti-GST antikorları, sekonder antikor olarak ise 

Alexa488 bağlı monoklonal anti-fare antikorları kullanıldı. 

6.2.  GCGR ve GCG Proteinleri Arasındaki İlişkinin Araştırılması ile İlgili 

Bulgular 

HEK-293 hücrelerinde plazmit transfeksiyonu sonucu sentez edilen sinyal peptid 

taşımayan GCGR ve GCGR-ED proteinleri ile yine aynı hücrede sentez edilen GCG 

proteinlerinin (GST-GCG ve GCGflag) fiziksel etkileşim gösterip göstermedikleri 

GST ile çöktürme ve birlikte immün çöktürme testleri ile araştırıldı. 

6.2.1. GST ile çöktürme testleriyle elde edilen sonuçlar 

GST ile çöktürme testleri için, HEK293 hücreleri pCAGGS-GST-GCG plazmit 

vektörü, GCGRΔsp veya GCGR-ED kodlayan plazmit vektörleri ile birlikte 

transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hücrelerden hazırlanan lizatlarda 
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GST-GCG proteinleri 5.23.1‘de belirtildiği gibi GST-Sepharose ile çökeltildi. 

Çökelen GST-GCG ve olası birlikte çökelen GCGR ve GCGR-ED proteinleri 

Western melezleme yöntemi ile analiz edildi. Analiz sonuçları Şekil 29’da verildi. 

A 

 

 

 B 

 

 

 
 

 

Şekil 29 GCGRΔsp ve GCGR-ED proteinleri ile GCG arasındaki olası fiziksel 

etkileşimin GST ile çöktürne yöntemi ile analiz edilmesi. HEK-293 hücreleri şekil 

üzerinde belirtilen plazmitler ile transfekte edildi. Hücrelerden hazırlanan lizatlar ile 

5.23.1’de belirtildiği şekilde GST ile çöktürme işlemi gerçekleştirildi ve Western 

melezleme ile analiz edildi. Proteinlerin ayrıştırılmasında Tris-Tricine/PAGE 

kullanıldı. A. pCAGGS-GST-GCG ve glukagon reseptör proteinlerini kodlayan 

Aktin

GST-GCG

L   L GP   L  GP   L  GP   L  GP

GST-Glu - +   +   +   +   +   +   +   + 
GCGRΔsp - +   +   - - - - - -
GCGR-ED   - - - +   +   - - - -
H-GCGRΔsp - - - - - +   +   - -
H-GCGR-ED - - - - - - - +   + 

GCGRΔsp

GCGR-ED

Aktin

GST

L   L  GP   L  GP

GST       - +   +   +   +
H-GCGRΔsp - +   +   - -
H-GCGR-ED - - - +   +

GCGR-ED
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plazmitler ile trasfekte edilen hücrelerde sentezlenen proteinlerin analizi. B. 

pCAGGS-GST (kontrol) ve HA uzantılı glukagon reseptör proteinlerini kodlayan 

plazmitler ile transfekte edilen hücrelerde sentezlenen proteinlerin analizi.  L. işlem 

görmemiş hücre lizatı. GP. GST-Sepharose ile çöktürülen protein örnekleri. 

Proteinlerin işaretlenmesinde primer antikor olarak fare orijinli anti GST ve anti-

aktin ve tavşan orijinli anti-GCGR antikorları kullanıldı. Sekonder antikor olarak 

biyotinlenmiş keçi anti fare IgG veya biyotinlenmiş keçi anti tavşan IgG kullanıldı. 

Elektroforez işlemi 5.21.4‘de belirtildiği şekilde gerçekleştirildi.  

 

Şekil 29 A’ dan da görüldüğü gibi, pCAGGS-GST-GCG ile transfekte edilen 

tüm hücre lizatları ile yapılan çöktürme deneylerinde GST-GCG proteinlerinin 

çökeldiği saptandı. GST-GCG proteini ile birlikte çöken GCGR proteinleri 

incelendiğinde sadece pCHA-GCGR-ED plazmitleri ile transfekte edilen hücre 

lizatlarında H-GCGR-ED proteinlerinin birlikte çökeldiği saptandı. Bununla birlikte 

Şekil 29 B’de verilen kontrol deneyi sonuçları, H-GCGR-ED proteininin GCG’den 

bağımsız olarak da GST proteini ile birlikte çökeldiğini ortaya koydu. GCGRsp’nin 

ise gerek GST gerekse GST-GCG proteini ile çökelmediği saptandı. Dolayısıyla GST 

ile çöktürme testleri için GST-GCG füzyon proteininin uygun olmadığı sonucuna 

varıldı.  

6.2.2. Birlikte immün çöktürme testleriyle elde edilen sonuçlar 

GST ile çöktürme testlerinin olumlu sonuç vermemesi nedeniyle GCG ile 

GCGR-ED ya da GCGRsp proteinleri arasındaki ilişki birlikte immün çöktürme 

testleri ile araştırıldı. Bu amaçla HEK-293 hücreleri GCGflag ve GCGR-ED ya da 

GCGRsp proteinlerini kodlayan plazmit vektörler ile birlikte transfekte edildi. 

Transfekte edilen hücrelerden hazırlanan lizatlar, anti-glukagon ve anti-flag 

antikorları kullanılarak 5.23.2‘de ayrıntılı verilen işlemlerden geçirildi ve SDS-

PAGE/Western melezleme tekniği ile analiz edildi.  Poliklonal tavşan anti-glukagon 

antikorları ile gerçekleştirilen immün çöktürme deney sonuçları Şekil 30’ da verildi.  
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Şekil 30. pCAGGS-GCGflag plazmiti, GCGRΔsp (A) ya da GCGR-ED kodlayan 

(B) plazmit ile birlikte HEK293 hücrelerine transfekte edildi. Birlikte immün 

çöktürme işlemi 5.23.2‘de belirtildiği şekilde, anti-GCGR antikorları kullanılarak 

gerçekleştirildi. Proteinler SDS-PAGE/Western melezleme tekniği ile analiz edildi. 

Proteinlerin işaretlenmesinde primer antikor olarak fare orijinli anti-flag ve tavşan 

orijinli anti-GCGR antikorları; sekonder antikor olarak ise biyotinlenmiş keçi anti 

fare IgG ve biyotinlenmiş keçi anti tavşan IgG antikorları kullanıldı. Elektroforez 

işlemi 5.21.4‘de belirtildiği şekilde gerçekleştirildi. 
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Şekil 30’da verilen sonuçlar, hem GCGRsp hem de GCGR-ED proteinlerinin 

anti-glukagon antikorları ile çökeldiğini gösterdi. Bununla birlikte immün çöktürme 

işlemine tabi tutulan örneklerde GCGflag proteinleri belirlenemedi. Fare monoklonal 

anti-flag antikorları ile yapılan çöktürme deneylerinden istenilen sonuçlar alınamadı.  

6.3. Ticari Rekombinant GCG Peptidinin Elektroforetik Analizi ile İlgili 

Bulgular 

GCG peptidi 29 amino asitten oluşan, 3.48 kD ağırlığında bir moleküldür. 

Küçük molekül ağırlıklı peptidler ile ilgili yapılan Western melezleme deneylerinde 

karşılaşılan önemli sorunlardan biri, jelde ayrıştırılan peptidlerin membranlara 

transferi sırasında kaybedilmesidir. Bu nedenle, sentetik olarak üretilen ticari GCG 

peptidinin (Sigma;G2044) elektroforez sonrası jel üzerinde görüntülenebilirliği 

değerlendirildi. Bunun için, deiyonize distile su içerisinde 1 mg/ml konsantrasyonda 

çözündürülerek hazırlanan GCG peptit örneğinden belirli miktarlarda %15’lik jele 

uygulandı ve ayrıştırıldı. Daha sonra jel gümüş boyama yöntemi ile boyandı. Bu 

yöntem 5.21.6‘de ayrıntılı olarak belirtildiği şekilde gerçekleştirildi. Deney sonucu 

Şekil 31’de verildi. Şekil 31’den de görüldüğü gibi, GCG peptidlerinin %15’lik 

akrilamid jel ile ayrıştırılıp görüntülenebildiği saptandı. 

 

Şekil 31. Ticari GCG peptidlerinin SDS-PAGE ile incelenmesi. Her bir cebe şekil 

üzerinde belirtilen miktarlarda örnek uygulandı. Deneyde %15’lik jel kullanıldı. 

Elektroforez işlemi 30 voltta 20 dakika daha sonra 60 voltta 1 saat sürede 

gerçekleştirildi. 

kD
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Glukagon pankreas bezinde, Langerhans adacıklarındaki alfa hücreleri 

tarafından üretilen 29 amino asit bakiyesinden oluşan peptid hormondur. Pankreas 

tarafından kana glukagon salgılanması, insülinin aksine kan glukoz düzeyini arttırıcı 

etki gösterir. Bu etki, karaciğer hücrelerinde glikojen şeklinde depolanan glukozun, 

glikojenoliz reaksiyonları ile serbest kalması sonucunda ortaya çıkar. Karaciğer 

hücrelerinde glikojenoliz reaksiyonlarının tetiklenmesi, glukagon hormonunun hücre 

membranlarında yer alan glukagon reseptörlerine bağlanması ile gerçekleşir (Nelson 

DL, 2005). Dolayısıyla, kan glukoz düzeyinin regüle edilmesinde glukagon hormonu 

kadar, bu hormona özgü reseptörü olan glukagon reseptörü de önemli bir rol üstlenir. 

Bu tez çalışmasına konu olan glukagon reseptörü yaklaşık 62 kD ağırlığında, 

glukagon hormonunun bağlanmasıyla aktive olan bir membran proteinidir. Bu 

protein B sınıfı G-proteini ile eşleşmiş reseptörler  (İng. G protein–coupled receptors 

- GPCRs) ailesi içerisinde sınıflandırılır (Brubaker and Drucker, 2002). Glukagon 

reseptörünün, glukagon hormonu ile uyarılması adenilat siklaz enzimini aktive 

ederek hücre içerisinde cAMP düzeyinin artmasına neden olur. cAMP düzeyindeki 

artış, glikojenoliz reaksiyonları için sinyal görevi görür. GPCR'ler,  hücre 

membranını  yedi kez geçen transmembran bölgesi, hücre dışında yer alan ve 

reseptörün bağlanmasında birincil işlev gören hücre dışı (eksternal) amino-terminal 

bölge ve hücre içerisinde yer alan (internal) karboksi-terminal bölgeler ile 

karakterize edilir. Ortak bir yapıya sahip olmalarına karşın, GPCR'ler, birçok farklı G 

proteinleri ve diğer hücre içi ve membran ilişkili sinyalizasyon ve iskelet proteinleri 

ile etkileşim halindedir (Brubaker and Drucker, 2002, Siu ark. , 2013). Bu sebeple 

hücresel ilişkilerde farklı mekanizmalar kullanırlar.  

GPCR'ler, yapısal ve ligand bağlanma özelliklerine göre altı farklı grup 

halinde sınıflandırılırlar (Kolakowski, 1994).  Bu GPCR ailesi içinde sınıf II olarak 

da bilinen, B sınıfı reseptörler diyabet, obezite ve diğer endokrin hastalıklarının 

tedavisinde aday proteinlerdir  (Harmar, 2001, Mayo, Miller, 2003). B sınıfı GPCR 

proteinleri de kendi içerisinde B1, B2 ve B3 alt gruplarına ayrılmıştır. İnsanlarda B1 

alt grubu 15 hormon reseptöründen oluşmaktadır (Harmar, 2001). Bu reseptörler 

polipeptid hormonlar ve diğer ligandlar ile yapısal olarak ilişkilidir. Bu alt grup 

içerisinde yer alan glukagon reseptör ailesi proglukagon gen ürünleri (glukagon, 
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sekretin, GLP-1, GLP-2), GIP ve GHRH için hedef görevi görür (Mayo, Miller, 

2003).  

Kan glukoz düzeyinin regülasyonunda iş gören hormonlar ve bu hormonların 

kendi reseptörleriyle etkileşimlerindeki anormalliklere bağlı olarak çıkan diyabetin 

tedavisinde, glukagon ve glukagon reseptör antagonistlerinin önemli bir potansiyele 

sahip olduğu ortaya konmuştur (Johnson, Goebel, 1982). Bu nedenle özellikle 

glukagon reseptörünün işlevini bloke edecek glukagon reseptör antagonistleri 

üzerinde yoğun çalışmalar yapılmaktadır. Bir diğer yaklaşım, glukagona özgü 

monoklonal antikorların kullanılması ve normalden yüksek düzeylerde sentez 

edildiği durumlarda glukagonun nötralize edilmesidir (Brand, Rolin, 1994). Bununla 

ilişkili olarak gerçekleştirilen bu tez çalışmasında da, insan glukagon reseptör 

geninin, proteinlerin endoplazmik retikuluma, dolayısıyla membrana kanalize 

olmasında işlev gördüğü düşünülen sinyal (lider) peptidi kodlamayan (GCGRΔsp) ve 

sadece hücre dışı (eksternal) bölgesini (GCGR-ED) kodlayan kısımları memeli 

hücrelerinde ekspresyon yapan pCAGGS ve pCHA plazmit vektörlerine klonlandı. 

Bu vektörler üzerinden kodlanan glukagon reseptör proteinlerinin glukagon ile 

etkileşimleri değerlendirildi. 

 Glukagon reseptörü cDNA’sının hazırlanmasında, insan karaciğer 

hücrelerinden orijinli Hep G2 hücre hattından yararlanıldı. Hücrelerden hazırlanan 

total RNA üzerinden (Şekil 11), reverz transkripsiyon reaksiyonu ile cDNA’lar elde 

edildi. Hep G2 cDNA’ları ve insan glukagon reseptör genine özgü primerler 

kullanılarak, sinyal peptidi taşımayan glukagon reseptör proteini (453 amino asit) ve 

proteinin eksternal bölgesini  (98 amino asit) kodlayan gen bölgeleri PZR ile 

çoğaltıldı (Şekil 13). Sinyal peptid dizisini de içeren 477 amino asit bakiyesinden 

oluşan, doğal glukagon proteini kodlayacak cDNA fragmentinin de, kontrol amaçlı 

kullanılmak üzere PZR ile çoğaltılması ve klonlanması amaçlandı. Bununla birlikte 

farklı koşullarda gerçekleştirilen PZR deneylerinde olumlu sonuç alınamadığı için 

doğal glukagon reseptör proteini kodlayan ekspresyon vektörü oluşturulmadı.  Sinyal 

peptid kodlayıcı diziler taşımayan glukagon reseptör geni ve eksternal bölgeyi 

kodlayan gen parçası pCAGGS ve pCHA plazmit vektörlerine klonlanarak 

pCAGGS-GCGRΔsp, pCAGGS-GCGR-ED, pCHA-GCGRΔsp ve pCHA-GCGR-

ED vektörleri oluşturuldu (Şekil 14 ve 18). Ekspresyon vektörlerinin doğrulukları 
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restriksiyon enzimleri ile kesilerek yapılan ön kontroller sonrası (Şekil 15, 17 ve 19), 

DNA dizi analizleri ile ortaya kondu (Şekil 16). 

 Sinyal peptidi taşımayan glukagon reseptör proteini ve eksternal bölgesini 

kodlayan gen bölgelerinin seçilmesinde, iki farklı konu ile ilgili bilimsel verilerden 

yararlanıldı. Bunlardan birincisi, hücrelerde protein trafiğinin düzenlenmesinde işlev 

gördüğü düşünülen ve birçok çalışmada da kanıtlanan sinyal hipotezi (Schutze ark. , 

1994, Stornaiuolo ark. , 2003), diğeri ise hücre reseptörleri üzerinde yapılan 

çalışmalarda, ligandın bağlanmasında eksternal bölgenin önemini ortaya koyan 

çalışmalardır. Özellikle membran proteinlerinin, translasyonun başlamasından 

itibaren hücre membranına yönlendirilmesinde sinyal görevi görecek dizilerin 

bulunduğu görüşü ilk kez Blobel ve Dobberstein (Blobel and Dobberstein, 1975a, b) 

tarafından ortaya atılmıştır. Sinyal dizileri, proteinlerin sadece membrana kanalize 

olmasında işlev görmez, aynı zamanda hücredeki organellere ve hücre nükleusuna 

taşınma trafiğinde de önemli görevler üstlenirler (Kalderon ark. , 1984, Schwartz, 

1990, Stornaiuolo, Lotti, 2003, Teasdale and Jackson, 1996). Proteinlerin hücre 

nükleusuna taşınmasında iş gören ve ilk keşfedilen sinyal dizisi SV40 virüsüne ait T 

antijeni nüklear lokalizasyon (NLS) sinyalidir (PKKKRKV). Bunun dışında birçok 

farklı tipte nüklear lokalizasyon dizileri saptanmıştır (Dingwall ark. , 1988). NLS 

dizilerinin çoğu, importin ß ailesinin spesifik reseptörleri tarafından tanınırlar (Mattaj 

and Englmeier, 1998, Williams ark. , 1997). Bu çalışmalar doğrultusunda, bir 

membran proteini olan glukagon reseptör proteininin 25 amino asit bakiyesinden 

oluşan sinyal peptidi taşımayan kısmını kodlayan DNA parçası memeli ekspresyon 

vektörlerine klonlandı. Bunun sonucunda Şekil 14 ve 18 de haritaları verilen 

ekspresyon vektörleri elde edildi. İkinci olarak, ligand ile bu liganda özgü reseptör 

arasındaki etkileşimi konu alan çalışmalardır. Yapılan birçok çalışmada hücre 

membranında yer alan reseptör proteinlerinin ligandları tanımada önemi olan 

bölgeleri ele alınmıştır (Clayton ark. , 2009, Dong ark. , 2005, Dong ark. , 2007, 

Dong ark. , 2003, Jin ark. , 2009, Myung ark. , 2013, Yeh ark. , 2000). Örneğin Han 

ve Halpson (Jin, Singh, 2009) glutamat reseptörünün amino terminal bölgesini DNA 

teknolojileri ile klonlayarak çözünür formda üretmişler ve bu proteinin radyoaktif  

(
3
H)L-2amino-4-fosfonobutirik asit antagonistini bağlama potansiyelini 

araştırmışlardır. Bu çalışmada ise insan glukagon reseptörünün 98 amino asit 
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bakiyesinden oluşan eksternal amino-terminal bölgesini kodlayan gen bölgesi, 

glukagon peptidi ile olası etkileşimini saptamak amacıyla pGAGGS ve pCHA 

vektörlerine klonlandı. 

  

pCAGGS ve pCHA vektörlerine klonlanan insan glukagon reseptör gen 

bölgelerinin nükleotid dizileri DNA dizi analizleri ile saptandı (Şekil 16). Dizi 

analizleri sonucunda, tasarlanan şekli ile birebir aynı oldukları saptanan ekspresyon 

vektörlerinin memeli hücrelerinde anlatım yapıp yapmadıkları, Western melezleme 

tekniği ve immünfloresans teknikler ile ortaya kondu. Western melezleme tekniği 

kullanılarak yapılan analizlerde HEK293 hücrelerinden yararlanıldı. Bu hücrelere 

transfekte edilen ekspresyon vektörleri üzerinden GCGRΔsp, GCGR-ED, H-

GCGRΔsp ve H-GCGR-ED proteinlerinin etkin bir şekilde sentez edildikleri ve 

proteinlerin poliakrilamid jel üzerinde beklenen büyüklüklerde bantlar oluşturdukları 

saptandı (Şekil 25).  

Western melezleme tekniği ile yapılan analizler, hücrelerde sentez edilen 

proteinlerin miktarları ve büyüklükleri hakkında veri sağlarken, doğal olarak bu 

proteinlerin hücre içerisinde lokalizasyonları hakkında bir fikir vermemektedir. 

Proteinlerin hücre içi lokalizasyonları immünfloresans teknikler ile saptanabilir. 

İmmünfloresans teknikler de Western melezleme ile yapılan analizlerin aksine 

proteinlerin molekül ağırlıkları hakkında veri sağlamaz. Dolayısıyla hücrelerde 

rekombinant olarak sentez edilecek proteinlerin analizlerinde her iki yöntemin de 

uygulanması kaçınılmazdır. Yaptığımız bu çalışmada, pCHA plazmiti üzerinden 

kodlanan GCGR proteinlerinin hücre içi lokalizasyonlarının saptanmasında HeLa 

hücrelerinden yararlanıldı. HeLa hücrelerinde sentez edilen hemaglütinin uzantılı 

GCGRΔsp (H-GCGRΔsp) proteinin belirgin bir şekilde hücre sitoplazmasında 

lokalize olduğu ortaya kondu (Şekil  27A). Daha önce de belirtildiği gibi sinyal 

peptidi taşıyan doğal GCGR proteini kodlayacak plazmit vektörü oluşturulamadığı 

için, H-GCGRΔsp ve doğal GCGR proteinlerinin hücre içi lokalizasyonlarını 

karşılaştırma olanağımız olmadı. Bununla birlikte başka araştırmacılar tarafından 

insan (Krilov ark. , 2008) ve sıçan (Unson ark. , 1995) glukagon reseptörleri ile 

yapılan çalışmalarda, doğal glukagon reseptörlerinin hücre membranında lokalize 

olduğu immünfloresans teknikler ile ortaya konmuştur. Dolayısıyla, GCGRΔsp 
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proteinin HeLa hücrelerinde sitoplazmik lokalizasyon göstermesi, proteinin amino-

terminal ucunda yer alan 25 amino asit bakiyesinden oluşan sinyal peptidinin 

proteinin hücre membranına kanalize olmasında büyük önem taşıdığı sonucunu 

verdi.  pCHA-GCGR-ED plazmit vektörü ile transfekte edilen HeLa hücrelerinde 

monoklonal anti-HA antikorları ile gerçekleştirilen immünfloresans testlerde, GCGR 

proteininin sadece 98 amino asit bakiyesinden oluşan ve sinyal peptidi içermeyen 

eksternal bölgesinin (H-GCGR-ED) de sitoplazmik lokalizasyon gösterdiği saptandı 

(Şekil 27B).  Bu tez çalışmasının ana hedeflerinden biri, rekombinant DNA 

tekniklerinden yararlanarak, hücre membranına bağlı olmaya, sitoplazmada serbest 

(çözünür) halde glukagon reseptör proteini üretmekti. Bu bağlamda 

değerlendirildiğinde, çalışma kapsamında insan glukagon reseptör proteininin 453 

amino asitlik büyük bir bölümünü oluşturan GCGRΔsp ve 98 amino asit bakiyeden 

oluşan GCGR-ED bölgesi memeli hücrelerinde çözünür formda  başarılı bir şekilde 

üretilebilmiştir. 

Membrana bağlı olayan GCGR proteinlerinin glukagon peptidini bağlama 

kapasitesine sahip olup olmadıklarını saptanması bu çalışmanın nihai hedefini 

oluşturmaktadır. Genel olarak hücre reseptörleri ile bu reseptörlere bağlanan  küçük 

molekül ağırlıklı ligandlar arasındaki interaksiyonların araştırılmasında 

radyoizotoplar ile işaretleme tekniklerinden yararlanılmaktadır (Pal ark. , 2007, 

Vaughan ark. , 2005). Ligandın protein yapıda olması durumunda ise, birlikte immün 

çöktürme, GST ile birlikte çöktürme ve hücrelerde birlikte lokalizasyonun 

immünfloresans teknikler ile saptanması gibi faklı biyokimyasal ve hücre moleküler 

biyolojisi tekniklerinden yararlanılabilmektedir.  Glukagon reseptörüne bağlanan 

glukagon molekülü 29 amino asit bakiyesinde oluşan yaklaşık 3.5 kD ağırlığında ve 

poliakrilamid jellerin ayırma kapasitesi sınırlarını zorlayacak ölçüde nispeten küçük 

bir moleküldür. Bu bakımdan, rekombinant olarak üretilen ticari glukagon 

peptidlerinin poliakriamad jel elektroforezinde görüntülenebilirliği, elektroforez 

sonrası jeller gümüş boyama ile boyanarak araştırılmıştır. Şekil 31’de görüldüğü gibi 

farklı miktarlarda jele uygulanan glukagon peptidleri, başarılı bir şekilde 

görüntülenebildi. Buna karşın Western melezleme ile görüntülemek amacıyla yapılan 

deneylerde, poliakrilamd jel üzerinde ayrıştırılan peptidlerin membrana transfer 

edilmesinde, gerek 0.45 m gerekse 0,2 m por çapına sahip membranlar ile 
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beklenen sonuç alınamadı. Bunun nedenlerinde biri, protein transferi aşamasında, 

peptidlerin kaybedilmesi ya da anti-glukagon antikorlarının glukagon peptidlerine 

etkin bir şekilde bağlanamaması olabilir.  

Ticari yolla temin edilen rekombinant glukagon peptidinin poliakrialmid jel 

elektroforezi ile analizi konusunda karşılaşılan sorunları aşabilmek amacıyla insan 

glukagon peptidi kodlayan cDNA molekülü, GST ve Flag (DYKDDDDK) kodlayan 

DNA dizileri ile aynı çerçeve içerinde plazmit vektörlere klonlandı. Bunun 

sonucunda Şekil 21 ve 23’de haritaları verilen pCAGGS-GST-GCG ve pCAGGS-

GCGflag ekpresyon vektörleri elde edildi. Plazmit vektörlere klonlanan DNA 

fragmentleri DNA dizi analizleri ile kontrol edildi ve teorik olarak tasarlanan gen 

yapıları ile birebir aynı olduğu ortaya kondu (Şekil 22 ve 24). Bu vektörler üzerinden 

kodlanan GST-GCG ve GCGflag füzyon proteinlerinin HeLa hücrelerinde sentezi ve 

lokalizasyonları immünfloresans boyama yöntemleri ile saptandı. Elde edilen 

sonuçlar hem GST-GCG hem de GCGflag proteinlerinin HeLa hücrelerinde sentez 

edildiğini ve hücrelerin sitoplazmalarında lokalize olduğunu ortaya koydu (Şekil 28). 

Proteinler arası interaksiyonların saptanmasında kullanılan biyokimyasal 

yöntemlerin başında, hücrelerde doğal halde ya da rekombinant olarak HA 

(YPYDVPDYA), Flag (DYKDDDDK), Myc (EQKLISEEDL) ve His (HHHHHH) 

gibi uzantıları (tag) ile füzyon halinde sentez edilen proteinlerin birlikte immün 

çöktürme, ya da çeşitli afinite kolon kromatografileri ile birlikte fraksiyonlama 

teknikleri ile ayrıştırılması ve sonrasında PAGE/Western melezleme teknikleri ile 

analiz edilmesi gelmektedir. Diğer taraftan, Glutatyon-Sepharose boncuklara kolayca 

bağlanabilen ve ortamdan kolayca ayrılabilen Glutatyon S-Tranferaz (GST) enzimi 

de protein etkileşimlerinin saptanmasında yaygın olarak kullanılmaktadır (Brady ark. 

, 2011, Brady ark. , 2004, Ren ark. , 2003). GST’ın en önemli dezavantajı, HA ve 

Flag gibi diğer uzantılar ile karşılaştırıldığında daha büyük bir molekül olması ve 

zaman zaman ele alınan proteinlerin etkileşimini etkilemesidir. 

 Glukagon ile sitoplazmada lokalize olan çözünür formdaki GCGRΔsp ve 

GCGR-ED proteinleri arasındaki olası etkileşim, GST ile çöktürme yöntemi ile 

araştırıldı. Bunun için GST-GCG füzyon proteini kodlayan plazmit vektöründen 

yararlanıldı. Ekspresyon plazmitlerinin birlikte transfeksiyonu ile GCGR ve GST-
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GCG proteinleri HEK293 hücrelerinde aynı zamanda sentez edildi. Bu hücrelerden 

hazırlanan lizatlarda GST-GCG füzyon proteinleri glutatyon-Sepharose boncuklar ile 

çöktürüldü. GCGRΔsp ve GCGR-ED proteinlerinin GST-GCG proteinleri ile birlikte 

ayrılıp ayrılmadıkları PAGE/Western melezleme tekniği ile analiz edildi. Elde edilen 

sonuçlar GST-GCG’nin HEK293 hücrelerinde etkin bir şekilde sentez edildiğini ve 

Glutatyon-Sepharose ile çökeldiğini ortaya koydu (Şekil 29A). Çökeltilerde 

GCGRΔsp proteinine rastlanmadı. Buna karşın  özellikle HA uzantılı H-GCGR-ED 

proteinlerinin GST-GCG ile birlikte çökeldiği görüldü (Şekil 29A). H-GCGR-ED 

proteininin kontrol deneyinde GST proteini ile de çökelmesi (Şekil 29B), bu 

proteinin non-spesifik olarak GST proteinine bağlandığı ve çökelmenin GCG peptidi 

ile ilişkili olmadığı sonucunu verdi. Dolayısıyla GST ile çöktürme metodunun 

GCGR ile  GCG arasındaki etkileşimin saptanmasında uygun bir yöntem olmadığı 

görüldü.  

 GST proteininin GCG peptidi taşımaksızın GCGR-ED proteinlerini 

bağlaması nedeniyle, GCG ve GCGR proteinleri arasındaki olası interaksiyonu 

belirlemek amacıyla birlikte immün çöktürme yöntemi denendi. Doğal glukagon 

peptidinin PAGE/Westerm melezleme ile görüntülenmesinde karşılaşılan 

sorunlardan dolayı Flag uzantılı GCG peptid kodlayan pCGAGGS-GCGflag vektörü 

oluşturuldu. Bu vektör GCGR-ED ve GCGRΔsp proteinlerini kodlayan plazmit 

vektörler ile birlikte HEK293 hücrelerine transfekte edildi. Aynı anda hücrelerde 

sentez edilen GCGflag ve GCGR proteinleri arasındaki etkileşim birlikte immün 

çöktürme deneyleri ile araştırıldı. İmmün çöktürme için GCGR proteinlerine özgü 

tavşan orijinli anti-glukagon reseptörü antikorları kullanıldı. Plazmitlerle transfekte 

edilen HEK293 hücrelerde GCGR-ED ve GCGRΔsp proteinlerinin sentez edildiği ve 

anti-glukagon reseptör antikorları ile çökeldiği saptandı (Şekil 30). Buna karşın 

GCGflag proteinleri hem hücre lizatlarında (input) hem de immün çöktürme ile 

hazırlanan örneklerde saptanamadı (Şekil 30). DNA dizi analizi sonuçları pCAGGS-

GCGflag plazmit vektörüne klonlanan GCG cDNA’sının Flag uzantısı ile aynı 

çerçevede ve doğru dizide olduğunu (Şekil 24) ve immünfloresans boyama yöntemi 

ile GCGflag proteinlerinin hücrelerde sentez edildiği gösterilmiştir (Şekil 28A). 

Hücre lizatlarında (input) GCGflag proteinlerinin Western melezleme ile 

görüntülenememesinin teknik bir sorundan kaynaklandığı düşünülmektedir. 
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Dolayısıyla gerek GST ile çöktürme gerekse birlikte immün çöktürme deneyleri 

sonucu elde edilen verilere bakarak, GCG ile çözünür formdaki glukagon reseptör 

proteinleri arasında fiziksel interaksiyonun olmadığını söylemek olası 

görünmemektedir.  

 Sonuç olarak, bu tez çalışması kapsamında, sinyal (lider) peptidi taşımayan 

insan glukagon reseptör proteini ve bu proteinin eksternal bölgesi rekombinant 

olarak üretildi ve bu proteinlerin memeli hücrelerinde sitoplazmik lokalizasyon 

gösterdikleri ortaya kondu. Benzer şekilde insan glukagon peptidi, PANC-1 

hücrelerinden elde edilen cDNA’nın pCAGGSflag ve pCAGGS-GST plazmit 

vektörlerine klonlanması ile GST ve flag ile füzyon halinde (GCGflag ve GST-GCG) 

üretildi. Her iki füzyon proteinin de hücrelerde sitoplazmada lokalize oldukları 

saptandı. Buna karşın, glukagon ve sitoplazmik glukagon reseptör proteinleri 

arasındaki olası fiziksel etkileşimin ortaya konmasında istenilen sonuca ulaşılamadı. 

Özellikle glukagon peptidinin Western melezleme tekniği ile görüntülenmesinde 

yaşanılan sorunların aşılmasına yönelik çalışmalar devam etmektedir. Glukagon 

cDNA’sının proglukagon halinde klonlanarak nispeten daha büyük olan 

proglukagonun sitoplazmik glukagon reseptör proteinleri ile ilişkisi araştırılacaktır. 

Bir diğer alternatif ise, glukagon reseptörü eksternal bölgesinin başka proteinler ile 

füzyon halinde sentez edilmesidir. Özellikle insan IgG antikorlarının değişken 

olmayan ağır zincirleri bu amaç için ideal aday protein molekülü olarak 

görülmektedir.   
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Yabancı Dilleri 
Okuduğunu 

Anlama* 
Konuşma* Yazma* 

İngilizce orta orta orta 

 

 

Yabancı Dil Sınav Notu  

YDS ÜDS IELTS TOEFL IBT TOEFL 

PBT 

TOEFL 

CBT 

FCE CAE CPE 

 45        

 

 Sayısal Eşit Ağırlık Sözel 

ALES Puanı  72,89885 75,44816 68,86558 

 

Bilgisayar Bilgisi 

Program Kullanma becerisi 

Microsoft Office Word iyi 

Microsoft Office Power Point iyi 

Microsoft Office Excel iyi 

*Çok iyi, iyi, orta, zayıf olarak değerlendiriniz. 
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