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BEYAN

Bu tez c¢alismasinin kendi calismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢cinde elde ettigimi, bu tez calismayla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Sule IBISOGLU



l. TESEKKUR

Tez calismam boyunca bilgisini ve destegini higbir zaman esirgemeyen, bana bir
egitmenin Onderlik vasfi ile ekip ruhunu harmanlayarak, ‘biz’ diyebildigini her
seferinde gosteren ve bu dogrultuda bana katkilarindan dolay1 basta sayin Prof. Dr.
Kadir Turan hocama yiirekten tesekkiirlerimi sunarim.

Katkilarindan dolay1 Biyokimya Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Fikriye URAS
basta olmak iizere Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim
Dal1 6gretim iiyelerine tesekkiir ederim.

Hayatimin her déneminde yanimda olan, her biri benim i¢in rol model olmus
sevgili ailem; basta annem Hatice IBISOGLU ve babam Cemal iIBISOGLU’na bana
kendimi her zaman sanshi hissettiren ablalarim, Zeynep KEFELI ve Serap
IBISOGLU’na tesekkiirlerimi ve minnetlerimi sunarim. Ailem kadar yakin olmus
sevgili dostlarim; Nilay KACAR’a, Sinem ULUS’e, Merve AKARLI ve Aygin
ERDENAY’a hep yanimda olduklari, 6zellikle tez calismamin psikolojik ayaginda
desteklerinden dolay1 cok tesekkiir ederim. Calismalarim boyunca yardimlari
dokunan béliim arkadaslarim Aysegiil PIRINCAL ve Elif CAGLAYAN’a tesekkiir
ederim.

Bugiinlere gelmemde emegi olan herkese can-1 goniilden tesekkiirlerimi

sunarim.

Sule IBISOGLU

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Konu/No:
Rekombinant Olarak Uretilecek Coziiniir Halde Glukagon Reseptoér Proteininin
Glukagona Olan Ilgisinin Arastirilmas: | SAG-C-YLP-131113-0426, 2014) ve
TUBITAK (Konu/No: Influenza Viriis Patogenezinde Viral RNA Polimeraz Enzimi ve
Konak Hiicre Proteinlerinin Roliiniin  Arastirilmasi / 112S518) tarafindan
desteklenmistir.
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1. OZET

Rekombinant Olarak Uretilecek Coziiniir Halde Glukagon Reseptor Proteininin
Glukagona Olan Ilgisinin Arastiriimasi

Ogrencinin Adi : Sule Ibisoglu
Danismani : Prof. Dr. Kadir Turan
Anabilim Dah : Biyokimya Anabilim Dali

Amag: Glukagon reseptorii, G-proteini ile eslesmis reseptorler ailesi igerisinde
smiflandirilmaktadir. Glukagon tarafindan aktive olan bu reseptor kan glukoz
diizeyinin belirli degerler arasinda korunmasinda biiyiilk 6nem tasir. Viicutta normal
degerlerin tlizerinde sentez edilen glukagonun yol agacagi anormalliklerin tedavisinde
kullanilabilecek glukagon reseptor antagonistleri {iizerinde yogun calismalar
yapilmaktadir. Bu tez calismasinda da membrana bagli olmayan, fakat glukagonu
baglayabilecek glukagon reseptor proteininin iiretilmesi amaglandi.

Gerec ve Yontem: Insan glukagon reseptdr geninin, sinyal peptidi kodlamayan ve
sadece hiicre dis1 bolgesini kodlayan bolgeleri, HEPG2 hiicrelerinden hazirlanan
cDNA’lar tiizerinden PZR ile ¢ogaltilarak pCAGGS ve pCHA plazmitlerine
klonlandi. Benzer sekilde glukagon peptidini kodlayan cDNA Pancl hiicrelerinden
RT-PZR teknigi ile cogaltilarak, pCAGGS-GST ve pCAGGS-Flag vektorlerine
klonlandi. Klonlanan ¢cDNA’lar DNA dizi analizleri ile kontrol edildi. Rekombinant
plazmitler ile transfekte edilen HEK293 hiicrelerinin glukagon ve glukagon reseptor
proteinlerini sentez edilip edilmedigi Western melezleme teknigi ile analiz edildi.
Rekombinant proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonlari, immiinfluoresan boyama
teknikleri ile saptandi. HEK293 hiicrelerinde ayni anda sentez edilen GCGRAsp ya
da GCGR-ED proteinleri ile glukagon arasindaki olas1 etkilesim GST ile ¢oktiirme
ve birlikte immiin ¢oktlirme teknikleri ile degerlendirildi.

Bulgular ve Sonug: Elde edilen veriler, GCGRAsp ve GCGR-ED proteinlerinin
hiicrelerde sitoplazmada lokalize oldugunu ortaya koydu. GST ile c¢oOktiirme
deneyleri, GCGR-ED proteininin glukagon peptidinden bagimsiz olarak ¢okeldigini
gosterdi. Birlikte immiin ¢oktiirme deneylerinde, glukagon peptidinin diisiik molekiil
agilikta olmasina bagl olarak Western melezleme deneylerinde karsilagilan zorluklar
nedeniyle istenilen sonu¢ alinamadi. Bu nedenle, sitoplazmik glukagon reseptor
proteinleri ile glukagon arasindaki olas1 fiziksel etkilesimi ortaya koymaya yonelik
caligmalar stirdiiriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glukagon Reseptorii, Glukagon, Diyabet, Antagonis



2. SUMMARY

Investigation of the affinity of recombinant soluble form of human glucagon
receptor protein to glucagon

Student’s name : Sule Ibisoglu
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 Pancl cells, and cloned into pPCAGGS-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
GCGRAsp or GCGR-ED proteins were evaluated by co-immunoprecipitation and
GST pull down assay.

Results and Discussion: The results showed that GCGRAsp 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



3. GIRIS ve AMAC

Glukagon, proglukagon iizerinde sentez edilen 29 amino asit bakiyesinden
olusan bir peptid hormondur. Bu hormonun kesfi 1920°1i yillara kadar uzanir.
Kimball ve Murlin 1923 yilinda (Kimball, 1923) pankreastan hazirladiklar1 6ziitte
hiperglisemiye neden olan maddelerin varligin1 saptamis ve bu maddeye glukagon
adim1 vermiglerdir. Fakat bu molekiiliin fizyolojik rolii ve 6nemi ancak 1970’li
yillarda anlagilabilmistir. Insan glukagon hormonu 1971 yilinda izole edilerek
kristallestirilmistir (Sundby and Markussen, 1971). Giiniimiizde glukagonun serum

glukoz diizeyinin regiilasyonunda ¢ok biiyiik dnem tasidigi bilinmektedir.

Viicudumuzda sentez edilen bir¢ok enzim ve hormonda oldugu gibi glukagon da
inaktif polipeptid halinde sentez edilir, daha sonra proteolitik kesimler sonucunda
aktif forma doniistiiriiliir. Glukagonun da Onciil maddesi olan proglukagon basta
pankreas olmak tizere beyin ve bagirsak gibi ¢esitli dokularda sentez edilir ve
proteolitik kesimler sonucunda dokuya &zgii bir sekilde farkli peptid hormonlara
doniistiiriiliir. Ornegin bagirsakta L hiicrelerinde subtilizin benzeri proprotein
konvertazlar (PK1-3) tarafindan glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve peptid-2
(GLP-2)’ye islenir (Rouille ark. , 1997b). Pankreas hiicrelerinde ise PK2 enzimi
tarafindan aktif glukagon peptidine doniisttriliir (Furuta ark. , 2001, Rouille ark. ,
1997a, Rouille ark. , 1994).

Glukagon ile ayni 6nciil polipeptid tizerinden sentez edilen glukagon benzeri
peptidler de viicutta 6nemli islevlere sahiptirler. Bu peptidlerden GLP-1 30 amino
asitten olusan bir hormondur. GLP-1 pankreas alfa hiicreleri, bagirsak L hiicreleri ve
santral sinir sistemi hiicrelerinde iiretilerek salinmaktadir. GLP-1 pankreasta adacik
hiicrelerine etki ederek insiilin sekresyonunu arttirir, beta hiicre proliferasyonu ve
yenilenmesini saglar. Buna karsin, glukagon sekresyonunu da inhibe eder (Drucker,
2001, Fehmann and Habener, 1992). GLP-2 ise bagirsaklarda epitelyal biiylimeyi
saglar. GLP-2’nin kemik rezorbsiyonunu inhibe edici etkisi oldugunu gosteren

¢alismalar da vardir (Giglii ark. , 2007)

Glukagon sekresyonu kan glukoz seviyesi ile ayarlanir. Kan serumunda glukoz
seviyesi diistigii zaman glukagon salimi gergeklesir. Glukagonun temel fizyolojik

rolii karacigerde glukoneojenezi ve glukojenolizi uyararak glukoz {iretimini



arttirmasidir. Buna karsin hiperglisemi durumunda glukagon salimi inhibe olur.
Genellikle insiiline antagonist etki gostermektedir. Bu iki hormonun birbirine karsi
orani kan glukoz seviyesini diizenler (Unger, 1985). Glukagon es zamanli olarak

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

Glukagon etkisini hedef hiicrelerde plazma membraninda yer alan glukagon
reseptorii araciligiyla gosterir. Glukagon reseptorii  ekstraseliiler bolgesine
glukagonun baglanmasi, molekiilin konformasyonel yapisinda degisiklige neden
olur. Bu konformasyonel degisim, reseptorle eslesmis G proteinlerini aktive eder. En
az iki farkli G-protein siifinin glukagon sinyal iletimi ile ilgili oldugu bilinmektedir.
Bunlardan Gsa’nin aktivasyonu, cAMP diizeyinin artmasini saglayan adenilat siklazi
aktiflestirir. Hiicre i¢ci cAMP diizeyindeki artis ise protein kinaz A (PKA)’y1 aktive
eder. Gq proteinlerinin aktivasyonu ise fosfolipaz C aktivasyonuna, buna bagli olarak
inositol 1,4,5-trifosfat iiretimine ve hiicre i¢i kalsiyum serbestlesmesine yol agar
(Burcelin ark. , 1996, Christophe, 1995). Gsa. sinyal yolaginda aktive olan PKA
glikojen fosforilaz kinaz enzimini fosforile eder. Aktif glikojen fosforilaz kinaz,
glikojen yikimini saglayan glikojen fosforilaz enzimine fosfat ekleyerek aktif hale
dontstiiriir. Glikojen yikimi ile olusan glukoz-6-fosfat, glukoz-6-fosfataz enzimi ile
glukoza  dondstiiriilerek  karaciger  hiicrelerinden  (hepatositler)  glukoz

serbestlesmesini saglar (Johnson ark. , 1997, Krebs, 1981).

Hormonlarin sinyal iletisinde islevlerini gergeklestirebilmeleri igin, hedef
hiicreler de baglandiklari reseptorler de bilyiik bir onem tasir. Glukagon hormonunun
baglandig1 glukagon reseptdrii yedi transmembran bdlgesi tagiyan bir membran
proteinidir (Christophe, 1995, Martin, 1981). Bu protein farkli memeli tiirlerinde
onemli dl¢iide korunmustur. Insan glukagon reseptorii 477 amino asit bakiyesinden,
fare ve sican glukagon reseptorleri ise 485 amino asit bakiyesinden olusmaktadir.
Insan ve fare glukagon reseptorleri % 80 oraninda identik yapi gosterir. Bu oran

sicanlarda % 93’tiir (Lok ark. , 1994).

Kan glukoz diizeyinin regiile edilmesinde glukagon miktart kadar
glukagon/glukagon reseptorii arasindaki iliski de biiyiik 6nem tasimaktadir. Degisik
etkenler ligant/reseptor baglanmasini etkilemektedir. Yapilan calismalar, insanda

glukagon reseptoriinde Asp63, Argl16 ve Lys98 amino asit bakiyelerinin reseptoriin



amino-terminal bolgesinin yapist ve/veya ligand baglanmasinda onemli oldugunu
gostermistir (Prevost ark. , 2010). Karboksi-terminal bolgesi ligand baglanmasi,
CAMP sentezi veya kalsiyum saliminda 6nemli olmamakla beraber hiicre ylizey
ekspresyonunun uygunlugu i¢in gerekli ve bu domainin fosforilasyonu glukagonla
stimiile edilmis reseptoriin endositozu i¢in zorunludur (Cho ark. , 2012). Glukagon
reseptor grubu igerisinde, sekretin, GLP-1, vazoaktif intestinal peptid (VIP) ve
bliylime hormonu salim faktorii reseptorleri de yer alir. Bu reseptorler de
hormon/reseptdr etkilesimiyle ilgili oldugu distliniilen kismen biiylik ekstraseliiler

bolgeye sahiptirler (Unson ark. , 1996).

Glukagon diizeyi ve glukagon/glukagon reseptorii etkilesiminden kaynaklanan
kan sekeri diizensizliklerini ortadan kaldirmak amaciyla degisik yaklasimlar ortaya
konmaktadir. Glukagonun aktivitesini inhibe etmek i¢in; peptid antagonistler (Unson
ark. , 1987), peptid olmayan oral yoldan aktif olan antagonistler (Madsen ark. , 1998)
ve glukagon ya da glukagon reseptoriine karsi monoklonal antikorlar (Brand ark. ,
1994) denenmektedir. Glukagonun amino-terminalinde yer alan ilk amino asit
bakiyesi (His'), agonistik aktivite icin kritik éneme sahiptir (Unson ark. , 1993).
1972°de sadece His"’den yoksun des-His-glukagon’un in vitro ortamda glukagon
reseptoriiniin  antagonisti oldugu bulunmustur (Goldfine ark. , 1972). Glukagon
reseptorii antagonisti olarak His' ve Arg*®’nin modifiye edilmesiyle gesitli modifiye
glukagon analoglart ([1-N a-trinitrofenilhistidin, 12-homoarginin]-glukagon )
(THG), tanimlanmustir (Bregman ark. , 1980).

Terapotik monoklonal antikorlar, kanser ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok
hastaligin tedavisinde genis capli olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, glukagon veya
glukagon reseptoriine karsi nétralize edici antikorlarin asir1 glukagon etkilerini
azaltacagr ileri siiriilmektedir. Glukagon monoklonal antikorlarinin si¢anlarda
glukagonun hiperglisemik etkisini ortadan kaldirdig1 ve streptozotosin tedavisinde
olan diyabetik sigcanlarda insiilinin oldugu durumlarda dahi yemek sonrasi kan

glukoz diizeyini diisiirdiigii gosterilmistir (Cho, Merchant, 2012).

Glukagon reseptoriiniin - 6zellikle ekstraseliiler amino-terminal bdlgesinin
membrana bagli olmaksizin iglevini koruyabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla bu

calismada rekombinant DNA tekniklerinden yararlanarak, membrana bagli olmayan,



fakat glukagonu baglayabilecek protein {iretmek amacglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda, protein trafigi ve protein lokalizasyonunda rol alan sinyal peptidini
kodlamayan insan glukagon reseptor geni ve glukagon reseptor proteininin sadece
hiicre dis1 (eksternal) boliimiinii kodlayan gen bolgesi, HepG2 hiicrelerinden
hazirlanan ¢cDNA iizerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile g¢ogaltilarak
memeli ekspresyon vektorlerine klonlanmistir. Klonlanan genler iizerinden sentez

edilen rekombinant proteinlerin, glukagon hormonuna olan afinitesi arastirilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

Viicudumuzda lipidler enerji deposu olarak islev goriirken, glukoz temel enerji
kaynag1 olarak kullanilir. Glukoz bagirsak ya da karaciger hiicrelerinden kan yoluyla
diger viicut hiicrelerine ulastirilir. Insanlarda aglik kan glukoz diizeyi ortalama 70-
120 mg/dL’dir (American Diabetes, 2014). Beslenmeye bagli olarak giin igerisinde
glukoz diizeyinde dalgalanmalar olur. Buna karsin kan glukoz diizeyinin belirli
degerler arasinda korunmasi hayati énem tasir. Ozellikle beyin hiicreleri kan glukoz
diizeyinden en fazla etkilenen hiicrelerdir. Insan beyni, ortalama viicut agirligmin
% 2’sini olusturmakla birlikte, kullandig1 total glukoz miktar1 viicudun kullandig
glukozun ortalama % 25’i kadardir. Ote yandan beyin glukoz sentez edemez ve
glikojen halinde depolayamazlar (Tunali, 1983). Dolayisiyla hem beyin hiicreleri
hem de diger organlarimiz bakimindan kan glukoz diizeyi belirli degerler arasinda

korunmak zorundadir.

Viicudumuzda kan glukoz diizeyinin regiilasyonu ¢ok sayida hormonun rol
aldigr karmasik bir siiregtir. Bu siirecte rol alan hormonlarin basinda insiilin ve
glukagon gelmektedir. Birbirine zit yonde etki gdsteren bu iki hormon kan glukoz
diizeyini ayarlar. Kan seker diizeyi yiikseldiginde pankreas Langerhans adaciklarinda
B-hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin, 6zellikle karaciger ve kas hiicrelerinde
glikojen sentezini hizlandirarak kan glukoz diizeyini diigiiriir. Bunun aksine kan
glukoz diizeyinin diisiik olmasi durumunda pankreasta o-hiicreleri tarafindan
salgilanan glukagon hormonu karaciger ve kas dokularinda glikojen halinde
depolanan glukozun plazmaya verilmesini saglayarak, plazma glukoz diizeyini
arttirict etki yapar (Baron ark. , 1987, Nelson DL, 2005). Bu iki hormonun viicutta
yeterli miktarlarda sentezlenmemesi ya da bu hormonlarin etkilesime girdikleri
hiicresel reseptorlerle ilgili sorunlar, kan glukoz dengesinde bozulmalara ve sonucta
tip 1 ya da tip Il diyabetin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (Jiang and Zhang, 2003,
Muller ark. , 1973, Nelson DL, 2005, Reaven ark. , 1987).

Diyabetin ortaya ¢ikmasinda insiilin hormonu biiylik 6nem tasimakla birlikte,
glukagon hormonunu ve bu hormonun reseptérii olan glukagon reseptorii ile
iligkisinin biliyilk 6nem tasidigi bilinmektedir (Unger and Cherrington, 2012).

Diyabetin olusumunda insiilin yetersizligi kadar glukagon fazlaligt da onem



tagimaktadir. Bu nedenle ozellikle glukagon reseptdriiniin islevini bloke edecek
glukagon reseptor antagonistleri lizerinde yogun c¢aligmalar yiritilmekte ve bu
antagonistlerin diyabet tedavisinde kullanim potansiyelleri iizerinde durulmaktadir
(Johnson ark. , 1982, Larsen ark. , 2007, Ling ark. , 2002, Unson, Andreu, 1987,
Zhang and Moller, 2000). Diger taraftan glukagona &6zgii monoklanal antikorlar
kullanilarak, viicutta normalden yiiksek diizeylerde sentez edilen glukagonun bloke

edilmesine yonelik ¢alismalara da rastlanmaktadir (Brand, Rolin, 1994).

4.1.  Glukoz Metabolizmasinin Regiilasyonu ve Hormonlar

Glukoz metabolizmasi viicut hiicrelerinin normal fizyolojik isleyisi i¢in hayati
onem tasir. Glukoz hem enerji kaynagr hem de bir¢ok biyosentez reaksiyonunda
prekiirsor olarak kullanilan molekiillerin kaynagini olusturur. Sekil 1°de plazma
glukozunun kullanim1 ve diizenlemesinde rol oynayan ana aktorler sematize

edilmistir.
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Sekil 1. Plazma glukoz kullanimi ve regiilasyonunda rol alan organlar.

Plazma glukozundan en ¢ok etkilenen organ beyindir. Yetiskin bir insan beyni
giinde ortalama 120 gr glukoz tiiketir. Bu miktar toplam plazma glukozunun yaklasik
% 60-70’1 kadardir (Andreone ark. , 2015). Yag asitleri kan-beyin bariyerlerini

gecemediginden beyin hiicreleri tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilamaz.



Dolayisiyla normal sartlarda beyin hiicreleri enerji kaynagi olarak sadece glukozu
kullanir (Maher ark. , 1994). Ac¢lik durumunda ise keton cisimleri (asetoasetat ve
hidroksibiitrat) beyin hiicreleri tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilabilir (Paoli
ark. , 2015). Glukoz diizeyinin yaklasik 40 mg/dL degerlerine diismesi beyin
fonksiyonlarint 6nemli 6lglide zayiflatir. Bunun altindaki degerlerde beyinde kalici
hasarlar meydana gelir ve 6liimle sonuglanabilir (Patet ark. , 2015).

Karaciger glukoz diizeyini regiile eden en Onemli organdir. Dolasimdaki
glukozun yaklasik % 90’1, direkt olarak sindirimle alinan besinlerden degil karaciger
kaynaklidir. Besinlerle alinan glukoz karaciger tarafindan glikojenez sonucunda
glikojene doniistiiriilerek depolanir. Karacigerin diger dokulardan gelen gliserol,
amino asitler ve laktik asit gibi molekiillerden de glikoneojenez reaksiyonlari ile
glukoz sentez ederek glikojene doniistiirme yetenegi vardir. Kan glukoz diizeyinin
diismesi durumunda, karacigerde depolanan glikojen glikojenoliz ile hizla yikilarak
plazmaya glukoz verilir (Sekil 2) (Hers, 1976, Nelson DL, 2005).
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Sekil 2. Karaciger hiicrelerinde glikojen sentezi (glikojenez-glikoneojenez) ve yikimi
(glikojenoliz).

Uzun siiren aglik durumunda karaciger diger dokular igin sadece glukoz kaynagi
degil, ayn1 zamanda beyin hiicreleri tarafindan glukoz yerine kullanilabilen keton
cisimlerinin de kaynagidir (Cotter ark. , 2014). Bobrekler de karaciger gibi
glukoneojenezle sentez edilen glukozu kana vermektedir. Fakat normal kosullarda
bobrekler tarafindan kan dolasimina verilen glukoz orani ¢ok diigiiktiir. Bununla
birlikte uzun siiren aclik durumunda, bobreklerin bu islevi 6nem kazanir. Bobreklerin
glukoz regiilasyonundaki asil islevi, bobreklerde siiziilen plazmada siirekli ve etkin

bir sekilde kayiplara neden olmadan glukozun geri emilimini saglamasidir.
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Kan glukoz diizeyinin kontroliinde rolii olan 6nemli aktorlerden biri de kaslardir.
Kas hiicreleri, glukoz diizeyinin artmasi durumunda plazmadan hizla glukoz ¢eker ve
gerektiginde glikojen halinde depolar. Bununla birlikte, kas hiicrelerinde glukoz-6-
fosfataz enzimi bulunmadig: igin glikojeni glukoza doniistiirerek plazmaya glukoz
takviyesi yapamaz. Bununla birlikte dolasima verdigi amino asitler, hepatositlerde

glukoza doniistiiriiliir (Coppari, 2015).

Yag dokulari, yag asitlerinin trigliseridler halinde depolandigi dokulardir.
Trigliseridlerin temel yap1 taslar1 yag asitleri ve gliserolfosfattir. Yag dokusu
hiicreleri ihtiyag¢ duyduklari gliserolfosfati glukoz tizerinden glikoliziz reaksiyonu ile
saglamak durumundadir. Bunun en 6nemli nedeni yag hiicrelerinde serbest gliserolii
fosforile edecek ilgili kinaz enziminin bulunmamasidir. Dolayisiyla yag dokusunu
olusturan hiicreler plazmadan glukoz alir. Diger taraftan, hepatositlerde
glikoneojenez reaksiyonlarinda substrat olarak kullanilan serbest yag asitleri ve

gliserol yag dokusu tarafindan dolagima verilir.

Plazma glukoz diizeyinin kontroliinde rolii olan organ ve dokularin
fonksiyonlari, basta insiilin ve glukagon olmak tizere ¢ok sayida hormon tarafindan
kontrol altinda tutulur. Bunlar; epinefrin, kortizol, biiyiime hormonu, IGF-1 ve
ACTH (Adrenokortikotropik hormon)‘dir. Bu hormonlarin hedef organlar {izerindeki

etkileri Sekil 3’de sematik olarak verilmektedir.
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Sekil 3. Plazma glukoz diizeyinin kontroliinde rolii olan organ ve dokularin
fonksiyonlar1 (Forbes and Cooper, 2013).

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

Glukagon endokrin pankreasin a-hiicrelerinden salgilanan 29 amino asitten
olusan peptid hormondur. Glukagon ve glukagon benzeri peptidlerin (GLP-1 ve
GLP-2) 6nciisii olan proglukagon insanda 2. kromozom iizerinde (2q36-q37) lokalize
olan GCG geni tarafindan kodlanir. Yaklagik 9.5 kbg biiyiikligiinde olan GCG geni
alt1 ekzon tasir (Sekil 4).
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KROMOZOM2

| <—162,999,385 be GLUKAGON GENi 163,008,914 bg — |

Sekil 4. GCG geninin genom lokalizasyonu ve ekzon-intron yapilar1 (Gen lokasyonu
‘LoculD-NCBI’a gore verilmistir).

GCG geni iizerinden yaklasik 2 kbg’lik bir mRNA sentez edilir. Bu mRNA’nin
translasyonu sonucunda amino-terminalinde glisentin, karboksi-terminalinde ise
GLP-1 ve GLP-2 dizileri iceren 160 amino asit bakiyesinden olusan proglukagon
sentez edilir. Proglukagon tizerindeki glukagon, GLP-1 ve GLP-2 peptidleri, kisa ara
peptid dizileri (ing. intervening peptide sequence - IP) ile birbirinden ayrilmistir.
Amino terminal sinyal dizisi, birgok 6nciil-hormonlar i¢in tipiktir ve sentezi sirasinda
proteinin endoplazmik retikuluma kanalize olmasinda rol oynar (Walter and Johnson,
1994). Alt1 ekzondan olusan GCG geninde her ekzon dikkat gekici bir sekilde
preproglukagonun farkli bélgelerinin kodlanmasindan sorumludur. GCG geninin bu
ekzon kompozisyonu, modiiler ekzon dizilerinin ¢ogunlukla proteinlerin spesifik
bolgelerini kodladigini gosteren giizel bir drnektir (Gilbert ark. , 1997). Glukagonu
olusturan tiim amino asit bakiyeleri molekiiliin biyolojik aktiviteleri agisindan son
derece onemlidir. Molekiiliin 22-27. ve 5-10. amino asitleri glukagonun reseptoriine
baglanmasiyla ilgilidir. GCG geninin ekspresyonu ile sentez edilen proglukagon
proteini, translasyon sonrasi islemler sonucunda aktif glukagon, GLP-1 ve/veya
GLP-2’ye donistirtlir. Pankreasin Langerhans adaciklarindaki a-hiicrelerinde
sentez edilen proglukagonun islenmesi sonucunda glukagon olusturulur. Bu siireg
bagirsak L hiicreleri ve sinir hiicrelerinde GLP-1 ve GPL-2 olusumuyla sonuglanir
(Sekil 5).
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Sekil 5. Farkli organlarda proglukagonun glukagon ve glukagon benzeri peptidlere
(GLP-1 ve GLP-2) doniistiirilmesi (Yazbeck ark. , 2010).

Glukagon sentezi insiiline benzer bir sekilde kandaki glukoz seviyesine bagl
olarak diizenlenmektedir. Glukagon salgisi, kandaki glukoz degerleri ile dogrudan
baglantiidir. Kandaki glukoz degeri diistikligiinde (hipoglisemi) azalan insiilin
salgisina zit olarak, pankreastaki o hiicreleri uyarilarak glukagon salgilanmasini
saglamaktadir (Nelson DL, 2005, Quesada ark. , 2006). Proteinli besinlerden
kaynaklanan amino asitler hem insiilin hem glukagon salinimini uyarir ve artan
insiilin sonucu olusan hipoglisemiyi onler. Diisiik glukoz durumlarinda glukagonun
salgilanmas1 voltaj kapili Na* ve Ca'*? kanallar vasitast ile gergeklesir. Voltaj kapili
sodyum (Na*) ve kalsiyumun (Ca?") etkisi ile glukagon salgilanmasi artar(Gromada
ark. , 1997). Diisiik glukoz seviyesinde aksiyon potansiyelini bu kanallar olusturur.
Depolarizasyon Ca*? ‘un hiicre igerisine girmesiyle glukagon salgilanmasini arttirir.
Bu olay sirasinda ATP duyarli potasyum (Katp ) kanallart da gorev alir. Kanda
glukoz seviyesindeki artisa bagli olarak sitosolik ATP miktarinin yiikseltilmesi
glukagon salinimini engeller. Katp kanallarmim blokaji Na* ve Ca®* ‘un olusturdugu
aksiyon potansiyelinin sona ermesi ile gergeklesir. Bu olay Ca?* ‘un hiicre icine
girisini engeller ve glukagon salgis1 sonlanir (MacDonald ark. , 2007). Glukagon

salgilanmasini ayarlayan hiicresel sinyaller oldukga iyi tanimlanmis olsa da glukozun
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direk veya B hiicrelerinin aktiflestirmesi ile dolayli etkisi halen tartisilmaktadir.
Fareler iizerinde yapilan deneyler, yiiksek glukoz seviyelerinde [ hiicrelerince
baslatilan parakrin sinyalin glukagon salgilanmasi ig¢in temel etken oldugunu
gostermistir (Franklin ark. , 2005, Olsen ark. , 2005). Tip 1 diyabet hastalarinda
yapilan bir aragtirmaya gore insiilin insanlarda glukagon salgilanmasin1 6nleyen
temel sinyaldir (Cooperberg and Cryer, 2009). Glukoza ek olarak, GLP-1 (Dunning
ark. , 2005), GLP-2 (Meier ark. , 2006), yag asitleri, otonom sinir sistemi (Ahren,
2000) ve dolasimdaki amino asitler (Dumonteil ark. , 2000) gibi diger fizyolojik

parametrelerin glukagon salgisi i¢in regiilator oldugu bilinmektedir.

4.1.1.1. Dolasimdaki glukagonun yikilmasi

Kan dolagimma katilan glukagon peptidlerinin, diger bircok peptid ve
proteinlerde oldugu gibi belirli bir etki siiresi ve yarilanma omrii vardir. Belirli bir
stire sonra glukagon peptidleri kan ya da g¢esitli organlarda metabolize edilir.
Glukagon yikiminin plazmada basladigi fakat organdaki yikima gore plazmadaki
proteoliz seviyesinin daha diisiikk oldugunu gosteren veriler vardir (Pospisilik ark. ,
2001). Calismalar, dolasimdaki serin proteaz dipeptidil-peptidaz IV (DPP-1V)’iin
kandaki glukagon yikimi i¢in birincil enzim oldugunu gostermektedir. DPP-IV’iin
spesifik inhibitorii olan izolosil-tiazolidin (lle-Thia), serumdaki glukagon yikimini
tamamiyla bloke etmektedir. Glukagon DPP-1V ile glukagon-(3—-29) ve glukagon-(5—
29) seklinde hidroliz edilir. Kan dolagimindaki glukagonun proteolitik yikimi daha
¢ok membrana bagli endoteliyal DPP-IV tarafindan gergeklestirilir. Bu nedenle
glukagonun in vivo yikilmasi plazma matriksinden ziyade kan damarlarinda
gerceklesir (Mentlein, 1999). Glukagonun yikilmasinda DPP-IV enziminin roli
amino-terminali modifiye edilmis glukagon analoglar ile arastirilmigtir. Bu amagla
DPP-IV enzimine direncli [D-Ser?]-glukagon, [(P)-Ser’]-glukagon, [Gly?]-glukagon
ve [D-GIn’*]-glukagon gibi glukagon analoglart denenmistir. In vitro calismalar [D-
Ser’]-glukagonun DPP-1V’e vyiiksek afinite gostermekle birlikte proteolitik yikima
direncli oldugunu gostermistir. [Gly’]-glukagon ve [D-Ser’]-glukagon DPP-IV
tarafindan normal glukagona gore daha yavas yikilmaktadir. In vivo denemelerde
sadece [D-Ser’]-glukagon analogunun normal glukagona gore plazma glukoz

seviyesini daha fazla arttirdigi saptanmistir. Buna karsin [D-Ser’]-glukagonun in
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vitro etkisinin daha az oldugu bulunmustur (Hinke ark. , 2000). Bu durum [D-Ser?]-
glukagon analogunun in vivo kosullarda DPP-IV ile proteolitik yikima daha direcli
olmasi ile iliskilendirilmektedir. Kanda dolasim halinde olan glukagonun dokularda
yikilmasi ile iligkili tam bir mutabakat olmamakla birlikte karaciger ve bobreklerin
glukagonun yikiminda islev goren temel organlar oldugu konusunda fikir birligi
vardir. Ozellikle karaciger, plazmanin glukagondan arindirilmasinda islev géren
onemli bir organdir (Authier and Desbuquois, 2008). Karaciger hiicrelerinde
glukagon farkli mekanizmalarla yikima ugratilir. Bunlardan birinde glukagonun
reseptoriine baglanmasi gerekirken, digerinde glukagon-reseptér baglanmasina

gereksinim duyulmaz (Jaspan ark. , 1981).

Farkli gruplar tarafindan yapilan c¢alismalar, bobreklerde glukagonun,
glomeriiler filtrasyondan sonra renal proksimal tiibiillerin apikal yiizeyinde hidroliz
edildigini gostermistir. Renal tibiillerin silli bolgelerinde glukagon yikiminda is
goren DPP-1V enzimi aktivitesi daha yiikksek bulunmustur (Mentlein, 1999).
Siganlara enjekte edilen radyoaktif isaretli [**I]iodoglukagonun beklendigi sekilde
hizla karaciger ve bobrek hiicrelerinde yogunlastigi, daha diisiik diizeylerde kalp,
akciger, dalak, yag dokusu, ince bagirsak ve bobrekiistii bezinde toplandigi
saptanmistir. Dogal glukagonun, [***I]iodoglukagon ile es zamanli enjeksiyonunun
[**I]iodoglukagonun karaciger hiicrelerinde toplanmasini %90 oraninda azalttig:
saptanmistir. Bunun aksine, dogal glukagon, [**I]iodoglukagon’un bobrek zarnda
toplanmasin1  sadece %30 oraninda diger organlarda ise %30-60 arasinda
engellemistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, karaciger hiicrelerinde glukagon yikim
mekanizmasmin agirlikli olarak glukagon-reseptor bagli mekanizma oldugu, diger
organlarda ise kismen reseptor bagimli mekanizma ile yikimin gerceklestigi ileri
sirilmektedir. Cok sayida caligmada plazma zarmin glukagon yikiminda ana
fizyolojik bolge oldugu ve karaciger hiicre yiizeyinde en az 3 ndtral proteolitik kesim
isleminin gergeklestigi belirtilmektedir.

4.1.1.2. Endositoz ve glukagonun hiicre i¢i proteolizi

Yukarida da deginildigi gibi dolasimdaki glukagonun o6nemli bir bolimi

karaciger hiicrelerinde (hepatositler) glukagon reseptori ile iliskili bir mekanizma ile
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yikima ugratilir. Karaciger hiicrelerine alman radyoaktif isaretli [**°I]iodoglukagonun
hiicre i¢i lokalizasyonu biyokimyasal ve morfolojik olarak arastirillmistir. Taze izole
edilmis hepatositler belirli bir siire [***[]iodoglukagon ile inkiibe edildikten sonra
kantitatif elektron mikroskop otoradyografisi ile incelendiginde radyoaktif isaretli
hormonlarin ilk asamada (10 dk) hiicrenin plazma membraninda biriktigi, daha sonra
hiicre icine gegerek tercihen lizozom benzeri yapilara tutundugu saptanmistir
(Barazzone ark. , 1980). Bu sonuglar, izole edilmis hepatositlerle glukagonun
glukagon reseptoriine bagli endositoz yoluyla hiicre igerisine alindigini, epidermal
biiyiime faktorii (Ing. Epidermal Growth Factor: EGF) ve insiilinin hiicre igerisinde
metabolize edilmesinde izlenen islemlerle benzer bir yolakla yikima ugradigin
gostermistir.  Bununla birlikte radyoaktif glukagonun hiicre igerisine alinmasi
[**I]iodoinsiilin ve [**1]iodoEGF’e gére daha diisik hizda gergeklesmektedir (De
Diego ark. , 1991). izole edilmis hepatositlerde yapilan biyokimyasal calismalarda
zamanla hiicrelere tutunan [**I]iodoglukagon’un asit muamelesi ile daha diisiik
diizeylerde glukagonun serbestlestigi saptanmis ve bu durumun reseptore bagh
glukagonun hiicre igine alinmasindan kaynaklandig ileri stirtilmistiir (Horwitz and
Gurd, 1988). Diisiik sicaklikta fenilarsin oksitin glukagonun endositoz ile hiicre
igerisine alinmasina etkileri bu diisiinceyi desteklemektedir (Horwitz and Gurd,
1988). Glukagonun hepatositlerde reseptor bagimli endositoz ile alinmasi ve
metabolize edilmesinde izlenen yolak siganlara periferal yolla enjekte edilen
radyoaktif isaretli dogal glukagonun izlenmesi ile de ortaya konmustur (Authier ark. ,
1990). Hiicre i¢ine alman [**1]iodoglukagonun endo-lizozomal transferi sicakliga
(optimum 37°C) ve enerjiye (ATP ve ATP-tazeleyen sistem) bagimlidir (Chauvet
ark. , 1998). Bununla birlikte insiilin yikiminda oldugu gibi endozomal asidik pH
glukagonun enzimatik yikimi i¢in gereklidir (Sekil 6).
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Sekil 6. Glukagonun endozomal yikimi ve glukagon reseptorii endositoz dongiisii
(Merlen ark. , 2006).

Glukagonun hepatositlerde endozomal proteolizi maksimum pH 4’te gergeklesir
ve bu olayda fonksiyonel olarak ATP-bagimli endozomal asidifikasyona gereksinim
duyulur. Ortama zayif baz, proton iyonofor veya vakiiolar H'-ATPaz inhibitorii ilave

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

4.1.2. GLP-1ve GLP-2

Glukagon benzeri peptidler (/ng. glucagon like peptides 1 and 2: GLP1 ve
GLP2) glukagonun da kaynagi olan proglukagon iizerinde farkli islenmeler sonucu
sentez edilirler (bk. Sekil 5). Glukagon benzeri peptidler de 1980ler’in basinda
klonlanan ve niikleotid dizisi saptanan GCG geni iizerinden proglukagon seklinde
kodlanir (Mojsov ark. , 1986). Proglukagon tizerinden olusturulan GLP-1 30 amino
asitten olusan bir peptid hormondur (Holst and Gromada, 2004). GLP-1 sadece
pankreas adacik alfa hiicrelerinden degil, ayn1 zamanda bagirsak L hiicrelerinden ve
merkezi sinir sisteminden de salinmaktadir. Bu bdlgelerde; proglukagondan, 29
amino asitli glukagon ve diger proglukagon bloklart olusur. Bu islemler pankreas
alfa hiicrelerinde sentez edilen prohormon konvertaz (PK) enzimi katalizorliigiinde

gerceklesir (Furuta ark. , 1997). Bagirsak L hiicrelerinde de PK enzimi igerigi,
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pankreas alfa hiicrelerinde bulunan miktarin yaklagitk 1/3’t  kadardir ve
proglukagondan, GLP-1 ve GLP-2 olusumunu Katalizlemektedir (Ugleholdt ark. ,
2004). Preproglukagon mRNA ekspresyonu ve sonrasinda proglukagondan GLP-1’in
sentez edilmesi, sadece bagirsak L hiicrelerinde degil beyin kokiinde soliter traktus

niikleuslarinin (NTS) néronlarinda da gergeklesir (Larsen ark. , 1997).

GLP-1’in viicuttaki ana kaynagi bagirsak L hiicreleridir. GLP-1’in sekresyonu
bagirsak liimeninde besinlerin varlifina baghdir. Salgilandiktan sonra yarilanma
omrii oldukga kisadir. iki dakikadan daha kisa siirede dipeptidil peptidaz-4 tarafindan
hizla yikilir. GLP-1 anti-hiperglisemik aktiviteye sahiptir. Glukagon sekresyonunu
baskilayict etki gosterirken, insiilinin glukoza bagimli stimiilasyonunda rol alir.
Glukagon glukoz varliginda, pankreas beta hiicresinde bulunan spesifik reseptoriine
baglanir (Mayo ark. , 2003). Bu baglanma, adenil siklaz aktivitesindeki artisa bagh
olarak siklik-AMP (c-AMP) sentezini arttirir. c-AMP, guanin niikleotid degistirici
faktor II’yi uyarir ve bunu takiben iyon kanallarmin aktivasyonu ve intraseliiler
kalsiyum iyonunun artmasi ve ekzositoz yoluyla insiilin salgilanmasi1 gerceklesir
(Holst and Gromada, 2004). GLP-1, insiilin sekresyonu ile birlikte, glukokinaz ve
GLUT-2 gen anlatimin1 da uyarmaktadir (Buteau ark. , 1999). Bunun sonucunda
glukoz kullanimi1 ve glukozun hiicrelere gecisi artar (Egan ark. , 2003). GLP-1
hormonunun pankreas B hiicrelerinin apoptoza ugramasini inhibe ettigi, insiilin
salgilayan bu hiicrelerin farklilasma ve proliferasyonu pozitif yonde etkiledigi de
bilinmektedir (Drucker, 2001, Holst, 2000).

GLP-I’in B hiicrelerinden insiilin salgilanmasindaki uyarict rolii hayvan
deneyleriyle de gosterilmistir (Fehmann ark. , 1995). Bu deneylerde GLP-1 reseptorii
bloke edildiginde, glukoza olan toleransin azaldigi ve hiperglisemi olustugu
goriilmiistiir (Scrocchi ark. , 1996). Benzer sekilde, insanlarda yapilan ¢alismalarinda
da GLP-1 antagonisti (Eksendin 9-39) verilmesinin, glukoz intoleransi ve

hiperglisemiye yol actig1 saptanmigtir (Edwards ark. , 1999).

Dogada bulunan en iyi GLP-1 agonisti eksendin-4 molekiiliidiir. Eksendin bir
stirlingen tiirii olan Gilia Monster’in tiikiirtigiinden elde edilmistir. GLP-1 ile amino

asit dizilimi %52 oraninda homoloji géstermektedir. Eksendin-4 molekiiliiniin amino

19



asit dizilimi degistirilerek sentetik analogu elde edilmistir ki, buna exenatide® ismi
verilmistir. Exenatide, reseptor agonistidir (Buse ark. , 2004, Gallwitz, 2005).
Insanda proglukagon iizerinden sentez edilen bir diger peptid olan GLP-2 33
amino asit bakiyesinden olusur (Brubaker ark. , 1997, DaCambra ark. , 2000). GLP-2
hormonu da GLP-1 gibi bagirsak endokrin L hiicreleri ve bir kisim ndron
hiicrelerinde iretilir. Bagirsak hiicrelerinde sentez edilen GLP-2, besin alimiyla
GLP-1 ile birlikte salgilanir (Orskov and Holst, 1987). Disaridan alindiginda GLP-
2’nin insan ve kemirgenlerde bagirsakta biiylime, bagirsak fonksiyonlarinda artis,
kemik yikiminda azalma gibi etkiler saptanmistir. Bu nedenle GLP-2 ve analoglari,
kisa kolon sendromu, osteoporoz ve Crohn hastaliginin tedavisinde kullanim

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

4.1.3. insiilin

Insiilin 51 amino asit bakiyesinden olusan ortalama 5.8 kilo dalton (kDa)
agirliginda viicudun karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alan en
onemli hormonlardan biridir. 1869 yilinda Berlin Patoloji Enstitiisiinde Doktora
calismast yapan Paul Langerhans, pankreasin mikroskobik yapisini incelerken,
pankreasin dis salg1 dokusunda yayilmis, daha sonra kendi adiyla anilacak olan hiicre
kiimelerine rastlamigtir (Rosenfeld, 2002). Fransiz patolog Eduard Laguesse ise bu
hiicre kiimelerinin sindirimde rolii olan ¢esitli salgilar iirettigi fikrini ortaya atmustir.
1921 yilinda Charles Best ve Friedrick Grant Banting total pankreotektomi yapilmis
kopeklere intravendz pankreas ekstresi vermis ve bu ekstrenin kan sekerini

diistirmede etkili oldugunu gozlemlemislerdir (Roth ark. , 2012).

Insiilin, pankreasin endokrin kisminda kiimelenmis hiicreler halinde bulunan
Langerhans adaciklarinda beta hiicreleri tarafinda sentez edilir ve salgilanir (Evans
ark. , 2011). Glukagonda oldugu gibi insiilin de pankreatik beta hiicrelerinde inaktif
preproinsiilin halinde sentez edilir ve daha sonra proteolitik kesim islemlerinden
sonra aktif instiiline dontstiiriiliir. Preproinsiilinin sinyal peptidi, translasyon sirasinda
endoplazmik retikulumda kesilerek proinsiilin olusur. Proinsiilin beta hiicrelerindeki
salg1 vesikiillerinde pargalanarak aktif insiilin ve C-peptid agiga ¢ikar. Aktif insiilin

molekiilleri disiilfid baglar1 ile bagli A ve B zincirlerinden olusur. Insiilin
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molekiiliiniin A zincirinde de molekiil i¢i bir distilfid kopriisii bulunmaktadir (Joshi

ark. , 2007) (Sekil 7).
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Sekil 7. Insan proinsiilin (A) ve insiilin (B) yapist.
(http://diabetesmanager.pbworks.com, Erisim tarihi: 15 Nisan 2015)

Insiilin pankreas hiicrelerinde salg1 vezikiilleri igerisinde ¢inko ile kompleks
halde bulunur ve bu kompleks yapi insiilinin salg1 vezikiillerinden salinmasi igin
gereklidir. Viicutta kan sekerinin ylikselmesi ile olusan uyar1 sonucunda insiilin ve
C-peptidleri birlikte kana salinir. C-peptid diizeyinin 6l¢iilmesi endojen insiilin
salinimin1 gosterir. Anti-insiilin antikorlarin insiilin tayinini engelledigi durumlarda
insiilin miktar1 tayininde kullanilir (Tong ark. , 2005). Salinan insiilin karaciger, kas
ve yag dokusu gibi birgcok dokuda hiicre membranlarinda bulunan 6zgiin
reseptdrlerine baglanirlar. Insiilinin reseptdriine baglanabilmesi igin krom iyonuna

ihtiya¢ duyulmaktadir. Krom ayrica glukoz tolerans faktorii olarak da adlandirilir.
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Insiilinin baglanmas1 sonucu olusan en erken yanit baglanmadan saniyeler sonra
glukozun iskelet kas hiicreleri ve adipositler i¢ine girisinin artmasidir (Ryysy ark. ,
2000). Insiilin karacigerde ve daha az miktarda bobreklerde bulunan insiilinaz enzimi
tarafindan yikilir (Tundo ark. , 2013).

Insanlarda insiilin eksikligi ya da insiiline yanitta diren¢ olusmasi, diyabet olarak
tanimlanan kan glukoz diizeyinin regiilasyonunda bozulmalara neden olur. Pankreas
beta hiicrelerinde yeteri kadar insiilin iiretilememesi Tip I diyabet ile sonuglanir
(Katuchova ark. , 2015). Tip I diyabet, siklikla ¢ocukluk ve genclik ¢caginda ortaya
ciktig1 igin ‘Juvenil Diyabet’ olarak da adlandirilmaktadir (Sildorf ark. , 2014). Bu
gibi durumlarda viicutta hig¢ insiilin tiretilemedigi ya da diisiik diizeyde tretilebildigi
i¢in hastalar 6miir boyu insiilin hormonunu disaridan almak durumundadir (Morgan

ark. , 2014).

Beslenme ile de iliskilendirilen bir diger diyabet tiirii Tip 2 diyabettir. Tip 2
diyabet nispeten diisiik diizeyde insiilin sentezi ile birlikte, hedef dokularda insiiline

kars1 yanitta direng ile karakterize edilir (Arslanian ark. , 1993).

Insiilin ilk yillarda insan ve hayvan pankreas ekstraktlarindan elde edilmistir.
Daha sonra protamin ve ¢inkonun insiilinin yapisina eklenmesiyle orta ve uzun etkili
insiilinler elde edilmistir. 1982 yilinda rekombinant DNA teknolojisi ile insan
insiilini tretilmistir (Johnson, 1983). Sigir insiilini insan insiilininden 3, domuz
insiilini ise yalnizca 1 amino asidin pozisyon farkliligi sonucu ayrilir. 1990lar’da ise
kisa ve uzun etkili analog insiilinler tedavi sistemine eklenmistir (Hirsch, 2004,

Rakatzi ark. , 2003).

Giliniimlizde diyabetin baglica tedavi sekli, hastalara disaridan insiilin
verilmesidir. Ilk yillarda insiilin insan ve hayvan pankreas ekstrelerinden elde
edilmigstir. Giiniimiizde ise insiilin rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak
bakteri ya da maya hiicrelerinde iiretilmektedir. Bu insiilinler insan insiilini ile ayni
ya da bazi kiiciikk degisikliklere sahip analog insiilinlerdir. Rekombinant olarak
iiretilen insiilinler farmakokinetik etkilerine gore, kisa, orta ve uzun etkili insiilinler
olarak ayrilirlar (Riddle, 2004, Yki-Jarvinen, 2004). Analog insiilinlerin kullanima

girmesi ile hastalarda endojen insiilinin etkisine ve dinamigine benzer sonuglar
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almmustir. Ozellikle analog kisa ve uzun etkili insiilinlerin kullanima girmesi ile
hipoglisemi riskinde azalma, daha az kilo alim1 ve giin boyunca devam eden bazal

insiilin ihtiyacinin karsilanabilmesi esnekligi saglanmistir (Hirsch, 2005).

Farkli ticari isimler ile piyasaya siiriilen kisa etkili insiilin analoglar1 arasinda
Lispiro (Humalog), Aspartat (Novarapid, Novomix) ve Glulisin (Apidra) sayilabilir.
Insan insiilininde baz1 amino asit bakiyeleri degistirilerek orta ve daha uzun siire
etkili olan insiilin analoglar1 elde edilmistir. Orta etkili insiilin analoglar1 Lispro
insiilin protamin, aspartat insiilin protamindir. Bunlarin etkileri 2.5-3 saatte
baslamakta ve 13-16 saat siireyle devam etmektedir (Joshi, Parikh, 2007). Uzun etkili
olan insiilin analoglar1 ise Glargin (Lantus) ve Detemir (Levemir)’dir. Etkileri 2-3
saatte baslamakta ve 24 saat boyunca siirmektedir (Hermansen ark. , 2004, Yki-
Jarvinen, 2004).

4.1.4. Glukoz metabolizmasi ile ilgili diger hormonlar

Plazma glukoz diizeyinin kontroliinde rolii olan organ ve dokularin
fonksiyonlari, basta insiilin ve glukagon olmak tizere ¢cok sayida hormon tarafindan
kontrol altinda tutulur. Bu hormonlar; epinefrin, kortizol, biiyiime hormonu, IGF-1
ve ACTH (Adrenokortikotropik hormon)’dir. Glukagon, epinefrin, kortizol ve
biiytime hormonu ile birlikte insiiline ters etki gosterirler. Glukagon ve epinefrin, kan
glukoz diizeylerinin akut ve kisa siirede diizenlenmesinde 6nemli hormonlardir.
Glukagon Kkaracigerde glukojenoliz ve glukoneojenezi uyarirken, epinefrin
glikojenolizin yaninda lipolize yol acar ve insiilin salgilanmasini, periferik dokular
tarafindan insiilin aracili glukagon alinimini inhibe eder. Kortizol ve biiylime
hormonu ise glukoz metabolizmasinda uzun siireli diizenlemede gorev alirlar. ACTH
kortizol {iretimini uyararak glukoz metabolizmasinda dolayl etkiye sahip olur (Cho,

Merchant, 2012).

4.2.  Glukagon Reseptor Antagonistleri

Viicutta normal degerlerin disinda glukagon sentezi veya glukagon/glukagon

reseptorii etkilesimindeki anormalliklere bagli ortaya ¢ikan kan glukoz diizeyindeki
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bozulmalarin Oniine ge¢mek icin alternatif yaklasimlar ortaya konmaktadir. Bu
amagla glukagonun aktivitesini inhibe eden peptid antagonistler (Unson, Andreu,
1987), oral yolla aliman peptid yapida olmayan antagonistler (Madsen, Knudsen,
1998) ya da glukagon/glukagon reseptor etkilesimini bloke edecek monoklonal
antikorlar (Brand, Rolin, 1994) denenmektedir.

4.2.1. Peptid antagonistler

Glukagonun amino-terminalinde yer alan histidin amino asidinin molekiiliin
aktivitesi agisindan kritik oneme sahip oldugu saptanmistir (Unson, Macdonald,
1993). 1972°de sadece amino terminaldeki histidin amino asidi tasimayan glukagon
peptidinin  (des-His-glukagon) in vitro ortamda glukagon reseptorii antagonisti
olarak davrandigi bulunmustur (Goldfine, Roth, 1972). Glukagon peptidinde yapilan
degisik modifikasyonlar ile [1-N o-trinitrofenilhistidin, 12-homoarginin]-glukagon
(THG) gibi antagonist etkili glukagon analoglar1 elde edilmistir (Bregman, Trivedi,
1980). THG’nin, kan glukoz seviyesini diisiirdiigii diyabet tedavisinde GCGR’nin
bloke edilmesi igin terapdtik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Johnson,
Goebel, 1982). THG’nin kesfinden itibaren 20°den fazla peptid antagonistleri
gelistirilmistir (Ahn ark. , 2001, Gysin ark. , 1987, Gysin ark. , 1986, Unson, Andreu,
1987, Zechel ark. , 1991).

4.2.2. Peptid yapida olmayan glukagon reseptor antagonistleri

Glukagon peptidinde yapilan modifikasyonlar ile elde edilen antagonistler
disinda, peptid yapida olmayan, fakat glukagon reseptoriinii bloke eden molekiiller
tizerinde de onemli caligmalar yapilmigtir. 1998 yilinda Novo Nordisk, ilk peptid
yapida olmayan insan glukagon reseptor antagonisti, NNC-92-1687’yi gelistirmistir
(Madsen, Knudsen, 1998). Son yillarda aym sirket tiyazol (5-aminotiyazoller) ile
insan GCGR antagonist serileri elde etmistir (Brand ark. , 1996).
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4.2.3. Glukagon-glukagon reseptor etkilesimini bloke eden monoklonal

antikorlar

Giliniimiizde birgok monoklonal antikor c¢esitli kanser tiirleri ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Brekke and Sandlie, 2003).
Benzer sekilde glukagon veya GCGR kars1 nétralize edici monoklonal antikorlar
asirt glukagon etkilerini bloke etmek amaciyla kullanim potansiyeline sahiptir. Bu
amaca yonelik yapilan caligmalarda, anti-glukagon antikorlarinin, normal farelerde
glukagonun hiperglisemik etkilerini ortadan kaldirdigi ve streptozotosin ile tedavi
edilen diyabetik sicanlarda insiilin varliginda, kan glukoz seviyelerindeki yemek
sonrast artiglarda azalmaya neden oldugu saptanmistir (Brand, Rolin, 1994).
Alloksan ile diyabetik hale getirilen tavsanlarda yemek sonrasi kan sekerindeki
artisgin, monoklonal antikorlar ile indirgendigi belirlenmistir (Brand, Jorgensen,
1996). Insan glukagon reseptdriine yiiksek afinite ile baglanan insan monoklonal
antikorlari da glukoz dengesini iyilestirme konusunda benzer sonuglar ortaya

koymustur.

4.3. Glukagon Reseptorii

Bu tez ¢alismasina konu olan glukagon reseptorii ilk kez 1971 yilinda Rodbel ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir (Rodbell ark. , 1971b). Glukagon reseptorii
karacigerde ve glukagonun diger hedef hiicrelerinde membrana bagli olarak bulunur
(Desbuquois, 1983). Rodbel ve arkadaslari ayni1 zamanda glukagon reseptdriiniin
adenil siklaz aktivasyonuna katildigini ve GTP baglayan G proteinleri vasitasiyla
intraseliiler sinyal iletimini sagladigin1 saptamiglardir (Rodbell ark. , 1971a, Rodbell,
Krans, 1971b).

Glukagon reseptoriinii kodlayan GCGR geni cDNA’s1 ilk kez siganlarda 1993
yilinda birbirinden bagimsiz olarak Jelinek (Jelinek ark. , 1993) ve Svoboda
(Svoboda ark. , 1993a, Svoboda ark. , 1993b) tarafindan reverz transkripsiyon-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) teknikleri ile hazirlanarak klonlanmistir.
Bundan kisa siire sonra insan (MacNeil ark. , 1994), fare (Burcelin ark. , 1995),
maymun (McNally ark. , 2004), kopek (Yang ark. , 2007), kurbaga (Ngan ark. ,
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1999, Sivarajah ark. , 2001) ve japon baligi (Chow ark. , 2004) GCGR genleri

klonlanarak karakterize edilmistir.

Insana 6zgii glukagon reseptdr geni (GCGR) 1994 yilinda karaciger hiicrelerinde
izole edilerek karakterize edilmistir (MacNeil, Occi, 1994). Insan glukagon reseptor

geni 17. kromozom {izerinde (17q25) yer almakta ve 13 ekzon i¢ermektedir (Sekil 8).

KrROMOZOM 1?7 T

______________ 13

______ i 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12
...... H NN H NNl
| 79,762,008 bg e GLUKAGON RESEPTOR GENI---rrrrrrrorrreerrrrere 79,771,889 bg — |

Sekil 8. insan GCGR geninin genom lokalizasyonu ve ekson-intron yapilari. (Gen
lokasyonu ‘LoculD-NCBI’a gore verilmistir).

Insan GCGR geni iizerinden 477 amino asit bakiyesinden olusan, 62 kDa
biiylikliiglinde membrana bagli glukagon reseptor proteini kodlanir. Glukagon
reseptOr proteini, glukagon hormonunun baglanmasi ile aktive olan ve G proteini ile
eslesmis reseptorler (GPCR) ailesi igerisinde siniflandirilir. Reseptoriin uyarilmasi
adenilat siklazin aktive olmasia ve buna bagli olarak hiicre i¢i cAMP miktarinda
artisa neden olur. Glukagon reseptorleri viicutta baglica karaciger ve bdobrek
hiicrelerinde sentez edilir. Bununla birlikte kalp, yag dokusu, dalak, timus, bobrek
iistii bezleri, pankreas, serebral korteks ve mide bagirsak dokularinda glukagon

reseptOr proteininin diisiik diizeyde sentez edildigi saptanmistir (Dunphy ark. , 1998).

Sican glukagon reseptdr iyi analiz edilmis bir proteindir. Bu protein insan
glukagon proteini ile % 82 oraninda homoloji gosterir. Sican glukagon reseptor
proteini 485 amino asit bakiyesinden olusur ve hiicre membraninda yedi kez gegis

yapan alfa heliks bolgelerine sahiptir. Sekil 9‘da memeli organizmalara ait glukagon
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reseptOr proteinlerinin genel sematik yapisi goriilmektedir. Hiicre membraninda
gomilii halde birbirini izleyen bu heliks yapilarinin amino terminal ucu (1-143.
amino asitler) reseptoriin ekstraseliiler bolgesini olusturmaktadir. Proteinin karboksi
terminal bolgesi (406-485. amino asitler) ise hiicre sitoplazmasina bakan intraseliiler
bolgeyi olusturur. Proteinin amino terminal bolgesi Sinyal sekanslarini igermektedir.
Bu bolgede, GPCR ailesi reseptorlerinde iyi korunan dort adet potansiyel Asn bagl
glikozilasyon bolgesi, alt1 adet Cys bakiyesi bulunmaktadir. Karboksi terminal
bolgede 11 adet Ser amino asit bakiyesi yer alir. Ser amino asit bakiyeleri

serine/treonin kinaz enzimleri i¢in potansiyel fosforilasyon noktalaridir.
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Sekil 9. Memeli organizmalara ait glukagon reseptor proteinlerinin sematik yapisi
(Mayo, Miller, 2003).

4.3.1. Glukagon reseptoriiniin uyarilmasi ve sinyal iletim mekanizmasi

Glukagon hormonunun hiicre membranlarinda lokalize olan glukagon
reseptoriin eksternal bolgesine baglanmasi hiicre igerisinde bir dizi reaksiyonun

baslamasimi tetikler. GCGR aktivasyonunun en 6nemli sonucu heterotrimerik Gs

27



proteinleri ile adenil siklaz enziminin aktive edilmesi ve bunun sonucunda hiicre igi
CAMP konsantrasyonunun artmasidir. Birgok c¢aligmanin sonucunda elde edilen
bilgilere gore glukagonun adenil siklazi aktive etmesi heterotrimerik protein
vasitasiyla olmaktadir (Birnbaumer, 2007) (Sekil 10). Adenil siklaz sistemleri diger
Gs ile birlestigi zaman su olaylar gergeklesir: 1) Gs proteinin alfa alt biriminde GTP
icin GDP’nin degistirilmesi; 2) Gs alfalarin beta gama kompleksine doniismesini
tetikleyen GTP bagli Gs alfa yapilarinin konformasyonel olarak degisimi ve bu
degisimin sonucu olarak adenil siklaz ile etkilesime girilmesi; 3) GTPaz ve Gs alfa
ile Gs alfa bagli GTP’nin GDP’ye hidroksilinin aktivasyonu sonlandirmasi; 4) Gs
alfa-GDP’nin tekrar beta gama kompleksi olusturarak yeni dongii aktivasyonunu

saglamasi (Sunahara ark. , 1996).

Glukagon
T Adrenalin

ATP  cAMP Y GDP GTP

—»

ATP ADP P
PYG l } \ GYS [
“ 7| b
b AT;P A;DP @ ATP ADP
UDP-Glc
f

Glukoz -1- Fosfat

Sekil 10. Glukagon hormonunun glukagon reseptoriin  eksternal bolgesine
baglanmas1 sonucu hiicre igerisinde ger¢eklesen reaksiyonlar. PKA: Protein Kinaz A,
PPK: Fosforilaz Kinaz, PYG:Glikojen Fosforilaz, GYS:Glikojen Sentaz
(https://en.wiki2.org/wiki/Glucagon - Erisim tarihi: 15 Nisan 2015)
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Hiicre igerisinde cAMP konsantrasyonundaki artis, protein kinaz A (CAMP
bagimli protein kinaz) nin aktive olmasini saglamaktadir. Aktif protein kinaz enzimi,
ATP kullanarak fosforilaz kinaz enzimini fosforile eder. Fosforile edilerek aktive
olan fosforilaz kinaz enzimi ise glikojen fosforilaz1  glukoz-1-fosfatin
serbestlesmesinden sorumlu olan glikojen fosforilaz A’ya doniistiiriir. Buna ek olarak
karaciger hiicrelerinde glikoliz ve glukoneojenezin koordineli isleyisi, glikoliziz igin
potansiyel aktivator islevi goren molekiillerin sentezini kataliz eden fruktoz-2,6-
bifosfataz gibi enzimlerin fosforilasyon durumlarinin ayarlanmasiyla da saglanir
(Hue and Rider, 1987). Glukagon uyarisi sonucu aktive olan protein kinaz A ayni
zamanda fruktoz-2,6-bifosfataz, ve fosfofruktokinaz-2 enzimlerinde &nemli bir
pozisyondaki tek serin amino asit bakiyesini fosforile eder. Glukagon ile baslatilan
bu kovalent fosforilasyon olayr fruktoz-2,6-bifosfatazin aktive olmasina,
fosfofruktokinaz-2 enziminin ise inhibe olmasina yol agar. Bu durum glikoliz
reaksiyonlarinin énemli bir basamagini kataliz eden fosfofruktokinaz-1 enzimi i¢in
aktivator gorevi goren fruktoz-2,6-bisfosfat sentezi reaksiyonu diizenler. Fruktoz-
2,6-bisfosfat’in sentez hizindaki yavaslama, glikoliziz yolaginda bir inhibisyona yol
acarken glikoneojenez yolaginin etkin isleyisine olanak saglar (Claus ark. , 1984). Bu

siire¢ glukagon yoklugunda (dolayisiyla insiilin varlig1) ters yonde isler.

4.3.2. Hiicrelerde glukagon reseptor ekspresyonunun diizenlenmesi

Cesitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorler genlerin ekspresyonunu etkilerler. Bu
durum GCGR geni ekspresyonu icin de gecerlidir. Yapilan ¢alismalar, hiicrelerde
sentez edilen glukagon reseptdor proteini miktarinin kosullara gore degistigini
gostermistir. Yirmi dort saat boyunca glukoz etkisinde birakilan hepatositlerde
GCGR MRNA miktarinin uygulanan glukoz konsantrasyona bagli olarak arttigi,
benzer bir sonucun fruktoz ve mannoz gibi monosakkarit ve gliserol ve
dihidroksiaseton gibi glukojenik substrat uygulamalarinda da goriildigi
belirtilmektedir. Buna karsin, metabolize olmayan L-glukoz ve glukozamin GCGR
MRNA diizeyini etkilememektedir (Abrahamsen ark. , 1995). Hepatositlerin 24 saat
stire ile farkli dozlarda glukagon etkisinde birakilmasinin doza bagli olarak GCGR
MRNA miktarinda azalmaya yol actigi saptanmistir. GCGR geni ekspresyon
diizeyindeki azalmanin 1 nM glukagon uygulanmasinda yaklasik %30; 100 nM
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dozda ise %70 oldugu rapor edilmektedir (Abrahamsen, Lundgren, 1995). Pankreatik
adacik hiicreleri ile yapilan benzer ¢aligmalarda glukozun gen anlatimini arttirici,
cAMP’nin ise azaltan etki yaptig1 goriilmistiir (Abrahamsen and Nishimura, 1995).
Farelerde yapilan deneylerde Kkaraciger GCGR ekspresyon diizeyinin dogumdan
sonra kademeli bir sekilde yetiskinlige kadar arttign gosterilmistir (Burcelin ark. ,
1998). Siganlarda hiperglisemi, glukoz infizyonu veya streptozotosin uygulamasi
GCGR ekspresyonunu etkilemektedir.

Streptozotosin ilk kez 1960 yilinda Streptomyces achromogenes’den izole edilen
bir metabolitidir. ilk yillarda antibakteriyal, antitiimoral ve karsinolojik 6zellikleriyle
bilinen ajan, 1963’ te kopek, kedi ve siganlarda diyabetojenik etkili bir madde olarak
tanimlanmistir (Bell and Hye, 1983). Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarinda
insanlardakine benzer diyabet olusturmak i¢in kullanilan N-nitroso tiirevi D-
glukozamin yapisindaki streptozotosin oksidan maddeler meydana getirerek
Langerhans adaciklarini segici olarak tahrip ederek diyabete yol actig1 belirlenmistir
(Atlan, 2006). Streptozotosin’nin tetikledigi diyabet ¢aligmalarinda hepatositlerdeki
GCGR ekspresyon diizeyinde genellikle bir disiis oldugu belirtilmektedir. Bu
verilerden yola ¢ikarak glukagonun karaciger GCGR geni ekspresyonu igin negatif
etki gosterdigi ileri siiriilmektedir (Desbuquois, 1983). Taze hazirlanmis sigan
hepatositleri, primer sican kiiltiirleri ve tavuk hepatositlerinin glukagon etkisinde
birakilmasinin GCGR ekspresyonunu negatif yonde etkiledigi ve bunun da GCGR
ekspresyonunda glukagon hormonun direkt etkili oldugu belirtilmektedir (Authier
and Desbuquois, 2008).

4.3.3. Glukagon reseptor endositozu ve fosforilasyonu

4.1.1.1‘de dolasimdaki glukagonun karaciger hiicrelerinde pargalanmasi
bahsinde de belirtildigi gibi, hiicre membranina bagli GCGR’lerin endozomal
cevrimleri s6z konusudur (bk. Sekil 6). GCGR’lerinin endositoz ile hiicre icerisine
alinarak yer degistirmesi sigan karaciger hiicrelerinde biyokimyasal yontemler
kullanarak gosterilmistir (Authier ark. , 1992). Gegici bir siire i¢in radyoaktif isaretli
glukagon etkisinde birakilan Siganlardan hazirlanan karaciger homojenatlarinda fakl

hiicre i¢i fraksiyonlarinda [**I]iodoglukagon degerleri 6lgiilmiis ve olgiimler
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sonucunda GCGR’nin hiicre i¢i yer degistirmesinin uygulamadan sonra ilk 12-24 dk
icinde maksimuma ulastigi, %10-20 arasinda plazma membraninda glukagon
baglanmasinda azalmaya sebep oldugu ve iki saat icinde geri donilisiimiin
gerceklestigini  gostermistir  (Authier,  Desbuquois, 1992).  Endozomal
fraksiyonlardaki ve plazma membranindaki glukagon baglanmasinda olan degisiklik
reseptOr afinitesi degigmeksizin reseptor sayisindaki degisiklikten kaynaklandig: ileri
stiriilmektedir (Burcelin, Mrejen, 1998). Glukagon enjeksiyonundan sonra hepatosit
hiicre endozomlarda 5. ve 45. dakika arasindaki zamana bagli GCGR igerigi artis1 da
GCGR’nin hiicre i¢i karboksi terminal bolgesine 6zgii  antikorlar kullanilarak
gosterilmistir (Abrahamsen, Lundgren, 1995, Merlen, Fabrega, 2006, Pospisilik,
Hinke, 2001, Unson, Cypess, 1996). Glukagonun baglanmasi ile gergeklesen GCGR
endositoz olayinda, GCGR proteininin hangi bdlgelerinin 6nemli oldugunu saptamak
icin dogal ve delesyonlu GCGR genleri ile transfekte edilen CHO hiicreleri ile
calistimistir (Buggy ark. , 1997). Dogal ve delesyonlu GCGR eksprese edilen
hiicrelere [**I]iodoglukagon uygulanmis, dogal glukagon sentez eden hiicrelerde,
radyoaktif ligandin yaklagik %45-50’sinin ilk 10 dakikada hiicre igerisine alindig1 45
dakika sonra glukagon endositozunun azaldigi saptanmistir. Karbosi terminalinde 24
amino asitlik delesyon tastyan GCGR proteininin hiicre i¢ine alim kapasitesinde 10
dakika sonra dogal reseptore gore %10 azalma saptanmistir (Buggy, Heurich, 1997).
Buna ek olarak, karboksi terminalindeki 47 amino asitten 7 tane Serin bakiyesi
Alanine donistiiriilen mutant GCGR’lerinin ligand bagl hiicre igine alimlarda ve
fosforilasyonda dramatik bir azalma gostermistir. Bu da karboksi terminal bolgenin
fosforilasyonunun GCGR endositozunda 6nemli bir role sahip oldugunu gosterir
(Buggy, Heurich, 1997).

Yukarida ayrintili olarak ele alindigi gibi, glukoz hiicrelerin enerji
metabolizmasinin merkezinde yer alan 6nemli bir molekiildiir. Dolayisiyla, kan
plazmasinda glukoz diizeyinin belirli degerler arasinda korunmasi1 yasamsal 6neme
sahiptir. Basta pankreas hiicreleri tarafindan iiretilen insiilin ve glukagon olmak iizere
¢ok sayida hormon kan glukoz diizeyini regiile eder. Viicutta bu hormonlarin yeteri
kadar iiretilememesi, normalden fazla iretilmesi ya da ligand ve reseptorlerinin
etkilesimleri ile ilgili olumsuzluklar, glukoz homeostazinda bozulmaya ve bunun

sonucunda diyabetin ortaya ¢ikmasina neden olur. Diyabet cogunlukla insiilin
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yetersizligi ve glukagon fazlaligi ile karakterize edilen bihormonal bir hastalik olarak
degerlendirilir (Cho, Merchant, 2012). Gerek insiilin gerekse glukagon hormonu,
hedef hiicre membranlarinda yer alan kendilerine 0zgii reseptére baglanarak
etkilerini gosterirler. Bu tez calismasi kapsaminda, kan glukoz homeostazinin 6nemli
aktorlerinden olan glukagonun baglandig1 glukagon reseptorii ve glukagon reseptor
etkilesimi konusu ele alinmistir. Insan glukagon reseptdriindeki amino terminal
ekstraseliiler ligand baglanma bolgesindeki bazi mutasyonlarin Tip Il diyabet ile
iliskili oldugu rapor edilmektedir (Hager ark. , 1995). Diyabetin olusmasinda insiilin
yetersizligi kadar glukagon fazlaliginin da 6nemli bir faktér oldugu bilinmektedir
(Unger and Cherrington, 2012). Bu nedenle, rekombinant DNA teknolojilerinden
yararlanilarak, Ozellikle yiiksek glukagon seviyesi ve hiperglisemiye sebep olan
glukagonoma vakalarinda (Cho, Merchant, 2012) kullanim potansiyeline sahip
¢oziinlir formda glukagon reseptdr proteinleri tiretilmis ve bu proteinlerin glukagon

hormonuna olan ilgileri degerlendirilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Agar

Agaroz

Agaroz type 1I: Medium EEO
Akrilamid

Ampisilin

Amonyum persiilfat
Bromofenol mavisi
Bis-akrilamid

Bovin serum albiimin
Coomassie brillant blue G-250
Dekstroz

Dulbecco’s modified eagle medium
Dimetil stilfoksit

Disodyum hidrojen fosfat
Etilendiamintetraasetik asit
Etil alkol

Etidyum bromiir

Fenol

Fetal calf serum

Formaldehit

Fosforik asit

Glasiyel asetik asit

Gliserin

Glisin

Glukagon

Glukagon

Glutation Sepharose
Hidrojen kloriir

Izopropanol

Difco, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Carlo Erba, italya
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 kloriir
Kloroform
Magnezyum kloriir
Magnezyum siilfat
Mangan klortir

Maya oziiti

Metil alkol

Nonidet P-40
Opti-MEM
Paraformaldehit
Penisilin/Streptomisin
Pipes

Polietilenglikol (PEG)
Polietilenimin (PEI)
Potasyum asetat
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,)
Potasyum kloriir
Protein A Sepharose
Sodyum asetat
Sodyum azid (NaN3)
Sodyum bikarbonat
Sodyum dodesil siilfat
Sodyum hidroksit
Sodyum klortir
Tetrametiletilendiamin
Tris

Tripsin

Tripton

Tween 20

Yagi alinmas siit tozu
2-B- 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, Italya
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Carlo Erba, Italya
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

Restriksivon Endoniikleazlar::

BamHI, EcoRI, BstXl, Kpnl, EcoRV, EcoO1091 (Thermo Scientific Fermentas,
Roche veya New England Biolabs) restriksiyon endoniikleazlart genlerin

klonlanmasi g¢aligmarinda ve elde edilen plazmit DNA’larin kontrol edilmesinde

kullanildi.

DNA Modifikasyon Enzimleri:

T4 polintikleotid kinaz, Alkalen fosfataz (SAP: Shrimp Alkaline Phosphatase),
Klenow Enzimi, T4 DNA Ligaz (Thermo Scientific Fermentas, Roche veya New
England Biolabs), RNaz.

Termostabil DNA polimerazlari:

Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas, New England Biolabs veya Intron
Biotechnology), KOD plus DNA Polimeraz (Toyobo, Japonya) .

5.3. Ticari Kitler

Calismanin degisik asamalarinda, 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 dlgekte plazmit DNA
1zolasyon kiti (Qiagen) ve DNA jel ekstraksiyon kiti (Invitrogen) kullanildi.

5.4. Antikorlar

Primer antikorlar: fare orijinli monoklonal anti-HA (Millipore:05-904), tavsan
orijinli poliklonal anti-glukagon reseptor (Santa Cruz :H57sc 66912 ), tavsan 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: kegi anti-fare 1gG-biotin konjuge (MilliporeAP124B), keci
anti-tavsan IgG-biotin konjuge (Thermo scintific,31823), kegi anti-fare 19G-FITC
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konjuge (Chemican: AB308F), keg¢i anti-tavsan IgG-FITC konjuge (Millipore:

AP307F)

5.5. Cihaz ve Gerecler

Spektrofotometre

Calkalayic1 Su Banyosu
Calkalayic1 Inkiibator
Bakteriyolojik Etiiv

Su Banyosu

Sterilizator

Dikey Karistirici

Etiv

Yatay Jel Elektroforez Cihazi
U.V. Transilliiminator
Otoklav

Sonikasyon Cihazi

Sogutmal1 Santrifiij
Sogutmal1 Santrifiij

Steril Calisma Kabini
Mikrosantrifiij

Ters/Inverted Mikroskop
Dikey Jel Elektroforez Cihazi
pH metre

Fliioresan Mikroskop

Hassas Terazi

PZR Cihazi

Mikropipetler

Steril Calisma Kabini
Floresan Mikroskop

Derin dondurucu (-80 °C)

Shimadzu BioSpec- 1601,
Japonya

GFL 1083, Almanya
N-Biotek, Kore

Memmert, Almanya

GFL, Almanya

Thermo Scientific, Heraeus,
Almanya

Dynal, ABD

Binder, Almanya

Labnet, ABD

Vilber Lourmat, Fransa
Kermanlar, Tiirkiye
Bandelin, Almanya

Sigma, ABD

Beckman Coulter, ABD
Holten, Danimarka
Eppendorf, Almanya
Olympus BH40, Japonya
Cleaver Scientific, Ingiltere,
Sigma, ABD

Sigma, ABD

Shimadzu, Japonya
Applied Biosystems, ABD
Gillson-Thermo-Eppendorf
Sigma, ABD

Olympus BH40, Japonya
Panasonic, Japonya
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Tiip karistiricr (Vorteks) Heidolph, Almanya
CO; Etiiv Sanyo, Japonya

5.6. Besiyerleri

5.6.1. Luria Bertani (LB) besiyeri

10 gr tripton, 5 gr maya oziitii ve 10 gr sodyum kloriir distile su icerisinde

coziindiiriilerek 1 litreye tamamlandi.

5.6.2. Luria Bertani agar (LBA) besiyeri

LB besiyerine %1.5 (a/h) oraninda agar eklenerek hazirlandi.

LB ve LBA besiyeri 1 atmosfer basingta, 121 °C’da 25 dakika otoklavda
tutularak steril edildi. Thtiya¢ halinde besiyerine 100 pg/ml final konsantrasyonda
ampisilin eklendi.

5.6.3. Memeli hiicre kiiltiirleri icin besiyerleri

Memeli hiicrelerinin tiretilmesinde besiyeri olarak glukoz konsantrasyonu 1g/L
veya 4.5¢/L olan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM-LG ve DMEM-
HG) (Gibco, ABD) kullanildi. Once 4x konsantre stok besiyerleri hazirlandi. Bunun
icin 10g DMEM-LG ya da 13.49g DMEM-HG deiyonize distile su igerisinde
¢oziindiiriilerek 250 ml’ye tamamlandi ve 0.2 um filtre ile steril edildi. Hiicre liretme
besiyerleri, 100 ml 4x konsantre DMEM tizerine 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 ¢6zeltisi eklenerek hazirlandi.
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S5.7. Cozeltiler

5.7.1. Akrialmid/bis-Akrilamid ¢ozeltisi (% 29 Akrilamid / % 1 bis-Akrilamid
-a/h)

29.0 g akrilamid ve 1 g bis-akrilamid deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildi ve

hacim 100 mI’ye tamamland1. C6zelti 0.2 um filtreden gegirildi.

5.7.2. Amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi (% 10 — a/h)

1 g amonyum persiilfat, deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildii ve hacim 10

ml’ye tamamlandi.

5.7.3. Bloklama c¢ozeltisi (%5’lik yagsiz siit tozu)

25 g yagsiz siit tozu, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 474
ml’ye tamamlandi. Cozeltiye 25 ml 20x konsantre TBS ve 1 ml %10 sodyum azid
(NaN3 ) eklendi.

5.7.4. Etidyum bromiir (10 mg/ml)

0.1 g etidyum bromiir, 10 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiirtilerek

hazirlandi.

5.7.5. %70 Etil alkol

70 ml saf etil alkol deiyonize distile su ile 100 m1’ye tamamlanarak hazirlandi.

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

73.06 gr EDTA 400 ml deiyonize distile su igerisinde ¢Oziindiiriildii. Pellet halde

NaOH eklenerek ¢ozeltinin pH’s1 8’e ayarlandi ve hacmi 500 ml ye tamamlandi.

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

Kristal halde fenol, 65 °C’da ¢oziindiiriildii ve oksidasyonu dnlemek i¢in ortama
% 0.1 (a/h) konsantrasyonda 8-hidroksikinolin katildi. Fenol iizerine esit hacimde 0.5
M Tris-Cl tamponu (pH 8) eklendi ve 30 dakika manyetik karistiricida karistirildi.
Fenol ve tamponun iki faz halinde ayrilmasi icin, emiilsiyon 4 °C’da 60 dakika
bekletildi ve iist faz bir su trompu yardimiyla uzaklastirildi. Ayni islem 0.1 M Tris-Cl
tamponu ile fenoliin pH degeri >7.8 olana kadar tekrarlandi. Ust fazin yaklasik %
90’1 uzaklastirild: ve 4 °C’da saklandi (Maniatis, 1989). Yaklasik pH degeri 8 olan
doyurulmus fenol, 25:24:1 oranlarinda kloroform ve izoamil alkol ile karistirild1 ve

DNA calismalarinda kullanildi.

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

8 g NaCl, 0.2 g KClI, 0.2 g KH,PO,4 ve 4.32 g Na,HPO,.7H,0, 800 ml deiyonize
distile su igerisinde ¢oziindiiriildii. pH’s1 7.4’¢ ayarlandiktan sonra hacmi 1 litreye
tamamland1. Hazirlanan T-FTS 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 20 dakika

otoklavlandi.

5.7.9. Glukoz ¢ozeltisi (1M)

45 g glukoz, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra hacmi 250
ml’ye tamamlandi. Cozelti otoklavda 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 20 dakika
tutularak steril edildi. (Glukoz Mw:180.16)

5.7.10. Hidroklorik asit ¢ozeltisi (3 N)

75 ml deiyonize distile suya 29.56 g (25 ml) %37’lik (w/w) HCI ¢ozeltisi
eklenerek hazirlandi. (Hidroklorik asit. Mw=36.46; 1.186 g/ml)
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5.7.11. Kalsiyum Kkloriir ¢ozeltisi (2.5 M)

69.36 g kalsiyum kloriir 100 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten
sonra hacmi 250 ml’ye tamamlandi. Cozelti daha sonra otoklavda steril edildi.

(Kalsiyum Kloriir Mw=110.98)

5.7.12. Kapatma cozeltisi

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

ve saf gliserin ile 10 mI’ye tamamlandi. C6zelti karanlikta -20 °C’da saklandi.

5.7.13. Mangan Kkloriir ¢ozeltisi (0.55M)

27.21 g MnCl,.4H,0, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra
hacmi 250 ml’ye tamamlandi. (MnCI,.4H,0 Mw=197.9)

5.7.14. %10 Nonidet P-40 (NP-40) ¢ozeltisi

5 g (4.72ml) NP-40, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 50
ml’ye tamamlandi.(NP-40 d=1.06 g/ml)

5.7.15. Paraformaldehit ¢ozeltisi (%3)

1.5 g paraformaldehit 65 °C’da 10 ml 0.1 N sodyum hidroksit igerisinde
¢oziindiiriildii. 3N HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 7-7.5 olarak ayarlandi ve hacmi deiyonize

distile su ile 40 ml’ye tamamlandi. Cozeltiye 10 ml 5x konsantre PBS eklendi.

5.7.16. PIPES ( 1,4-piperazindietansiilfonik asit) ¢ozeltisi (1M)

15.12 g PIPES, 30 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii, NaOH ile
pH’s1 7.5’e ayarlandi ve hacmi 50 ml’ye tamamlandi. Cozelti otoklavda 121 °C’da 1
atmosfer basing altinda 20 dakika tutularak steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

(PIPES Mw= 302.37)
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5.7.17. Polietilen glikol (PEG) ¢ozeltisi (% 40 —a/h)

20 g PEG 4000 30 ml deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildii ve hacim 50
ml’ye tamamlandi. Cozelti 0.45 pm filtreden gegirildi.

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

% 40 PEG ¢ozeltisi ve 2.5 M NaCl ¢ozeltisi esit hacimlerde karistirilarak

hazirlandi.

5.7.19. Polietilenimin (PEI) ¢ozeltisi (2 mg/ml)

50 mg polietilenimin, deiyonize distile su igerisinde ¢dziindiirtildii ve hacmi 25

ml’ye tamamlandi. Cozelti 0.2 pm filtre ile steril edildi.

5.7.20. Potasyum asetat cozeltisi (3 M)

14.72 g potasyum asetat deiyonize distile su icerisinde ¢Ozlindiirildi ve

¢ozeltinin hacmi 50 ml’ye tamamlandi. (Potasyum asetat Mw= 98.14)

5.7.21. Potasyum Kkloriir c¢ozeltisi (2.5 M)

46.59 g potasyum Kkloriir c¢ozeltisi 100 ml deiyonize distile su igerisinde
¢oziindiiriildii ve ¢dzeltinin hacmi 250 ml’ye tamamlandi. (Potasyum Kloriir Mw=

74.55)

5.7.22. Sodyum bikarbonat cozeltisi (%7.5)

18.75 g NaHCOs3, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve hacim 250

ml’ye tamamlandi. Cozelti 0.2 um filtreden gecirilerek steril edildi.

5.7.23. %10 Sodyum deoksikolat

10 g sodyum deoksikolat, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve hacmi

100 mI’ye tamamlandi.
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5.7.24. Sodyum dodesil siilfat (SDS) cozeltisi (% 10 —a/h)

25 g SDS deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve ¢ozeltinin hacmi 250

ml’ ye tamamlandi.

5.7.25. Sodyum hidroksit cozeltisi (2 N)

40 g sodyum hidroksit deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii, ¢ozeltinin

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

5.7.26. Sodyum Kloriir ¢ozeltisi (2.5 M)

14.61 g sodyum kloriir 50 ml deiyonize distile su icerisinde ¢oziindiiriildiikten

sonra hacim 100 ml’ye tamamlandi. ( Sodyum Kloriir Mw=58.44)

5.7.27. %0.25 Tripsin cozeltisi

0.25 g tripsin, 100 ml T-FTS igerisinde ¢oziindirildi ve 0.2 pum filtreden
gegirilerek steril edildi. Cozelti 10 ml’lik hacimler halinde -20 °C’de saklandi.

5.7.28. Tripsin-EDTA c¢ozeltisi (2%60.05 Tripsin, %60.05 EDTA —a/h)

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

hazirlandi.

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

5 g (4.5ml) Tween-20, deiyonize distile su ile karigtirilarak hacmi 50 ml’ye
tamamlandi. (Tween-20 d=1.11g/ml)

5.7.30. %0.1 Giimiis nitrat cozeltisi (a/h)

2 ml %5’lik glimiis nitrat ¢ozeltisinin hacmi 100 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
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5.7.31. Goriintiileme c¢ozeltisi (%0.04 formaldehit, %2 sodyum karbonat,
%00.0004 sodyum tiyosiilfat)

100 pul %37’lik formaldehit, 6.7 ml sodyum karbonat ve 40 pl sodyum tiyosiilfat

karistirtlarak deiyonize distile su ile hacmi 100 ml olacak sekilde hazirlandu.

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

asit)

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

ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

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 igerisinde ¢oziindiiriildii ve ¢dzeltinin
pH’s1 3M HCl ile 8.9’a ayarlandi. Cozeltinin son hacmi deiyonize distile su ile 250

ml’te tamamlandi.

5.8.2. 4x Konsantre ayirma 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 i¢inde ¢oziindiiriildi ve
¢ozeltinin pH’s1 3 N HCl ile 8.8’e ayarlandi. Cozeltinin hacmi deiyonize distile su ile

250 ml’ye tamamlanda.

5.8.3. Bakteri transformasyon tamponu

2 ml 1 M Pipes, 2 ml 25 M CaClzve 20 ml 2.5 M KCI 150 ml deiyonize distile
su karistirildi. Cozeltinin pH’s1 6.7°ye ayarlandiktan sonra {izerine 20 ml 0.55 M
MnCI2 eklendi, hacmi su ile 200 ml’ye tamamlandi ve 0.2 pum fitreden gegirilerek

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, 125 ml 1 M glukoz ve 5 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi

karistirildi, deiyonize distile su ile hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

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

Bir hacim 2 N NaOH, bir hacim % 10 SDS ¢6zeltisi ve 8 hacim deiyonize distile

su karistirilarak hazirlandi.

5.8.6. DNA ekstraksiyon tamponu 111 (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 hazirlandi. (Potasyum Asetat Mw = 98.14)

5.8.7. 6x Konsantre DNA yiikleme tamponu

25 mg bromofenol mavisi 6.55 ml deiyonize distile su igerisinde
¢oziindiiriildiikten sonra 3.45 ml %87’lik gliserin eklenerek hacmi 10 ml’ye

tamamlandi. Hazirlanan 6x konsantre DNA yiikleme tamponu -20 °C’ da saklanda.

5.8.8. Hiicre liziz tamponu

2.5 ml 1M Tris-HCI (pH:8), 3 ml 2.5M NaCI ve 1 ml %10’luk NP 40 ¢ozeltisi
deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Deneylerde kullanimdan hemen 6nce

tampon ¢ozeltisine 1 mM final konsantrasyon olacak sekilde 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 iginde
¢oziindirildi ve ¢ozeltinin pH’s1t 3M HCI ile 8.25’¢ ayarlandi. Cozeltinin hacmi

deiyonize distile su ile 1000 ml’ye tamamlanda.
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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 igerisinde ¢oziindiiriildii ve pH’s1
NaOH ile 7.0’ye ayarlandi. Uzerine 10 ml 1 M sodyum asetat, 10 ml 0.5 M EDTA
(pH: 8 ) eklendi ve hacmi deiyonize distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Tampon
0.45 pum filtreden gecirildi. Cozelti oda sicakliginda, koyu renkli sise icerisinde

karanlikta saklanda.

5.8.11. 2x Konsantre NP-40 liziz tamponu

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

sodyum kloriir ¢6zeltisi deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak hazirlandi

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 i¢inde ¢oziindiriildi,
¢ozeltinin pH’s1 3 N HCl ile 6.8’¢ ayarlandi. Son hacim deiyonize distile su ile 100

ml’ye tamamlandi.

5.8.13. Poliakrilamid jel elektroforez tamponu (0.025 M Tris, 0.25 M Gilisin, %
0.1-a/h SDS, pH 8.3)

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

tamamlandi, tizerine 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 hazirlandi.
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5.8.15. 4x Konsantre protein yiikleme 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
igerisinde ¢Oziindiiriildii ve lizerine 1 ml 2-merkaptoetanol ile 11.5 ml %87’lik
gliserin eklendi. Cozeltinin pH’s1 1 N HCI ile 6.8’e ayarlandiktan sonra deiyonize

distile su ile hacim 25 ml’ye tamamlandi.

5.8.16. 2x Konsantre RIFA tamponu ( 50 mM Tris, pH:8 ; 5 mM EDTA, pH:8;
150 mM NaCl; %1 NP-40 a/h ; %0.5 Sodyum deoksikolat a’h, %10 SDS
a/h)

2.5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8.0), 0.5 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0), 3 ml 2.5M sodyum
kloriir, 5 ml %10’luk NP-40, 0.5 ml % 10’luk SDS ve 2.5 ml %10’luk sodyum

deoksikolat ¢ozeltileri deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

5.8.17. Sodyum asetat tamponu (3M)

12.3 g sodyum asetat, 40 ml deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiiriildii. pH’s1

5.2’ye ayarlandiktan sonra 50 ml’ye tamamlandi. (Sodyum Asetat Mw:82.03)

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

121 g Tris deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 421.5 ml’ye
tamamlandi. Cozelti lizerine 28.5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi
(pH:8.0) eklendi. Elektroforez tamponu olarak ya da agaroz jellerin hazirlanmasinda

1:50 oraninda sulandirilarak kullanild.

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

60.55 g Tris 400 ml deiyonize distile su icerisinde ¢Oziindiiriildi. 5 N HCI

cozeltisi ile pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra hacmi 500 ml’ye tamamlandi. Tris-HCI
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tamponu otoklavda 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 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-HCI tamponu (pH: 8.0) ve 0.5 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi (pH:

8.0) deiyonize distile su ile 250 m1’ye tamamlanarak hazirlandi.

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 i¢inde ¢oziindiirtildii.
pH’s1 8.3¢ ayarlandi. Son hacim 1 litreye tamamlandi. (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 igerisinde
¢Oziindiiriildii, ¢ozeltinin pH’st 7.4’e ayarlandi ve hacmi 1000 ml tamamlandi.
Tampon 121 °C’da, 1 atmosfer basing altinda, 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 hazirlandi. TBS-T tamponu i¢in ortalama 10 ml %10 Tween-20

eklendi.

5.9. Plazmit Vektorler

Calismanin farkli asamalarinda pCAGGS, pCHA, pCAGGS-GST ve pCAGGS-
pl16 plazmit vektorlerinden yararlanildi. Bu vektoérlerden pPCAGGS plazmiti (Niwa
et al., 1991) ve bu plazmitten tiiretilen pCHA (Nagata ark. , 1998) plazmit vektorleri
Prof. Dr. Kyosuke Nagata (Tsukuba/Japonya) tarafindan verildi. Parazitik bir helmit
olan Schistosoma japonicum’a ait glutatyon S transferaz (GST) ¢cDNA’smin (Smith

and Johnson, 1988) pCAGGS plazmitine klonlanmasi ile olusturulmus pCAGGS-
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GST plazmiti Dr. Nagatan’nin laboratuvarinda c¢alisan Dr. Sugiyama Kenji’nin
hediyesidir. pPCAGGS-p16 plazmit vektorii Turan ve Ata tarafindan farkli bir ¢alisma
kapsaminda (Turan and Ata, 2011) olusturulmustur. Transfeksiyon kosullarinin
belirlenmesi ve normalizasyonunda pEGFP-N1 (Clontech, ABD) plazmitinden

yararlanildi.

5.10. Escherichia coli

Plazmit DNA’larin ¢ogaltilmasinda E. coli DHSa bakteri 1irk1 kullanildi.

5.11. Memeli Hiicre Hatlar:

Calismada HeLa, HEK 293 (insan embriyonik bdbrek hiicreleri), HepG2 ve
PANC-1 (insan pankreas kanser hiicreleri) hiicre hatlar1 kullanildi. HeLa hiicreleri
rahim agz1 kanseri olan Henrietta Lacks’in kanser hiicrelerinden George Gey
tarafindan tiiretilmistir (Jones ark. , 1971). Ismini hastanin adi ve soyadindan
almistir. Diger hiicre hatlarina nazaran daha uzun siire canli kalmalar1 sebebiyle
onemli olmuslardir. PANC-1 hiicreleri insan pankreasindan elde edilen bir epitelioid
karsinom hiicre hattidir (Lieber ark. , 1975). Insan embriyonik bobrek hiicreleri ise,
1970’li yillarin baslarinda Alex Van der Eb (Graham and van der Eb, 1973)
tarafindan kiiltiire edilmistir. Hizli ¢ogalmalari ve transfeksiyon etkinliklerinin
yiikksek olmasi nedeniyle bilimsel caligmalarda siklikla tercih edilen bir hiicre

hattidir.

5.12. Agaroz Jellerin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Calismada DNA molekiillerinin analizinde % 1-1.5" lik (a/h) agaroz jeller
kullanildi. Analiz edilecek DNA molekiillerinin boyutuna gore 1 ya da 1.5 g agar 100
ml 1x konsantre TAE igerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii. Cozeltinin sicakligi 55-
60 °C’a diistiigiinde 0.1-0.2 pug/ml final konsantrasyonda etidyum bromiir eklendi ve
yatay jel kasetlerine dokiildii. Agaroz jel donduktan sonra TAE tamponu igeren
elektroforez tankina yerlestirildi. DNA 6rnekleri 5:1 oraninda 6x konsantre yiikleme

tamponu ile karigtirilarak jele uygulandi. Elektroforez islemi 100 volt sabit gerilim
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altinda 20-25 dakikada tamamlandi. DNA bantlar1 UV transilliiminator ile goriiniir
hale getirildi ve fotograflari ¢ekildi.

5.13. Spektrofotometrik Yontemle DNA’min Kantitatif ve Kalitatif Analizi

DNA ve RNA molekiillerinin miktar ve kalite tayinlerinde spektrofotometrik
yontemlerden yararlanildi. Orneklerin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans

degerleri, asagida verilen formiiller uygulanarak miktarlar1 saptandi.

DNA konsantrasyonu (ug/ ml) = ODgg0 . D . Ky
RNA konsantrasyonu (ug/ ml) = OD2g . D . K,

[OD, 1 cm ¢apinda quartz kiivet kullanilarak 260 nm dalga boyunda elde edilen
absorbans degeri; D, sulandirim katsayisi; Kq, (50 pg/ml); K, (40 pg/ml)].

DNA ya da RNA orneklerinin safligt OD2g0/OD2gp oranindan yararlanilarak
saptandi. (Bu oran kaliteli DNA i¢in ~1.8; RNA i¢in ise ~2.0’dir).

5.14. Transformasyon icin Escherichia coli Hiicrelerinin Kompetent Hale

Getirilmesi

Plazmitlerin iiretilmesinde konak bakteri olarak E. coli DH5a 1rki kullanildi. Bu
amagla, -80 °C’ da saklanan bakteri stogundan LBA kati besiyerine 6ze ile ekim
yapild1 ve 37 °C’da bir gece boyunca iiretildi. Hazirlanan kiiltiirden tek bir koloni
alindi ve 5 ml sivi LB besiyerine ekim yapildi. Kiiltiir 37 °C’da 150 dev./dk.
calkalama hizinda bir gece boyunca {iretildi. Hazirlanan 5 mI’lik doygun kiiltiir 150
ml taze LB besiyerine aktarildi ve 23-25 °C’da 150 dev./dk. ¢alkalama hizinda
tiremeye birakildi. Kiiltiir, ODggy = 0.25 — 0.3 degerine eristiginde kompetent hiicre
hazirlamak i¢in kullanildi. Kiiltiir 4 °C’da 10 dakika, 4.000 dev./dk. hizda santrifijj
edilerek bakteriler ¢okeltildi. Cokelti 40 ml soguk bakteri transformasyon tamponu
igerisinde siispanse edildi ve 15-20 dakika buz icerisinde bekletildi. Hiicreler 4 °C’da
10 dakika 4.000 dev./dk. hizda tekrar santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi 10 ml soguk

transformasyon tamponunda siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu iizerine 10 dakika
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ara ile iki kez 350 pl DMSO eklendi. Hazirlanan hiicreler ya direkt olarak

transformasyonda kullanild1 ya da ileride kullanilmak iizere -80 °C’da saklandh.

5.15. Memeli Hiicre Hatlarinin Devamhilhigimin Saglanmasi

Hiicreler 10 ml besiyeri iceren 10 cm’lik petri kutularinda 37 °C’da, % 5 CO2 ve
% 95 nispi nem igeren etiivde inkiibe edildi ve 3-4 giin araliklarla pasajlar1 yapildi.
Doygun kiiltiirlerin besiyerleri uzaklastirildi ve 37 °C’ da 5-10 dakika Tripsin:EDTA
etkisinde birakildi. Hiicreler 5 ml besiyerinde siispanse edildi. 0.25-0.5 ml hiicre
siispansiyonu 10 ml taze besiyeri iceren petrilere aktarildi ve iiremeye birakildi.
HEK?293 hiicreleri i¢in yiiksek glukozlu besiyeri (D’MEM HG), HeLa, Hep G2 ve
PANC-1 hiicreleri i¢in ise diisiik glukozlu besiyeri (D’MEM LG) kullanildi.

5.16. Insan Glukagon Reseptor Geni cDNA’simin Hazirlanmasi

Insan glukagon reseptor geni cDNA’s1, Hep G2 hiicrelerinden izole edilen total

RNA iizerinden reverz transkripsiyon ile elde edildi.

5.16.1. Hep G2 hiicrelerinden total RNA’nin izole edilmesi

Hep G2 hiicreleri D’MEM besiyeri iceren 6 cm’lik petri kutusuna ortalama
5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler standart kiiltiir kosullarinda (37 °C, %5
CO2 ve % 95 nispi nem) 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi besiyeri
uzaklastirildi ve hiicrelere 5-10 dakika Tripsin:EDTA uygulandi. Hiicreler 3 ml
besiyerine siispanse edildi. 1.000 dev./dk. hizda 5 dakika santrifiij edilerek ¢okeltildi.
Total RNA’nin izolasyonunda ticari RNA izolasyon kiti (Roche) kullanildi. Yontem
olarak {iretici firma tarafindan Onerilen yontem izlendi. 200 ul PBS (Phosphate
buffered saline) igerisinde hazirlanan hiicre siispansiyonu (~5x10° hiicre) iizerine 400
ul lizis ¢ozeltisi eklendi ve tiip karistiricida 5-10 saniye karigtirildi. Elde edilen hiicre
lizat1 kolonlu bir tiipe aktarildi ve 8.000 dev./dk. hizda 15 saniye santrifiij edildi.
Stiziintii atildi. DNA kontaminasyonunu onlemek i¢in kolon iizerine DNaz (10 pl
DNaz + 90 pl reaksiyon tamponu) eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
RNA bagli kolon 500 pl yikama ¢ozeltisi I ve yikama ¢ozeltisi II ile yikandi. Son
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asamada kolona 100 pl eliisyon tamponu eklendi ve 10.000 dev./dk. hizda 1 dakika
santrifiij edilerek RNA molekiilleri eliie edildi. Elde edilen total RNA, formaldehit

iceren agaroz jel ile kontrol edildi ve -80 °C’da saklandi.

5.16.2. Formaldehit iceren agaroz jellerin hazirlanmasi ve elektroforez

RNA analizlerinde %1.5’lik formaldehitli jeller kullanildi. Jel hazirlamak i¢in
1.5 g agaroz, 80 ml deiyonize distile su igerisinde kaynatildi. Uzerine 10 ml 10x
konsantre MOPS tamponu eklendi. Cozelti 55-60 °C’a sogutuldu ve 9 ml % 37’lik
formaldehit eklendikten sonra yatay jel kasetlerine dokiilerek donmasi saglandi.
Elektroforez islemi 1x konsantre MOPS tamponu icerisinde gerceklestirildi. RNA
ornekleri esit hacimlerde 2x konsantre RNA jel yiikleme tamponuyla karistirildi ve
65 °C’da 10 dakika bekletildikten sonra jele uygulandi. Elektroforez islemi 100 volt
sabit direng altinda 30 dakikada tamamlandi. RNA molekiillerini goriintiillemek i¢in,
jeller 0.2 pg/ml konsantrasyon etidyum bromdir i¢eren deiyonize distile su igerisinde
45-60 dakika bekletildi. EtBr kalintilarim1 uzaklastirmak igin jeller distile su
icerisinde 30 dakika hafifce karistirilarak yikandi ve UV transilliminator ile analiz

edildi.

5.16.3. insan glukagon reseptor geni (GCGR) ¢DNA’simin hazirlanmasi ve

c¢DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltilmasi

Hep G2 hiicrelerinden elde edilen total RNA {izerinden oligo dT primeler
kullanilarak reverz transkripsiyon ile cDNA hazirlandi. Reverz transkripsiyon i¢in
ticari kit (Roche) kullanildi. Reaksiyon 40 pl hacim igerisinde gerceklestirildi. 0.2
ml’lik PZR tiipiine 500 ng total RNA, 50 pikomol oligo dT primer eklendi ve hacim
24 pl’ye tamamlandi. Ortam 65 °C’da 10 dakika tutularak RNA molekiillerinin
denatiirasyonu saglandi ve sonrasinda buz {izerine alindi. Reaksiyon ortamina
sirastyla 8 pl 5x konsantre reaksiyon tamponu, 2 pl (40U/ul) RNaz inhibitori, 4 pl
(10 mM) dNTP karisimi, 2.2 pl (20U) reverz transkriptaz enzimi eklendi. Reaksiyon
karisimi cDNA sentezi i¢in 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 g¢ogaltilmasinda kalip olarak kullamildi. insan GCGR geninin PZR ile
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cogaltilmasinda ve dizi analizlerinde kullanilan primerlerin (Tablo 1)
olusturulmasinda, NCBI Genom Data Bankasi’nda yer alan referans gen dizilerinden

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

Tablo 1 Insan GCGR geni cDNA’larmin PZR ile ¢ogaltilmasinda ve bu genin DNA
dizi analizlerinde kullanilan oligoniikleotid primerler

Primer Adi1 | Niikleotid Dizisi

GCGR-For | 5-TTGAATTCCATGCCCCCCTGCCAGCCAC-3’
GCGR-Rev | 5-TTGAATTCTCAGAAGGGGCTCTCAGCCAATC-3’
GCGRsp-For | 5-TTGAATTCATGGCTCAGGTGATGGACTTCCTG-3'
GCGR-ED-Rev | 5-TTGAATTCTCACTGGCACTGGGAGGCATCAC-3’
pCAseqFor | 5-GTTCGGCTTCTGGCGTGTGA-3'
pCAseq Rev | 5-CACACCAGCCACCACCTTCT-3'

PZR reaksiyonlart 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde 40 pl hacim igerisinde
gerceklestirildi. Reaksiyon karisimi asagida verildigi sekilde hazirlandi.

Miktar (ul) | Final konsantrasyonlar
2 ul cDNA -

2 ul leri primer (10 pmol/ul) 0.5 pmol/ul
2 ul Geri primer (10 pmol pl) 0.5 pmol/ul
4 ul ANTP karisimi (2 mM) 0.2 mM

4 ul KOD plus tamponu (x10) x1
2 ul MgS04 (25 mM) 1.25 mM
Deiyonize distile su -
0.75 pl KOD plus (1U/ul) -

Sinyal dizisi kodlamayan GCGR c¢DNA’smin  (GCGRAsp) PZR ile
cogaltilmasinda GCGRsp-For ve GCGR-Rev primer c¢ifti; glukagon reseptoriiniin
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eksternal bolgesini kodlayan DNA fragmenti’nin (GCGR-ED) ¢ogaltilmasinda ise
GCGRsp-For ve GCGR-ED-Rev primer c¢ifti kullanildi. Sinyal peptidini de
kapsayacak sekilde tam boyutta glukagon reseptorii cDNA’sim1 (GCGR) PZR ile
cogaltmak amaciyla GCGR-For ve GCGR-Rev primer ¢ifti kullanildi, fakat basarili
sonu¢ alamadi. Reaksiyon kosullari; 97 °C’da 3 dakika 6n denatiirasyon sonras1 30
dongii, 97 °C’da 15 saniye/ 55-60 °C’da 15 saniye/ 68 °C’da 30-60 saniye ve bir
dongii 68 °C’da 10 dakika olarak belirlendi. Elde edilen iiriinler agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edildi.

5.16.4. PZR ile cogaltilan GCGRAsp ve GCGR-ED DNA fragmentlerinin

restriksiyon enzimi ile kesilmesi ve saflastirilmasi

PZR ile elde edilen iiriinler fenol:kloroform:izoamil alkol ile ekstre edildikten
sonra etil alkol ile c¢okeltildi. Bu amagla, PZR fiirlinlerinin hacmi 100 pl’ye
tamamland, iizerine esit hacimde fenol:kloroform:izoamil alkol karisimi eklendi ve
karistirildi. Ortam 14.000 dev./dk. hizda, 20 °C’da 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz
yeni bir tlipe aktarildi ve iizerine 0.1 hacim 3M sodyum asetat ve 2.5 hacim saf etil
alkol eklendi ve -20 °C’da 15-20 dakika bekletildi. DNA molekiilleri 4 °C’da 10
dakika 14.000 dev./dk. hizda santrifiij edilerek ¢okeltildi. DNA ¢okeltileri 500 pl %
70 etil alkol ile yikandi, kurutuldu ve 90 pl deiyonize distile suda ¢oziindiiriildi.
pCAGGS plazmit vektoriine klonlanan GCGR c¢DNA’lar1 EcoRI restriksiyon
endoniikleaz1 ile kesilerek ligasyonda kullanildi. pCHA plazmit vektorlerine
klonlanan cDNA’lar ise EcoRI restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra Klenow
enzimi ile kiit uclu hale getirildi. Bu amagla DNA o&rnekleri, lizerine 10 pl 10x
konsantre EcoRI tamponu ve 3ul (30U) EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi
eklendikten sonra 2-3 saat 37 °C’da su banyosunda inkiibe edildi. Reaksiyon sonrasi
DNA ornekleri yukarida belirtildigi sekilde tekrar fenol:kloroform:izoamil alkol ile
ekstre edildi ve etil alkol ile ¢okeltildi. Cokelti 20 pl TE tamponu igerisinde
¢Oziindiiriildii ve agaroz jel elektroforezi ile saflastirildi. Kiit ugclu cDNA gerektiren
durumlarda DNA ¢okeltisi 25 pl deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii.
Ornegin iizerine 3 ul NEB2 tamponu, 1.5 pul 2 mM dNTP ve 1 pl (1U) Klenow
enzimi (NEB) eklendi ve 37 °C’da su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Daha

sonra Klenow enzimini inaktive etmek igin drnekler 80 °C’da 20 dakika bekletildi.
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Inaktivasyon sonrast DNA ornekleri agaroz jel elektroforezi ile saflastirildi. Bunun
icin DNA oOrnekleri 1/5 oraninda 6x konsantre DNA yiikleme tamponu eklendikten
sonra % 1’lik agaroz jele uygulandi. Elektroforez islemi, 1x konsantre TAE tamponu
igerisinde 100 volt sabit direncte 20-25 dakikada tamamlandi. Elektroforez sonrasi
DNA bandi UV g1k altinda bir bisturi yardimiyla kesilip ¢ikartildi ve 1.5 ml’lik
plastik tiipe aktarildi. DNA molekiillerinin jelden kurtarilmasinda DNA jel
ekstraksiyon kiti (Invitrogen) kullamldi. Islemler kit i¢in dnerilen ydnteme uygun
olarak gercgeklestirildi. EcoRI enzimi ile kesilmis halde DNA fragmentleri 30 pl
eliisyon tamponu ile eliie edildikten sonra, ligasyonda kullanilmak iizere -20 °C’da

saklandi.

5.17. insan Glukagon Geni (GCG) ¢cDNA’simin Hazirlanmasi ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

Insan GCG geni cDNA’sinmn hazirlanmasinda, insan pankreas orijinli PANC-1
hiicreleri kullanildi. Glukagon hormonunun pankreas bezinin 6zellesmis bolgesi olan
Langerhans adaciklarindaki alfa hiicreleri tarafindan sentez edilmesi nedeniyle,
HelLa, HEK293 ve Hep G2 hiicrelerinden hazirlanan ¢cDNA’lar iizerinden glukagon
geninin ¢ogaltilmasinda basar1 saglanamadi. Huang ve arkadaslar1 (Huang et al. ,
2008) uzun siire serum igermeyen besi ortaminda inkiibe edilen PANC-1
hiicrelerinde glukagon transkripsiyonunun belirgin bir sekilde arttigin1 rapor
etmislerdir. Bu nedenle total RNA izolasyonundan 6nce PANC-1 hiicreleri serum
achigina birakildi. PANC-1 hiicreleri serumlu DMEM (LG) iceren 6 cm capinda
petriye (5X105 hiicre/petri) ekildi ve 48 saat siire ile standart kiiltiir kosullarinda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyeri uzaklastirild: ve hiicreler 30-40 saniye
kadar Tripsin-EDTA etkisinde birakildi. Hiicreler serum i¢cermeyen OPTI-MEM
igerisinde 6 giin boyunca 37 °C’da inkiibe edildi ve sonrasinda total RNA
izolasyonunda kullanildi. Total RNA izolasyonu ve reverz transkripsiyon
deneylerinde 5.16.1 ve 5.16.3 ’de belirtilen yontem izlendi. Elde edilen cDNA GCG
geninin PZR ile ¢ogaltilmasinda kalip olarak kullanildi.
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5.17.1. insan GCG geni ¢cDNA’sinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile

cogaltilmasi

Insan GCG geni PANC-1 hiicrelerinden hazirlanan ¢cDNA iizerinden PZR ile
cogaltildi. Bunun i¢in Tablo 2’de verilen primerler kullanildi. Primerlerin

olusturulmasinda NCBI Genom Data Bankasi’nda yer alan referans gen dizilerinden

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

Tablo 2 Insan GCG geni cDNA’larinin PZR ile ¢ogaltilmasinda ve bu genin memeli
ekspresyon vektoriine klonlanmasinda kullanilan oligoniikleotid primerler

Primer Ad1 | Niikleotid Dizisi

Glu-For | 5-ATGCATTCACAGGGCACATTCA-3'
Glu-Rev-plus | 5-TTAGGTATTCATCAACCACTGCA-3'
Glu-Rev-min | 5-GGTATTCATCAACCACTGCA-3’

Flag-For | 5-GATTATAAAGATGATGATAAATGAGAATTC-3'
pCA-Vec-Rev | 5-GGTGGCGGCGAATTCTTTG-3'
PCA-Vec-For | 5-AGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATG-3'
GST(gly)-Rev | 5-TCCAGATCCTCCCAGATCCGATTTTGGAGGATGGTC-3'

GCG geni cDNA’smin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler PZR 6ncesinde T4-
poliniikleotid kinaz enzimi ile fosforile edildi. Bunun i¢in PZR tiipiine 200 pMol (2
ul) primer, 1 pl x10 konsante T4 poliniikleotid kinaz tamponu, 0.4 ul 100 mM ATP,
6.2 ul deiyonize distile su ve 1 pl (1U) T4 poliniikleotid kinaz enzimi eklenerek
reaksiyon karisimi hazirlandi. Ortam 37 °C’da 1 saat bekletilerek primerlerin
fosforile olmalar1 saglandi. Enzim inaktivasyonu i¢in reaksiyon ortami 20 dakika 65
°C’da bekletildi. Fosforile edilen primerler PZR i¢in kullanildi.

PZR reaksiyonlart 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde 40 pl hacim igerisinde
gerceklestirildi. Reaksiyon karisimi 5.16.3°de verildigi sekilde hazirlandi. Stop
kodonu tasiyan GCG ¢cDNA’smin ¢ogaltilmasinda Glu-For ve Glu-Rev-plus primer
cifti; stop kodonu tasimayan GCG ¢cDNA’sinin ¢ogaltilmasinda ise Glu-For ve Glu-
Rev-minus primer ¢ifti kullanildi. Reaksiyon kosullari; 97 °C’da 3 dakika 6n

55



denatiirasyon sonras1 30 déngii, 97 °C’da 15 saniye / 55-60 °C’da 15 saniye/ 68 °C’da
15 saniye ve bir dongii 68 °C’da 5 dakika olarak belirlendi. Elde edilen iiriinler

agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

5.17.2. PZR ile ¢ogaltilan GCG cDNA’larin saflastirilmasi

PZR firiinleri fenol:kloroform ile ekstre edildi ve etil alkol ile ¢oktiiriildii. DNA
cokeltileri kurutulduktan sonra 20 ul TE tamponunda ¢o6ziindiirildii ve agaroz jel

elektroforezi ile saflastirildi (bk.5.16.4)

5.18. Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

Tez caligmasi kapsaminda, GCGR ve GCG genleri memeli hiicrelerinde
ekspresyon yapan pCAGGS veya pCAGGS’den tiiretilen plazmit vektorlere
klonlanarak pPCAGGS-GCGRAsp, pPCAGGS-GCGR-ED, pCHA-GCGRAsp, pCHA-
GCGR-ED, pCAGGS-GCGflag ve pPCAGGS-GST-GCG vektorleri elde edildi.

5.18.1. pPCAGGS-GCGRASsp ve pCAGGS-GCGR-ED vektorlerinin

olusturulmasi

Sinyal peptidi tasimayan glukagon reseptdr proteini ve bu proteinin sadece
eksternal bolgesini kodlayacak vektorleri olusturmak amaciyla PZR ile ¢ogaltilan

GCGRAsp ve GCGR-ED DNA fragmentleri pCAGGS vektoriine klonlandi.

5.18.1.1. pCAGGS plazmit DNA’sinn ligasyon i¢in hazirlanmasi

pCAGGS plazmit DNA‘s1 EcoRI restriksiyon endoniikleazi ile kesilerek
dogrusal hale getirildi ve SAP (Shrimp Alkalene Phosphatase) enzimi ile defosforile
edildi. Bu islem igin 5 ug DNA deiyonize distile su ile 90 pl’ye tamamlandi. Uzerine
10 pl 10x konsantre EcoRI tamponu, 5U EcoRI enzimi (10U/ul ) eklendi. 37 °C’deki
su banyosunda 2-3 saat inkiibe edildi. Plazmit DNA’larin kesilip kesilmedigi agaroz
jel elektroforezi ile kontrol edildi. Kesilen DNA 6rnegi fenol:kloroform ile ekstre
edildi ve etil alkol ile ¢okeltildi. Cokelti 45 ul TE igerisinde ¢oziindiiriiliip, SAP ile

defosforile edildi. Bu islem i¢in 6rnek tizerine 5 pl 10x konsantre SAP tamponu ve
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2U SAP enzimi (1U/ul -Fermentas) eklendikten sonra 1 saat 37 °C’da inkiibe edildi.
Defosforile edilen plazmit DNA’s1 tekrar fenol:kloroform ile ekstre edildi ve etil

alkol ile ¢okeltildi. DNA ¢okeltisi 25 pl TE igerisinde ¢oziindiiriildii ve ligasyonda
kullanildi.

5.18.1.2. Dogrusal hale getirilen pCAGGS plazmit DNA’nin GCGR c¢DNA’lan

ile ligasyonu ve transformasyon

5.16.4 ve 5.18.1.1 ‘da belirtildigi sekilde hazirlanan pCAGGS, GCGRASsp ve
GCGR-ED DNA orneklerinin yaklasik konsantrasyonlari, agaroz jel lizerinde bilinen
standart DNA ile karsilastirilarak saptandi. Ligasyon islemi 10 pl hacim igerinde T4-
DNA ligaz enzimi ile gergeklestirildi. Yaklagik 20 ng EcoRI enzimi ile kesilmis
pCAGGS DNA’s1 ve yine EcoRI enzimi ile kesilmis 30 ng GCGRAsp veya GCGR-
ED c¢DNA, 2 ul 10x konsantre T4-ligaz tamponu ve 1U T4-DNA ligaz (invitrogen)
karistirillarak deiyonize distile su ile 10 pl’ye tamamlandi. Ligasyon 15-16 saat siire
ile 15 °C’da PZR cihazinda gergeklestirildi. Ligasyon iiriinleri 1.5 ml’lik plastik tiipe
aktarild1. Uzerine daha once 5.14’de anlatildig1 sekilde hazirlanan 100 ul kompetent
hiicre eklendi ve sirasiyla 15 dakika buz iizerinde, 90 saniye 42 °C’da su banyosunda,
3 dakika buz iizerinde ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Hiicrelerin {izerine 500
ul antibiyotik icermeyen LB besiyeri eklendi ve 37 °C’da 30 dakika inkiibe edildi.
Hiicre siispansiyonundan 150 pl, antibiyotikli LBA besiyerine cam bagetle yayilarak
ekildi ve 37 °C’da 1 gece iiremeye birakildi. Plazmit alan, transformant bakterilerin
olusturdugu koloniler, koloni-PZR ydntemi rekombinant plazmit bakimindan analiz
edildi. Dogru plazmit tasiyan kolonilerden 5 ml sivi kiiltiirler hazirlandi ve bu

kiiltiirlerden kiiglik 6lgekte plazmit DNA’lar izole edildi.

5.18.1.3. pPCAGGS-GCGRAsp veya pCAGGS-GCGR-ED plazmiti tastyan

bakteri kolonilerinin Koloni-PZR yontemi ile saptanmasi

Ligasyon iiriinleri ile transformasyon sonucu kat1 besi yerinde olusan bakteri
kolonilerinden ortalama 8-12 koloni steril kiirdan yardimiyla alinip 5 pl deiyonize
distile su icerisinde siispanse edildi. Hiicrelerin par¢alanmasi i¢in 6rnekler 95 °C’de 5

dakika bekletildi ve sonrasinda buz iizerine alindi. Orneklerin {izerine 6rnek sayisiyla
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orantili olacak sekilde hazirlanan reaksiyon karistmindan her bir PZR tiipiine 15 pl
eklendi. Reaksiyon karisimi her bir 6rnek igin, 2 pl 10x konsantre reaksiyon
tamponu, 1 pl hedef bolgesi vektor icerisinde olan ileri primer (pCA seq For), 1 ul
hedef bolgesi cDNA igerisinde olan geri primer (GCGR-Rev veya GCGR-ED-Rev),
1 ul ANTP (2mM), 0.2 ul (1U) Taq DNA Polimeraz, 2 ul MgClI, (25 mM) ve 8 ul
deiyonize distile su karistirllarak hazirlandi. PZR kosullar1 94 °C’de 2 dakika 6n
denatiirasyon sonra 30 dongii 95 °C’da 15 saniye/ 54 °C’da 15 saniye/ 72 °C’da 60
saniye ve son olarak 1 dongii 72 °C’da 1 dakika olarak belirlendi. PZR iiriinleri
agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

5.18.1.4. pCAGGS-GCGRAsp veya pCAGGS-GCGR-ED plazmiti tasiyan
bakterilerden kiiciik 6lcekte DNA izolasyonu

Koloni-PZR’de pozitif sonu¢ veren bakteri kolonilerinden 5 ml doygun kiiltiir
hazirlandi. Bu amagla bakteriler ampisilin iceren LB besiyerlerine ekildi ve 37 °C’da
180 dev./dk. ¢alkalama hizindaki calkalayici etiivde 14-16 saat siireyle liremeye
birakildi. Hazirlanan doygun kiiltiirler 4.000 dev./dk. hizda 5 dakika 20 °C’de
santrifiij edildi. Cokelti tizerine 150 pul DNA Ekstraksiyon Tamponu I igerisinde
vorteks yardimiyla siispanse edildi. Hiicre slispansiyonuna taze hazirlanmis 300 pl
DNA Ekstraksiyon Tamponu Il eklendi, hafifce karigtirildiktan sonra 5 dakika oda
sicakliginda bekletilerek hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Parcalanan hiicrelerin
tizerine 225 pl DNA Ekstraksiyon Tamponu III eklendi. Buzda 10-15 dakika
bekletildi. Istenmeyen hiicresel artiklar ve genomik DNA, 4 °C’da 15.000 dev./dk.
hizda 15 dakika santrifiij edilerek ¢okelti halinde uzaklastirildi. Plazmit DNA’s1
iceren iist siv1 iizerine 600 pl 2-izopropanol eklendi ve karistirildi. Ornekler 3-5
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 15.000 dev./dk. hizda 15 °C’da 10
dakika santrifiij edildi. Cokelti 750 pul %70 etil alkol ile yikandi ve kurutuldu.
Kuruduktan sonra 50-100 ul deiyonize distile su igerisinde ¢6ziindiiriildii. Hazirlanan
kiiciik olcekte plazmit DNA oOrnekleri kontrol amagl, plazmit vektorlerin
restriksiyon haritalar1 géz Oniinde bulundurularak uygun restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesildi. On kontrolleri tamamlanan DNA &rnekleri PEG/NaCl c¢ozeltisi

ile ¢oktiiriilerek kismen saflastirildi ve DNA dizi analizinde kullanildi.
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5.18.2. pPCHA-GCGRAsp ve pCHA-GCGR-ED vektorlerinin olusturulmasi

Birlikte immiin ¢oktiirme (ing. co-immunoprecipitation) ve Western melezleme
calismalarinda kolaylik saglayacagi dislincesi ile hemaglutinin (HA) uzantili
(YPYDVPDYA) GCGRAsp ve GCGR-ED proteinleri kodlayacak plazmit vektorler
olusturuldu. Bu amagla HA peptidini kodlayan pCHA plazmit vektoriinden

yararlanildi.

5.18.2.1. pCHA plazmit DNA’sinin ligasyon i¢in hazirlanmasi

pCHA plazmit DNA‘st kiit u¢ olusturan EcoRV restriksiyon endoniikleazi ile
kesilerek dogrusal hale getirildi ve SAP ile defosforile edildi. Bu deneylerde
pCAGGS plazmit vektoriiniin  hazirlanmasinda uygulanan yontem izlendi

(bk.5.18.1.1).

5.18.2.2. Dogrusal hale getirilen pCHA plazmit DNA’nin GCGR c¢DNA’lan ile

ligasyonu ve transformasyon

EcoRV restriksiyon endoniikleazi ile dogrusal hale getirilen pCHA plazmit
DNA’s1 5.16.4.°de belirtildigi sekilde hazirlanan GCGRAsp veya GCGR-ED DNA
fragmentleri ile ligasyona ugratildi. Ligasyon ve transformasyon deneylerinde
5.18.1.2°de ayrmtili olarak verilen yontem izlendi. Arzulanan rekombinant
plazmitleri tasiyan bakteri kolonileri ilk asamada koloni-PZR ile belirlendi. Dogru
plazmit vektor tasidiklar saptanan bakteri kolonileri 5 ml s1v1 besiyerinde {iretildi ve
kiiciik dlgeklerde plazmit DNA’lar hazirlandi (bk.5.18.1.4). Plazmit DNA’lar uygun
restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol edildi ve DNA dizi analizlerinde

kullanilmak tizere PEG/NaCI ¢ozeltisi ile ¢oktiiriilerek kismen saflastirildi.

5.18.3. pCAGGS-GCGflag vektoriiniin olusturulmasi

Birlikte immiin ¢oktliirme deneylerinde kullanilmak tizere, karboksil ucunda yedi
amino asitden olusan flag uzantili (DYKDDDK) glukagon peptidi kodlayan plazmit
vektorii olusturuldu. Bunun i¢in daha 6nce Turan ve Ata (Turan and Ata, 2011)
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tarafindan olusturulan ve p16 ile fiizyon halinde flag peptidi kodlayan pCAGGS-p16

plazmitinden yararlanildi.

5.18.3.1. pCAGGS-p16 plazmit DNA’sinin ligasyon i¢in hazirlanmasi

PCAGGS-pl16 plazmit vektoriiniin dogrusal hale getirilmesinde rutin olarak
uygulanan restriksiyon enzimleri ile kesim islemi yerine PZR tekniginden
yararlanildi. pCAGGS-p16 plazmit DNA’s1 kalip olarak kullanilarak, p16 proteinini
kodlayan bolgesi disinda kalan plazmit DNA’s1 PZR ile ¢ogaltildi. Primer olarak
Tablo 2’de dizisi verilen Flag-For ve pCA-Vec-Rev primer ¢ifti kullanildi. PZR
reaksiyonlart 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde 40 pl hacim igerisinde gerceklestirildi.
Reaksiyon karigimi, 50 ng kalip DNA kullanilarak 5.16.3‘de verildigi sekilde
hazirlandi. Reaksiyon kosullari; 97 °C’da 3 dakika 6n denatiirasyon sonrasi 28
dongii, 97 °C’da 25 saniye / 58 °C’da 15 saniye / 68 °C’da 5 dakika ve bir dongii 68
°C’da 10 dakika olarak belirlendi. Elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi. PZR firiinii fenol:kloroform ile ekstre edildikten sonra etil alkol ile
coktiiriildi. DNA c¢okeltisi 20 pl TE igerisinde ¢ozlindiiriildii ve agaroz jel
elektroforezi ile saflastirildi (bk.5.16.4).

5.18.3.2. Dogrusal hale getirilen pCAGGS-flag plazmit DNA’mn GCG

cDNA’lar ile ligasyonu ve transformasyon

Fiizyon halinde GCG-flag kodlayan vektor olusturmak icin PZR ile ¢ogaltilan
pCAGGS-flag plazmiti, stop kodonu tasimayan GCG DNA fragmenti ile ligasyona
ugratildi. Ligasyon {iiriinleri kompetant E. coli hiicrelerine transforme edildi ve dogru
plazmit vektor tasiyan kolonilerden kiiglik Olcekte plazmit DNA izole edildi
(bk.5.18.1.4).

5.18.4. pCAGGS-GST-GCG vektoriiniin olusturulmasi

Glutatyon S-transferaz (GST) ile ¢oktiirme deneylerinde kullanilmak tizere
glutatyon S-transferaz-glukagon fiizyon proteini kodlayan vektor olusturuldu. Bunun
icin pCAGGS-GST plazmit vektoriinden yararlanildi.
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5.18.4.1. pCAGGS-GST plazmit DNA’sinin ligasyon i¢in hazirlanmasi

PCAGGS-GST plazmit vektorii de pCAGGS-Flag plazmitinin hazirlanmasinda
oldugu gibi tiim plazmit DNA’nin PZR ile ¢ogaltilmasi ile dogrusal hale getirildi.
PZR’da primer olarak pCA-Vec-For ve GST(gly)-Rev (Tablo 2) primerleri

kullanildi. Yontem olarak 5.18.1.1°de ayrintili olarak verilen yol izlendi.

5.18.4.2. Dogrusal hale getirilen pCAGGS-GST plazmit DNA’nin GCG

cDNA’lan ile ligasyonu ve transformasyon

Fiizyon halinde GST-GCG kodlayan vektor olusturmak i¢in PZR ile ¢ogaltilan
PCAGGS-GST plazmiti stop kodonu tasiyan GCG DNA fragmenti ile ligasyona
ugratildi. Ligasyon {iriinleri kompetent E. coli hiicrelerine transforme edildi ve dogru
plazmit vektdr tagiyan kolonilerden kiiciik oOlgekte plazmit DNA izole edildi
(bk.5.18.1.4).

5.18.5. Plazmit DNA’larinin PEG/NacCl ile saflastirilmasi ve dizi analizleri

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek agaroz jel elektroforezi ile
dogruluklar1 gosterilen plazmit DNA’lar1 PEG/NaCl ile ¢oktlirme yontemiyle kismen
saflastirildi ve DNA dizi analizine tabi tutuldu. Dizi analizleri licret karsilig: ticari bir
sirkete yaptirildi. Plazmit DNA’lar1 saflagtirmak ic¢in, deiyonize distile su icerisinde
¢oziindiiriilen 6rnekler iizerine 5 hacim PEG/NaCl (%20/ 1.25M) c¢ozeltisi eklendi
ve vorteks yardimiyla iyice karistirildi. DNA 6rnekleri 1 saat buz iizerinde tutuldu.
Sonrasinda 15.000 dev./dk. hizda 4 °C’da 20 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 atild1 ve
cokelti iizerine 750 pl %70 etanol eklenip karistirildi. Ornekler 15.000 dev./dk.
hizda 4 °C’da 5 dakika siire ile tekrar santrifiij edildi. DNA ¢okeltileri kurutuldu ve
50-100 pl TE tamponu igerisinde ¢oziindiiriildii.

5.19. Orta Olcekte Plazmit DNA’larin Hazirlanmasi

DNA dizi analizleri sonucunda dogruluklar1 kesinlesen plazmit DNA 6rnekleri
orta Olcekte cogaltildi ve ileriki deneylerde memeli hiicre kiiltiirlerinde

kullanilabilecek kalitede saflagtirildi. Bu amagla plazmitler kompetent E. coli DH5a
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hiicrelerine transforme edildi. Plazmit tasiyan bakteri kolonilerinden biri steril bir
kiirdan ile 5 ml ampisilin iceren LB besiyerine ekildi ve 37 °C’da bir gece inkiibe
edilerek doygun kiiltlirler hazirlandi. Hazirlanan kiiltiirler, 200 ml ampisilin igeren
taze LB besiyerlerine aktarildi ve 37 °C’da 120 dev./dk. ¢alkalama hizinda 14-16 saat
stireyle tiremeye birakildi. Hazirlanan bakteri kiiltiirleri plazmit DNA izolasyonu ve
saflastirmasinda kullanildi. Plazmitlerin izolasyonu ve saflastirmasinda Qiagen orta-
Olcekte plazmit izolasyon kiti kullanildi. Yontem olarak {iretici firmanin 6nerdigi yol
izlendi. Elde edilen DNA 500 pl TE tamponunda ¢6ziindiriildi. DNA miktar1 ve
kalitesi, 5.13’de ayrintili olarak agiklandigr gibi 260/280 nm dalga boylarinda
spektrofotometrede Ol¢limler alinarak saptandi. Elde edilen plazmit vektorler,
restriksiyon haritalar1 goz Oniinde bulundurularak uygun restriksiyon enzimleri ile
kesilerek kontrol edildi. DNA ornekleri deneylerde kullamlmak iizere -20 °C’da

saklandi.

5.20. Plazmit DNA’larin Memeli Hiicrelerine Transfeksiyonu

GCGR ve GCG cDNA’lan klonlanarak hazirlanan ekspresyon vektorleri veya
PEGFP-NI plazmiti, tezin amaci1 dogrultusunda gerceklestirilen deneylerde HEK293
ve/veya Hela hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyon etkinligi yiiksek olan
HEK?293 hiicre hattinda transfeksiyon ajani olarak ticari olarak gelistirilen 293fectin
(Invitrogene, Cat. No. 948289) kullanilirken, HeLa hiicrelerinin transfeksiyonunda
katyonik bir polimer olan polietileniminden (PEI) yararlanildi. Hiicreler deneyin
amacina gore 24-kuyulu (5x10* hiicre/kuyu), 12-kuyulu (1-2x10° hiicre/kuyu) veya
6-kuyulu (5x10° hiicre/kuyu) plaklara ekildi ve standart kiiltiir kosullarinda (37 °C -
%5 CO; - %95 nispi nem) 16-24 saat siire ile iiremeye birakildi. Transfeksiyon
deneylerinde 24- kuyulu plaklar i¢in 0.5-1.0 pg; 12-kuyulu plaklar i¢in 1.0-1.5 pg;
6-kuyulu plaklar i¢in ise 2-3 pg plazmit DNA’s1 kullanildi. Plazmit DNA’lar 20
ng/ul olacak sekilde OPTI-MEM (Gibco, ABD) igerisinde sulandirildi. 293fectin’i
kullandigimiz deneylerde 1 pg DNA basima 3 pl 293fectin kullanildi. 293fectin 1/20
— 1/30 oraninda OPTI-MEM igerisinde sulandirildiktan sonra uygun hacimlerde
DNA ornekleri ile karistirildi. Karisim yaklasik 5 dakika oda sicakliginda bekletildi
ve besiyerine eklendi. PEI ile gerceklestirilen transfeksiyon deneylerinde, optimal

kosullar1 belirlemek amaciyla farkli oranlarda DNA/PEI (DNA/PEI oranlart: 1/1-5)
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karisimlar1 denendi. Bu deneylerde canli hiicrelerde izlenebilen yesil floresan protein
kodlayan pEGFP-N1 plazmitinden yararlanildi. Plazmit DNA’lart 20 ng/ul
konsantrasyonda OPTI-MEM igerisinde sulandirildi ve yine OPTI-MEM igerisinde
sulandirilarak hazirlanan farkli konsantrasyonlarda PEI ¢ozeltileri ile esit hacimlerde
karistirildi.  Ornekler 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra hiicre
kiltirlerine eklendi. Kiltlirler standart kiiltiir kosullarinda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan 6-8 saat sonra kiiltiirlerin besiyerleri degistirildi ve inkiibasyona
devam edildi. Gerek 293fectin ve gerekse PEI kullanilarak plazmit DNA’lar ile
transfekte edilen hiicreler, 44-48 saat kiiltiire edildikten sonra deney sonuglarinin

analizinde kullanilda.

5.21. Plazmit Vektorler ile Transfekte Edilen HEK293 Hiicrelerinde GCGR ve

GCG Gen Ekspresyonlarinin Western Melezleme Yontemi ile Kontrolii

pCAGGS ve bu plazmitten tiiretilen vektorlere klonlanan GCGR ve GCG
genlerinin anlatim yapip yapmadiklarim1 Western melezleme yontemiyle incelendi.
Bu amagla plazmit vektorler 12-kuyulu plaklarda iiretilen HEK293 hiicrelerine
transfekte edildi. Bu hiicrelerden hazirlanan protein 6rnekleri SDS-PAGE veya Tris-

Tricine PAGE ile ayristirildi ve Western melezleme yontemi ile analiz edildi.

5.21.1. Plazmit vektorler ile transfekte edilen HEK293 hiicre lizatlarinin

hazirlanmasi

HEK?293 hiicreleri D’MEM-HG igeren12 kuyulu plaklara (2.0x10°/kuyu) ekildi
ve 24 saat inkiibasyondan sonra, her bir kuyudaki hiicrelere 1,5 pg plazmit DNA’s1
ile transfekte edildi (bk. 5.20). 48 saat siire ile standart kiiltiir kosullarinda inkiibe
edildikten sonra besiyerleri uzaklastrildi ve T-FTS ile yikandi. Hiicreler 200 pl RIFA
veya NP-40 Tamponu igerisinde silikon styiric1 yardimiyla toplandi. Toplanan hiicre
lizatlar1 15-20 kez insiilin enjektdriinden gegirildi ve 14.000 dev./dk. hizda 4 °C’da 5
dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 ve ¢okelti ayrildi ve poliakrilamid jel elektroforezi
deneylerinde kullanildi.
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5.21.2. SDS/PAGE i¢in poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

Protein elektroforezi i¢in 100x100x0.8 mm boyutlarinda jeller kullanildi. Jeller
ayirma jeli (%12 veya %15 akrialmid/bis-akrilamid) ve paketleme jeli (%6
akrialmid/bis-akrilamid) olmak {izere iki kisim halinde hazirlandi. Her bir kaset igin

Tablo 3’de verilen karisimlar hazirlandi.

Tablo 3. Jellerin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlar

Ayirma Jeli Paketleme Jeli
%]12’lik Jel | %15°1ik Jel %611k Jel

Akrilamid/bis-Akrilamid(%29-%1) 2.0mi 2.5 mi 0.6 mi

4x Konsantre Ayirma Jeli Tamponu 1.25 ml 1.25 ml

4x Konsantre Paketleme Jeli Tamponu - - 0.75 ml
Deiyonize Distile Su 1.75ml 1.25ml 1.65 ml
APS 25 ul 25 ul 10 ul
TEMED 10 pl 10 ul 4 ul

Kasetlere once ayirma jelleri dokiildii ve tizerine 300-400 pl deiyonize distile su
ilave edilerek jel yiizeyinin diizgiin polimerize olmasi saglandi. Polimerizasyon
islemi tamamlandiktan sonra deiyonize distile su siringa yardimiyla uzaklastirildi.
Ayirma jeli lizerine paketleme jeli dokiildii ve taraklar yerlestirildi. Bu sekilde iist

jelin oda sicakliginda polimerize olmasi saglandi.

5.21.3. Tris-Tricine/PAGE i¢in poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

Kiigiik molekiil agirlikli proteinler Tris-Tricine/PAGE ile analiz edildi. Jeller
100x100x0.8 mm kasetlerde (%12 veya %15 akrialmid/bis-akrilamid) ayirma jeli ve
paketleme jeli (%6 akrialmid/bis-akrilamid) olarak iki kisim halinde hazirlandi. Her
bir kaset i¢in Tablo 4’de verilen karisimlar hazirlandi. Kasetlere 6nce ayirma jeli,

daha sonra paketleme jeli dokiildii ve polimerize olmalari saglandi.
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Tablo 4. Jellerin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlar

Ayirma Jeli Paketleme Jeli
%12’lik Jel | %15°lik Jel | %7.5’1ik Jel

Akrilamid/bis-Akrilamid(%629-%1) 2.0 ml 2.5 ml 1.25 ml
3x Konsantre Tris-CI/SDS Jel Tamponu 1.7 ml 1.7ml 1.7ml
Deiyonize Distile Su 1.3 ml 0.8 ml 2.05 ml
APS 25 ul 25 ul 10 ul
TEMED 10 pl 10 pl 4l

5.21.4. Proteinlerin akrilamid jellerde yiiriitiilmesi ve nitroseliiloz membrana

transfer edilmesi

Protein Ornekleri SDS/PAGE ile analiz i¢in 1:3 oraninda 4x konsantre SDS-
ornek ylikleme tamponu ile; Tris-Tricine/PAGE igin ise 1:1 oraninda 2x konsantre
Tris-ornek yiikleme tamponu ile karistirildi ve 5 dakika 95 °C’da tutularak denatiire
edildi. Daha sonra 6rnekler 7.5 ila 15ul arasinda degisen miktarlarda jele yiiklendi.
Elektroforez tamponu olarak SDS/PAGE i¢in 1x konsantre Tris-Glisin (3.8.14)
tamponu kullanildi. Tris-Tricine/PAGE ise 5.8.2 ve 5.8.10°da igerikleri verilen anod
ve katod tamponlari icerisinde gerceklestirildi. Elektroforez islemi, her bir jel i¢in 20
dakika 30 volt, daha sonra 75 volt gerilim altinda 1-2 saatte tamamlandi.
Elektroforez sonrasi, jel lizerinde ayrilan proteinler 0.2 pum veya 0.45 pm por ¢apina
sahip nitroseliiloz membranlara transfer edildi. Bunun i¢in transfer kasetleri arasinda
“stinger-filtre kagidi-nitroseliiloz membran-jel-filtre kagidi-siinger” sirasina gore
transfer sandvi¢i hazirlandi. Hazirlanan transfer sandvigi transfer tamponu ile
doldurulmus tanka yerlestirildi ve 1sinmay1 6nlemek i¢in buz akiileri ile sogutulan

ortamda 45 dk 45 voltta ve 60 dk 90 voltta transfer islemi gerceklestirildi.

5.21.5. Membran iizerinde rekombinant proteinlerin goriintiilenmesi

Protein transferi isleminden sonra nitroselilloz membranlar, olusabilecek non-

spesifik baglanmalar1 onlemek icin 2-3 saat bloklama soliisyonunda bekletildi.
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Ardindan 2-3 saat siire ile 1/250 -1/1000 oraninda bloklama soliisyonu igerisinde
sulandirilarak hazirlanan primer antikorlarin etkisinde birakildi. Primer antikor
olarak goriintiilenecek proteine bagli olarak anti-HA (Millipore, 05-904), anti-
glukagon reseptoér (H57sc Santa cruz,66912), anti-glukagon (FL-180 Santa cruz sc-
13091) vya da anti-flag (Millipore, MAB3118) kullanildi. Membranlar en az 20
dakika ti¢ kez 1x konsantre TBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra membranlar
30 dakika siire ile 1/3500 oraninda TBS ile sulandirilan biyotinlenmis ke¢i anti-
tavsan IgG (Thermo scientific, 31823 ) veya biyotinlenmis kegi anti-fare IgG
antikorlart ile (Millipore, AP124B) isleme kondu. Sekonder antikor kalintilarini
uzaklagtirmak i¢in membranlar TBS-T ile 3 kez 20 dakika siire ile yikandi.
Membranlar 20 dakika 20 ml TBS igerisinde 1/3500 oraninda sulandirilan SA-HRP
ile isleme kondu ve TBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra protein bantlari
kemiliiminesens substrat (Invitrogen, WP20005) ile goriintiillendi. Goriintiilemede
yiiksek performansli jel dokiimantasyon sistemleri (DNR Bio-Goriintiileme sistemi)

cihazi kullanildi.

5.21.6. Poliakrilamid jellerin giimiis boyama yontemi ile boyanmasi

Ticari olarak satin aliman glukagon peptidleri (Sigma G2044) %15°lik Tris-
Tricine/PAGE ile analiz edildi. Deiyonize distile su icerisinde 2.5 pg/ul
konsantrasyonda ¢oziindiiriilen glukagon esit hacimde 2x konsantre Trisin Ornek
tamponu ile karigtirilarak jele uygulandi. Elektroforez islemi 30 voltta 20 dakika
daha sonra 60 voltta 1 saat siirede tamamlandi. Elektroforez isleminden sonra jel
gliimiis boyama ile boyandi. Bunun i¢in jel metanol:glasiyel asetik asit c¢ozeltisi
(%50:%10) igerisinde 2 saat, daha sonra %350’lik metanol icerisinde 20 dakika
inkiibe edildi. Jel 100 ml deiyonize distile su igerisinde hafifce karigtirilarak 20
dakika siire ile 2 kez yikandi. Yikamanin ardindan %0.02’lik sodyum tiyosiilfat ile 2
dakika muamele edildi ve 100 ml deiyonize distile su ile 2 kez yikandi. Jel karanlikta
%0.1 glimiis nitrat/%0.074 formaldehit ¢ozeltisi icerisinde 30 dakika bekletildi ve
deiyoniz distile su igerisinde 2-3 dakika siire ile tekrar yikandi. Jeller goriintiileme
cozeltisinde (%0.04 formaldehit, %2 sodyum karbonat, %0.0004 sodyum tiyosiilfat)

bekletilerek protein bantlarinin goriiniir hale gelmesi saglandi. Jel metanol:glasiyel
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asetik asit ¢ozeltisine alinarak reaksiyon durduruldu ve dijital kamera ile goriintiisii

alindi.

5.22. Ekspresyon Vektorleri Uzerinden Kodlanan Glukagon Reseptorii ve
Glukagon Proteinlerinin Hiicre Icerisinde Lokalizasyonlarinin

Immiinfloresans Yontemle Incelenmesi

Tez calismasi kapsaminda olusturulan ekspresyon vektorleri lizerinden kodlanan
proteinlerin hiicre icindeki lokalizasyonlarinin saptanmasinda HeLa hiicreleri
kullanildi. Hiicreler 12-kuyulu plaklarda 9 mm c¢apinda yuvarlak lameller {izerinde
tiretildi. Daha sonra hiicreler 5.20°de verildigi gibi PEI kullanilarak plazmit DNA’lar
ile transfekte edildi ve 44-48 saat sonra fikse edilerek immiinfloresan yontem ile
analiz edildi. Lameller iizerinde iiretilen plazmit DNA’lar ile transfekte hiicreler T-
FTS ile 2 kez 10’ar dakika yikandi. Yikama isleminden sonra hiicreler %3
paraformaldehit icerisinde 15 dakika bekletilerek fikse edildi. Fiksasyon isleminin
sonunda hiicreler T-FTS ile 2 kez yikand1 ve 10 dakika oda sicakliginda T-FTS
igerisinde hazirlanan % 0.1’ lik Tween-20 etkisinde birakilarak hiicre zarlar1 gegirgen
hale getirildi. Sonrasinda antikorlarin istenmeyen baglanmalarini minimum diizeye
indirmek i¢in hiicreler T-FTS igerisinde hazirlanmis %1°lik yagsiz siit proteini
cozeltisi icerisinde 30 dakika bekletildi. Siirenin sonunda hiicreler %1°’lik yagsiz siit
proteini igerisinde 1/250 oraninda sulandirilarak hazirlanan primer antikorlar ile 1
saat muamele edildi. Primer antikor olarak tavsan orijinli poliklonal anti-glukagon
antikorlar1 (FL-180 Santa cruz sc-13091) ve anti-glukagon reseptor antikorlar1 (Santa
Cruz: H57sc 66912); fare orijinli monoklonal anti-HA ve anti-flag antikorlar
kullanildi. Hiicreler 3’er kez 5 dakika boyunca T-FTS ile yikandi. ikinci kez 20
dakika %]1’lik yagsiz siit proteini ¢ozeltisi icerisinde bekletildi ve 1/250 oraninda
%1’lik yagsiz siit proteini igerisinde sulandirilan Alexa-488 (anti fare 1gG:
MilliporeAP124B) ya da FITC (Fluorescein Isothiocyanate) bagli sekonder antikor
(FITC-anti tavsan IgG — Millipore, AP307F) ile karanlikta 1 saat muamele edildi.
Lamellerin iizerindeki hiicreler T-FTS ile 3 kez tekrar yikandi. Lameller temiz lamlar
tizerine damlatilan 2-3 pl kapatma soliisyonu iizerine kapatildi. Lamellerin
cevrelerine seffaf oje siirtildii. Hazirlanan hiicre preparatlart DP72 peltier sogutmali

kamera bagli floresan mikroskopta (Olimpus, Japonya ) analiz edildi.
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5.23. Glukagon ve Glukagon Reseptor Proteinleri Arasindaki Olas1 Fiziksel

Etkilesimin Arastirilmasi

Memeli hiicrelerinde plazmit vektorler iizerinden kodlanan sinyal peptidi
tasimayan glukagon reseptorii ve glukagon reseptoriiniin amino-terminal hiicre dis1
uzantisi ile glukagon peptidi arasindaki olasi fiziksel etkilesim glutatyon S-transferaz
(GST) ile ¢oktiirme (ing. GST pull down) ve birlikte immiin ¢oktiirme (ing. co-

immunoprecipitation) yontemleri ile test edildi.

5.23.1. GST ile ¢coktiirme yontemi

Bu yontem ile hiicrelerde gegici transfeksiyon sonucu sentez edilen GST-
glukagon fiizyon proteini ile glukagon reseptor proteinleri arasindaki fiziksel
etkilesim arastirildi. Bu amacla 6-kuyulu plaklarda tiretilen HEK293 hiicreleri GST-
glukagon peptidi kodlayan pCAGGS-GST-GCG plazmiti, pPCAGGS-GCGRAsp ya
da pCAGGS-GCGR-ED plazmiti ile birlikte transfekte edildi. Transfeksiyonda
5.20’de belirtilen yontem izlendi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler 300 pl
RIFA tamponu igerisinde pargalandi. Hazirlanan hiicre lizatlar1 15.000 dev./dk. hizda
4 °C’da 5 dakika siire ile tekrar santrifiij edildi. Ust sivi Glutatyon-Sepharose
boncuklar ile ¢oktiirme amagl kullanildi. Bunun i¢in 1.5 mI’lik plastik tiiplerde, 200
pl hiicre lizatina 30 pl hiicre liziz tamponu igerisinde yaklasik 1:1 oraninda
karistirilan  Glutatyon-Sepharose boncuklar1 eklendi. Ornekler 4 °C’da 2 saat
boyunca dikey tiip karistiricida karistirildi. Daha sonra ornekler 15.000 dev./dk.
hizda 3 dakika santrifiij edilerek Glutatyon-Sepharose boncuklar ¢oktiiriildii.
Cokeltiler 500 ul hiicre liziz tamponu igerisinde yeniden siispanse edildi ve 4 °C’de 5
dakika dikey tiip karistiricida karistirilarak yikandi. Bu islem {i¢ kez tekrar edildi.
Son yikama isleminden sonra ¢okeltiler 40 pl 1x konsantre Ornek yiikleme
tamponunda siispanse edildi. Ornekler 95 °C’da 5 dakika bekletildikten sonra 15.000
dev./dk. hizda santrifiij edildi. Ust sividan alman ornekler SDS-PAGE/Western
melezleme teknigi ile analiz edildi (bk 5.21)
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5.23.2. Birlikte immiin ¢coktiirme

Plazmitler ile transfekte edilmis HEK293 hiicrelerinde sentez edilen flag uzantili
glukagon (glukagon-flag) ile glukagon reseptor proteinleri arasindaki iliski GST ile
¢oktiirme yontemine benzer bir sekilde birlikte immiin ¢oktiirme yontemi ile
arastirildi. 6-kuyulu plaklarda {iretilen hiicreler pCAGGS-GCGflag plazmiti ve
pCHA-GCGRAsp ya da pCHA-GCGR-ED plazmiti ile birlikte transfekte edildi.
Transfekte hiicreler RIFA tamponunda pargalandi. 1.5 ml’lik plastik tiiplerde, 200 pl
hiicre lizatina 3 ul anti-HA antikoru eklendi ve 6rnekler 4 °C’da 2 saat boyunca dikey
tip kanstiricida karistirildi. Daha sonra hiicre lizatina 30 pl hiicre liziz tamponu
icerisinde yaklasik 1:1 oraninda karistirilarak hazirlanan Protein A Sepharose
boncuklar1 eklendi. Ornekler 4 °C’da 2 saat boyunca dikey tiip karistiricida
karistirildi. Protein A-Sepharose boncuklar GST ile ¢oktiirme yonteminde oldugu
gibi hiicre liziz tamponu igerisinde yikandi ve PAGE i¢in hazir hale getirildi.

Ornekler SDS-PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edildi (bk 5.21).

69



6. BULGULAR

6.1. Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi ile Tlgili Bulgular

Bu tez calismasinda, hiicrelerde sentez edildikten sonra hiicre membranina
kanalize olmayan, dolayisiyla sitoplazmada serbest formda kalan insan glukagon
reseptor proteininin glukagon peptidine olan ilgisinin belirlenmesi hedeflendi. Bu
hedef dogrultusunda, sinyal peptidi kodlamayan glukagon reseptér geni cDNA’s1
(GCGRAsp) ve glukagon reseptor proteininin hiicre disi1 kismini (eksternal bolge)
kodlayan cDNA (GCGR-ED), pCAGGS ve pCHA ekspresyon vektorlerine
klonland1. Klonlama sonucunda pCAGGS-GCGRAsp, pCAGGS-GCGR-ED, pCHA-
GCGRAsp ve pCHA-GCGR-ED vektorleri elde edildi. Benzer sekilde insan
glukagon (CGC) geni de glutatyon S-transferaz (GST) veya flag kodlayan DNA’lar
ile kodon ¢ergevesi igersinde pCAGGS plazmitine klonland1 ve sonugta pCAGGS-
GST-GCG ve pCAGGS-GCG-flag plazmit vektorleri olusturuldu.

6.1.1. Insan Orijinli Hiicrelerden Total RNA elde edilmesi ile ilgili veriler

Insan GCGR cDNA’s1, insan orijinli Hep G2; GCG cDNA’s1 ise PANC-1
hiicrelerinden hazirlanan total RNA’lar {lizerinde reverz transkripsiyon sonucunda
elde edildi. Bu amagla Gere¢ ve Yontem kisminda (bk.5.16.1) ayrintili olarak
verildigi sekilde hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen total
RNAlarin kalitesi formaldehitli agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 11).
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28S rRNA

18S rRNA

Sekil 11. HepG2 ve PANC-1 hiicrelerinden elde edilen total RNA’nin formaldehit
jel elektroforezi ile analizi. 1. HepG2 hiicresine; 2 ve 3. PANC-1 hiicresine ait RNA
ornekleri. RNA Orneklerinin incelenmesinde %1.5°lik formaldehitli agaroz jel
kullanildi. Elektroforez islemi 100 V sabit gerilim altinda 30 dakikada tamamlandi.
Elektroforez isleminin ardindan jel, 0.2 pg/ml konsantrasyon etidyum bromiir igeren
deiyonize distile su icerisinde 45-60 dakika bekletildi ve UV transilliiminator ile
goriiniir hale getirilerek fotografi gekildi.

Elektroforez sonuglari, total RNA’larda baskin olarak bulunan 18S ve 28S
ribozomal RNA’larin herhangi bir yikima ugramaksizin tek bant halinde
ayrildiklarin1 gosterdi ve hazirlanan total RNA’larin, reverz transkripyon ile cDNA
hazirlamak i¢in kullanilabilecek kalitede oldugu saptandi. Hazirlanan total RNA’ nin
miktar1 spektrofotometrik olarak belirlendi ve ¢cDNA hazirlamak i¢in kalip olarak

kullanildi.

6.1.2. Insan GCGR proteini kodlayan plazmit vektérlerin olusturulmas ile

ilgili veriler

Tez calismast kapsaminda insan GCGR cDNA’lar1 pCAGGS ve pCHA
plazmitlerine klonlanarak pCAGGS-GCGRAsp, pCAGGS-GCGR-ED, pCHA-
GCGRAsp ve pCHA-GCGR-ED plazmit vektorleri olusturuldu.

6.1.2.1. insan GCGR ¢DNA’larinin hazirlanmasi ve PZR ile ilgili veriler

Hep G2 hiicrelerinden elde edilen RNA {izerinden reverz transkripsiyon

reaksiyonu ile cDNA’larin hazirlandi. Reverz transkripsiyonda oligo dT primerler
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kullanildi. Asagida verilen GCGR referans cDNA’sindan (NBCI Ref. No:
NM_000160.3) yararlanilarak olusturulan oligoniikleotid primeler ile PZR
sonucunda GCGRAsp ve GCGR-ED bolgeleri ¢cogaltildi (Sekil 12).

Insan Glukagon Reseptér cDNA’si ( 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

TTC

Referans cDNA {izerinde alt1 ¢izili agik ve koyu yazili bolgeyi kapsayan 1359 bp
boyutundaki GCGRAsp ¢cDNA’st GCGRsp-For ve GCGR-Rev (bk.Tablo 1) primer
cifti kullanilarak cogaltildi (Sekil 13 A). Alt1 ¢izili koyu bolgeyi kapsayan 291 bp
boyutundaki GCGR-ED cDNA’s1 ise GCGRsp-For ve GCGR-ED-Rev (bk.Tablo 1)
primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltild1 (Sekil 13 B). Agaroz jel elektroforezi ile analiz

edilen PZR {iriinlerinin beklenen boyutlarda oldugu saptandi.
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Sekil 13. Hep G2 hiicrelerinden hazirlanan cDNA’lar {izerinden PZR ile ¢ogaltilan
GCGRAsp (A) ve GCGR-ED (B) DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edilmesi. DNA o6rneklerinin incelenmesinde %]1°lik agaroz jeller kullanildi.
Elektroforez islemi 100 V sabit gerilim altinda 25 dakikada gerceklestirildi. M.
Standart DNA (Hindlll ve EcoRI enzimleri ile kesilen Lambda DNA’s1 -
MHindIII+EcoRI).
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6.1.2.2. insan GCGR c¢DNA’larimin  pCAGGS vektoriine klonlanmas1 ve

kontrolii ile ilgili veriler

Reverz transkripsiyon / polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile elde edilen
GCGRAsp ve GCGR-ED cDNA’lari, Gere¢ ve Yontemler kisminda (5.16.4)
belirtildigi sekilde fenol:kloroform:izoamilalkol ile ekstre edildi ve etil alkol ile
cokeltildi. cDNA’lar EcoRI restriksiyon endoniikleazi ile kesildikten sonra agaroz jel
ile saflagtirildi (bk.5.16.4). Saflastirilan ¢cDNA’lar EcoRI enzimi ile kesilen ve
defosforile edilen pCAGGS vektorii ile ligasyona ugratildi ve Sekil 14’de haritalar
verilen pPCAGGS-GCGRAsp ve pPCAGGS-GCGR-ED plazmit vektorleri elde edildi.

4057

4913 1229
pCAGGS-GCGRdSP

6144 bp

pCAGGS-GCGR-ED
5079 bp

EcoRI 1720 1522

BamHI 4152 Kpnl 1903 EcoRI 1720

GCGR-ED
2029

BstXI 1816
Kpnl 1903

EcoRI 2021

BamHI 3815
BamHI 3087

BamHI 2565 BamHI 2750

Blll 3166
EcoRI 3086 BstX1 2080

Sekil 14. Insan glukagon reseptdr geni fragmentleri tastyan pPCAGGS-GCGRAsp ve
pCAGGS-GCGR-ED plazmit vektorleri. Vektor haritalart pCAGGS plazmiti,
GCGRAsp ve GCGR-ED ¢DNA’larmin niikleotid dizileri ve klonlama asamasinda
izlenen yontem goz Oniine alinarak BioEdit programu ile ¢izildi.

Transformasyon sonrasi ampisilin iceren LBA besiyerlerinde olusan
transformantlar koloni-PZR ile kontrol edildi. Pozitif reaksiyon veren kolonilerden
kiiclik Olcekte plazmit DNA izolasyonu yapildi. Vektorlerin restriksiyon haritalari
goz Oniine alinarak pCAGGS-GCGRAsp plazmit vektorii BamHI restriksiyon
endoniikleaz1 ile pCAGGS-GCGR-ED ise BstXI restriksiyon endoniikleazi ile
kesildi. pPCAGGS-GCGRAsp plazmitinin BamHI enzimi ile kesim sonucunda agaroz
jel tizerinde 4557, 1250 ve 337 bg¢’lik beklenen boyutlarda DNA fragmentleri elde
edildi (Sekil 15 A). pPCAGGS-GCGR-ED plazmit vektoriiniin BstXI restriksiyon
endoniikleaz1 ile kesimi sonucunda ise 4815 ve 264 b¢’lik DNA fragmentleri olustu
(Sekil 15 B).
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Sekil 15. pCAGGS-GCGRAsp ve pCAGGS-GCGR-ED plazmit vektorlerinin
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek kontrol edilmesi. A. BamHI
restriksiyon endoniikleazi ile kesilen pCAGGS-GCGRAsp plazmit DNA’s1. B. BstX|
restriksiyon endoniikleaz1 ile kesilen PCAGGS-GCGR-ED plazmit DNA’s1. 1.
Plazmit DNA 6rnegi. M. Standart DNA (1 kb DNA ladder)

Restriksiyon enzimleri ile kesilerek on kontrolleri yapilan plazmit DNA’lari,
PEG/NaCl ile c¢oktiirilerek kismen saflastirildi ve DNA dizi analizleri ile

dogruluklari kesinlestirildi.
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6.1.2.3.DNA dizi analizi sonuclari

Restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek kontrol edilen pCAGGS-GCGRAsp
ve pPCAGGS-GCGR-ED plazmit vektorlerinde, GCGRAsp ve GCGR-ED genlerinin
kesin niikleotid dizileri, Sanger yontemi ile dizilenerek belirlendi. Sonuglarin, teorik

olarak tasarlanan vektor yapisiyla ayni oldugu saptandi (Sekil 16).

Loo 110 120 130 140
ATTCCATG|G C TCAGGTGATGGACTTCC TG TTTGAGAAGTGGA
380 390 400 410 420
GCGTGATGCCTCCCAGTGCCAGATGGATGGCGAGGAGATTGAGGT
4

100 110 120 130 140
RTTCCATG|G C TCAGGTGATGGAC TTCCTG TTTGAGARAGTGG A

L

330 390 400 410
GCCTTGGCGTGATGCCTCCCAGTGCCAG TG AGAATTCACTCAQ(

AT

Sekil 16. pCAGGS plazmit vektoriine klonlanan GCGRAsp (A) ve pCAGGS-
GCGR-ED (B) DNA fragmentlerinin dizi analizi kromatogramlari. pCAGGS-
GCGRAsp plazmitinde, GCGRAsp DNA fragmentinin 3’-bolgesinde yaklasik 300
bp’lik kistmimin dizi analizi yapilmadi. Bu nedenle kromatogramda GCGRAsp
geninin sadece baslangi¢ kodonunu da kapsayan 5’- bolgesi verilmistir. GCGR-ED
kromatogrami DNA fragmentinin baslangi¢ ve bitim kodonlarinin kapsayan 5'- ve
3'- bolgeleri verilmistir.

I ——
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6.1.2.4.insan GCGR ¢DNA’larimin pCHA vektériine klonlanmasi ve kontrolii ile

ilgili veriler

Immiin ¢oktiirme ve Western melezleme yontemi ile analizlerde avantaj
saglamasi nedeniyle GCGR ¢cDNA’lar1 5.18.2’de anlatildig1 gibi HA-uzantis1 tagiyan
pCHA vektoriine aktarildi. GCGRAsp ve GCGR-ED cDNA fragmentleri pCAGGS-
GCGRAsp ve pCAGGS-GCGR-ED vektorlerinden EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesilerek ¢ikartildi (Sekil 17). Kesilen DNA orneklerinin yapiskan uglari Klenow
enzimi ile kiit u¢lu hale getirildi. Sekil 17°de goriilen yaklasik 1362 bp ve 297 bp
boyutlarindaki GCGRAsp ve GCGR-ED DNA fragmentleri agaroz jelden kesilerek
saflastirildi.

-~ GCGRAsp
(~ 1362 bp)

- GCGR-ED
(~297 bp)

Sekil 17. EcoRI restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilen pPCAGGS-GCGRAsp (1) ve
pCAGGS-GCGR-ED (2) plazmit DNA’larinin agaroz jel elektroforezi goriintlisii M.
Standart DNA: A/HindIII+EcoRI

Elde edilen GCGRAsp ve GCGR-ED cDNA fragmentleri EcoRV enzimi ile kesilmis
pPCHA plazmit vektorii ile ligasyona ugratilarak Sekil 18’de restriksiyon haritalari
verilen pPCHA-GCGRAsp ve pCHA-GCGR-ED vektorleri elde edildi.
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Eco01091 860
Eco01091 861

4137

pCHA-GCGR-ED

pCHA-GCGRASP
5176 bp

6241 bp
EcoRI 1720
Eco01091 1495

BstX| 1895
GCGCRdSP

BstXI 2100 EcoRI 1720

BstX1 1895
Bst X1 2346

EcoRI 2118

BstXI 3242 BstXI 2177

EcoRI 3183

Sekil 18. Insan glukagon reseptdr geni fragmentleri tasiyan pCHA-GCGRAsp ve
pCHA-GCGR-ED plazmit vektorleri. Vektor haritalart pCHA plazmiti, GCGRAsp
ve GCGR-ED cDNA'’larinin niikleotid dizileri ve klonlama asamasinda izlenen
yontem goz Oniine alinarak BioEdit programu ile ¢izildi.

Elde edilen pCHA-GCGRAsp ve pCHA-GCGR-ED plazmitleri kompetent E.
coli DH5 hiicrelerine transforme edildi. Bu hiicrelerden hazirlanan kiiltiirlerden orta
Olcekte plazmit DNA’lar izole edildi ve saflastirildi. pPCHA-GCGRAsp ve pCHA-
GCGR-ED DNA ornekleri, bu plazmit vektorlerin restriksiyon haritalar1 géz 6niinde
bulundurularak BstXI enzimi ile kesilerek kontrol edildi (Sekil 19).

M 2

Sekil 19. BstXI restriksiyon endoniikleazi ile kesilen 1) PCHA-GCGRAsp ve
2)PCHA-GCGR-ED plazmit vektorlerinin agaroz jel goriintilleri. DNA ornekleri
%1°lik agaroz jel ile analiz edildi. Elektroforez islemi 100 Volt sabit gerilimde 20
dakikada tamamlandi. M. A/HindIIT+EcoRI.
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BstXI enzimi ile kesim sonucunda agaroz jel lizerinde pCHA-GCGRAsp ig¢in
beklenen 4897, 898,246 ve 205 b¢’lik DNA bantlari; pCHA-GCGR-ED igin ise
4898 ve 284 bg’lik DNA fragmentleri elde edildi.

6.1.3. Insan GCG peptidi kodlayan plazmit vektorlerin olusturulmasi ile ilgili

veriler

Gereg ve Yontem kisminda belirtildigi sekilde GCG peptidini GST ya da flag ile
fizyon halinde kodlayan pCAGGS-GST-GCG ve pCAGGS-GCGflag plazmit
vektorleri olusturuldu. GCG ¢cDNA’s1 PANC-1 hiicrelerinden elde edilen total RNA
tizerinden RT-PZR ile elde edildi.

6.1.3.1. insan GCG ¢DNA’larimin hazirlanmasi ve PZR ile ilgili veriler

Glukagon cDNA’st PANC-1 elde edilen total RNA iizerinden reverz
transkripsiyon reaksiyonu sonucu elde edildi. Asagida verilen GCG referans
cDNA’sindan (NBCI Ref. No: NM_002054.4) yararlanilarak olusturulan
oligoniikleotid primeler (bk.Tablo2) ile PZR sonucu stop kodonu tasiyan ve stop
kodonu tagimayan GCG DNA fragmentleri ¢ogaltildi (Sekil 20). GCG peptidini

kodlayan bolge referans cDNA {izerinde alt1 ¢izili ve koyu renkte verilmistir.

Insan Glukagon cDNA ’si ( NBCI Ref. No: NM 002054.4):

ATGAAAAGCATTTACTTTGTGGCTGGATTATTTGTAATGCTGGTACAAGGCAGCTGGCAACGTTCCCT

TCAAGACACAGAGGAGAAATCCAGATCATTCTCAGCTTCCCAGGCAGACCCACTCAGTGATCCTGATC
AGATGAACGAGGACAAGCGCCATTCACAGGGCACATTCACCAGTGACTACAGCAAGTATCTGGACTCC

AGGCGTGCCCAAGATTTTGTGCAGTGGTTGATGAATACCAAGAGGAACAGGAATAACATTGCCAAACG

TCACGATGAATTTGAGAGACATGCTGAAGGGACCTTTACCAGTGATGTAAGTTCTTATTTGGAAGGCC
AAGCTGCCAAGGAATTCATTGCTTGGCTGGTGAAAGGCCGAGGAAGGCGAGATTTCCCAGAAGAGGTC
GCCATTGTTGAAGAACTTGGCCGCAGACATGCTGATGGTTCTTTCTCTGATGAGATGAACACCATTCT
TGATAATCTTGCCGCCAGGGACTTTATAAACTGGTTGATTCAGACCAAAATCACTGACAGGAAATAA
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(~100 bp)

Sekil 20. GCG cDNA’sinin PZR ile ¢ogaltilmasi. 1. Glu-For ve Glu-Rev-plus primer
cifti ile cogaltilan ve stop kodonu tasiyan GCG cDNA fragmenti. 2. Glu-For ve Glu-
Rev-min primer ¢ifti ile gogaltilan ve stop kodonu tasimayan GCG cDNA fragmenti.
M. Standart DNA: A/HindIII+EcoRI.

6.1.3.2. pPCAGGS-GST-GCG vektoriin olusturulmasi ve kontrolii ile ilgili veriler

PZR ile ¢ogaltilan ve stop kodonu tasiyan GCG DNA fragmenti pCAGGS-GST
vektoriine GST kodlayan gen ile ayni1 ¢ergevede klonlandi ve Sekil 21°de haritasi
verilen pPCAGGS-GST-GCG plazmit vektorii elde edildi.

4393
pCAGGS-GST-GCG

5492 bp

EcoRI 1720

Nsil 2425
Bglll 2514

Hindlll 2978

Sekil 21. GST-GCG fragmenti tastyan pCAGGS-GST-GCG plazmit vektori. Vektor
haritast pCAGGS ve GST-GCG genlerinin niikleotid dizileri ve klonlama
asamasinda izlenen yontem g6z oniine alinarak BioEdit programa ile ¢izildi.
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GCG peptidini kodlayan DNA fragmentinin, restriksiyon enzimi ile kesilerek
vektoriin kontrol edilmesine olanak vermeyecek boyutta kiiclik olmasi nedeniyle,
plazmit vektoriin 6n kontrolii PZR ile gergeklestirildi. Pozitif sonug¢ veren plazmit
DNA o6rneklerinden biri segildi ve DNA dizi analizleri ile GCG bdlgesinin niikleotid
dizisi saptand1 (Sekil 22). Dizi analizi sonuglar1 klonlanan GCG ¢cDNA’sinin dogru

ve GST geni ile ayn1 kodon gergevesi igerisinde oldugunu ortaya koydu.

10 20 30 40 50

G atCTGGGagGatCTG gAALtGCATTCACAGgg cacat tcAccAG TG AC

0 190 200 210 220
TTGAGCAGTGGT TGATGAATACC[TAAAGATCTTTTTCCCT

=

Sekil 22. pCAGGS plazmit vektoriine klonlanan GST-GCG DNA fragmentlerinin
dizi analizi kromatogrami. Kromatogramda DNA fragmentinin baslangi¢ ve bitim
kodonlarini kapsayan 5'- ve 3'- bolgeleri verilmistir.

6.1.3.3.pCAGGS-GCGflag vektoriin olusturulmasi ve kontrolii ile ilgili veriler

Karboksi terminalinde flag uzantili GCG kodlayan vektor olusturmak igin PZR
ile cogaltilan ve stop kodonu tasimayan GCG cDNA’s1 flag kodlayict DNA dizisi
tastyan pGAGGS vektoriine klonlandi (bk.5.18.3). Elde edilen vektér pCAGGS-
GCGflag olarak adlandirildi (Sekil 23).
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pCAGGS-GCGflag
4907 bp

GCGflag
1961

EcoRI 1720

Nsil 1739

EcoRI 1849

Bglll 1929

Sekil 23. GCGflag fragmentini tasiyan pCAGGS-GCGflag plazmit vektorii. Vektor
haritas1 pCAGGS ve GCGflag genlerinin niikleotid dizileri ve klonlama agamasinda
izlenen yontem g6z Oniine alinarak BioEdit programu ile ¢izildi.

pCAGGS-GCGflag vektoriindeki GCGflag DNA fragmentinin kesin dizisi DNA dizi
analizi ile ortaya kondu (Sekil 24).

10 20 30 40 50
LTTCGCCGC CACCCATT CACAGGGCaCaTTCaGcAGTGACTACAGCAA

|

I

et ¥

100 110 120 130 140

]

Sekil 24. pCAGGS plazmit vektoriine klonlanan GCGflag DNA fragmentlerinin dizi
analizi kromatogrami. Kromatogram DNA fragmentinin baglangic ve bitim
kodonlarinin kapsayan 5'- ve 3'- bolgeleri verilmistir. Alti ¢izili bolge flag peptidini
kodlamaktadir.
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6.1.4. Plazmit vektorlere klonlanan GCGR ve GCG genlerinin

ekspresyonlarinin western melezleme yontemi ile analizi

pCAGGS, pCHA ve pCAGGS-GST plazmitlerine klonlanan GCGR ve GCG
genlerinin DNA dizi analizleri yapildiktan sonra anlatim yapip yapmadiklar1 Western
melezleme teknigi ile incelendi. Bunun igin bu genleri tasiyan vektorler HEK-293
hiicrelerine transfekte edildi ve bu hiicrelerden hazirlanan protein 6rnekleri SDS-
PAGE/Western melezleme yontemi ile analiz edildi. Plazmit vektorleri ile transfekte
edilen HEK293 hiicre lizatlar1 5.21.4’de anlatildigi gibi hazirlandi. Hiicresel
proteinler SDS-PAGE ya da Tris-Tricin/PAGE ile ayristirildi (bk.5.21).

pCAGGS-GCGRAsp ve pCAGGS-GCGR-ED plazmitleri {izerinden kodlanan
GCGR proteinlerinin belirlenmesinde primer antikor olarak tavsan orijinli poliklonal
anti GCGR antikorlar1 kullanildi. pPCHA-GCGRAsp ve pCHA-GCGR-ED plazmitleri
tizerinden kodlanan HA uzantili proteinler (H-GCGR) ise monoklonal fare orijinli
anti-HA antikorlari ile isaretlendi (Sekil 25).
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80
—GCGRAsp — —H-GCGRAsp
46
30
25
—GCGR-ED ~ —H-GCGR-ED

Sekil 25. pCAGGS (A) ve pCHA (B) plazmit vektorleri tizerinden kodlanan GCGR
proteinlerinin Western melezleme ile analiz edilmesi. Proteinlerin igaretlenmesinde
primer antikor olarak GCGR proteinleri i¢in tavsan orijinli poliklonal anti GCGR
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antikorlari, HA uzantili proteinler (H-GCGR) i¢in ise monoklonal fare orijinli anti-
HA antikorlar1 kullanild1. Sekonder antikor olarak biyotinlenmis kegi anti tavsan IgG
ve biyotinlenmis ke¢i anti fare IgG antikorlar1 kullanildi. Elektroforez islemi
5.21.4¢de belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

Protein bantlar1 kemiliiminesens substrat ile goriintiilendi. Gorilintilemede DNR
Bio marka jel goriintiilleme cihazi kullanildi. GCGRAsp (~51-52 kD) ve GCGR-ED
(~10-12 kD) proteinleri poliakrilamid jel iizerinde beklenen biiyiikliikte bantlar verdi.

Immiin-¢oktiirme ya da glutatyon S-transferaz (GST) ile ¢oktiirme deneylerinde
kullanilmak tizere olusturulan pCAGGS-GCGflag pCAGGS-GST-GCG vektorleri
tizerinden kodlanan GCGflag ve GST-GCG proteinleri de Western melezleme
teknigi ile analiz edildi. Plazmitler HEK-293 hiicrelerine transfekte edildi ve bu
hiicrelerden hazirlanan protein Ornekleri Tris-Tricine/SDS PAGE ile ayristirild.
Western melezleme deneylerinde primer antikor olrak GCGflag proteini igin
monoklonal fare anti-flag antikorlari, GST-GCG proteinleri i¢in ise monoklonal fare
anti-GST antikorlart kullanildi. pPCAGGS-GST-GCG plazmiti ile transfekte edilen
HEK-293 hiicrelerinde GST-GCG proteinin sentez edildigi saptandi (Sekil 26). Buna

karsin GCGflag proteini Western melezleme ile goriintiilenemedi.
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e — GST-GCG
L — GST

Sekil 26. pCAGGS-GST-GCG plazmit vektorii tizerinden kodlanan proteinlerin
Western melezleme ile analiz edilmesi. Proteinlerin isaretlenmesinde primer antikor
olarak GST-GCG ve GST proteinleri igin fare orijinli monoklonal anti GST; aktin
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i¢in ise anti-aktin antikorlar1 kullanildi. Sekonder antikor olarak biyotinlenmis kegi
anti fare IgG antikorlar1 kullanildi. Elektroforez iglemi 5.21.4‘de belirtilen kosullarda
gergeklestirildi.

6.1.5. Ekspresyon vektorleri iizerinden kodlanan proteinlerin immiinfloresans

yontemle goriintiillenmesine iliskin veriler

Memeli ekspresyon vektorlerine klonlanan glukagon ve glukagon reseptor
genleri  tarafindan  kodlanan  proteinlerin  hiicrelerdeki  lokalizasyonlari
immiinfloresans tekniklerden yararlanilarak belirlendi. Bu deneylerde, hiicre hatti
olarak HeLa hiicreleri tercih edildi. Lameller iizerinde iiretilen hiicreler GCGR ve
GCQG geni tastyan plazmit vektorleri ile transfekte edildi ve transfeksiyondan 48 saat
sonra hiicreler 5.22‘de belirtildigi sekilde paraformaldehit ile fikse edilerek

immiinfloresan isaretleme i¢in hazirlandu.

pCHA-GCGRAsp ve pCHA-GCGR-ED plazmitleri ile transfekte edilen
hiicrelerde sentezlenen GCGRAsp ve GCGR-ED proteinleri poliklonal tavsan anti-
glukagon antikorlar ile isaretlendi. Sekonder antikor olarak Alexa488 bagli anti-
tavsan IgG antikorlar1 kullanildi. Floresan mikroskop ile yapilan incelemeler
sonucunda sinyal peptidi tasimayan GCGRAsp ve GCGR-ED proteinlerinin her

ikisinin de baskin olarak hiicre sitoplazmasinda lokalize oldugu ortaya kondu (Sekil
27).
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Sekil 27 pCHA-GCGRAsp (A) ve pCHA-GCGR-ED (B) plazmit vektorleri
tizerinden kodlanan HA uzantih GCGRAsp ve GCGR-ED proteinlerinin HelLa
hiicrelerindeki lokalizasyonu. Primer antikor olarak fare orijinli anti-HA antikoru ve
sekonder antikor olarak ise Alexa488-konjuge anti-fare 1gG antikorlari kullanilda.

HeLa hiicrelerinde pCAGGS-GCGflag pCAGGS-GST-GCG  vektorleri
tizerinden kodlanan GCGflag ve GST-GCG proteinlerin lokalizasyonlarinin
saptanmasinda primer antikor olarak monoklonal fare anti-flag ve anti-GST
antikorlarindan yararlanildi. Sekonder antikor olarak ise Alexa488 bagli monoklonal
anti-fare antikorlar1 kullanildi. Floresan isaretleme sonucunda GCGflag ve GST-
GCG proteinlerin de GCGR proteinleri gibi hiicre sitoplazmasinda lokalize oldugu
saptand1 (Sekil 28).
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Sekil 28 Hela hiicrelerinde sentez edilen GCGflag (A) ve GST-GCG (B)
proteinlerinin immiinfloresan yontemle isaretlenmesi. Primer antikor olarak
monoklonal fare anti-flag ve anti-GST antikorlari, sekonder antikor olarak ise
Alexa488 bagli monoklonal anti-fare antikorlari kullanild.

6.2. GCGR ve GCG Proteinleri Arasindaki Iliskinin Arastirilmas: ile Tlgili

Bulgular

HEK-293 hiicrelerinde plazmit transfeksiyonu sonucu sentez edilen sinyal peptid
tasimayan GCGR ve GCGR-ED proteinleri ile yine ayni hiicrede sentez edilen GCG
proteinlerinin (GST-GCG ve GCGflag) fiziksel etkilesim gosterip gostermedikleri

GST ile ¢oktiirme ve birlikte immiin ¢oktiirme testleri ile arastirildi.

6.2.1. GST ile ¢oktiirme testleriyle elde edilen sonuclar

GST ile ¢oktiirme testleri i¢cin, HEK293 hiicreleri pPCAGGS-GST-GCG plazmit
vektorii, GCGRAsp veya GCGR-ED kodlayan plazmit vektorleri ile birlikte

transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerden hazirlanan lizatlarda
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GST-GCG proteinleri 5.23.1°de belirtildigi gibi GST-Sepharose ile ¢okeltildi.
Cokelen GST-GCG ve olasi birlikte ¢okelen GCGR ve GCGR-ED proteinleri

Western melezleme yontemi ile analiz edildi. Analiz sonuglar1 Sekil 29°da verildi.

e

GP

GST-Glu
GCGRAsp
GCGR-ED
H-GCGRAsp
H-GCGR-ED
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Sekil 29 GCGRAsp ve GCGR-ED proteinleri ile GCG arasindaki olas1 fiziksel
etkilesimin GST ile ¢oktiirne yontemi ile analiz edilmesi. HEK-293 hiicreleri sekil
tizerinde belirtilen plazmitler ile transfekte edildi. Hiicrelerden hazirlanan lizatlar ile
5.23.1°de belirtildigi sekilde GST ile ¢oktiirme islemi gerceklestirildi ve Western
melezleme ile analiz edildi. Proteinlerin ayristirllmasinda Tris-Tricine/PAGE
kullanildi. A. pCAGGS-GST-GCG ve glukagon reseptor proteinlerini kodlayan
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plazmitler ile trasfekte edilen hiicrelerde sentezlenen proteinlerin analizi. B.
pPpCAGGS-GST (kontrol) ve HA uzantili glukagon reseptor proteinlerini kodlayan
plazmitler ile transfekte edilen hiicrelerde sentezlenen proteinlerin analizi. L. islem
gormemis hiicre lizati. GP. GST-Sepharose ile c¢oktiiriilen protein Ornekleri.
Proteinlerin isaretlenmesinde primer antikor olarak fare orijinli anti GST ve anti-
aktin ve tavsan orijinli anti-GCGR antikorlar1 kullanildi. Sekonder antikor olarak
biyotinlenmis keci anti fare IgG veya biyotinlenmis ke¢i anti tavsan IgG kullanildi.
Elektroforez iglemi 5.21.4‘de belirtildigi sekilde gergeklestirildi.

Sekil 29 A’ dan da goriildiigii gibi, pPCAGGS-GST-GCG ile transfekte edilen
tim hiicre lizatlar1 ile yapilan ¢oktiirme deneylerinde GST-GCG proteinlerinin
cokeldigi saptandi. GST-GCG proteini ile birlikte ¢oken GCGR proteinleri
incelendiginde sadece pCHA-GCGR-ED plazmitleri ile transfekte edilen hiicre
lizatlarinda H-GCGR-ED proteinlerinin birlikte ¢okeldigi saptandi. Bununla birlikte
Sekil 29 B’de verilen kontrol deneyi sonuglari, H-GCGR-ED proteininin GCG’den
bagimsiz olarak da GST proteini ile birlikte ¢okeldigini ortaya koydu. GCGRAsp’nin
ise gerek GST gerekse GST-GCG proteini ile ¢okelmedigi saptandi. Dolayisiyla GST
ile ¢oktiirme testleri i¢in GST-GCG fiizyon proteininin uygun olmadigi sonucuna

varildi.

6.2.2. Birlikte immiin ¢oktiirme testleriyle elde edilen sonuclar

GST ile coktiirme testlerinin olumlu sonu¢ vermemesi nedeniyle GCG ile
GCGR-ED ya da GCGRAsp proteinleri arasindaki iligki birlikte immiin ¢oktiirme
testleri ile arastirildi. Bu amagla HEK-293 hiicreleri GCGflag ve GCGR-ED vya da
GCGRAsp proteinlerini kodlayan plazmit vektorler ile birlikte transfekte edildi.
Transfekte edilen hiicrelerden hazirlanan lizatlar, anti-glukagon ve anti-flag
antikorlar1 kullanilarak 5.23.2‘de ayrintili verilen islemlerden gegirildi ve SDS-
PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edildi. Poliklonal tavsan anti-glukagon

antikorlari ile gergeklestirilen immiin ¢oktiirme deney sonuglar1 Sekil 30° da verildi.
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Sekil 30. pPCAGGS-GCGflag plazmiti, GCGRAsp (A) ya da GCGR-ED kodlayan
(B) plazmit ile birlikte HEK293 hiicrelerine transfekte edildi. Birlikte immiin
coktiirme islemi 5.23.2°de belirtildigi sekilde, anti-GCGR antikorlar1 kullanilarak
gerceklestirildi. Proteinler SDS-PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edildi.
Proteinlerin isaretlenmesinde primer antikor olarak fare orijinli anti-flag ve tavsan
orijinli anti-GCGR antikorlar1; sekonder antikor olarak ise biyotinlenmis keg¢i anti
fare 1gG ve biyotinlenmis kegi anti tavsan IgG antikorlar1 kullanildi. Elektroforez
islemi 5.21.4°de belirtildigi sekilde gerceklestirildi.
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Sekil 30°da verilen sonuglar, hem GCGRAsp hem de GCGR-ED proteinlerinin
anti-glukagon antikorlari ile ¢okeldigini gosterdi. Bununla birlikte immiin ¢oktiirme
islemine tabi tutulan 6rneklerde GCGflag proteinleri belirlenemedi. Fare monoklonal

anti-flag antikorlar ile yapilan ¢oktiirme deneylerinden istenilen sonuglar alinamadi.

6.3. Ticari Rekombinant GCG Peptidinin Elektroforetik Analizi ile Ilgili
Bulgular

GCG peptidi 29 amino asitten olusan, 3.48 kD agirliginda bir molekiildiir.
Kiigiik molekiil agirlikli peptidler ile ilgili yapilan Western melezleme deneylerinde
karsilagilan Onemli sorunlardan biri, jelde ayristirilan peptidlerin membranlara
transferi sirasinda kaybedilmesidir. Bu nedenle, sentetik olarak iiretilen ticari GCG
peptidinin  (Sigma;G2044) clektroforez sonrasi jel iizerinde goriintilenebilirligi
degerlendirildi. Bunun i¢in, deiyonize distile su igerisinde 1 mg/ml konsantrasyonda
coziindiiriilerek hazirlanan GCG peptit 6rneginden belirli miktarlarda %15°1ik jele
uygulandi ve ayristirildi. Daha sonra jel giimiis boyama yontemi ile boyandi. Bu
yontem 5.21.6°de ayrintili olarak belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Deney sonucu
Sekil 31°de verildi. Sekil 31°den de goriildiigii gibi, GCG peptidlerinin %15°lik
akrilamid jel ile ayristirilip gortintiilenebildigi saptandi.

28
20

Sekil 31. Ticari GCG peptidlerinin SDS-PAGE ile incelenmesi. Her bir cebe sekil
iizerinde belirtilen miktarlarda 6rnek uygulandi. Deneyde %15°lik jel kullanildi.
Elektroforez islemi 30 voltta 20 dakika daha sonra 60 voltta 1 saat siirede
gercgeklestirildi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Glukagon pankreas bezinde, Langerhans adaciklarindaki alfa hiicreleri
tarafindan tretilen 29 amino asit bakiyesinden olusan peptid hormondur. Pankreas
tarafindan kana glukagon salgilanmasi, insiilinin aksine kan glukoz diizeyini arttiric
etki gosterir. Bu etki, karaciger hiicrelerinde glikojen seklinde depolanan glukozun,
glikojenoliz reaksiyonlar1 ile serbest kalmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Karaciger
hiicrelerinde glikojenoliz reaksiyonlarinin tetiklenmesi, glukagon hormonunun hiicre
membranlarinda yer alan glukagon reseptorlerine baglanmasi ile gergeklesir (Nelson
DL, 2005). Dolayisiyla, kan glukoz diizeyinin regiile edilmesinde glukagon hormonu

kadar, bu hormona 6zgii reseptdrii olan glukagon reseptdrii de dnemli bir rol iistlenir.

Bu tez calismasina konu olan glukagon reseptorii yaklasik 62 kD agirliginda,
glukagon hormonunun baglanmasiyla aktive olan bir membran proteinidir. Bu
protein B sinifi G-proteini ile eslesmis reseptorler (Ing. G protein—coupled receptors
- GPCRs) ailesi igerisinde siniflandirilir (Brubaker and Drucker, 2002). Glukagon
reseptoriiniin, glukagon hormonu ile uyarilmasi adenilat siklaz enzimini aktive
ederek hiicre igerisinde cAMP diizeyinin artmasina neden olur. cAMP diizeyindeki
artis, glikojenoliz reaksiyonlar1 i¢in sinyal gorevi goriir. GPCR'ler,  hiicre
membranin1  yedi kez gegen transmembran bolgesi, hiicre disinda yer alan ve
reseptoriin baglanmasinda birincil iglev goren hiicre dis1 (eksternal) amino-terminal
bolge ve hiicre icerisinde yer alan (internal) karboksi-terminal bolgeler ile
karakterize edilir. Ortak bir yapiya sahip olmalarina karsin, GPCR'ler, bir¢ok farkli G
proteinleri ve diger hiicre i¢i ve membran iliskili sinyalizasyon ve iskelet proteinleri
ile etkilesim halindedir (Brubaker and Drucker, 2002, Siu ark. , 2013). Bu sebeple
hiicresel iligkilerde farkli mekanizmalar kullanirlar.

GPCR'ler, yapisal ve ligand baglanma ozelliklerine gore alti farkli grup
halinde smiflandirilirlar (Kolakowski, 1994). Bu GPCR ailesi iginde sinif II olarak
da bilinen, B sinifi reseptorler diyabet, obezite ve diger endokrin hastaliklarinin
tedavisinde aday proteinlerdir (Harmar, 2001, Mayo, Miller, 2003). B sinifi GPCR
proteinleri de kendi igerisinde B1, B2 ve B3 alt gruplarina ayrilmistir. Insanlarda B1
alt grubu 15 hormon reseptoriinden olusmaktadir (Harmar, 2001). Bu reseptorler
polipeptid hormonlar ve diger ligandlar ile yapisal olarak iligkilidir. Bu alt grup

icerisinde yer alan glukagon reseptor ailesi proglukagon gen iirlinleri (glukagon,

92



sekretin, GLP-1, GLP-2), GIP ve GHRH i¢in hedef gorevi goriir (Mayo, Miller,
2003).

Kan glukoz diizeyinin regiilasyonunda is goren hormonlar ve bu hormonlarin
kendi reseptorleriyle etkilesimlerindeki anormalliklere bagli olarak ¢ikan diyabetin
tedavisinde, glukagon ve glukagon reseptor antagonistlerinin 6énemli bir potansiyele
sahip oldugu ortaya konmustur (Johnson, Goebel, 1982). Bu nedenle ozellikle
glukagon reseptOriiniin islevini bloke edecek glukagon reseptér antagonistleri
lizerinde yogun caligmalar yapilmaktadir. Bir diger yaklasim, glukagona 0zgii
monoklonal antikorlarin kullanilmasi ve normalden yiiksek diizeylerde sentez
edildigi durumlarda glukagonun nétralize edilmesidir (Brand, Rolin, 1994). Bununla
iligkili olarak gerceklestirilen bu tez c¢alismasinda da, insan glukagon reseptor
geninin, proteinlerin endoplazmik retikuluma, dolayisiyla membrana kanalize
olmasinda islev gordiigii diisiiniilen sinyal (lider) peptidi kodlamayan (GCGRAsp) ve
sadece hiicre dis1 (eksternal) bolgesini (GCGR-ED) kodlayan kisimlart memeli
hiicrelerinde ekspresyon yapan pCAGGS ve pCHA plazmit vektorlerine klonlandi.
Bu vektorler ilizerinden kodlanan glukagon reseptdr proteinlerinin glukagon ile
etkilesimleri degerlendirildi.

Glukagon reseptorii  c¢DNA’smmin  hazirlanmasinda, insan karaciger
hiicrelerinden orijinli Hep G2 hiicre hattindan yararlanildi. Hiicrelerden hazirlanan
total RNA tizerinden (Sekil 11), reverz transkripsiyon reaksiyonu ile cDNA’lar elde
edildi. Hep G2 cDNA’lar1 ve insan glukagon reseptér genine Ozgii primerler
kullanilarak, sinyal peptidi tasimayan glukagon reseptor proteini (453 amino asit) ve
proteinin eksternal bodlgesini (98 amino asit) kodlayan gen bolgeleri PZR ile
cogaltild1 (Sekil 13). Sinyal peptid dizisini de igeren 477 amino asit bakiyesinden
olusan, dogal glukagon proteini kodlayacak cDNA fragmentinin de, kontrol amagl
kullanilmak tizere PZR ile ¢ogaltilmasi ve klonlanmasi amaglandi. Bununla birlikte
farkli kosullarda gergeklestirilen PZR deneylerinde olumlu sonug¢ alinamadigi igin
dogal glukagon reseptdr proteini kodlayan ekspresyon vektorii olusturulmadi. Sinyal
peptid kodlayict diziler tasimayan glukagon reseptor geni ve eksternal bolgeyi
kodlayan gen pargast pCAGGS ve pCHA plazmit vektorlerine Kklonlanarak
pCAGGS-GCGRAsp, pCAGGS-GCGR-ED, pCHA-GCGRAsp ve pCHA-GCGR-
ED vektorleri olusturuldu (Sekil 14 ve 18). Ekspresyon vektorlerinin dogruluklari
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restriksiyon enzimleri ile kesilerek yapilan 6n kontroller sonras1 (Sekil 15, 17 ve 19),

DNA dizi analizleri ile ortaya kondu (Sekil 16).

Sinyal peptidi tasimayan glukagon reseptor proteini ve eksSternal bdlgesini
kodlayan gen bdlgelerinin secilmesinde, iki farkli konu ile ilgili bilimsel verilerden
yararlanildi. Bunlardan birincisi, hiicrelerde protein trafiginin diizenlenmesinde islev
gordiigii diistiniilen ve bir¢ok ¢aligmada da kanitlanan sinyal hipotezi (Schutze ark. ,
1994, Stornaiuolo ark. , 2003), digeri ise hiicre reseptorleri iizerinde yapilan
calismalarda, ligandin baglanmasinda eksternal bolgenin Onemini ortaya koyan
calismalardir. Ozellikle membran proteinlerinin, translasyonun baslamasindan
itibaren hiicre membranina yonlendirilmesinde sinyal gorevi gorecek dizilerin
bulundugu goriisii ilk kez Blobel ve Dobberstein (Blobel and Dobberstein, 1975a, b)
tarafindan ortaya atilmistir. Sinyal dizileri, proteinlerin sadece membrana kanalize
olmasinda islev goérmez, ayn1 zamanda hiicredeki organellere ve hiicre niikleusuna
tasinma trafiginde de 6nemli gorevler istlenirler (Kalderon ark. , 1984, Schwartz,
1990, Stornaiuolo, Lotti, 2003, Teasdale and Jackson, 1996). Proteinlerin hiicre
niikleusuna taginmasinda is goren ve ilk kesfedilen sinyal dizisi SV40 viriisiine ait T
antijeni niiklear lokalizasyon (NLS) sinyalidir (PKKKRKYV). Bunun disinda birgok
farkl tipte niiklear lokalizasyon dizileri saptanmistir (Dingwall ark. , 1988). NLS
dizilerinin ¢ogu, importin B ailesinin spesifik reseptorleri tarafindan taniirlar (Mattaj
and Englmeier, 1998, Williams ark. , 1997). Bu calismalar dogrultusunda, bir
membran proteini olan glukagon reseptor proteininin 25 amino asit bakiyesinden
olusan sinyal peptidi tasimayan kismini kodlayan DNA pargast memeli ekspresyon
vektorlerine klonlandi. Bunun sonucunda Sekil 14 ve 18 de haritalar1 verilen
ekspresyon vektorleri elde edildi. Ikinci olarak, ligand ile bu liganda 6zgii reseptdr
arasindaki etkilesimi konu alan c¢alismalardir. Yapilan birgok c¢alismada hiicre
membraninda yer alan reseptor proteinlerinin ligandlart tanimada 6nemi olan
bolgeleri ele alinmistir (Clayton ark. , 2009, Dong ark. , 2005, Dong ark. , 2007,
Dong ark. , 2003, Jin ark. , 2009, Myung ark. , 2013, Yeh ark. , 2000). Ornegin Han
ve Halpson (Jin, Singh, 2009) glutamat reseptoriiniin amino terminal bolgesini DNA
teknolojileri ile klonlayarak ¢oziiniir formda iiretmisler ve bu proteinin radyoaktif
(®*H)L-2amino-4-fosfonobutirik ~ asit  antagonistini  baglama  potansiyelini

arastirmiglardir. Bu ¢alismada ise insan glukagon reseptoriiniin 98 amino asit
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bakiyesinden olusan eksternal amino-terminal bdlgesini kodlayan gen bolgesi,
glukagon peptidi ile olasi etkilesimini saptamak amaciyla pGAGGS ve pCHA

vektorlerine klonlandi.

pCAGGS ve pCHA vektorlerine klonlanan insan glukagon reseptdr gen
bolgelerinin niikleotid dizileri DNA dizi analizleri ile saptandi (Sekil 16). Dizi
analizleri sonucunda, tasarlanan sekli ile birebir ayni1 olduklar1 saptanan ekspresyon
vektorlerinin memeli hiicrelerinde anlatim yapip yapmadiklari, Western melezleme
teknigi ve immiinfloresans teknikler ile ortaya kondu. Western melezleme teknigi
kullanilarak yapilan analizlerde HEK293 hiicrelerinden yararlanildi. Bu hiicrelere
transfekte edilen ekspresyon vektorleri itizerinden GCGRAsp, GCGR-ED, H-
GCGRAsp ve H-GCGR-ED proteinlerinin etkin bir sekilde sentez edildikleri ve
proteinlerin poliakrilamid jel {izerinde beklenen biiyiikliiklerde bantlar olusturduklar

saptandi (Sekil 25).

Western melezleme teknigi ile yapilan analizler, hiicrelerde sentez edilen
proteinlerin miktarlar1 ve biiyiikliikleri hakkinda veri saglarken, dogal olarak bu
proteinlerin hiicre igerisinde lokalizasyonlart hakkinda bir fikir vermemektedir.
Proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonlar1 immiinfloresans teknikler ile saptanabilir.
Immiinfloresans teknikler de Western melezleme ile yapilan analizlerin aksine
proteinlerin molekiil agirliklar1 hakkinda veri saglamaz. Dolayisiyla hiicrelerde
rekombinant olarak sentez edilecek proteinlerin analizlerinde her iki yontemin de
uygulanmas1 kagiilmazdir. Yaptigimiz bu g¢alismada, pCHA plazmiti tizerinden
kodlanan GCGR proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlarinin saptanmasinda HeLa
hiicrelerinden yararlanildi. HeLa hiicrelerinde sentez edilen hemagliitinin uzantil
GCGRAsp (H-GCGRAsp) proteinin belirgin bir sekilde hiicre sitoplazmasinda
lokalize oldugu ortaya kondu (Sekil 27A). Daha once de belirtildigi gibi sinyal
peptidi tagsiyan dogal GCGR proteini kodlayacak plazmit vektorii olusturulamadig
icin, H-GCGRAsp ve dogal GCGR proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlarini
karsilastirma olanagimiz olmadi. Bununla birlikte baska arastirmacilar tarafindan
insan (Krilov ark. , 2008) ve sican (Unson ark. , 1995) glukagon reseptorleri ile
yapilan ¢alismalarda, dogal glukagon reseptorlerinin hiicre membraninda lokalize

oldugu immiinfloresans teknikler ile ortaya konmustur. Dolayisiyla, GCGRAsp
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proteinin HeLa hiicrelerinde sitoplazmik lokalizasyon gdstermesi, proteinin amino-
terminal ucunda yer alan 25 amino asit bakiyesinden olusan sinyal peptidinin
proteinin hiicre membranina kanalize olmasinda biiyilk 6nem tasidigi sonucunu
verdi. pCHA-GCGR-ED plazmit vektorii ile transfekte edilen HeLa hiicrelerinde
monoklonal anti-HA antikorlar1 ile gergeklestirilen immiinfloresans testlerde, GCGR
proteininin sadece 98 amino asit bakiyesinden olusan ve sinyal peptidi icermeyen
eksternal bolgesinin (H-GCGR-ED) de sitoplazmik lokalizasyon gosterdigi saptandi
(Sekil 27B). Bu tez calismasinin ana hedeflerinden biri, rekombinant DNA
tekniklerinden yararlanarak, hiicre membranina bagli olmaya, sitoplazmada serbest
(¢cozlinlir) halde glukagon reseptdor proteini iliretmekti. Bu baglamda
degerlendirildiginde, calisma kapsaminda insan glukagon reseptdr proteininin 453
amino asitlik biiyiik bir boliimiinii olusturan GCGRAsp ve 98 amino asit bakiyeden
olusan GCGR-ED bolgesi memeli hiicrelerinde ¢oziiniir formda basarili bir sekilde

tiretilebilmistir.

Membrana bagli olayan GCGR proteinlerinin glukagon peptidini baglama
kapasitesine sahip olup olmadiklarini saptanmasi bu ¢alismanin nihai hedefini
olusturmaktadir. Genel olarak hiicre reseptorleri ile bu reseptorlere baglanan kiiciik
molekiil agirlikli  ligandlar  arasindaki  interaksiyonlarin  arastirilmasinda
radyoizotoplar ile isaretleme tekniklerinden yararlanilmaktadir (Pal ark. , 2007,
Vaughan ark. , 2005). Ligandin protein yapida olmasi durumunda ise, birlikte immiin
coktirme, GST ile birlikte ¢oktiirme ve hiicrelerde birlikte lokalizasyonun
immiinfloresans teknikler ile saptanmasi1 gibi fakli biyokimyasal ve hiicre molekiiler
biyolojisi tekniklerinden yararlanilabilmektedir. Glukagon reseptoriine baglanan
glukagon molekiilii 29 amino asit bakiyesinde olusan yaklagik 3.5 kD agirliginda ve
poliakrilamid jellerin ayirma kapasitesi sinirlarini zorlayacak dl¢iide nispeten kiigiik
bir molekiildiir. Bu bakimdan, rekombinant olarak iiretilen ticari glukagon
peptidlerinin poliakriamad jel elektroforezinde goriintiilenebilirligi, elektroforez
sonrasi jeller glimiis boyama ile boyanarak arastirilmistir. Sekil 31°de goriildiigii gibi
farkli miktarlarda jele uygulanan glukagon peptidleri, bagarili bir sekilde
goriintiilenebildi. Buna karsin Western melezleme ile goriintiilemek amaciyla yapilan
deneylerde, poliakrilamd jel tizerinde ayristirilan peptidlerin membrana transfer

edilmesinde, gerek 0.45 pm gerekse 0,2 um por ¢apmna sahip membranlar ile
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beklenen sonug¢ alinamadi. Bunun nedenlerinde biri, protein transferi asamasinda,
peptidlerin kaybedilmesi ya da anti-glukagon antikorlarinin glukagon peptidlerine

etkin bir sekilde baglanamamasi olabilir.

Ticari yolla temin edilen rekombinant glukagon peptidinin poliakrialmid jel
elektroforezi ile analizi konusunda karsilasilan sorunlar1 asabilmek amaciyla insan
glukagon peptidi kodlayan cDNA molekiilii, GST ve Flag (DYKDDDDK) kodlayan
DNA dizileri ile ayni c¢erceve igerinde plazmit vektorlere klonlandi. Bunun
sonucunda Sekil 21 ve 23’de haritalar1 verilen pCAGGS-GST-GCG ve pCAGGS-
GCGflag ekpresyon vektorleri elde edildi. Plazmit vektorlere klonlanan DNA
fragmentleri DNA dizi analizleri ile kontrol edildi ve teorik olarak tasarlanan gen
yapilari ile birebir ayni oldugu ortaya kondu (Sekil 22 ve 24). Bu vektorler {izerinden
kodlanan GST-GCG ve GCGflag fiizyon proteinlerinin HeLa hiicrelerinde sentezi ve
lokalizasyonlar1 immiinfloresans boyama yoOntemleri ile saptandi. Elde edilen
sonuglar hem GST-GCG hem de GCGflag proteinlerinin HeLa hiicrelerinde sentez
edildigini ve hiicrelerin sitoplazmalarinda lokalize oldugunu ortaya koydu (Sekil 28).

Proteinler arasi interaksiyonlarin saptanmasinda kullanilan biyokimyasal
yontemlerin basinda, hiicrelerde dogal halde ya da rekombinant olarak HA
(YPYDVPDYA), Flag (DYKDDDDK), Myc (EQKLISEEDL) ve His (HHHHHH)
gibi uzantilar1 (tag) ile fiizyon halinde sentez edilen proteinlerin birlikte immiin
¢oktiirme, ya da ¢esitli afinite kolon kromatografileri ile birlikte fraksiyonlama
teknikleri ile ayristirilmas: ve sonrasinda PAGE/Western melezleme teknikleri ile
analiz edilmesi gelmektedir. Diger taraftan, Glutatyon-Sepharose boncuklara kolayca
baglanabilen ve ortamdan kolayca ayrilabilen Glutatyon S-Tranferaz (GST) enzimi
de protein etkilesimlerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Brady ark.
, 2011, Brady ark. , 2004, Ren ark. , 2003). GST’in en 6nemli dezavantaji, HA ve
Flag gibi diger uzantilar ile karsilagtirildiginda daha biiylik bir molekiil olmas1 ve

zaman zaman ele alinan proteinlerin etkilesimini etkilemesidir.

Glukagon ile sitoplazmada lokalize olan ¢oziiniir formdaki GCGRAsp ve
GCGR-ED proteinleri arasindaki olasi etkilesim, GST ile ¢oktiirme yontemi ile
arastirildi. Bunun i¢in GST-GCG fiizyon proteini kodlayan plazmit vektoriinden
yararlanildi. Ekspresyon plazmitlerinin birlikte transfeksiyonu ile GCGR ve GST-

97



GCG proteinleri HEK293 hiicrelerinde ayn1 zamanda sentez edildi. Bu hiicrelerden
hazirlanan lizatlarda GST-GCG fiizyon proteinleri glutatyon-Sepharose boncuklar ile
¢oktirildi. GCGRAsp ve GCGR-ED proteinlerinin GST-GCG proteinleri ile birlikte
ayrilip ayrilmadiklart PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edildi. Elde edilen
sonuclar GST-GCG’nin HEK293 hiicrelerinde etkin bir sekilde sentez edildigini ve
Glutatyon-Sepharose ile ¢okeldigini ortaya koydu (Sekil 29A). Cokeltilerde
GCGRAsp proteinine rastlanmadi. Buna karsin 6zellikle HA uzantili H-GCGR-ED
proteinlerinin GST-GCG ile birlikte ¢okeldigi gorildii (Sekil 29A). H-GCGR-ED
proteininin kontrol deneyinde GST proteini ile de ¢okelmesi (Sekil 29B), bu
proteinin non-spesifik olarak GST proteinine baglandigi ve ¢okelmenin GCG peptidi
ile iligkili olmadigr sonucunu verdi. Dolayisiyla GST ile ¢oktiirme metodunun
GCGR ile GCG arasindaki etkilesimin saptanmasinda uygun bir yontem olmadig:
goriildii.

GST proteininin GCG peptidi tasimaksizin GCGR-ED proteinlerini
baglamasi nedeniyle, GCG ve GCGR proteinleri arasindaki olasi interaksiyonu
belirlemek amaciyla birlikte immiin ¢oktiirme yontemi denendi. Dogal glukagon
peptidinin  PAGE/Westerm melezleme 1ile goriintiilenmesinde karsilasilan
sorunlardan dolay1 Flag uzantili GCG peptid kodlayan pCGAGGS-GCGflag vektori
olusturuldu. Bu vektor GCGR-ED ve GCGRAsp proteinlerini kodlayan plazmit
vektorler ile birlikte HEK293 hiicrelerine transfekte edildi. Ayni anda hiicrelerde
sentez edilen GCGflag ve GCGR proteinleri arasindaki etkilesim birlikte immiin
¢oktiirme deneyleri ile arastirildi. Immiin ¢oktiirme i¢in GCGR proteinlerine dzgii
tavsan orijinli anti-glukagon reseptorii antikorlar1 kullanildi. Plazmitlerle transfekte
edilen HEK293 hiicrelerde GCGR-ED ve GCGRAsp proteinlerinin sentez edildigi ve
anti-glukagon reseptor antikorlari ile ¢okeldigi saptandi (Sekil 30). Buna karsin
GCGflag proteinleri hem hiicre lizatlarinda (input) hem de immiin ¢oktiirme ile
hazirlanan 6rneklerde saptanamadi (Sekil 30). DNA dizi analizi sonuglar1 pCAGGS-
GCGflag plazmit vektoriine klonlanan GCG cDNA’smin Flag uzantis1 ile ayn
cergevede ve dogru dizide oldugunu (Sekil 24) ve immiinfloresans boyama yontemi
ile GCGflag proteinlerinin hiicrelerde sentez edildigi gosterilmistir (Sekil 28A).
Hiicre lizatlarinda (input) GCGflag proteinlerinin  Western melezleme ile

goriintiilenememesinin  teknik  bir sorundan kaynaklandigr diisiintilmektedir.
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Dolayisiyla gerek GST ile ¢oktiirme gerekse birlikte immiin ¢oktiirme deneyleri
sonucu elde edilen verilere bakarak, GCG ile ¢oziinlir formdaki glukagon reseptor
proteinleri  arasinda  fiziksel interaksiyonun olmadigim1  sdylemek olasi
gorinmemektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasi kapsaminda, sinyal (lider) peptidi tasimayan
insan glukagon reseptor proteini ve bu proteinin eksternal bolgesi rekombinant
olarak tretildi ve bu proteinlerin memeli hiicrelerinde sitoplazmik lokalizasyon
gosterdikleri ortaya kondu. Benzer sekilde insan glukagon peptidi, PANC-1
hiicrelerinden elde edilen cDNA’nin pCAGGSflag ve pCAGGS-GST plazmit
vektorlerine klonlanmasi ile GST ve flag ile fiizyon halinde (GCGflag ve GST-GCQG)
tiretildi. Her iki fiizyon proteinin de hiicrelerde sitoplazmada lokalize olduklari
saptandi. Buna karsin, glukagon ve sitoplazmik glukagon reseptor proteinleri
arasindaki olasi fiziksel etkilesimin ortaya konmasinda istenilen sonuca ulasilamadi.
Ozellikle glukagon peptidinin Western melezleme teknigi ile gériintiilenmesinde
yasanilan sorunlarin asilmasina yonelik c¢aligmalar devam etmektedir. Glukagon
cDNA’sinin  proglukagon halinde klonlanarak nispeten daha biiyiikk olan
proglukagonun sitoplazmik glukagon reseptor proteinleri ile iligkisi arastirilacaktir.
Bir diger alternatif ise, glukagon reseptorii eksternal bolgesinin baska proteinler ile
flizyon halinde sentez edilmesidir. Ozellikle insan IgG antikorlarmin degisken
olmayan agir zincirleri bu amag¢ icin ideal aday protein molekiili olarak

goriilmektedir.
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