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OZET

Ayaz, M.S. Farklilasmis PANC-1 hiicrelerinde INSIG1 geninin incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2018

PANC-1 hiicre hatt1, literatiirde ¢cogunlukla pankreas kanserinin arastirilmasi ile
iliskili ¢alismalarda kullanilmaktadir. Insiiline proliferatif yanit verdigi bilinen bu hiicre
hattinin metabolik hastaliklarin agiklanmasinda bir ara¢ olarak kullanilabilecegi
Ongoriilmiis ve diyabet arastirmalarinda deneysel bir model olusturmak amaciyla
kullanilmistir. Bu kapsamda grubumuzda gergeklestirilen bir dnceki ¢alismada PANC-1
hiicreleri 14 giinliikk 6zel bir protokol ile farklilagtirilarak mikroarray analizine tabi
tutulmus ve hiicre farklilagmasinin kolesterol metabolizmasi, lipogenez ve glikoz
homeostazisi regiilasyonunda rol alan INSIG1 gen anlatiminda 4 kat anlamli degisime
neden oldugu tespit edilmistir.

Bu tez caligmasinda ise, PANC-1 hiicre hattinda, uygulanan bu farklilasma
protokoliiniin INSIG1 gen dizisinde herhangi bir degisiklige neden olup olmadigi
arastirilmistir. Ayrica bir dnceki ¢alismanin mikroarray ¢iktilarint dogrulamak amaciyla
kantitatif RT-PZR de gerceklestirilmistir. Bu hedefler dogrultusunda 6ncelikle INSIG1
geninin farkli transkriptlerini de kapsayacak sekilde primerler tasarlanarak bazal ve
farklilagmanin 14. giiniine ait 6rneklerde INSIG1 geni dizilenmistir. Diger bir hedef olan
mikroarray ¢iktilarinin validasyonu igin ise farklisma protokoliiniin 0 ve 14. giinlerinde
toplanan PANC-1 hiicrelerinden RNA izolasyonu yapilarak SYBR Green ve UPL Prob
yontemleri ile kantitatif RT-PZR gerc¢eklestirilmistir.

Dizi analizi sonucunda, farkli intronik bolgelerde bes tane tek niikleotit degisimi
olmakla birlikte bir tane tek niikleotit delesyonu tespit edilmistir. Ayrica, kantitatif RT-
PZR sonuglarina goére mikroarray ¢iktilar, INSIG1 gen anlatimmnin 14. giine
gelindiginde yaklasik 4 kat az anlatim sergilediginin tespiti ile valide edilmistir.

Sonug olarak, INSIG1 geni ilk defa PANC-1 hiicre hattinda karakterize edilmistir.
Dizi analizi sonucuna goére, bu hiicre hattinda olusan farklilasmanin INSIG1 gen dizisini
mutasyona ugratmadigi goriilmiistiir. Ayrica yapilan INSIG1 mRNA ekspresyon analizi
sonugclari ile mikroarray ¢iktilar1 valide edilmistir.

Anahtar Kelimeler : PANC-1, INSIG1, Farklilasma, Sanger Dizilemesi, Metabolik
Yolak

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2018-27637
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ABSTRACT

Ayaz, M.S. Investigation of INSIG1 gene in differentiated PANC-1 cells. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Genetics. Master Thesis.
Istanbul. 2018

PANC-1 cell line is mainly used in studies explaining pancreatic cancer. Since
this cell line was shown to have proliferative response to insulin, its use as a tool to
explain metabolic diseases was planned. In this respect, our previous study involved
creation of an experimental model utilizing PANC-1 cells. In this study, PANC-1 cells
were differentiated by a special 14 day protocol and microarray analyses were carried
out that revealed 4-fold significant change in expression of INSIG1 gene, which is
involved in cholesterol metabolism, lipogenesis and regulation of glucose homeostasis.

In this thesis, INSIG1 gene was sequenced in the PANC-1 cell line to
understand if this differentiation protocol had any effect at the DNA level. In addition,
INSIG1 mRNA expression levels were determined via quantitative RT-PCR to confirm
the microarray results of the previous study. In line with these aims, INSIG1 gene was
amplified utilizing primer pairs that encompass different transcripts of the gene and that
sequencing was perfomed on PANC-1 cells at basal level and day 14 of the
differentation protocol. For the expression analysis, cells were collected on day 0 and 14
of the differentation protocol, followed by RNA isolation and cDNA synthesis. SYBR
Green and UPL prob techniques were utilized in quantitative RT-PCR to detect relative
expression of INSIGL1 in these cells.

As a result of the sequence analysis, we have detected 1 single nucleotide
deletion and 5 single nucleotide changes in different intronic regions. Moreoever,
quantitative RT-PCR showed 4 fold decrease of INSIG1 expression on day 14 samples,
validating microarray results.

As a result, INSIG1 was characterized first time in PANC-1 cell line. It was
observed that the differentiation of the cells did not cause a change in INSIG1 gene
sequence. Moreover, INSIG1 mRNA expression analysis confirmed microarray results.

Key Words: PANC-1, INSIG1, Differentitation, Sanger Sequencing, Metabolic
Pathway

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2018-27637



1. GIRIS VE AMAC

Diyabet, insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya her ikisindeki kusurlardan
kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir [1]. Insiilin,
kandaki glikoz alimin iskelet kasi hiicreleri ve adipositler de dahil olmak {izere bir¢ok
hiicrede diizenleyen ana hormondur [2]. Insiilin direnci ya da insiilinin islevinin
bozulmus olmasi, metabolik sendrom, obezite, tip 2 diyabet mellitus (T2DM),
gestasyonel diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) ve cesitli kanser tipleri gibi
birgok medikal durum igin risk faktoriidiir [3-5].

Bu baglamda, yukarida bahsedilen hastaliklarla iligkili olarak diyabet modeli
Onerisiyle baglatilan, Almanya ortakli “Tip 1 Diyabet'in Rejeneratif Tedavisi:
Pankreatik Beta-Hiicre Proliferasyonuna Yonelik Yeni Teknoloji Gelistirilmesi” baslikli
TUBITAK-INTENC (113S029) projesi kapsaminda pankreas kanser hiicre hatt1 olan
PANC-1’de 14 giinliik bir farklilastirma protokol uygulanmis ve mikroarray ve yolak
analizleri sonucunda hiicrenin molekiiler diizeyde degisimleri tespit edilmistir. Bu
sonuglardan, metabolizmaya iligkin yolaklarda énemli role sahip INSIG1 gen anlatim

diizeyinin PANC-1 farklilagmasiyla 4 kat anlaml1 bir azalma gosterdigi tespit edilmistir.

Bu baglamda, bu tez projesi bahsi gecen TUBITAK-INTENC proje ¢iktilarini
temel almaktadir. Bu dogrultuda tezin iki ana amaci bulunmaktadir. Bunlardan biri
PANC-1 farklilasmasindan olusan INSIG1 gen anlatimindaki degisimin DNA
seviyesindeki etkisinin tespit edilmesi, digeri ise mikroarray ¢iktilarinin INSIG1

6zelinde validasyonudur.

Bu amagclar dogrultusunda, tez projesi kapsaminda, farklilagtirilan PANC-1
hiicreleri kullanilarak, metabolik yolaklarda 6nemli bir rol oynayan INSIG1 geni ilk kez
bu hiicrede karakterize edilmistir. Bu kapsamda, INSIG1 geni farkli transkriptlerini
kapsayacak sekilde bazal ve farklilasmis PANC-1 hiicrelerinde dizilenmis ve
mikroarray sonucu es zamanl kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

(KRT-PZR) ile valide edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet, Metabolik Sendrom, Obezite ve Kardiyovaskiiler Hastalik

Diyabet kronik, metabolik bir hastalik olarak diinya genelinde milyonlarca
insan1 etkileyen, 21. ylizyilin en biiylik saglik problemlerinden biri olarak anilmaktadir
[1]. Diyabet, insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya her ikisindeki kusurlardan
kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir. Dogrudan ya
da dolayli olarak ve kisiden kisiye degismekle birlikte, diyabet komplikasyonlar
arasinda, kronik hiperglisemi, uzun siireli doku hasari, ve/veya islev bozuklugu ve farkli
koronerlerin, 6zellikle gozlerin, bobreklerin, sinirlerin, kalp ve damarlarin yetmezligi

gozlemlenebilmektedir [2].

Diyabet vakalarinda etiyolojiye dayanarak, pankreatik adaciklarda f-
hiicrelerinin baskin otoimmiin yikimi sonucu mutlak insiilin salgi eksikligi ile birlikte
gelisen Tip 1 Diyabet (Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)), bozulmus insiilin duyarlilig:
ile birlikte B-hiicre islev bozuklugu sonucu yetersiz insiilin salgisi ile gelisen Tip 2
Diyabet (Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)), ve diger nadir formlar olmak iizere gesitli
siniflandirmalar yapilmaktadir [3, 4]. T2DM, tiim diyabet vakalarinin yaklagik %90'n1
olusturur [4]. Bununla birlikte, T2DM'nin yasam boyu riski, genel bir popiilasyonda
yaklasik %7, her iki ebeveynin diyabetli olmasi durumunda yaklasik %70 oldugu
bildirilmistir [5]. T2DM'nin olusumu hakkinda hali hazirdaki teoriler arasinda kaslarda
insiilin indiklii glikoz alim mekanizmasinin, pankreas B-hiicrelerinin insiilin salinim
mekanizmasinin, adipositlerin salgi fonksiyonunun veya karacigerde insiilin etkisinin

bozulmus olmasi yer almaktadir [4].

Insiilin, kandaki glikoz alimini iskelet kasi hiicreleri ve adipositler de dahil
olmak tizere bircok hiicrede diizenleyen ana hormondur [6]. Fizyolojik olarak,
pankreatik [-hiicreleri tarafindan siirekli olarak sentezlenmekte ve bu hiicrelerin
vakuollerinde depolanmaktadir [7]. Insiilin, kandaki seker seviyesinin yiikselmesi ile
pankreatik [B-hiicrelerinden sentezlenmekte ve kan dolasimina salgilanmaktadir [7].
Insiilin aym1 zamanda karaciger ve iskelet kasi hiicrelerinde, dahili depolama igin
glikozun glikojene doniistiiriilmesinde rol oynayan en 6nemli sinyaldir [8]. Kan glikoz

seviyesindeki bir diisiis, B-hiicrelerinden insiilin saliniminda bir azalmaya ve glikojenin



glikoza doniisiimiinii uyaran a-hiicrelerinden glukagon saliniminda bir artisa neden olur
[8]. Iskelet kasi, biitiin viicut insiilini uyarimli glikoz alimmin yaklasik % 75'ini
olusturdugundan, bu dokudaki kusurlar, T2DM'li hastalarda glikoz homeostazinda
onemli bir rol oynamaktadir [6].

Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization (WHO)) kiiresel raporu,
diyabetle yasayan yetiskin sayisinin 1980 yilindan bu yana yaklasik dort kat artarak 422
milyon oldugunu gostermektedir [9]. Bu artis, 6zellikle T2DM’nin artmasina ve dolayli
olarak obeziteye yol acan faktOrlerin artmasmna da baghidir [1, 2]. Bu sonuglara
dayanarak yapilan arastirmalarda diyabetin obeziteyi indiikledigi bildirilmistir [10].

Obezite, enerji tiketimine kiyasla fazla kalori alimi nedeniyle enerji
dengesizliginden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte; yas ve gelisim evresi, genler ve
epigenetik faktorler, fiziksel aktivite, ¢evre, egitim diizeyi ve beslenme egitimi gibi
diyet disinda c¢oklu faktorlere bagli, fiziksel ve psikososyal etkilesimi degistiren ¢ok
yonlii kompleks bir hastaliktir [11]. Obezite, T2DM, kalp hastaliklari, hipertansiyon ve
cesitli kanser tiirleri gibi eslik eden metabolik ve kronik hastaliklarla iliskilendirilmistir,
ve bununla birlikte artan saglik harcamalar1 da iilkelerin ekonomisine biiyiik bir yiik
olusturmaktadir [12, 13]. Bu nedenle, asir1 kiloluluk ve obezite oranlarindaki artis yas,
cinsiyet, 1rk, egitim veya ekonomik seviyeden bagimsiz olarak, tim demografik gruplari
biiyiilk oranda etkileyen 6nemli halk sagligi sorunu olarak smiflandirilabilmektedir.
Diinya ¢apinda, asir1 kilolu ve obez bireylerin daha az kilolu bireylere kiyasla daha kisa
yasam siirdiirdiikleri bildirilmistir [14]. WHO verilerine gore, 2016'da 18 yas ve tizeri
1,9 milyar yetigkinin asir1 kilolu (erkeklerin %39'u ve kadinlarin %401) ve 650
milyondan fazla yetigkinin ise obez oldugu tespit edilmistir [14].

Obezite sonucu olusan biyokimyasal degisikliklerde en biiyiik etken, yag doku
miktarindaki artistir. Bu artig, temelde yag dokusu kiitlesinin artigina bagli olarak,
eklemlerde yirtiklara neden olmasi sonucu gelisen osteoartritler, obstriiktif uyku apnesi
sendromu (obstructive sleep apnea syndrome (OSAS)) ve bunlarla iliskili olarak
meydana gelen sosyal ve psikolojik sorunlarin dogmasina neden olmaktadir [15]. Bir
diger etken ise; artmis yag dokusu hiicrelerinde, patojen iiriin olan adipokinlerin
salinimindaki artisla meydana gelmektedir. Bu adipokinlerin basinda viicut yag
miktarinin kontroliinde rol alan leptin hormonu gelmektedir [16]. Lipogenez ve
glukoneogenez bozulmasina bagli olarak salgilanan adipokinler, insiilin salgisim

etkilemekte ve bunun sonucunda olusan leptin direnciyle birlikte, hiperinsiilinemi ve



insiilin direncinin gelismesine yol agmaktadir [16]. Insiilin direnci, obezitede yag
dokusundan artmis serbest yag asidi salinimi ve salinan bu yag asitlerinin karaciger ve
cizgili kasta depolanmasi ile iliskilidir [16]. Artmis ve uzun siire vuku bulan insiilin
direncini kompanse etmek amaciyla pankreas B-hiicrelerinden artmais insiilin saliniminin
gerceklesmesi, zamanla bu hiicrelerin insiilin direncine yetisememesi sonucunu
dogurmakta ve insiilin direncine bagli olarak T2DM’nin ortaya g¢ikmasina neden
olmaktadir [16].

Obezite, tiim sosyo-ekonomik yapilar1 ve etnik kokenleri etkileyen ve metabolik
sendrom igin bir 6n gereklilik olusturan medikal bir durumdur [17]. 2001 yilinda yaygin
olarak kullanilan Ulusal Kolesterol Egitim Programi-Yetiskin Tedavi Paneli III
(National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP I11))
raporunda, metabolik sendrom terimi kodlanmis ve sendromun Dbilesenleri olarak
abdominal obezite (6zellikle artmis bel ¢evresi 6l¢iimii), instilin direnci, hiperglisemi,
yiiksek trigliserit, yliksek kan basinci, dislipidemi gibi bozukluklar1 igeren bir durum
vurgulanmigtir [18]. Metabolik sendrom ve pre-diyabet ayni metabolik bozukluklari
paylasmaktadir [19]. Insiilin direnci ya da insiilinin islevinin bozulmus olmasi,
metabolik sendrom, T2DM, gestasyonel diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar
(cardiovascular disease (KVH)) ve ¢esitli kanser tipleri gibi birgok medikal durum i¢in
risk faktoridiir [19]. Abdominal obezite, insiilin direnci igin klinik bir belirtegtir [19].
Bunlarla  beraber, insiilin ~ sinyalizasyonundaki  degisiklikler, genellikle lipid
homeostazindaki dengesizliklerle birlikte obezite gibi insiilin direncinin gelisimine
yatkinlik ile iligkilendirilmistir [19].

Metabolik sendromlu bireylerde, kardiyovaskiiler (ateroskleroz ve non-
ateroskleroz tiirleri), metabolik (T2DM ve dislipidemi), hormonal (polikistik over
sendromu), uykuda bozuk solunum, psikolojik sikintilar (depresyon), kronik bobrek
hastalig1, ortopedik/eklem hastaliklar1 ve alkolik olmayan yagl karaciger hastaligi (non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD)) gibi ¢ok uglu organ hasar1 gelisme riski oldukca
yiiksektir [20]. Bununla birlikte, gelismis iilkelerde metabolik sendrom insidansi ve
prevalanst artis gostermektedir [17]. Metabolik sendromla birlikte, T2DM ve KVH
riskinin sirasiyla yaklasik bes ve ii¢ kat arttigi bildirilmistir [17]. NCEP-ATP 11l 2001
kriterlerine dayanan metabolik sendrom yayginligi, diinya genelinde erkeklerde %8-43

ile kadmlarda %7-56 oranlarinda goriilme degiskenligi gosterdigi bildirilmistir [18].



Ayni sekilde cesitli meta-analizlere gore, metabolik sendrom sonucu olusan KVH
riskinin, kadinlarda erkeklere kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir [21, 22].

Bazi arastirmalara gore, metabolik sendromun kardiyovaskiiler riskin artisi ile
iliskili olmasinin nedeni, metabolik sendromlu hastalarin ¢ogunda ayn1 zamanda T2DM
oldugu yoniindedir [22]. T2DM gibi, bilinen diger risk faktorlerinin varliginda
metabolik sendroma bagli aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik (atherosclerotic
cardiovascular disease (ASCVD)) gelisimi incelenen ve 951.083 hasta ile yapilan 87
calismayi igeren bir meta-analiz ile metabolik sendromun, ASCVD ve kardiyovaskiiler
mortalite i¢in 2 kattan daha fazla artmus risk ile iligkili oldugu gosterilmistir [23].

KVH’ler diinya genelinde mortalitenin dnde gelen nedenleriden sayilmaktadir
[24]. Dogrudan diyabetle iligkili mortalite oran1 yaklasik %3'tiir ve diyabetik hastalarda
kardiyovaskiiler risk 2-4 kat daha yiiksektir. Ayrica bu hastalarin ¢ogunun da K\VH'den
yasamini kaybettigi bildirilmistir [25]. KVH’den, kanserden veya diyabetten oliimler,
tim Olimlerin yaklasik %65'ini olustururken, obeziteyle birlikte bu risk yiizdesi artis
gostermektedir [25]. Diyabetli erigkinlerde kalp krizi ve fel¢ riskinin 2-3 kat daha
yiiksek oldugu bildirilmistir [26]. Hiperlipidemi, hipertansiyon ve sigara kullanimi gibi
diger risk faktorlerinin varligi koroner arter hastaligi (coronary artery disease (KAH))
siddetini daha da agirlastirmaktadir [27].

Yukarida bahsedildigi ilizere daha genis ¢ercevede bu hastaliklar ve bu
hastaliklarin baglantili oldugu diger bir¢ok hastalik incelendiginde, genetik, ¢evresel ve
sosyo-ekonomik etkileri bireyi ve toplumu olumsuz etkileyerek, bireylerin hayat
standartlarin1 diisirmektedir. Bu baglamda, diyabet, obezite ve metabolik sendrom gibi
metabolik hastaliklar dogrudan ya da dolayli olarak, kardiyovaskiiler hastaliklar,
dejeneratif hastaliklar ve kanserler ile baglantili olduklarinda, bu hastaliklarin
gelisimlerinin tetiklenmesi ve dnlenmesine dair hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmasi
yoniindeki calismalar Onem kazanmaktadir. Gerek diyabet, gerekse obezite ve
metabolik sendrom gibi kompleks hastaliklarin arastirilmasinda insan materyali
lizerinden yapilan ¢aligmalar yiiksek oneme sahiptir. Ote yandan, bu hastaliklarm
coziimlenmesinde ancak post-mortem organlar {izerinde arastirmalar yapilabilmektedir
ki bu da hastalik siirecinin izlenmesine olanak saglayamamaktadir. Bu baglamda, insan
materyalinden elde edilmis ve Oliimstizlestirilmis hiicre hatti (immortalized cell-line)
kullanimi ile gerceklestirilen modellemelerde hastaliga iliskin hiicresel mekanizmalarin

aydinlatilmasi gilincel deneysel yaklagimlarin temelini olusturmaktadir.



2.2. PANC-1 Hiicreleri

WHO siniflamasina gore, kansere bagli 6liimlerde dordiincii sirada yer alan
pankreas kanserinin, pankreasta olusan malign ve benign tiimorlerden meydana geldigi
bildirilmistir [28]. Pankreas malign tiimorleri arasinda en sik goriilen ekzokrin karsinom
tipini olusturan duktal adenokarsinomdur. Bu adenokarsinom pankreas tiimorlerinin
yaklagik % 85'ini olustururken, adacik hiicrelerinden kaynaklanan endokrin
pankreaslardan tiiretilen tiimorler pankreas tiimorlerinin % 5'ini temsil etmektedir [29].

Pankreatik duktal adenokarsinomu (pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC)), gelismis llkelerde giderek artan bir oranla hastalarda gbézlemlenmektedir.
Pankreas kanseri daha ziyade erkeklerde goriilen, ileri yaslarda daha sik (40-85 yas)
ortaya cikan, agresif seyirli, 6liimciil kanserlerden biridir [28, 30]. Erken donemde
belirti vermedigi icin, ¢ok zor tespit edilen ve g¢evresindeki organlara hizla yayilan
hastalik, kanserin en Oliimciil tiplerinden birisini olusturmakta olup, tiim Onemli
kanserler arasinda en diisiik hayatta kalma oranina sahiptir [31]. Hemen hemen her
tilkede, pankreas kanserinin bes yillik sag kalim orami % 5’in altindadir [31, 32].
Kiiresel Kanser Gozlemevi 2012 (Global Cancer Observatory (GLOBOCAN)) istatistik
verilerine gore ililkemizde pankreatik kanser insidans orani erkeklerde % 6,1 (10.
sirada), kadinlarda % 3,1 (14. sirada); 6liim orami ise erkeklerde % 6, kadinlarda %
2,9°dur ve diinyada 2020'de 418.000 yeni vaka ortaya ¢ikacagi tahmin edilmektedir
[33].

Pankreas kanseri olgularinin %30’unun sigara kullanimi ile iliskili oldugu
diistinilmektedir [31]. Bununla birlikte, %5-10 arasinda olgularin genetik yapi ve
kanser gelisimi arasinda iliski bulunmaktadir. Kronik pankreatit aile Oykiisii olan
kisilerde pankreas kanseri gelisme riski hayatlar1 boyunca % 40-75 arasinda oldugu
bildirilmistir [31]. Ayrica diyabetik hastalarda pankreas kanser riski daha fazladir [31].
Bu sebeple bircok c¢alismada, diyabet ve pankreas kanseri arasindaki iligki
arastirllmistir.  Arastirmalarda pankreas kanseri hastalarmin @ % 80 kadarmin
hiperglisemik veya diyabetik oldugu ve bunun pankreas kanseri taramasinin erken
tanisinda belirgin bir ipucu olabilecegi bildirilmistir [31, 34]. Ileri yaslarda ortaya ¢ikan
diyabetin, pankreas kanseri ile giliclii bir baglantis1 oldugu ve diyabetin pankreatik
adenokarsinoma olusumunu indiikledigi gosterilmistir [34].

Bu baglamda, literatiirde ¢ogunlukla pankreas kanserinin aciklanmasi ile iliskili

calismalarda genellikle kolay ulasilabilir ve ticari olarak elde edilebilir olmasindan



dolay1 PANC-1 hiicre hatti kullanilmaktadir. Bu hiicre hatt1, Katkas kdkenli, 56 yasinda
bir erkek epiteliyoid karsinom hastasinin pankreasindan elde edilmis ve ticari olarak
ATCC'den (American Type Culture Collection, Manassas, VA) temin edilebilmektedir.
PANC-1 hiicre hatti, 52 saatlik bir siirede sayica iki katina ¢ikma yetenegine sahip
(Sekil 2-1). Bu hiicrelerde gerceklestirilen sitogenetik incelemeler hiicrelerin, ti¢ farkli
marker kromozomu ve kiigilk halka kromozomu ile beraber, baskin kromozom
sayisinin (modal chromosome number) 63 oldugunu bildirilmistir [35]. PANC-1
hipertriploid bir insan hiicre hattidir [35]. Hiicrelerin ¢gogunlugunun (%32) kromozom
sayist 61 iken, daha az bir kismi ise (%22) 63 kromozoma sahiptir [35]. Yiiksek

ploitlige sahip (ploidy) hiicrelerin oran1 %8,5 olarak tespit edilmistir [35].

Sekil 2-1. PANC-1 hiicre hattinin 151k mikroskobu altinda goriintiisii gosterilmektedir. (A)
Yeni ekilmis hiicrelerin 151k mikroskopu (10X) altindaki goriintiisii; (B)
Konfluent (Confluent) PANC-1 hiicrelerinin 10X 151k mikroskopu altindaki
goriintiisii

PANC-1 hiicre hatti, pankreas kanserinin agiklanmasi ile iligkili ¢aligsmalarda
kullanilmasmin yani sira, insiilin etkisinin izlendigi bir takim calismalarda da yer
almistir. Bununla iligkili olarak pankreatik duktal hiicrelerinin, pankreas endokrin
hiicrelerinin tiretiminde etkili oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir [36]. 2014
yilinda yapilan bir ¢aligmada da yine bu hiicre hattinin insiiline proliferatif yanit verdigi

bildirilmistir [10, 37].



2.3. INSIG1 Geni

INSIG gen ailesine ait (Insulin induced gene 1 (INSG1))ve (Insulin induced
gene 2 (INSG2)) genleri bulunmaktadir [38]. INSIG1 mRNA's1 ilk olarak 1991'de Mohn
ve arkadaslar tarafindan izole edilerek, rejenere sican karacigeri ve kiiltiirlenmis sican
H35 hepatom hiicrelerinde insiilin ile tedaviden sonra artan bir transkript olarak
tamimlanmis [39, 40] ve CL-6 olarak adlandirilmistir [40, 41]. CL-6, H35 hiicrelerinde
insiilini en fazla indiikleyen gendir. Northern blot analizi ile CL-6'nin normal karaciger
ile bobrekte, ve ayrica rejenere karacigerde de eksprese oldugu gdsterilmistir. Daha
sonra ilk olarak Peng ve arkadaslar: tarafindan klonlanmistir [40, 41]. Klonlama ile
7936.3 kromozomuna atanma sonrasinda bu gen INSIG1 olarak yeniden adlandirilmigtir
[41] (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2. INSIG1 geninin 7. kromozom iizerindeki yeri gosterilmistir [42].

INSIG1 geni, 7. kromozomun q36.3 ile isaretli, 155.297.776 -155.310.235 baz
cifti (bg) (GRCh38/hg38) arasindaki bolgeyi kapsamaktadir [42] (Sekil 2). Uzunlugu
12.460 niikleotit olan ve 277 amino asite sahip insan INSIG1 geni son derece
hidrofobiktir. Topoloji ¢alismalari, proteinin ¢ogunun, kisa hidrofilik dongiilerle

ayrilmis alti transmembran helezondan olustugunu ileri siirmektedir [38, 43] (Sekil 2-3).

insan INSIG1

Sekil 2-3. Insan INSIG1 geninin transmembran protein yapisi gosterilmektedir

[38].



INSIG2 geni ise, kromozom 2ql4.2 iizerinde bulunur ve 225 amino asitten
olugsmaktadir. NH; ve COOH terminal bdlgelerinde bulunan kisa dizileri, iki INSIG geni
arasindaki temel farkliliklar1 icerir. INSIG2'nin NH,.terminal dizisi INSIG1'deki diziden
50 baz daha azdir. Bunula birlikte, iki proteinin membrandz bolgeleri % 85 6zdestir [44,
45]. Bu gen, kolesterol metabolizmasini, lipogenezi ve glikoz homeostazini diizenleyen
bir enzoplazmik retikulum (ER) membran proteinini kodlar. Sterol element baglayici
protein (Sterol regulated element binding protein (SREBP)), SREBP pargalanma aktive
edici protein (SREBP cleavage-activating protein (SCAP)) ve HMG-CoA rediiktaz’in
(3-hidroksi-3 metil glutaril- koenzim A rediiktaz (HMGR)) sterol algilayan alanlarini
baglar. SCAP'nin ER tutulumunu ve HMGR’nin ubikitin aracili yikimini tesvik eder
[44].

Her iki INSIG proteini de, kolesterol yiiklii SCAP’a baglanir ve SCAP/SREBP
kompleksini koruyarak SCAP/SREBP kompleksinin ER’de tutulmasina neden olabilir
[44, 46]. INSIG proteinleri, ER zarmi alti kere kapsayacak sekilde membrandan
gecmektedir. Zar 4 ve 5 arasindaki sitozolik halkada bulunan INSIG1 ve INSIG2'deki
amino asit mutasyonunun, SCAP baglanmasinin kaybolmasma neden oldugu
gosterilmistir [43]. Her iki INSIG proteininde igilincii ve dordiincii transmembran

yayilimlari, oksisterollerle etkilesim igin gereklidir. [43] (Sekil 2-3).

Son zamanlarda INSIG1 ve INSIG2 gen firiinleri, kolestrol ve yag asidi
sentezinin diizenlenmesinde merkezi rol oynayan ER membran proteinleri olarak
tanimlanmuslardir [47] (Sekil 2-4).Yapilan galismalarda INSIG1'in hiicresel kolestroliin
geri bildirim diizenlemesini etkiledigi gosterilmistir [46, 47]. Kolesterol homeostazi,
kolesterol seviyelerini izleyen, kolestrol biyosentezine ve alimina aracilik eden genlerin
transkripsiyonunu kontrol eden bir geri bildirim mekanizmasiyla saglanir [48]. Bu
diizenleyici sistemin merkezinde bulunan SREBP'ler, hayvan hiicrelerinde kolesterol ve
yag asitlerinin sentezini kontrol eden membrana bagl transkripsiyon faktorlerinin bir
ailesidir [48, 49]. Kolesterol ve diger membran lipidlerinin sentezi, SREBP'lerin
ER’den Golgi kompleksine kontrollii tasinmasiyla diizenlenir. SREBP'ler ER’de

sentezlenir ve aktivasyonu SCAP adi verilen bir membran proteinine baghdir [49].
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Sekil 2-4. INSIG gen proteinlerinin, iliskili oldugu proteinler ile etkilesimleri
gosterilmistir [50].

UBXDS8 proteininin PUFA ile etkilesime girerek INSIG ile birlikte ubikitasyonu
sagladig diistiniilmektedir. INSIG’ler bozunma i¢in TRCS ile etkilesirler, SREBP
aktivasyonunu diizenler.

Sterol diizenleyici element baglama proteinleri, lipid metabolizmasin
diizenleyen transkripsiyon faktorleridir. SREBP'ler, asetil koenzim A (acetyl coenzyme
A (asetil CoA)), kolesterol biyosentezi, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptori (low
density lipoprotein (LDLR)), kolesterol alim1 ve diger lipid metabolizmasi yolaklarinda
rol alan genler ile iliskilidirler [51]. Insan genomunda SREBP'nin ii¢ izoformu
mevcuttur; SREBP-1a, SREBP-1c ve SREBP-2 [51, 52]. SREBP-1c yag asiti sentezi
icin gerekli genleri aktive ederek, genlerin transkripsiyonunu tercihen artirmak suretiyle
lipojenik yolaklarin kontroliinii saglarken, SREBP-1a ve SREBP-2 kolesterol sentezi
icin gerekli genleri aktiflestirerek, kolestrol biyosentezinde gérev almaktadir [49, 51,
53].

SREBP'ler, transkripsiyon faktorlerinin temel sarmal-helezon-16sin fermuari
(basic helix-loop-helix leucine zipper (bHLH-Zip)) ailesine aittir, ancak ER’ye bagh
inaktif Onclll proteinler olarak sentezlendiginden, diger bHLH-Zip proteinlerinden
farklidirlar [52-54]. Diger bHLH transkripsiyon faktorleri ile karsilastirildiginda,
SREBP'ler bHLH bélgesindeki arjinin yerine tirozin igermektedirler. Bu, SREBP'lerin,

SRE’ye (Sterol yanit elementi (sterol response element (SRE)) baglanabilmesi igin
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DNA baglanma 6zelliklerini degistirir. SREBP'lerin ikinci belirleyici 6zelligi, proteinin
genis C-terminali, ER zarinda hizalanan, birbirine yakin mesafeli iki zar dizisi
igermesidir. Bu, transkripsiyonal aktivasyon ve DNA baglama alanlarini ihtiva eden N-
terminal alan1 membraninin sitoplazmik tarafindaki C-terminal diizenleyici alani ile yan
yana koyar [48, 53]. SREBP’lerde, C-terminal bdlgesi, metabolik diizenlenme sirasinda
ER'den Golgi aygitina SREBP'leri tagiyan bir eslik proteini olan SCAP ile etkilesime
girer [53]. Niikleer DNA'ya erisebilmek i¢in, SREBP’lerin vezikiiller iginde, proteolitik
olarak islendigi Golgi kompleksine gitmeleri gerekir [55, 56]. Bunun i¢in SREBP'ler ile
SCAP kompleks olusturur. SCAP, SCAP/SREBP kompleksinin, Golgi kompleksine
hareket eden COPII kapli vezikiillere dahil edilmesine aracilik eden COPII proteinleri
icin bir ¢ekirdeklenme bolgesi gibi hareket eder [57, 58]. Sonugta SREBP’ler Golgi'ye
girdikten sonra, iki asamali proteolitik siiregte membrandan salinir. Golgi’de
proteazlarin etkisi ile SREBP’nin N-terminal bolgesi C-terminal’den ayrilir. Daha sonra
cekirdege gecen N-terminal bolgesi, kolesterol homeostazinda rol oynayan HMGR ve
LDLR genlerini transkripsiyonel olarak aktive eder [59] (Sekil 2-5).

Kolesterol homeostazi ve yag asidi metabolizmasinin diizenlenmesinde,
SCAP/SREBP kompleksinin ER'de kalmasi1 veya COPII vezikiilleri ile Golgi'ye gegisi,
dogrudan SCAP ile etkilesime giren INSIG’ler tarafindan kontrol edilerek
diizenlenmektedir [47, 60] (Sekil 2-5).

ER @ P SRE >
@

Limen
Golgi @v ~—7 ‘4!
; UV ) )

Limen

Sekil 2-5. Sterol ile diizenlenen INSIG-SCAP-SREBP yolu [61].
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Hiicre i¢i kolesterol miktarinin diizenlenmesi, ER’deki kolesterol miktarinin
algilanmasi ile ger¢eklesmektedir. Bu baglamda SCAP, hem SREBP'lere eslik eden
protein, hem de sterollerin bir sensorii niteligindedir [47].

Hiicresel kolesterol seviyeleri distiigii zaman, INSIG1, SCAP/SREBP
kompleksinden ayrilir. SCAP, SREBP'nin, Golgi'de bulunan ve Site-1 serin proteaz (site
1 protease (S1P) [62] ve Site-2 ¢inko metalloproteaz (Site 2 protease (S2P) [63] (bu iki
proteaz kolesterol seviyesi diistigii zaman SCAP tarafindan aktiflestirilir) tarafindan
aktivasyonu icin gerekli olan SCAP/SREBP kompleksinin ER'den Golgi’ye gecisine
aracilik eder. Boylece SCAP/SREBP kompleksi, COPII vezikiilii ile Golgi aygitina
tasinir  [64]. Golgi aygitinda iki proteaz membrandan SREBP'yi serbest
birakir. Proteazlar, SREBP'yi sirayla parcalamaktadir. Daha sonra parcalanan SREBP,
hiicre ¢ekirdegine girer ve orada bulunan genlerin 6niinde yer alan SRE'ye baglanarak
bu genleri aktive eder. Bu genler arasinda bulunan HMGR hiicre igi kolesterol
tiretiminin artmasina neden olur, LDLR ise kanda dolasan LDL'nin hiicrelere baglanip
tagimakta oldugu kolesterolii hiicrelere vermesini saglar [51, 64] (Sekil 2-6 (A))

Hiicresel kolesterol seviyeleri yiikseldigi zaman ise, INSIG’ler, SCAP ve
HMGR’ye baglanir [65]. SCAP-INSIG baglanmasi ile, SCAP/SREBP kompleksinin
ER'den Golgi’ye hareketi engellenir, boylece HMGR’nin hizli proteolitik bdliinmesi
[48] ve SREBP'nin transkripsiyonel aktivasyonu bloke olur. HMGR, INSIG baglanmasi
durumunda kolesterol sentezinde hizi siirlayan enzimatik reaksiyonu yavaglatarak
ubikitasyon ve bozunmay1 arttirir ve kolesterol sentezi azalir [59, 61]. INSIG1’den,
SCAP/SREBP'yi ayirmak igin ubikitasyon gerekli degildir, ancak yeni INSIG1'in
sentezi i¢in bir gereklilik olusturmaktadir. Yeni INSIG1 ve kolesterol SCAP'da
birlestiginde, SCAP/SREBP, INSIGTI’e baglanir ve ubikitinasyon
engellenir. INSIG1/SCAP/SREBP  kompleksi, hiicre tekrar sterolden yoksun
birakildiginda kurtarmaya hazir ER'de bekler [65] (Sekil 2-6 (B))
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Sekil 2-6. Hiicredeki diisiik ve yiiksek sterole bagh olarak INSIG-SCAP-SREBP
davramslar: sematize edilmesi gosterilmistir [60].

INSIG1 baglanmasi, Scap'taki MELADL siralama sinyaline COPII baglanmasini
engeller ve SREBP'lerin ER’den Golgi aygitina tasginmasini inhibe eder.

Hiicre kiiltiirii calismalari, kolestrol biyosentez yolundaki HMGR ve diger
genlerin transkripsiyonunun, sterol ile diizenlenen membrana bagl transkripsiyon
faktorlerinden olusan SREBP’lere bagli oldugunu gostermistir [53]. HMGR, kolesterol
biyosentezinin hiz sinirlandirict basamaginda rol alir [66]. Bazi steroller biriktiginde,
enzim hizla bozunur ve bdylece sterol sentezini sona erdirmeye yardimci olur. HMGR,
SREBP geninin transkripsiyonunu arttirir. Bu protein, genin 5' ucunda bulunan SRE,
DNA bolgesine baglanir. SREBP inaktif durumda ER veya cekirdek zarina baghdir.
INSIG baglanmasi, SCAP ve HMGR i¢in 6nemli derecede farkli sonuglara
sahiptir. Baglanma {izerine, SCAP, ER'de tutulurken, rediiktaz ubikitlesmis ve
pargalanmistir. Bu da kolesterol sentezinin yavaslamast ya da durmasma neden
olmaktadir [66].

Bu bilgiler 1s18inda, kolestrol mekanizmasimin aydinlatilmasi icin farkl
molekiiler ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bunlardan transgenik farelerin karacigerinde
INSIG1'in asir1 eksprese edilmesiyle gerceklestirilen bir ¢alismada, nSREBP'lerin ve
hedef lipojenik mRNA'larin hepsinin igeriginin azaltilmas: sonucunda, nSREBP ve
hedef mRNA'larin, kolestrol beslemesine tepki olarak azaldigi bildirilmistir [61].
Sonugta bu deneyler INSIG1'in asir1 eksprese edildiginde karacigerde hareket ettigini
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gostermistir, ancak INSIG1'in normal kosullar altinda bir rol oynayip oynamadigini
belirtmemistir [61]. INSIG1 ile gergeklestirilen diger galismalarda, genin karaciger
yenilenmesinde etkili oldugunu gostermekle birlikte, diyetle indiiklenen obezitenin
baslangicindaki farelerde INSIG1 geninin yag dokusundaki anlatiminin da dramatik
olarak yiikseldigi gosterilmistir [67]. In vitro ve in vivo deneylerde, INSIG1l'in asiri
ekspresyonunun lipogenezi 6nledigi ve preadiposit 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasini
inhibe ettigi gosterilmistir [38, 47]. Aymi sekilde, preadipositlerdeki INSIG1'in asir1
ekspresyonu adipogenez sirasinda lipid birikiminin basarisiz olmasina yol agmaktadir.
Preadipositlerdeki INSIG1'in mRNA ekspresyonundaki azalma ile trigliserit birikiminde
bir artisa neden olup boylece preadipositlerin farklilasmasini hizlandirdigr tespit
edilmistir [68].

Bu bilgilere ilaveten, SREBP1 ve INSIG1’in noronal islevlerde de etkili oldugu
kortikal noron kiiltiirinde gergeklestirilen bir ¢aligmada gosterilmistir [69]. N -metil-
D- aspartat glutamat reseptor (N-methyl-D-aspartate glutamate receptors (NMDAR))
aracili SREBP1 aktivasyonunun, artan INSIG1 bozunumundan kaynaklandigi
gosterilmistir. Fokal iskemik inme sigan modelinde, INSIG1 uygulanmasinin SREBP1
aktivasyonunu engellemedigi, ndronal hasar1 onemli Olgiide azalttigi ve davranissal
Ozellikleri iyilestirdigi gosterilmistir [69].

Ote yandan insanlarda yapilan bir ¢alismada, Cinli 705 obez ¢ocuk ile 1325 non-
obez kontrol grubu arasinda SNP genotiplemesi yapilarak gergeklestirilen calisma
sonucunda INISG1 ile ayni aileden olan INSIG2 geninde meydana gelen niikleotit
polimorfizmleri ile obeziteye yatkinligin iligkili oldugu ortaya konulmustur [70]. Ayni
sekilde INSIG2’de yer alan rs7566605'in, 86 604 SNP arasinda obezite ile iliskili gen
oldugu bildirilmistir [71].

2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonunun (polymerase chain reaction (PZR) gelisimi,
biyoloji ve baglantili oldugu bir¢ok alani da kapsayan etkisiyle molekiiler bilimin
seyrini degistiren yeniliklerden biri olmustur. 1985 yilinda Kary Mulis tarafindan ilk
uygulamasi yapilan bir teknik olup [72], spesifik bir DNA pargasinin in vitro
kosullarda, yasayan bir hiicreye gerek kalmadan kopyalanmasi ve ¢cogaltilmasina olanak

saglayan basit, hizli, etkin ve ozellikle molekiiler biyoloji alaninda yaygin olarak
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kullanilan enzimatik bir tekniktir. Bu teknik sayesinde genomun tamami bilinmeden ve
konak hiicreye gerek kalmadan sadece istenilen DNA dizisinin bilinmesiyle, o DNA
pargas1 In Vitro olarak milyarlarca kez kopyalanabilir. PZR tekniginin kesfinden
giinlimiize kadar gelisen teknolojiyle birlikte pek ¢ok PZR teknigi ortaya ¢ikmistir. Bu
tekniklerden bazilar1 Ger¢ek Zamanli PZR (RT-PCR), Touchdown PZR, Nested PZR ve
Multipleks PZR dir [72, 73].

PZR teknigi, temelde ii¢c asamadan olusmaktadir:

1. Denatiirasyon (Denaturation): Kalip DNA, 92-95 °C’de 30 saniyeden 2
dakikaya kadar belirlenebilecek bir siirede tutularak c¢ift sarmal yapidaki DNA
iplikcikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak ig¢in, baz1 durumlarda 5-

10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir [74].

2. Baglanma (Annealing): Reaksiyon sicakliginin, 37-65°C’ye diisiiriilerek
oligoniikleotid primerlerinin agilan tek iplikli haldeki DNA zincirlerinin kendilerine
komplamenter dizilere baglanmasi islemidir. Bu iglem, iiretilecek baz uzunluguna bagl
olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir [74]. PZR’nin denatiirasyon ve uzama
basamaklarindaki 1silar degismezken, baglanma 1sist istenen DNA dizisinin AT/GC

icerigine gore degisebilmektedir.

3. Uzama (Extesion): DNA zincirleri lizerine yapisan primerlerin Taqg DNA
polimeraz enzimi vasitasiyla uzatilmasidir. Taq DNA polimeraz enziminin 72°C’de
maksimum aktiviteye sahip oldugu igin genel olarak tiim cogaltma islemleri bu
sicaklikta yapilmaktadir [73, 75]. Uzamanin baslangici, hedef DNA’nin tek sarmalina
komplementer eslesmis primerdir ve Taq DNA polimeraz ortamdaki dNTP’leri
kullanarak bu DNA-primer eslesmesindeki zinciri uzatir. PZR sonucunda elde edilen
iirtin, ¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA pargasi ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir.
Bu islem genel olarak 25 ile 45 dongii olarak bu 3 adimin tekrariyla devam eder ve yeni
sentezlenen fragmanlar bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Boylelikle her
dongiide cogaltilmak istenen dizinin logaritmik (2"; n=30-35 dongii) bir artis1 ile
baslangigtaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA pargacigr ¢ogaltilir. PZR
sonucunda elde edilen DNA pargaciklar1 agaroz veya poliakrilamit jellerde

yiiriitiildiikten sonra gézlemlenir.
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Dongii sayis1 ¢ogaltilacak kalip DNA miktar ile yakindan iligkilidir. Dongii
sayisinin fazla olmasi spesifik olmayan bantlarin ortaya c¢ikmasina yol acarken, bu

sayinin az olmasi da tiretilen DNA miktarinin az olmasina sebep olabilmektedir.
PZR uygulamasinda kullanilan kimyasallar;

dNTP: dANTP’ler (ATP, GTP, TTP, CTP) Taq DNA polimerazin substratlaridir
ve esit konsantrasyondaki dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin karigimidir. dNTP
konsantrasyonunun yiiksek olmasi yeni sentezlenen DNA dizilerinde istenilenden farkli
dizilerin hatali olarak ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Bu yilizden optimum dNTP

konsantrasyonunu kullanmak PZR spesifikligini ve giivenilirligini artirmaktadir. [74].

MgCl,: Taq DNA polimeraz enzimin kofaktoriidir. Mg konsantrasyonu
primerlerin agilan DNA zincirlerine yapigmasini, kalip DNA’nin agilma sicakligini,
PZR sonucunda elde edilen DNA Kalitesini, primer-dimer bag olusumlarini, enzim
aktivitesi ve giivenilirligini etkilemektedir. Ayrica, Taq DNA polimeraz enziminin etkin
bir sekilde ¢alisabilmesi i¢in kalip DNA, primerler ve niikleotit bazlari iizerinde serbest

Mg iyonlarinin bulunmasi gerekir [74].

Buffer: Kullanima hazir PZR Kkitleri kapsaminda, Taq DNA polimeraz’in

calismasi i¢in gereken stabil pH sartlarini saglayan 6zel bir soliisyondur.

Taq DNA Polimeraz: Thermus aquaticus adli termofil bir bakteriden elde
edilen ve PZR reaksiyonlarinda kullanilan bu enzimler protein olduklar1 i¢in denatiire
olma riski tagirlar, ayrica ortam sartlar1 aktiviteleri iizerine etki eder. Bu nedenle diisiik
1sida saklanmalar1 gerekir. Ancak diisiik 1sida donacaklar1 i¢in denatiire olurlar. Bunu
engellemek i¢in enzim stoklar1 gliserol icinde gelir ve -20°C’de saklanir. -80°C’de
gliserol de donacag icin Taq DNA polimerazin -80°C’de saklanmasi tercih edilmez.
Taq DNA polimerazin gérevi DNA molekiillerinin komplementer bazlarla eslenmesine
yardimci olup onlarin ¢ogaltilmasini saglamaktir. Enzim konsantrasyonu diisiik olursa
elde edilecek iirtin az olur. Enzim konsantrasyonu yiiksek olursa spesifik olmayan

bantlar ortaya ¢ikabilir [73].

DMSO: Kalip DNA’nin olusturdugu ikincil yapilari  ¢dzmektedir.
Reaksiyondaki miktarinin %2-10’dan fazla olmas1 Taq polimeraz aktivitesini diisirir.
Ozellikle G/C agisindan zengin hedef bélgelerin PZR amplifikasyonuna yardimei olmak

i¢in kullanilir.
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Betain: Genellikle DMSO ile birlikte yiikksek G/C igerigine sahip dizilerin
amplifikasyonu i¢in kullanilmaktadir. Betain, 1-1.7M DMSO ile ayni amagcla
kullanilabilir [74].

PZR tekniginin bulunmasindan sonra teknolojide ¢ok hizli gelismeler olmus ve
buna bagli olarak da ¢ok farkli PZR metotlar1 gelistirilmistir. Bunlardan ¢alismalarimiz

stiresince faydalandiklarimiz asagida agiklanmaktadir:

Touchdown PZR: Uzun optimizasyonlar veya primerlerin yeniden tasarimi
gerekmeksizin PZR'leri optimize etmek, 6zgiinliigii artirmak, hassasiyeti ve verimliligi
artirmak i¢in basit ve hizli bir yontemdir. Bu yontem, standart PCR ¢alismalarina ¢ok
benzemektedir. Bu yonteme yiiksek baglanma 1sis1 ile baglanarak primerlerin spesifik
diziye baglanmasi1 amaclanmaktadir. Baglanma 1s1s1 dongii sayist ilerledikge diisiiriiliir
ve boylece amplifiye olmaya baslayan hedef dizinin orani arttig1 i¢in diisen 1sida artik

yalnizca hedef dizi ¢ogalacaktir [76, 77].

Kantitatif gercek zamanh PZR: Ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (KRT-PZR), hedeflenen bir DNA molekiiliiniin amplifikasyonu ve es
zamanli miktarin1 belirleyen temel laboratuvar aragtirmalarinda kullanilan standart bir
teknik olmakla birlikte, 6zellikle gen anlatim (ekspresyon) analizlerinin saptanmasinda
onem arz etmektedir [78]. Reaksiyon, diziye 6zgii primerler ve her amplifikasyon
dongiisii sirasinda olusan iirlin miktariyla orantili floresan sinyal saglayan bir DNA
baglama boyasi veya probu kullanilarak gergeklestirilir. Sicaklik dongiileri ve floresan
okunmasi ayni cihaz i¢inde ve ayni tiip i¢inde ger¢eklesmektedir. Ayni cihaz igerisinde
hem cogaltma isleminin, hem de g¢ogaltilan {iriinleri es zamanli saptama isleminin
yapilabilmesi, bu yontemin pratik ve tercih edilebilir olmasini saglamistir. Ayrica tiipler

actlmadan deney tamamlandigi i¢in kontaminasyon riski de azalmaktadir [78].

Amplifikasyon egrilerinin analizi, Orneklerin standart bir egri ile
kantifikasyonunu saglar veya Ornekler arasindaki nispi ekspresyon seviyelerini
hesaplamak i¢in kullanilir ve bunun igin Orneklerin dongii esigi (cycle threshold
(Cy)) degerinden yararlanilmaktadir. C; degeri, ayarlanmis bir esik floresan sinyal
seviyesine ulasmak i¢cin gereken dongli sayisini temsil eder. Belirlenen C; degerini
kullanarak, elde edilen verileri analiz etmek igin mutlak niceleme ve goreceli niceleme

yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir [79, 80].


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/polymerase-chain-reaction
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/polymerase-chain-reaction
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Rolatif kantifikasyon; gen ifadesindeki degisikliklerin bir referans 6rnege gore
belirlenerek analiz edilmesidir. Rolatif kantifikasyon, mutlak nicellestirmeden daha
kolaydir ve standart bir egri olusturmaya gerek olmadig i¢in daha az reaktif gerektirir.
Rolatif kantifikasyon sirasinda, hedef ve referans gen miktarlar1 ayni sekilde belirlenir.
Reaksiyondan sonra, ikili veya tiglii sekilde calisilan her bir 6rnegin arasindaki C; orani
hedef ve referans gen i¢in hesaplanir. Referans geni herhangi bir deneysel hataya karsi
verilerin normallestirilmesinde yardimci olur. KRT-PZR veri analizi igin rolatif

kantifikasyon stratejisi olarak 2 €T

metodu yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [81]
(Tablo 3-16). Bu yontem, farkli 6rnekler arasinda goreceli gen ekspresyon seviyelerini
hesaplamak i¢in kolay bir yoldur, ¢linkii hesaplama icin kantitatif PZR sistemi

tarafindan tiretilen esik dongii degerleri ( C;) dogrudan kullanilmaktadir [81, 82].

Reaksiyon esnasinda elde edilen {iriin asagida agiklanan farkli metotlarla tespit edilerek

kantitiye edilebilmektedir:
Diziye Ozgii Olmayan Saptama Sistemi

SYBR Green I, ¢ift zincirli DNA’ya baglanmak suretiyle floresan 1s1ma veren
bir boyadir. SYBR Green boyasi kullanilan yonteme gore, floresan isima, cift iplikli
DNA miktariyla orantili olarak ortaya ¢ikmakta ve iiriin miktar1 ile es zamanl olarak
artmaktadir. Reaksiyon karigimi i¢in ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve SYBR
Green | boyast kullanilmaktadir [83]. Reaksiyon; primerler baglanip uzama bagladig
anda, SYBR Green I boyasinin ¢ift zincirli DNA’nin arasina girmesi ve floresan 1s1ma
yaymasi ile gerceklesir. Reaksiyonun ilk dongiileri sirasinda, PZR {iriinlerine baglanan
SYBR Green I tarafindan yayilan floresan sinyali genellikle ¢cok zayiftir. Ustel fazda,
her bir dongiide floresan sinyali iki katina ¢ikar. 30-35 dongiiden sonra, reaksiyon plato
fazina gececeginden floresan sinyalinin yogunlugu da genellikle azalarak son bulur.
Reaksiyonun analizinin gergeklesebilmesi icin belirli bir floresan seviyesine ulagmasi
gerekir. Bunun i¢in gerekli olan dongii sayisina, dongii esigi ya da esik deger (Ct) sayisi
denir. Ct, bir numunedeki baslangigtaki hedef miktar ile iligkili oldugu i¢in, bir hedefin
digerine gore goreceli konsantrasyonu, dongii sayisindaki farka yansir (ACt = Ctrnek -
Ct referansi). Analiz goreceli nicellestirmeye dayandigindan deney kontrol 6rnegi de
icermelidir. Normalizasyon i¢in analiz edilecek gen ile birlikte bir housekeeping gen de

amplifiye edilmelidir [84].
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Diziye Ozgii Belirleme Sistemi
UPL prob

DNA pargasinin istenen diziye 6zgii bir bolgesinin gogaltilarak saptanabilmesi
icin floresan isaretli problar kullanilir. UPL problar, kantitatif PZR 6zgiinligiini
arttirmak i¢in tasarlanmig hidroliz problaridir. Prob, ¢ogaltilmis olan {irliniin tamamina
degil, tek zincirli hedef DNA {izerinde komplementer oldugu bdlgeye baglanir.
Problarin 5’ ucunda floresan raportér (reporter; R) molekiil, 3° ucunda ise floresan
baskilayic1 (quencher; Q) molekiil bulunur. 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesinden Once,
raportdr molekiilii, probun 3' ucundaki baskilayici molekiil tarafindan "FRET" adi
verilen bir mekanizma ile sOndiiriilir. Bu sekilde prob floresan 1sima yapamaz.
Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun
baglandig1 noktaya geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz
enzimi 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesi ile raportdr molekiil baskilayict molekiilden ayrilir.
Serbest hale gegen raportor molekiil floresan isima olusturur [85, 86]. Bdylece
gerceklesen 151ma, cihaz tarafindan algilanir ve PZR tiipii i¢erisinde ne kadar ¢ok hedef
DNA varsa o kadar ¢cok prob baglanacak ve floresan 1s1ma miktar1 da o derecede fazla
olacaktir. Buradaki temel amag, cogaltilmis olan PCR {iriinleriyle, kullanilan probun
etkilesime girmesinin saglanmasidir. Bunun sonucunda hedef DNA’ya floresan veren

boyalarin baglanmasiyla DNA kantitasyonu miimkiin olabilmektedir.

2.5. Sanger Dizileme Yontemi

Genom dizisinin belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan yontem, 1977
yilinda Frederick Sanger ve arkadaslari tarafindan bir viriisiin genom dizisinin ortaya
cikarilmasiyla gelistirilmis ve 1980 yilinda Kimya Nobel Odiilii'ne layik goriilerek
bilim diinyasina ismini zincir sonlandirma ya da Sanger dizileme olarak duyurmustur
[87-89]. Sanger dizileme, DNA’nin nukleotit baz dizilerinin saptanmasi igin
kullanilmaktadir. DNA dizi analizi, gen yapist ve genetik kontrol mekanizmalar
hakkinda bilgi saglamakla birlikte 6zellikle kalitsal hastaliklarin meydana gelme ve
tedavi siirecleriyle ilgili mekanizmalarin anlasilmasi ve aydinlatilabilmesi i¢in yapilan
arastirmalara Onciiliikk etmektedir. Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve en

yaygin kullanilan dizi analiz teknigidir .
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Sanger dizilemesi, genom haritalarinin ¢ikarilmasi, bireysel genotipin
tanimlanmast ve siklikla gen mutasyonlar1 (delesyon, insersiyon vb.) tespiti ya da
rekombinant DNA olusumlarinin  tayini gibi ¢ok farkli amaglara yonelik
kullanilmaktadir. Ayrica gen regiilasyonunda yer alan genetik kontrol bdlgeleri,
konsensus dizileri yine bu yontemle belirlenebilmektedir. Bu yontem, preimplantasyon
genetik tani ile kalitsal hastalik tayininde oldukca kullanildigi gibi, doku uygunlugu
saptanmis embriyolarin saglikli olanlarindan elde edilen kordon kani ve kemik iligi ile
hasta kardeslerin tedavisinde de kullanilmaktadir. Bunlardan farkli olarak, genetik
cesitlilik caligmalari, filogenetik calismalar, ebeveyn ve akrabalarin tespiti, kantitatif
ozellikteki gen lokuslarinin saptanmasi, hastalik ve genetik bozukluklarin teshisi, adli

tip galigmalar1, molekiiler arkeoloji alanlarinda da yaygin bir kullanima sahiptir [90].

Sanger dizileme yonteminde, kalip DNA, primerler, Taqg DNA polimeraz,
dNTP, ddNTP kullanilmaktadir [75, 91].YOntemin temelini olusturan bu maddeler

asagida acgiklanmaktadir:

Kalip DNA: PZR teknigi ile elde edilen ve cogaltilan DNA ipligi; yani dizisi
saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik icin kalip DNA olarak
adlandirilmaktadir. PZR iiriiniinden kalip DNA'y1 elde edebilmek i¢in dncelikle DNA
diger kimyasallardan arindirilmalidir. Eger kalip DNA yeterince temizlenemezse bir
sonraki sonlanma reaksiyonuna da aktarilacak olan kimyasallar ve primer artiklari

reaksiyonun hassasiyetini bozacaktir.

Primer: istenilen DNA kalibmin ¢ogaltilmasi ve dizi analizinin
yapilabilmesi i¢in primerlere ihtiya¢ vardir. Primer ciftleri, kullanilacak kalip DNA’nin
genomik DNA’dan elde edilmesinde ve cogaltilmasinda kullanilir. Ayrica primerler
yontemin son asamasi olan sonlanma reaksiyonunda polimeraz enzimi i¢in uygun 3’

ucu saglarlar.

ddNTP’ler: Zincir biiyiimesini sonlandiran, OH grubu tasimayan modifiye
edilmis niikleotit substratlardir. Bunlar riboz sekerinin ikinci karbon atomuna ek olarak
ticiincli karbon atomunda da deoksi halde oldugundan, fosfodiester baginin olusumu
engellenir. Bu sekilde, yeni niikleotitler yapiya katilamadig: i¢in DNA zincir uzamasi
sonlanir. Biraz daha acacak olursak, ilk basta bu bazlar1 dizileme cihazinda, otomatik
olarak tespit edilmek i¢in, radyoaktif olarak isaretleme yapilir. Aynmi sekilde isaretleme

primerlere de yapilabilir. Isaretlemeden sonra zincir sonlanmasi reaksiyonlarina gegilir.
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Zincir biiylimesini sonlandiran dideoksiniikleotitleri ayr1 ayri (AdNTP'ler: ddATP,
ddGTP, ddTTP, ddCTP) igeren dort farkli reaksiyon ortami hazirlanarak
gerceklestirilmektedir. Burda kullanilan ddNTP’lerin  konsantrasyonun  diger
maddelerden daha diisiik olmasina dikkat edilmelidir. ddNTP’ler ve dNTP’ler ayni
karisima kondugunda aralarinda uzayan zincire eklenmek icin bir yaris olur. Substrat
olarak dNTP’ler kullanildig1 siirece uzama devam eder. Sentezin herhangi bir
noktasinda yapiya dideoksi girdiginde deoksiniikleotitlerle arasinda  bag
kurulamadigindan DNA zinciri sonlanir ve her tiipte ayn1 anda birbirinden bagimsiz
bircok reaksiyon gerceklesmis olur. Sonugta, ¢esitli uzunluklarda olusan DNA
parcalarinin ucundaki ddNTP’ler kapiller elektroforez yontemiyle okunur. Her bir bazin

dizi kromatogramindaki rengi farkli oldugundan bazlar ayirt edilebilir [92, 93].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan hiicre hatti

Bu ¢alismada PANC-1 (ATCC® CRL-1469™) hiicre hatt1 kullanilmistir.
3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 3-1’de listelenmistir.

Tablo 3-1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Marka Katalog Numarasi
Etanol EMSURE K45722983429

6X Loading Dye Thermo Scientific R0O611

TAE Buffer (50X) Genemark GBO01-1

Seakem LE Agarose Lonza 50002

100 bp DNA Ladder H3 RTU GeneDirex DMO003-R500

50 bp DNA Ladder Bioline-HyperLadder B10-33054




3.1.3. Kullanilan Kkitler

Calismada kullanilan kitler Tablo 3-2’de listelenmistir.

Tablo 3-2. Kullanilan Kkitler ve markalari
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Kit Ad1 Marka Katalog Numarasi
SuperScriptlll First-Strand Synthesis Invitrogen 18080051
PureLink Genomic DNA Mini Kit Invitrogen K182001

MyTaq Red DNA Polymerase Bioline BIO-21108
PureLink RNA Mini Kit Invitrogen 12183018
UPL-Probe Master Mix Roche Lifescience

Zymotaq Premix Zymo research E2004

SensiFAST SYBR No-ROX Kit Bioline B10-98020

10X Standart Taq Biolabs B9015S

Dntp Set Bioline B10-39025
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3.1.4. Kullanilan cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3-3’te listelenmistir.

Tablo 3-3. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka

Bilgisayarlar HP

Isik mikroskobu Olympus CKX41

Inkiibator Hibrigene Techne

Jel goriintiileme sistemi UVP Imaging System

Jel dokiimantasyon sistemi UVP GelDoc-It
Mikrosantrifiij Beckman Coulter Microfuge 16
NanoDrop spektrofotometre Thermo Scientific (ND-1000)
Light cycler Roche, Light Cycler 480 Il
Santrifiij Beckman Coulter Mikrofujel16
PZR Bio-rad T100 Thermal Cycler
Pipetler Eppendorf,

Plate santrifiij Beckman Coulter Allegra X-22 Centrifuge
Steril kabin Thermo Scientific, HERA
Hassas terazi KERN, EMB 200-2

Vorteks Kermanlar

+4°C Buzdolabi Sanyo Labcool



-20 °C Derin dondurucu

-80 °C Derin dondurucu
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Panasonic

Heraeus Sepatech

3.1.5. Kullanilan veritabanlar

Calismada kullanilan veritabanlar1 Tablo 3-4’te listelenmistir.

Tablo 3-4.Kullanilan elektronik veritabanlari ve bilgisayar programlari

Adi Web Adresi

Kullanim Amaci

NCBI/BLAST https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin

Primer3Plus . ) .
[primer3plus/primer3 plus.cqi/

Ensembl http://www.ensembl.org

UCSC genome http://genome.ucsc.edu/

browser

Reverse http://reverse-complement.com/

Complement

CLC Main

Workbench 6.5

GeneMANIA  \www.genemania.org/

Proteinlerin aminoasit dizlerini veya DNA dizileri gibi
dizi bilgilerini karsilastirmak i¢in kullanilan bir

programdir.

Cogaltilmak istenen hedef DNA dizisi i¢in primer

tasarimi yapilan bir programdir.

Birgok genoma ait referans dizilerini i¢eren bir

programdir.

Bir¢ok genoma ait referans dizileri bulundugu ve in
silico PZR ile tasarlanan primerlerin kontroliiniin de

yapildig1 programdir.

Belirli bir DNA ve RNA dizinin ters komplement

DNA dizisinin elde edilmesini saglayan programdir.

Sanger dizilemesi sonrasi analizlerde kullanilan, DNA
dizilerinin derlenmesi ve hizalanmasinda kullanilan

bir programdir.

Program istenen bir genin iligkili oldugu genleri

gostermektedir.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin%20/primer3plus/primer3%20plus.cgi/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin%20/primer3plus/primer3%20plus.cgi/
http://www.ensembl.org/
http://genome.ucsc.edu/
http://reverse-complement.com/
http://www.genemania.org/

GnomAD

SR http://gnomad.broadinstitute.org/

ExAC Browser http://exac.broadinstitute.org/

Polymorphism
Phenotyping
(PolyPhen-2)

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/

Mutation Taster http://www.mutationtaster.org/

GraphPad
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Genom verilerinin toplandigi bir veritabanidir.

Ekzom verilerinin toplandig1 bir veritabanidir.

Amino asit degisimlerinin  insan  proteininin
fonksiyonu ve yapisina verdigi olasi etkiyi tahmin

eden biyoinformatik aractir.

Her tip dizideki tiim varyant gesitlerinin hastalikla
iliskili olup olmadigini yordayan biyoinformatik

aractir

Verilerin istatistiksel olarak anlamlandirilmasinda

kullanilan yazilim aracidir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Asamalari:

Yiiksek lisans tezimin temeli Almanya ile ortak gerceklestirilen 1135029 kodlu

“Tip 1 Diyabet'in Rejeneratif Tedavisi: Pankreatik Beta-Hiicre Proliferasyonuna
Yonelik Yeni Teknoloji Gelistirilmesi>> baslikli TUBITAK-INTENC ¢iktilaria

dayanmaktadir. Bu kapsamda, PANC-1 hiicrelerinde gerceklestirilen 14 giinlik

farklilastirma protokolii asagida detaylandirilmis olup, tarafimca gozlemlenmistir.

Bu kapsamda, 14 giinlik PANC-1 farklilastirma protokoliine tabi tutulan

hiicreler, 0 ve 14. giinlerde analiz edilmek iizere toplanmustir.

4. giin bliyiime ortamima Taurine kimyasali eklenmistir. Her 2 giinde bir

medyumlar tazelenmis, 14. giinde ise deney protokolii tamamlanarak hiicre toplama

islemi gerceklestirilmistir.


http://gnomad.broadinstitute.org/
http://exac.broadinstitute.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.mutationtaster.org/
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0. GUN
1. DAY0 medyumu hazirlanir:

2. Dort adet 6’11 plate kullanilir. Her kuyuya 4 ml DAY0 medyumu ile 2x10° hiicre
ekilir.

*0, 1, 2 ve 3. giin DAYO0 medyumu ile beslenmistir.

DAYO0 medyum igerigi: 5 ml %10 BSA + 45mL DMEM/F12 + 0,5 ml ITS (100x) +
250 uL Pen/Strep

*0.giin farklilagma protokolii uygulandiktan 24 saat sonraki giin
1. GUN

RNA izolasyonunu gerceklestirmek iizere toplanacak hiicreler icin asagidaki islem
uygulanir:

1. Bir plate’in ilk ti¢ siras1 birer 15 ml falkona toplanir.
2. 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Ust s1v1 dokiiliir.
3.1 ml PBS ile 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Ust s1v1 dokiiliir.

4. Falkonlara 350’ser uLL RLT Plus Buffer (/ m! RLT + 10 uL beta-Mercaptoethanol)
eklenir.

5. Hiicreler tiiplere alinir ve daha sonra RNA izole edilmek iizere -80 °C’de saklanir.

7. Kalan diger kuyularin medyumlari tazelenir. 3 ml medyum c¢ekilerek yerine 3 ml
DAYO0 medyum eklenir.

DNA izolasyonunu gerceklestirmek iizere toplanacak hiicreler icin asagidaki islem
uygulanir:

1. Bir plate’in ilk {i¢ siras1 birer 15 ml falkona toplanir.

2. 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Ust s1v1 dokiiliir.

3.1 ml PBS ile 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Ust s1v1 dokiiliir.

4.Her deney i¢in ticer kuyudan toplanan hiicreler, 1 ml PBS i¢inde saklanir.
1. Kuyulardan 1,5 ml medyum ¢ekilip yerine DO medyumu eklenir.

1. Kuyulardan 1,5 ml medyum cekilip yerine DO medyumu eklenir.
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4. GON

2. Kuyularin medyumlart DAY4 medyumu ile degistirilir.

Hiicreler; 4, 5,6, 7, 8 ve 9. giinlerde DAY4 medyumu ile beslenmistir.
DAY4 medyum icerigi: DAY0 medyum + 30 pL taurine

6. GUN

1. Kuyulardan 1,5 ml medyum ¢ekilip yerine D4 medyumu eklenir.
8.GUN

1. Kuyulardan 1,5 ml medyum g¢ekilip yerine D4 medyumu eklenir.
10. GUN

2. Medyumlar, D10 medyumu ile degistirilir.

Hiicreler; 10, 11, 12 ve 13. giinlerde DAY 10 medyumu ile beslenmistir.

D10 medyum icerigi: DMEM/F12 42,5 + BSA 7,5 ml + 0,5 ml ITS (100x) + 250 pL.
Pen/Strep + 300 pL Taurine + 50 uL Nicotinomide + 25 pL Exendrin + 500 uL NEAA

DAY 12
1. Kuyulardan 1,5 ml medyum c¢ekilip yerine D10 medyum eklenir.
14.GUN

RNA ve DNA izolasyonu i¢in hiicreler 1’inci giinde belirtilen adimlar takip edilerek
toplanir.
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3.2.2. INSIG1 Gen Analizleri

3.2.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit protokoliine uygun
olarak asagidaki basamaklar takip ederek gerceklestirilmistir.

** PANC-1 farklilasma protokolii uygulamasinda bazal (herhangi bir farklilasmaya
ugramamisg) ve 14. giinlerde toplanan hiicrelerden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Protokol

Spin kolona 20 pl Proteinaz K koyulup {izerine hazir hiicreler eklenir.

20 ul RNase A eklenir, 5 saniye (sn) vortex ve sonrasinda 5000 rpm’de 10 sn spin down
yapilir.

200 pl Lysis Buffer eklenir, 10 sn. vortex ve sonrasinda 5000 rpm’de 10 sn. spin down
yapilir ve 55°C de 10 dakika (dk) tutulur.

Uzerine %100°liik 200 ul yeni etanol eklenir, 5 sn vortex ve sonrasinda spin down
yapilir ve spin kolon atilir.

Ependorf tiipte kalan 6rnek yeni spin kolona aktarilir ve 10000 rpm’de 1 dk gevrilir.

Kolon yeni tiipe aktarilir, tizerine 500 pl Wash Buffer 1 eklenir. 10000 rpm’de 1 dk
cevirilir ve tiip degistirilir.
Kolon yeni tiipe aktarilir, izerine 500 pul Wash Buffer 2 eklenir. Maximum hizda 3 dk

cevirilir.

50 pl Elution Buffer eklenir, 1 dk bekletilir ve maximum hizda 1 dk ¢evirilir.
Konsantrasyon ve OD 6l¢iimii yapilir.
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3.2.2.2. RNA lizolasyonu

RNA izolasyonu, Invitrogen Purelink Genomic RNA Mini Kit protokoliine uygun
olarak asagidaki basamaklari takip ederek gergeklestirilmistir.

** PANC-1 farklilasma protokolii uygulamasinda bazal, 0 ve 14. giinlerde toplanan
hiicrelerden RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

izolasyona baslamadan 6nce Kit icerisinde bulunan;
e Wash Buffer 2’ye ilk kullanimdan 6nce 60 ml %96-100’liik etanol eklenmistir.

e Lysis Buffer’in her 1 ml’si i¢in 10 pl B-merkaptoetanol eklenerek hazir hale
getirilmistir.

Protokol

e 1x10°-5x10° hiicre peletinin iizerine 0,6 ml Lysis Buffer eklenir (<1x10°igin 0,3ml
eklenir) ve hiiceler ImI’lik siringa yardimu ile 5-10 kez lysis edilir.

¢ Homojenat iizerine bir volume %70 etanol eklenir (0,6ml ise 0,6ml; 0,3ml ise 0,3 ml
etanol eklenir). 5-10 sn vortex yapilir.

e  Ornek spin kolona aktarilir (Spin kolon 700 ul hacimlidir). 12.000 rpm’de, 15 sn
santrifiijlenir.

e Spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilir ve 12.000 rpm, oda sicakliginda 15 sn
santrifiijlenir.

e Spin kolon yeni bir toplama tiipiine alinir, 700 ul Wash Buffer 1 eklenir ve 12.000
rpm’de, 15 sn santrifiijlenir.

e Spin kolon yeni bir toplama tiipiine alinir, 500 ul Wash Buffer 2 eklenir. 12.000
rpm’de, 15sn santrifiijlenir.

e Yukaridaki asama tekrar edilir (Spin kolon yeni bir toplama tiipline alinir, 500 pl
Wash Buffer 2 eklenir ve 12.000 rpm’de, 15sn santrifiijlenir.)

e Spin kolon membranini kurutmak i¢in 12.000 rpm’de, 1-2 dk santrifiijlenir.

e Spin kolon 1,5mI’lik son toplama tiipiine aktarilir. Spin kolon membraninin
merkezine 40 pl Rnase’dan yoksun su eklenir. Bu islem yapilirken kolonun
membranina degmemeye 6zen gosterilir.

e Oda sicakliginda 1 dk bekletilir ve 12.000 rpm’de, 2 dk santrifiijlenir.

e RNA son toplama tiipiine alinir ve kalite kontrol i¢in konsantrasyon ve OD 06l¢iimii
yapilarak daha sonra kullanilmak iizere -80°C’de saklanir.
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3.2.2.3. Niikleik Asit Konsantrasyonlarmin Olgiilmesi
Hiicre kiiltiirii sonrasi elde edilen hiicrelerden yapilan izolasyon sonucu DNA ve
RNA materyallerinin bir sonraki agamalarda kullanilmasindan once kalite kontrolleri

gerceklestirilmistir.

Bu baglamda, NanoDrop ND-1000 spektrofotometresi kullanilarak 6rneklerin
miktar ve safliklar1 6l¢iilmektedir. Bunun i¢in 230, 260 ve 280 nm dalga boylarinda
gonderilen 15181in optik yogunluk OD ( (optical density) degerleri tespit edilerek,
A260/A280 oraninin 1,8-2,0 olmas1 dikkate alinmistir. OD degeri, A260/280 orani,
niikleik asitlerin safliginin degerlendirilmesinde belirte¢ olarak kullanulmaktadir. Kabul
edilmis olan oranin, DNA i¢in ~1,8 ve RNA i¢in ~2,0 olmasi niikleik asitlerin saf yani
kaliteli oldugunu belirtir. Bu oranin belirtilen degerlerden diisiik ¢ikmasi, ortamda
protein, fenol veya diger kontaminantlarin varligint gostermektedir. Béyle bir durumda
A260 Niikleik asitlerin maksimum absorbans, A280 Proteinlerin maksimum absorbans,

A230 ise fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur [94].

Bir diger kalite kontrolii olan jel elektroforezi ile DNA ve RNA kalite
kontroliiniin ikinci basamagi da gerceklestirilmistir. Bu asamada, jelde goriilmasi

gereken bant(lar) ve boyutlar1 ile Nanodrop verileri onaylanmis olacaktir.

3.2.2.4. cDNA SENTEZI
cDNA sentezi, kullanilan Invitrogen First strand cDNA sentez kiti protokoliine
bagl kalinarak Tablo 3-5’te gosterilen basamaklar takip edilerek, iki asamali olarak

gerceklestirilmistir.

Tablo 3-5. cDNA sentez protokolii

First strand cDNA sentezi
(Total:10pl) (Total:20pl)
Ipug RNA, 1ul %10 Dnase 1 Reaction Buffer, 1ul Dnasel | 1l oligo dt (50um), 11pul RNA, 1l 10pm dNTP mix
Amp Grade, H20
! !
15 dk oda sicaklig1 65°C - 5 dk inkiibe sonra 1 dk buzda beklet
! !
Ipl 25um EDTA 4ul 5x First strand buffer, 1ul 0.1M DTT, 2ul
Superscript3 reverse transkriptaz
! !
65°C - 10 dk inkiibe 50°C - 50 dak inkiibe
!
70°C - 15 dk
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3.2.3. Primer Tasarim

Primer tasarimi, PZR uygulamasinin basarili olmasi i¢in en énemli kriterlerden
biridir. Diizgilin tasarlanmamis olan primerler yapilan PZR’mn calismamasina neden
olacaktir. Bu asamada belirli parametreler dikkate alinarak primerler tasarlanmalidir. Bu
parametrelerden, primer uzunlugu; baglanma sicakligt ve baglanma siiresini
etkilediginden dolayr PZR’nin basarili olabilmesi i¢in ¢ok ©Onemlidir. Bu sebeple
sekansa 0Ozel baglanmasi istenen primerler genellikle 18-24 baz uzunlugunda
tasarlanmalidir, ¢iinkii primer uzunluguna ters orantili olarak baglanma verimi
etkilenecek ve dolayisiyla ¢ogaltilan iirlin de buna bagl olarak azalacaktir. Bir diger
parametre erime sicakligi (Tm) degeridir. Tm degeri, 18-24 baz uzunluguna sahip
primerlerin tasarlandig1 diisiiniiliirse 54-72°C arasinda olmasi, amplifikasyonun verimli
olmasimi ve primerlerin istenilen spesifik diziye 6zgii baglanmasini saglayacaktir. Tm
degerinin tasarlanan her iki primer dizisi i¢in de benzer olmasi dikkate alinmalidir. G/C
oranina bagli olarak da amplifikasyon verimi etkilenmektedir.Optimum G/C oran1 %40-
60 olmalidir. Ayni seklide diisiik G/C oran1 ve buna bagli olarak ytikselen A/T orani da
primerlerin hedef diziye daha az baglanmasiyla iirlin veriminin diismesine neden

olacaktir.

3.2.3.1. INSIG1 gen dizilemesi icin primer tasarimi
INSIG1 geninin tiim transkriptlerini ve bu transkriptlerin tiim ekzonlari, ekzon-
intron araliklar1 ve translasyona ugramayan (UTR) bolgelerinin ¢ogaltilabilmesi i¢in
gerceklestirilen primer tasarimi i¢in Ensembl, UCSC ve Primer3 Plus programlari

kullanilmistir.

Primer3 Plus programindaki parametreler istenilen degerler dogrultusunda
secilmistir.
Parametreler:

1. Primer Tm degeri minimum 57°C, optimum 60°C ve maksimum degeri 63°C
olarak belirlenmistir.

2. Primer segilirken, primer uzunluklarinin 20 bp civari olmasina dikkat
edilmistir.

3. Primerlerin G/C oraniin ~ % 40-55 arasinda olmasina dikkat edilmistir.

Tasarlanan primerlerin, UCSC-In silico programi iizerinden SNP bélgelerine

denk gelip gelmedigi kontrol edilmistir (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1. INSIG1 genine ait transkriptlerin karsilasgtirmah olarak ortak ve farkh
bolgeleri ve bu bolgeleri kapsayarak tasarlanan primerlerin yerleri
gosterilmistir.

A. Transkript 201°¢ ait NM_001346592.1 ve NM_005542.5’1 kapsayan diziler, B. Transkript
202’ye ait NM_198337.3’1i kapsayan dizi, C. Transkript 203’e ait NM_198336.3’1i kapsayan
diziye ait sekillerdir. Kirmizi renkle belirtilen kutucuklar UTR bélgesini, yesil, mor, pembe, sar1
ve mavi kutucuklar ekzon bolgelerini gostermektedir. A, B ve C’de mavi ¢izgi intron bolgelerini
gostermektedir. Sekilde goriilen oklar tasarlanan primerlerin yerleri ve kapsadigi bogeleri ifade
etmektedir.

INSIG1 geni dizilemesi igin tasarlanan primerler Tablo 3-6’da yer almaktadir.
Ayrica primerler, Sekil 3-1’de gosterilen NM 005542.5 koduna sahip en uzun

transkript olan, INSIG1-201 olarak isimlendirilen transkript kullanilarak tasarlanmistir.

Fragman 7’nin spesifik bir bolgesindeki degisimin anlamlandirilabilmesi i¢in, yeni

bir primer tasarlanmistir.

Tablo 3-6. INSIG1 genine ait farkh transkriptlerin ortak bolgelerini kapsayan,
ekzon ve intron bolgelerini de i¢ceren primerler

Ensembl ID Kapsadig: . . Tm GC Fragman
Primer adx Primer dizisi
ekzonlar degeri degeri uzunlugu
F 5° TCACCCAAGGATGCAAGC 3’ 60.8 55.6
NM_005542.5 5’UTR FRAGMAN 1 734 bg
R 5 TCCCAAAGACCCAACAGG ¥ 59.4 55.6
Ekzon 1 + > 5
NM_005542.5 , FRAGMAN 2 F 5 CCTTCCTCGCTCTTTGTCTC 3 59.2 55.0 625 be
S’UTR R 5 CCAAGACTGGAGATGCACAC 3’ 59.3 55.0



NM_005542.5

NM_005542.5

NM_005542.5

NM_198336.3

NM_005542.5

NM_005542.5

NM_005542.5

NM_005542.5

NM_005542.5

Ekzon 2

Ekzon 3

Ekzon 4

Ekzon 4

Ekzon 5

+3’UTR

3’UTR

3’UTR

3°’UTR

Ekzon 5 +
3’UTR

FRAGMAN 3

FRAGMAN 4

FRAGMAN 5

FRAGMAN 6

FRAGMAN 7

FRAGMAN 8

FRAGMAN 9

FRAGMAN 10

*FRAGMAN 7

F5* TGACCACGTTGAAATTCTGG 3’
R 5> CATCGATAGCCCCATTCTTC 3°

F5 CCCATGTTTTTAACCCTTGTG 3’
R 5> TGGATAGCAGCATTTTTGAGA 3’

F5 GAATTGAGCCAGGTGAAATTG 3’
R 5> CGAGGGCTCTAGTTCCTTTTC 3°

F 5 CGGAGATAAGCTCTGGGAAA 3°
R 5> TGAGAAATTTGGCAGCAGAG ¥’

F 5 TCCCACCTCTCAATCTTGTTG 3’
R 5> CGACCCCACTTAGAGTGTGAC 3’

F 5> AGGAGGTAGGTTGATGGTGC 3’
R 5> CAAGGCTCAGATTGGTTTTCA 3’

F 5> TGGCATAGACCATACCAGACC 3°
R 5> AATGCTGACATCTTCATTGGA 3’

F 5> TTTGAGGGAAATGTCTTGGAG 3°
R 5> TCCCAAGAGGTTGTGTCAAA 3°

F 5 CCCATGTTAGGACCTACTTAATTG 3’
R 5> GAAGACTTCAGGGTAAGTCATCA 3’

59.5
59.5

59.2
58.5

59.6
59.5

59.4
59.1

60.1
59.6

59.0
60.2

59.8
58.2

59.2
59.1

58.1

57.5

45.0
50.0

42.9
38.1

42.9
52.4

50.0
45.0

47.6
57.1

55.0
42.9

52.4
38.1

42.9
45.0

41.7
43.5

34

358 be

400 be

381 be

197 be

703 bg

682 be

649 be

647 be

315 be

[
*Fragman 7’nin kapsadig1 bolge icerisinde daha kiigiik bir alana 6zgii yeni tasarlanan primerler

**GRCh38(hg38) veritabani siiriimii

[3’UTR bolgesi 4 parcaya ayrilmistir ve Fr 7, 8, 9, 10 kapsamindadir.]
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3.2.3.2. INSIG1 ekspresyon tespiti i¢cin primer tasarim

Primer tasarimi asagidaki sekilde gergeklestirilmistir.

Primer tasarimi i¢in NCBI, Ensembl, Primer3 Plus, UCSC in-silico PCR, Reverse
Complement programlari kullanilmigtir.

NCBI programi iizerinden INSIG1 geninin en fazla kodlama yapan bdlgesine ait
transkriptinin NM_005542.5 koduna ait dizi alinarak Ensembl programinda kontrol
edilip daha sonra dizi, Word dosyasi lizerinden uzunluguna gore dizinin tamamin
cogaltmast dikkate alinarak esit parcalara ayrilmistir. Bu pargalar daha sonra Primer3
Plus programi kullanilarak primerler tasarlanmigtir. Primer3 Plus programinda
kullanilan parametreler:

1. Primer Tm degeri minimum 57°C, optimum 60°C ve maksimum degeri 63°C
olarak belirlenmistir.

2. Primer seg¢ilirken, primer uzunluklarinin 20 bp civar1 olmasina dikkat
edilmistir .

3. Primerlerin G/C oraninin %45-55 arasinda olmasina dikkat edilmistir.

4. Primerlerin iizerinde eger varyasyon varsa MAF degeri kontrol edilerek
“Population Genetics” kismindan SNP verilerine bakilarak MAF<0.001 olanlar
dikkate alinmamustir.

Sistemdeki Reverse primer, Reverse Complement programi kullanilarak 5°—3’
formatina ¢evrilerek Ensembl’da kontrolii gergeklestirilmistir. Ayrica primerler
dizilemede herhangi bir kayip yasamamak adina bir 6nceki dizinin i¢inden baslatilmak
suretiyle tasarlanmistir. Tasarlanan primerlerin, UCSC in silico programi iizerinden de
yine SNP bolgelerine denk gelip gelmedigi kontrol edilmistir. Buna gore INSIG1 i¢in
iki farkli primer cifti tasarlanmis olup Tablo 3-7’de dizileri gosterilmektedir. Bununla
birlikte, 3 farkli housekeeping (referans) gen i¢in primerler tasarlanmis olup, dizileri
Tablo 3-8’de gosterilmektedir.



36

Tablo 3-7. INSIG1 genine ait, KRT-PZR i¢in kullanilan primerler

Kapsadig:

Primer Primer dizisi Tm %GC Uzunlugu
ekzon

F 5> GCCGTGACTCCTCCTTTCC 3’ 60.08 63.16

INSIG1 2 1-2.Ek
SIG R 5 CAAGAGGCGCTTCCTGGC 3® 6113 6667  ° zon

F 5’TTGGCCTACTGTACCCCTGT 3  59.47 55.00

INSIG1(tekrar 111 3.Ekzon
( ) R 5>°CGTGGTTAATGCCAACAAAA 3> 59.46 40.00

Tablo 3-8. RT-PZR SYBR Green | i¢in kullanilan referans genlere ait primerler

Primer Primer dizisi m %GC Uzunlugu
F S’GTCATTCCAAATATGAGATGCGT 3> 2732 3913 105
ACTB
R 5’ TGTGGACTTGGGAGAGGACT 3’ 59.81  55.00
F 5> GCCGAGGAAAACCGTGTACT 3’ 60.32 55.00
PPIA 109
R 5> TGTCTGCAAACAGCTCAAAGG 3’ 59.32 47.62
F 5 CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 3’ 59.83  60.00
GAPDH 109

R 5> ACCAAATCCGTTGACTCCGA 3° 59.32  50.00
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3.2.3.3. UPL Prob RT-PZR Primer Tasarimi

Primerler, UPL web sitesinin Test Tasarim Merkezi [95] kullanilarak tasarlanmustir.
Bunun i¢in kullanilan web sayfasinin ekran goriintlisii Sekil 3-2°de gosterilmektedir.
Web sayfasindan INSIG1 geni ile PPIA housekeeping geni igin secilen primer ciftleri

ve bunlara 6zgii prob numaralari sirasiyla Tablo 3-9’da gosterilmektedir.

€ > C | @ Guvenli | https;//lifescience.roche.com/en_tr/brands/universal-probe-library. html#assay-design-center b+ ¢
1 - .
ﬂ LifeScience Products Brands Techniques & Applications Tools & Resources Blog .

A Design Cent
Overview Technology Support and Literature

Universal ProbeLibrary Assay Design Cenfter

Design RT-gPCR assays, including the probe and gene specific primer far your targets
of choice, in just 3 easy steps
simply:

1. Select your organism

2. Enter your gene accession number, gene name, or sequence

3. Click Design

1. Start by selecting your target arganism below:
Home sapiens (Human)

Explore the links below for more information, including how to combine target assays with Universal ProbeLibrary reference gene assays.

Reference Guides

Design Guide.

¥ of the three applications

Sekil 3-2. UPL prob primer tasarimi

Tablo 3-9. UPL Prob RT-PZR i¢in kullanilan primer [#48 (cat. no. 04688082001)]

) . . ™m GC Primer
Primer adi Primer dizisi oo . .
degeri degeri  uzunlugu
F5 ATCTTTTCCTCCGCCTGGT 3° 60 53
*INSIG1 72 be
R 5> GGGGTACAGTAGGCCAACAA 3’ 59 55
F 5 ATGCTGGACCCAACACAAAT ¥ 60 45
**PPIA 97 be
R 5 TCTTTCACTTTGCCAAACACC 3’ 60 43

*[#56 (cat. no. 04688538001)]
**[#48 (cat. no. 04688082001)]
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Sekil 3-3. INSIG1 UPL prob primerleri ok ile gosterilmektedir.
INSIG1 geni UPL prob RT-PZR igin tasarlanan primerlerin yerleri gosterilmektedir.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MyTag Red DNA Polimeraz, Sanger dizilemesi i¢in INSIG1 geninin PZR
yontemi kullanilarak ¢ogaltilmasi i¢in kullanilmistir. Yiiksek verimli amlifikasyonu ve
hizli bir PZR kosuluna sahip olmasi tercih edilmesini saglamistir. Icerisinde bulunan
kirmiz1 boya, 6rneklerin PZR sonrasinda dogrudan bir jel {izerine yiliklenmesini saglar.
Ayrica ANTP ve MgCly’nin tampon soliisyonunda bulunmasi ile optimizasyonun hizli
ve etkin sekilde gerceklesmesi saglanmistir. Bu verilere dayanarak, Tablo 3-10’da
gosterilen deney protokolii uygulanmis ve sonugta Fragman2, Fragman3, Fragmand4,

Fragman$, Fragman9 optimize edilerek ¢ogaltilmigtir.

Kirmiz1 reaksiyon tamponu, pipetlemenin gorsellestirilmesini saglar. Ayrica,
orneklere yiikleme tamponu eklemeye gerek kalmadan, PCR'den sonra dogrudan jel

tizerine yiiklenmesini saglar.



Tablo 3-10. Uygulanan MyTaq Red PZR Protokolii

Rl\élg giﬁé\ MM (nL) Sicaklik | Zaman
1x 95°C 1dk

H,0 14,6 35 Dongii

5x Buffer 5 95°C 15 sn.
10uM Eﬁ:nwearrd . 57°C | 15sn.
10uM Eﬁ\rfgfe 1 72°C | 10sn.

Tag 0,4 .

polimeraz ' Final Uzama

Alikot 22 72°C 15 sn.

60ng/uL. | DNA 3
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Optimizasyonlar sirasinda, fragmanlarin uzun dizilere sahip olmasi ve yiiksek
GC oranlarina bagli, yiiksek Tm degerleri sebebiyle daha 6nce uygulanan My Taq Red
kiti kullanilarak, konvansiyonel PZR deney metodu ile ¢ogalmayan Fragman6 ve
Fragman8 Touchdown PZR metodu ile optimize edilerek ¢cogaltilmistir. Kosullar, Tablo

3-11"de gosterilmektedir.

Uygulanan Touchdown PZR protokoliine gore, yiiksek baglanma 1sis1 ile baslanir
ve baglanma 1s1s1 dongii sayisi ilerledikge diistiriiliir. Amplifiye olmaya baslayan hedef
dizinin digerlerine orani arttig1 i¢in diisen 1sida artik yalnizca hedef dizi ¢ogalacaktir.

Az sayida da olsa hedef dizinin amplifiye olmas1 beklenir.

Uygulanan MyTaq Red DNA kiti ile optimize edilemeyen fragmanlar i¢in,
Biolabs Taqg DNA polimeraz kiti kullanilmis ve ti¢ farkli sekilde protokol uygulanarak
Touchdown PZR ile optimize edilmeye c¢alisiimistir. Kullanilan protokollerde sirasiyla;
iretici firmanin protokolii uygulanmistir (kosul 1), kit protokoliine ek olarak DMSO
kullanimi ile (kosul 2) ve kit protokoliine ek olarak Betaine ve DMSO eklenmesi ile
(kosul 3) gerceklestirilmistir. Bu sekilde Fragman7 ve FragmanlO optimize edilerek
cogaltilmasi saglanmistir. Kosullar Tablo 3-12°de gosterilmektedir.



Tablo 3-11.Uygulanan Touch-down PZR Protokolii

My Taq Red MM
DNA (nL)
1x
dH,0 14,6
5x Buffer 5
Eslcilr:]-:r?ﬁz 04
Alikot 20
10uM | Forward primer 1
10uM | Reverse primer 1
60ng/uL | DNA 3

Sicakhik Zaman
95°C 3dk
15 dongii (-0.5°C)
95°C 15 sn.
61°C 15 sn.
72°C 10 sn.
20 dongii

95°C 15 sn.
57°C 15 sn.
72°C 10 sn.
Final Uzama

72°C 15 sn.

Tablo 3-12. Uygulanan Biolabs Taq DNA Polimeraz PZR Protokolii

Biolabs Taq
DNA
Polymerase Kosul 1 Kosul 2 Kosul 3
x1 x1 x1
dH,0O 13,86 11,86 7,04
10X standard taq
reaction buffer 2,5 2,5 2,5
25mM | Mg 2 2 2
5M | Betaine 0 0 6,5
DMSO 0 2 0,32
2.5uM | dNTP 0,5 0,5 0,5
Taq 0,14 0,14 0,14
60ng/uL | DNA 2 2 2
Alikot 21 21 21
2.5uM | Forward primer |2 2 2
2.5uM | Reverse primer |2 2 2
DNA 60ng/uL

40
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3.2.4.1. ZymoTaq Premix PZR
GC oran1 bakimindan zengin olan Fragmanl’in ¢ogaltilmasi i¢in ve Tablo 3-10,
Tablo 3-11 ve Tablo 3-12’de gosterilen deneylerin basarisiz olmasi sebebiyle, Zymo
Taq Premix kiti kullanilarak optimize edilmistir. Deney kosullar1 Tablo 3-13’te

gosterilmektedir.

ZymoTaq PreMix, 1s1 aktive edilmis, termal-kararli DNA polimerazin dahil
edilmesi, PZR gercgeklestirirken olusabilecek primer dimer ve spesifik olmayan {iriin
olusumuna kars1 kullanilmistir. Kullanilan kit 6zellikle yiiksek GC oranina sahip olan

bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilmaktadir.

Tablo 3-13. Uygulanan ZymoTaq Premix PZR Protokolii

Zymo Taq MM
Premix (nL) Sicaklhik | Zaman
1x 95°C 10 dk
dH,0O 7,5 35 Dongii
g?g?n?; i 125 95°C 30 sn.
10uM | Forward primer 1 56°C 30 sn.
10uM | Reverse primer 1 72°C 30 sn.
Mix paylagimi 22 Final Uzama
60ng/uL | DNA 3 72°C  [7dk
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3.2.4.2. cDNA Sentezi Kontrolii ve PZR Uriin Analizi
Yapilan ¢cDNA sentezinin dogrulugunu gostermek amaciyla daha 6nce optimize
edilmis olan PZR protokoliine gore hali hazirda bulunan housekeeping primerler ile
PZR islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra dogrulugu kanitlanan cDNA’lar ile RT-PZR

asamas1 gerceklestirilmistir.

PZR asamasini takiben olusan iiriinlerin dogrulugunu tayin edebilmek i¢in PZR
iiriinii dogrudan etidyum bromiir (EtBr) iceren %2’lik agaroz jele yiiklenmislerdir. Bu
konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmasi i¢in 1 gr agaroz tartilarak, bir beherde 50 ml
1X TAE soliisyonu i¢inde karistirilip karisim mikrodalga firinda homojen olana kadar
kaynatildi. Karisim igerisine 10mg/ml etidyum bromiir (EtBr) soliisyonu ¢eker ocak
altinda eklendi. Daha sonra sivi agaroz karisimi, elektroforez tepsisine dokiildii.
Taraklar yerlestirildi ve jelin donmasi i¢in beklendi. Tepsi 1X TAE tampon soliisyonu
iceren yatay elektroforez tankina yerlestirildi. 5 pl PZR iirlinli alinarak (yapilan deneye
gore) 6X yiikleme boyasi ile karigtirildi. %?2’lik agaroz jele 100bp DNA marker
(Genedirex-H3 RTU) ile yiiklenen PZR iriinleri, 100 voltta yaklasik 25 dakika
yiriitiilerek UVP Imaging System araciligi ile ultraviyole (UV) 15181 altinda

goriintiilenmistir.

3.2.4.3. SYBR Green I Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR
INSIG1 gen ekspresyon miktarinin analiz edilebilmesi i¢in ilk olarak kRT-PZR
ile SYBR Green I yontemi kullanilmistir. Bu yontem i¢in 6ncelikle konvansiyonel PZR
ile deney optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimizasyon housekeeping genler
kullanilarak gerceklestirilmistir ve kontrolii agaroz jel -elektroforezi yapilarak
saglanmistir. Uygun kosullarin saglanmasinin ardindan kRT-PZR’ye gecilmistir. LC480
cthazinda gergeklestirilen kRT-PZR icin uygulanan protokol Tablo 3-14’te

gosterilmektedir.
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Tablo 3-14. Uygulanan KRT-PZR Protokolii
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0. GUN 14. GUN NEGATIF KONTROL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ACTB |ACTB |ACTB |[ACTB |ACTB |ACTB |ACTB |ACTB |ACTB
PPIA |PPIA |PPIA |PPIA PPIA  |PPIA PPIA  |PPIA PPIA
GAPDH | GAPDH | GAPDH | GAPDH | GAPDH |GAPDH | GAPDH | GAPDH | GAPDH
INSIGL |INSIG1 |INSIGL |INSIGL |INSIGL |INSIGL |INSIGL |INSIGL |INSIG1
SYBR Green ACTB PPIA GAPDH INSIG1

Son

X1 X10 | X10 Dongii

konsant X10 (ul) | X10 (ul) .

rasyon (u) | (ub (ul) parametresi
SYBR 5 | 50 | 50 50 50 95°C | 2dk
Mix
Forward | 3\ p |93 | 13 | 13 | 13 13 95°C | 10sn.
primer X40
Reverse | s M | 1,3 | 13 | 13 13 13 62:C | 30sn. | 9EVIr
primer
H,0 0,4 4 4 4 4
Alikot 8 8 8 8 8
cDNA | (1:5) 2 2 2 2 2

Tablo 3-14’te verilen protokole gore deneyler, 96 kuyucuklu plateler kullanilarak

gerceklestirilmistir. Deneyler i¢in, 0 ve 14. gilinlerde toplanan hiicrelerden elde edilen

cDNAlar kullanilarak ACTB, GAPDH, PPIA, INSIG1 gen ekspresyonlarina bakilmistir.

Deneyler iki kopya halinde ¢aligilmistir.

Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigimi dogrulamak igin

erime egrisi analizi yapilmistir. Bu sekilde PZR {iriiniiniin spesifik olup olmadigi

belirlenmektedir.
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3.2.4.4. PZR Verim Hesaplama
Farkli giinlerde gergeklestirilen kantitatif RT-PZR c¢alismalarii karsilastirmak
icin yontem kisminda anlatildigi gibi RNA izolasyonu ve ¢cDNA sentezi yapilmustir,
sonrasinda 1:1, 1:10, 1:100 oraninda sulandirilmig bir bazal hiicrelerden elde edilmis
cDNA PPIA housekeeping geni icin kRT-PZR gerceklestirilmistir. Elde edilen Ct
degerleri ile standart egri olusturulmustur. Dogrusal denklemin egimi, Excel’deki egim

formiiliine gore verimliligi hesaplamak i¢in kullanilmistir.

3.2.4.5. UPL Prob Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR
SYBR Green metodu kullanilarak yapilan kRT-PZR c¢ogaltmasinda INSIG1
genine Ozgli dizinin ¢ogaltilamamasi sebebi ile diziye 6zgii olan UPL Prob kullanilarak

cogaltma islemi gerceklestirilmistir.

KRT-PZR, UPL Prob master mix (ref.04688082001, ref.04688538001)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan INSIG1 ve PPIA housekeeping
gen dizileri Tablo 3-9’da ve uygulanan protokol Tablo 3-15°te gésterilmistir.

Tablo 3-15. Uygulanan RT-PZR, UPL Probe Protokolii

UPL Protokol Dongii parametresi
Son konsantrasyon X1 (uL) 95°C 10 dk
H,0 0,7 95°C 10 sn.
X45 dongii
Forward primer 5uM 0,8 60°C 30 sn.
Reverse primer S5uM 0,8 72°C 1sn.
UPL Prob 10 uM 0,2 40°C 30 sn.
Master Mix(2X) 5
Alikot 7,5
cDNA 1:5 2,5
TOTAL 10 pl
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3.2.4.6. Istatistiksel Analiz
Ekspresyon miktarini rolatif olarak hesaplamak i¢in Tablo 2-1’de verilen AACt

yontemi ile Graphpad yazilimi kullanilmistir.

Deneyler en az iki kopya halinde c¢alisilmistir ve analiz sirasinda bu 6rneklerin
Ct ortalamasi alinarak AACt yontemi ile hesaplanmistir. Daha sonra ayni kosullarda
yapilan bagimsiz deneyler Graphpad yazilimina eklenmistir. Deneylere ait ornekler,
bazal ve DAY 0 kalibratdrlerine gore karsilastirilmistir. ilk dnce, bazal kalibratdr olarak
kullanilmis ve DAY 0 ve DAY 14 ile karsilastirilmistir. Daha sonra DAY 0 kalibrator
olarak kullanilmis ve DAY 14 ile karsilastirlmigtir. Analizler i¢in GraphPad
programinda ANOVA ve t Test hesaplamalari ile gergeklestirilmistir.

Tablo 3-16. KRT-PZR rolatif kantifikasyon 2**“" metodu

ACt (kontrol) = Ct hedef gen - Ct referansi geni
ACt (6rnek) = Ct hedef gen - Ct referansi geni

AACt = ACt (6rnek) - ACt (kontrol).

R=2" [ACt 6rnek - ACt kontrol]

R - 2-AACI

3.2.5. Sanger Dizileme Yontemi

PZR’den elde edilen iirlinler ile 10 uM 20 pl hacimde hazirlanan primerler
Medsantek firmasina Sanger dizilemesi i¢in gonderilmistir. Firma dizileme
reaksiyonlari1 Thermo Fisher Scientific kitleri kullanarak, Applied Biosystems 3500
XL cihazinda gergeklestirmekte ve dizileme sonuclarim1 “.ab1” dosya uzantisi olarak
iletmektedir. Bu dosyalar CLC Main Workbench 6 kullanilarak INSIG1 genine ait
referans kodlayan dizileri (NM_005542.5, NM_001346592.1, NM_198336.3) ile
karsilagtirilmistir. Buna ek olarak, kodlanmayan bélgeler i¢in de “UCSC in silico PCR”
arac1 kullanilarak tespit edilen fragman dizileri referans dizi olarak kullanilmistir.
Mutalyzer programi kullanilarak, karsilastirmalardan elde edilen varyantlar kontrol
edilmis ve niikleotid degisim poziyonu ile buna karsilik gelen amino asit degisim
pozisyonu tespit edilmistir. UCSC veri tabaninda, cDNA’da tespit edilen degisimlerin

bilinen bir varyant olup olmadigina bakilarak kontrolleri ger¢eklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Konvansiyonel ve Touchdown PZR ¢iktilar:

Konvansiyonel PZR gergeklestirilen 6rnekler agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. Jel elektroforezi i¢in, 5ul DNA merdiveni (DNA Ladder (100 bg); H3RTU-
GeneDirex) ve 5 ul 6rnek (mytaq red protokolii uygulanmayan 6rneklerin timii 1l 6X
yiikkleme boyas1 (6X Loading Dye;Thermo Scientific ile 5ul 6rnek, karisim yapilarak)
olacak sekilde jele yiiklenmistir. 100-3000 b¢ boyutunda olan DNA merdiveni referans
alinarak kontrol edilen 6rneklerin Tablo 3-6’da gosterilen boyutlarinin istenen yerde
oldugu dogrulanmistir. Ayrica kontaminasyon varliginin tespiti icin yiiklenen negatif

kontrol 6rneklerinde de bant goriilmemektedir.

Sekil 4-1’de gosterilen bantlar, Tablo 3-10’da gosterilen Mytaq Red PZR
protokoliine gore gergeklestirilmistir. A’da sirastyla INSIG1 Fragman 2, 3, 4 ve 5
gosterilmektedir. B’de INSIG1 Fragman 6 ve C’de INSIG1 Fragman 8 gosterilmektedir.
Fragman 8 i¢in Touchdown PZR protokolii uygulanmustir (Tablo 3-11).

B

Sekil 4-1.Konvansiyonel PZR jel goriintiileri



47

Sekil 4-2°de gosterilen bantlar sirastyla INSIG1 Fragman 7, 9 ve 10 6rneklerine
aittir.  Deneyler Biolabs kit protokolii uygulanarak Touchdown PZR ile

gerceklestirilmistir (Tablo 3-12).

Sekil 4-2.Konvansiyonel PZR sonuglarina ait jel goriintiisii

Sekil 4-3’te INSIG1 Fragman 1’e ait jel gOriintiisii verilmistir. Deney Zymotaq
Premix kiti kullanilarak gergeklestirilmistir (Tablo 3-13).

Sekil 4-3. Fragman 1'e ait jel goriintiisii

4.2. Gen anlatim diizeylerinin tespiti ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
KRT-PZR, mikroarray ekspresyon analizi ile elde edilen sonuglar1 dogrulamak
icin gerceklestirilmistir. Deney i¢in oncelikle PANC-1 hiicrelerinden ekstrakte edilen
RNA'dan c¢DNA sentezi Invitrogen’in “SuperScriptlll First-Strand Synthesis” Kitini
kullanarak gergeklestirilmistir. INSIGL mRNA seviyeleri, SYBR Green | ve UPL prob

yontemleri kullanilarak kRT-PZR ile 2T analizi yapilarak hesaplanmustir.
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4.2.1. SYBR Green | kRT-PZR Anlatim
SYBR Green I kit protokolii uygulanarak, konvansiyonel PZR ile oOncelikle

referans genlerle optimizasyon gergeklestirilmis ve Sekil 4-4’te jel goriintiileri

gosterilmektedir.

Sekil 4-4. RT-PZR SYBR Green | icin kullanilan referans genlerin jel goriintiisii

Optimizasyon deneyleri, Tablo 3-14’te verilen kosullar kullanilarak Tablo 3-
8’de bilgileri verilen housekeeping genlere ait primerler ile gerceklestirilmistir.
Optimum kosullar belirlendikten sonra LC480 cihazinda kRT-PZR yapilmistir. Elde
edilen sonuglardan erime egrisi analizi yapilarak hosukeeping genler arasindan PPIA
geni segilmistir. Daha sonra INSIG1 genine ait Tablo 3-7°de verilen “INSIG1” kodlu
primer ¢ifti kullanilarak kRT-PZR gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4-5’te erime

egrisi analizi ve 4-6’da jel goriintiisii seklinde gosterilmektedir.

eting Curves

Fluorescence (465-510)

-(d/dT) Fluorescence (465-51
w
o
&
R

&5 ] (3 ] E] E3
Temperature ("C)

Sekil 4-5.INSIG1 geni SYBR Green | erime egrisi analizi
Sekil 4-5te SYBR Green | protokolii uygulanan deneyin erime egrisi

gosterilmektedir.
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Sekil 4-6. INSIG1 ve PPIA geni SYBR Green | agaroz jel goriintiisii

SYBR Green | kit protokolii uygulanarak RT-PZR ile ¢ogaltiimasi beklenen
INSIG1 ve PPIA genlerine ait jel goriintiileri gosterilmektedir. Sirasiyla kullanilan
ornekler, 0. giine ait érneklerde INSIG1 geni (1, 2) ve PPIA geni (5, 6) sonuglari ile 14.
giine ait 6rneklerde INSIG1 geni (3, 4) ve PPIA geni (7, 8) sonuglar1 gosterilmektedir.

Sekil 4-5 ve 4-6’da goriildiig gibi, INSIG1 genine 6zgii tasarlanan “INSIG1”
kodlu primer ¢ifti kullanimi ile ekspresyon analizi, SYBR Green | metoduyla
gerceklestirilememistir. Daha sonra yapilan “INSIGI1(tekrar)” kodlu primer ¢ifti
kullanilarak yapilan deneyde de ayni sekilde ekspresyon analizi gerceklestirilememistir.
(Tablo 3-7).Sekil 4-5’te INSIG1’e ait verilen erime egrisi analizinde birden fazla peak
olmasi sebebiyle ve aym sekilde Sekil 4-6’da verilen jel goriintiisiinde INSIG1’e ait
sonuglarda birden fazla bant goriilmesinden dolayr INSIG1 geni anlatimma
bakilamamistir. Bu sebeple, Sekil 4-5 ve 4-6’da verilen sonuglar “INSIG1” kodlu
primer ciftine aittir. Ayn sekilde diger primer icin de benzer sonuclar elde edildiginden

dolay1 primer-prob yontemi ile kRT-PZR analizine gecilmistir.
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4.2.2. UPL Prob kRT-PZR Anlatimi

4.2.2.1. PZR Verim Hesaplama

Farkli giinlerde gergeklestirilen kantitatif RT-PZR calismalarini karsilagtirmak
icin yontem kisminda anlatildigi gibi RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmistir,
sonrasinda 1:1, 1:10, 1:100 oraninda sulandirilmis bir bazal hiicrelerden elde edilmis
cDNA PPIA housekeeping geni i¢in kRT-PZR PZR veriminin hesaplandigi deneyde 3
farkli cDNA diliisyonu tek 6rnek olacak sekilde calisilmistir ve bu deney yalnizca PPIA
referans geni icgin gergeklestirilmistir. Elde edilen Ct degerleri ile standart egri
olusturulmustur. Dogrusal denklemin egimi, Excel’deki egim hesabi formiiliine gore
verimliligi hesaplamak i¢in kullanilmistir. Sekil 4-7’de gosterilen egim ~ -2,91 olarak

hesaplanmistir. Bu egime gore PPIA verimi ~ %113 ¢ikmustir.

PPIA Verimi

25
=-2,9054x+ 20,712

15 L

10

5

0 T T T T T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

mRNA Rolatif Ekspresyon Diizeyi

cDNA Miktan

Sekil 4-7. Degisik konsantrasyonlara sahip cDNA'ya bagh PPIA verimi

SYBR Green | ile hesaplanamayan INSIG1 gen anlatim diizeyleri, UPL primer-
prob sistemi kullanilarak, LC480 cihazinda (Light Cycler®480 Real-Time PCR System,
Roche Applied Science) hesaplanmistir. Her bir PZR icin 96 kuyu igeren plateler
kullanilarak ayni deney protokolii ile bagimsiz iki deney yapilmistir. Her bir deney,
ikiser kopya olacak sekilde calisilmistir. Deneylerden birine ait olan amplifikasyon

egrisi Sekil 4-8’de gosterilmektedir.
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14 giinlik hiicre farklilagsmasi kapsaminda 0. ve 14. giinlerde toplanan

orneklerin kRT-PZR ile ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir (Tablo 4-1).

Sonuglara iligkin 27447 hesaplamalar1 asagida verilmistir.

Tablo 4-1. INSIG1 kRT-PZR ile ekspresyon miktarinn istatistiksel analizleri

24T ortalamasi| Standart Sapma
Bazal 1,0065 0,1620
1. Deney DAY 0 |4,5055 1,8245
DAY 14 |0,9623 0,1082
A e —
Bazal 1,0902 0,5768
2. Deney DAY 0 6,7454 1,0247
DAY 14 |1,9944 0,9756
DAY 0 1,0437 0,4226
1. Deney
DAY 14 10,2229 0,0250
B P EEEEE————§—§—-§=
DAY 0 1,0073 0,1530
2. Deney
DAY 14 |0,2978 0,1457
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Tablo 4-1, A’da verilen bilgiler Sekil 4-9’daki A grafigine aittir. B’de verilen
bilgiler ise Sekil 4-9’daki B grafigine aittir. GraphPad yazilimina girilen bu veriler ile

asagidaki bahsedilen grafikler olusturulmustur.

INSIG1 gen fonksiyonu hiicre kiiltiirii protokolii uygulandiktan 24 saat sonra (0.
giin (DAY 0)) yaklasik 4 kat artmistir ve mikroarray sonuglariyla ayni yonli olarak
DAY 0’dan DAY 14’e azalmis ve 14. giiniin sonunda (DAY 14) yine bazal haline yakin
bir seviyeye gelmistir (Sekil4-9).

1.54

1.04

mRNA Rolatif Ekspresyon Diizeyi

mRNA Roélatif Ekspresyon Diizeyi

0.5
0.0 T | T |
N} N
(M
0”9 0
N QO
S &
N N
Hiicre toplama giinleri Hiicre toplama giinleri

Sekil 4-9. INSIG1 geninin belirlenen giinlerde toplanan hiicrelerdeki mRNA rolatif
ekspresyon miktarlari ve karsilastirmasi

Sekil 4-9’da verilen grafiklerde Bazal, DAY 0 ve DAY 14 orneklerine ait
anlatim farklar1 gosterilmistir. Ayrica kalibrator olarak; A’da INSIG1 bazal ve B’de
INSIG1_DO0 sadece normalizasyon amaciyla kullanilmistir ve sayisal deger olarak 1°¢
karsilik gelmektedir. Orneklerdeki rélatif artis ve azalislar bu kalibratorler sabit kabul

edilerek degerlendirilmistir.

A’da verilen grafiklerde bazal kalibratdor olarak segilmistir. Degisimin
anlamlandirilmasi i¢gin ANOVA ile hesaplanmistir. Sonucta p=0,0347 (p<0,05) ile

degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir.

B’de verilen grafiklerde DAYO kalibrator olarak secilmistir. Degisimin
anlamlandirilmasi igin t Test ile hesaplanmigtir. Sonugta p=0,0029 (p<0,05) ile

degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir.
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4.3. INSIG1 DNA Dizi Analizi

INSIG1 genine ait Fragmanlar, kodlayan/kodlanmayan gen bdlgelerinin bazal

ve DAY 14 orneklerinde c¢ogaltilmistir. PZR ile g¢ogaltilmasini takiben dogrudan

dizileme yontemi ile dizilenmis ve elde edilen varyantlarin olasi etkileri NCBI,

Ensembl, ExAC Browser, GnomAD Browser, Mutation Taster veritabanlarinda

incelenmistir. Elde edilen sonuglarda bazal ve Day 14’teki degisimler ayni ¢ikmistir ve

Fragmanlara ait bulunan farkli varyantlar ayrintili olarak Tablo 4-2°de sunulmustur.

Tablo 4-2. INSIG1 gen taramasinda saptanan varyantlarin listesi

Kromozomal Degisimin
) GRCh37/hgl9 SNP ) )
Adi pozisyon ) MAF**  Degisim (Heterozigot) gendeki
pozisyonu Numarasi
(GRCh38/hg38) konumu
"Fr1  chr7:155297634 155089344 - [ - ] T>C " Intron
Fr 2* - - - - - -
Fr 3* - - - = = =
Fr 4* - - - - - -
Fr5 chr7:155302693 155094593 rs11772189 0,31 NM_005542.5: ¢.804+37G>T Intron
Fr6 chr7:155303908 155095618 = = NM_198336.3: ¢.419+13G>A Intron
Fr7 chr7:155308225 155099935 - - NM_005542.5: ¢.805-16delT Intron
Fr 8* - = = = - -
Fr 9* - - - = = =
chr7:155310280 155101990 G>T
Fr 10 - - Intron
chr7:155310205 155102015 G>A

*Yabanil tip (wild type)
**MAF: Popiilasyondaki goriilme sikligi (Minor Allele Frequency (MAF))
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Sekil 4-10. Fragman 1'e ait dizinin T>C heterozigot degisimin kromatogram goriintiisii

Conflict

T c T c T T T A [

A c

Sekil 4-11. Fragman 5'e ait dizinin NM_005542.5: ¢.804+37G>T heterozigot degisimin
kromatogram goriintiisii
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G T A AT T A C A G G T A

G/ a0

G T A A T T A C M G G T A

A T T T G Cc A

Sekil 4-12. Fragman 6'ya ait dizinin NM_198336.3: ¢.419+13G>A heterozigot degisimin

kromatogram goriintiisii

c c t t t c t a c a c a t a

Sekil 4-13. Fragman 7'ye ait dizinin NM_005542.5: ¢.805-16delT heterozigot
degisimin kromatogram goriintiisii
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Tablo 4-2°de gosterilen varyant NM_005542.5: ¢.805-16delT Fragman 7’deki

degisim Mutation Taster raporunda polimorfizm olarak verilmistir (Sekil 4-11)

Muta

Summary

analysed issue

name of alteration
alteration (phys. location)
HGNC symbol

Ensembl transcript ID
Genbank transcript 1D
UniProt peptide
alteration type

alteration region

DNA changes

known variant

documentation

mutation tsting

{explain)

« protein features (might be) affected
+ splice site changes

analysis result

no title
chr7:155099935_155099935deIT
INSIG1

ENST00000340368

NIM_005542

015503

deletion

intron

9.10450_10450delT

Variant was neither found in EXAC nor 1000G.

Search ExAC

Sekil 4-14. Fragman 7'ye ait tespit edilen degisimin Mutation Taster raporu

Fragman 7° de ki NM 005542.5: c.805-16delT intronik bolgede meydana
gelen degisimin Human Splicing Finder veritabaninda kirpilmayla ilgili tahmini hesab1

Sekil 4-12°de gosterilmektedir.

(Aix Marseille i} Inserm

Human Splicing Finder ol

GENETICS & BIOINFORMATICS TEAM

‘ Home What's News? | Help & Tutorials | Credits & Publications Our Other Tools | Contact Us Other Analysis

a aatatttata catttagtgc tEEEEEECEC|EEECCEEEEE | EEEEEccEEt|ctacacatag

Total sequence length: 130 nucleotides
Mulant Sequence betetion st posiion 85 {1 nucleotides deleted)

attaa aatatttata catttagtgc tHattttcte tttccttttt tttt-ccttt ctacacatag

Total sequence length: 130 nucleotides

The sequences analyzed in HSF are underlined.

- interpreted Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and confext
The mutation occurs in the late intronic positions, the following table show results of acceptor splice sites that could be affected by the mutation

No significant splicing motif alteration detected.
This mutation has probably no impact on splicing.

Sekil 4-15. Fragman 7'deki NM:005542.5: ¢.805-16delT numarah varyantinin HSF
veritabam fenotip tahmini
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560 580
I |

99 09 tggtayg t ctctgtgtaggatgttagaattt t aatggaga

Conflict Conflict

GGGGTGGTGINNTCTCTGTGTAGGATGTTAGAATTTINTAATGG GAGA

GGGGTGGTGIKNTCTCTGTGTAGGATGTTAGAATTT|RITAATGGAGA

DNV NSNS N 20an oA s = 000790 O &

GGGGTGGT GIK A GGATGTTAGA RIT AATGGAGA

JV\A/\Q/\A&/\/\L\/\A\/\/\Q/\/\/\/\J\/SN\ AA% YNAYAN

Sekil 4-16. . Fragman 10’a ait dizinin G>T ve G>A heterozigot degisimlerinin
kromatogram goriintiisii

Sonug olarak gerceklestirdigimiz tez projesi kapsaminda elde edilen varyantlarin,
TUBITAK projesi kapsaminda uygulanan 14 giinliik farklilasma protokolii kaynakl
olmadig1 goriilmiistiir, ¢linkii bazal ve DAY 14’te ayni sonuglar elde edilmistir. Bu
sekilde INSIG1 geni karakterize edilmistir.
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5. TARTISMA

Pankreasin hormonal a¢idan ve organizmanin dengesi agisindan merkezi role
sahip olmasindan yola ¢ikarak TUBITAK-INTENC projesi kapsaminda PANC-1 hiicre
hatt1 farklilastirmast  yapilmistir.  Farklilasan  hiicrelerin  6ncesi ve sonrasi
karsilagtiritlmast mikroarray analizi ile irdelenmis ve bunun sonucunda INSIG1’in
anlamli degisim gosteren genler arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu tez projesinde,
INSIG1 geninin diger genler ve yolaklar ile iliskisi arastirilarak pankreastaki énemi
vurgulamak ve bir oOnceki proje ¢iktilarindan INSIG1 genindeki degisimin
anlamlandirilmas: amaglanmistir. Bu dogrultuda iki temel ¢alisma gerceklestirilmistir:
Ikincil bir metot olan kRT-PZR ile TUBITAK-INTENC projesinden INSIG1 igin elde
edilmis mikroarray sonuglarini dogrulamak ve PANC-1 farklilasmasi sonucunda
INSIG1 gen dizisinde olusabilecek herhangi bir degisimi tespit etmek i¢in DNA dizi

analizi gerceklestirmek.

Bu dogrultuda, kRT-PZR 0Oncesi yapilan optimizasyonlar sonucunda her ne
kadar ACTB, GAPDH ve PPIA genlerinin 6zgiinliigli agaroz jelde tespit edilmis olsa da,
farklilasan hiicrelerde gergeklestirilen kRT-PZR’de sonuglarina gére bu housekeeping
genlerden en stabil anlatim sergileyeninin PPIA geni oldugu tespit edilmistir. Bu

sebeple PPIA geni ekspresyon analizinde housekeeping gen olarak tercih edilmistir.

SYBR Green | yontemi sonrasinda floresan 1simanin istenen hedef bdlgenin
amplifikasyonuyla m1 gerceklestigi, yoksa primer dimer olusumu ile ortaya ¢ikmis
0zgiil olmayan bir iiriin mii oldugunu anlayabilmek i¢in erime egrisi (melting curve)
analizi yapilir [96]. Tez ¢aligmasinda SYBR Green yontemi kullanilmasinin sonucunda
INSIG1 geni erime egrisi analizinde birden fazla pik-tepecik (peak) goriilmektedir.
Deney sonrast yapilan jel elektroforezinde de birden fazla bant goriilmektedir. Bu
verilerden dolay1 primerlere 6zgli alanin ¢ogaltilamamasi sebebiyle UPL prob yontemi

kullanilmagtir.

Kantitatif PZR ¢aligmalarindan 6nce calisilacak her bir gen icin PZR veriminin
hesaplanmas1 ve genlere ait bu verimin birbirine paralel olmasi beklenmektedir. Ancak
bu hesap maliyeti oldukc¢a arttirdigindan en azindan kRT-PZR’de kullanilacak
housekeeping geninin PZR verimini hesaplamak gerektigini diisiinmekteyiz. Clinkii bu

hesap bize yalnizca bu housekeeping gene 6zgii PZR verimini vermekle kalmayacak,
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ayni zamanda bu genin hesaplamaya uygun stabil anlatim sergileyen, housekeeping gen
amacina uygun olup olmadigimi da gosterecektir. Bu kapsamda, PZR verimi standart
egrinin egimi ile dogru orantilidir (Verim = [10(-1/egim)] — 1). Buna gore -3.332’lik bir
egim %100°1lik bir verime karsilik gelir [99]. Normalde %100 verim gostermek i¢in her
ornekten en az iki kopya halinde ¢alisilmast gerekmektedir. Bu kopyalarin ortalamalari
alinarak standart hata en aza indirilir. Bu tez kapsaminda gerceklestirilen PZR veriminin
hesaplandig1 deneyde 3 farkli cDNA diliisyonu tek 6rnek olacak sekilde calisilmistir ve
bu deney yalnizca PPIA referans geni i¢in gerceklestirilmistir. Bu caligmada PPIA
verimi ~ %113 ¢ikmistir. Sonugta verimin %90-110 araliginda ¢ikmasi kabul edilirdir
[99]. Cikan sonug verilen deger araligma oldukg¢a yakindir ve muhtemelen pipetaj
hatasindan dogan bir fark nedeniyle iist smir1 biraz ge¢mistir. Bu baglamda,
caligmamizda maliyeti arttirmamak adina, INSIG1 geninin de housekeeping PPIA
genine paralel PZR verimliligine sahip oldugunu varsayarak dogrudan kRT-PZR
deneylerine gegilmistir. Bu varsayimi yapabilmemizin 6nemli bir nedeni ise ayni
firmaya ait standart primer-prob ciftleri ile amplifikasyon kitlerini kullanmamiz

gosterilebilir.

SYBR Green metodu ile analizi gerceklestirilemeyen INSIG1 geni i¢in diziye
0zgl baglanma saglayan UPL prob yontemi ile diziye 0zgii primerler tasarlanarak
dizinin ¢ogaltilmas1 gerceklestirilmis ve floresan 1s1ma yaptigi goriilmiistiir. Daha sonra
yapilan 2T metoduyla verilerin analizi gergeklestirilmistir. Sonuglar, mikroarray
ciktilart ile ortiismektedir ancak iki deney bire bir ayn1 ekspresyon kat say1 farkina sahip
degildir (mikroarray 4,81 kat degisim verirken bizim deneylerimiz sonucunda 4,03 kat
degisim elde edilmistir.). Bunun nedeni tez c¢alismasinda kullanilan UPL prob
yonteminde yalnizca sekil 3-3’te gosterilen INSIG1 transkriptine ait kantitasyonun
hesaplanmasidir. Bu sekilde, ¢aligma tek bir transkript tizerinden yapilmistir, ancak
mikroarray yonteminde iSe hiicrelerde olasi birden fazla INSIG1 transkriptini

yakalayarak total bir sonug verilmektedir.

Kantitatif PZR i¢in gerceklestirilen deneylerde bazal, 0 ve 14. giinlere ait tiim
ornekler iki kopya olarak ¢alisilmistir ve deneyler tekrarli olarak ¢alisilamamistir. Bu
durum nedeniyle calismamizda yer alan Orneklerin standart sapmasinin beklenenden
daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. Bu sapmanin nedenleri arasinda deneylerde

kullanilan 6rneklerin pipetajlarinda varyasyonlar olma durumu diisiiniilmektedir.
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Sonugta elde edilen bulgular bazal (farklilasmamis 6rrnekler) sonuglarini kontrol
alarak DAY 0 ve DAY 14 ile karsilastirilarak ekspresyon kat farki ile farklilasmanin
istatistiksel olarak anlamlandirilmasi saglanmistir. Ayrica, DAY 0 sonuglarini kontrol
alarak DAY 0 ve DAY 14 ile kiyaslandiginda mikroarray c¢iktilarindaki INSIG1
anlatiminin farklilasmis hiicrelerdeki kRT-PZR anlatimiyla dogru orantili oldugunu
gostermistir. Daha Once yapilan ¢aligsmalarda insiiline proliferatif yanit verdigi bildirilen
PANC-1 hiicrelerinin farklilagsma protokolii sonrasindaki INSIG1’in anlamli degisimi ile
iliskilendirilebilecegini diisiinmekteyiz. Bu acidan yapilan calismada elde edilen

bulgular daha 6nce yapilmis olan yayinlarda iddia edilenleri desteklemektedir.

Gergeklestirilen bu tezde, PANC-1 hiicre hattinda ilk kez INSIG1 geni
dizilenmistir. Ayrica, TUBITAK-INTENC projesi ile ilk kez PANC-1 hiicre hattinda
uygulanan 14 giinliikk farklilasma protokoliiniin INSIG1 gen dizisinde herhangi bir
degisime sebep olmadigi da bazal ve farklilasmis PANC-1 hiicreler karsilastirilarak
tespit edilmistir. Bu kapsamda INSIG1 geni PANC-1 hiicre hattinda ilk kez karakterize
edilerek ¢ikan sonuglarda Tablo 4-1’de verilen varyasyonlar tanimlanmistir.
Veritabanlarinda bu varyasyonlardan rs11772189 numarali varyantin popiilasyonda
goriilme sikligr yiiksek bulunmustur, muhtemelen polimorfizmdir ve bu hiicre hattina
0zgl bir degisim degildir. Diger varyantlar i¢in herhangi bir tek niikleotit polimorfizmi
bulunamamistir ve veritabanlarinda da yoktur. INSIG1 gen dizilemesi sonucu bulunan
varyantlarin, CLINVAR’da yapilan incelemeleri sonucunda da herhangi bir hastalikla
iligkisi bulunamamistir. Bu varyantlar hiicre hattina 6zgii degisimlerdir ve ilk kez bu
caligmada bildirilmektedir. Kullanilan PANC-1 hiicre hatti, bir kanser hiicre hattidir ve
bu sebeple pasajlamalarla mutasyonlara da ugradigi goéz oOniinde bulundurulmalidir,
fakat pankreasa iligkin ¢alismalarda bu hiicre hatti sikga kullanilmaktadir. INSIG1
geninin ise diyabetle iligkili ve diger metabolik yolaklarda merkezi role sahip bir gen
olarak, bu hiicre hattinda tanimlanmasimin INSIG1’in rol aldig1 yolaklarda yapilacak

olan gelecek caligsmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.

Bu sonugtan yola ¢ikarak farklilasma protokoliiniin, PANC-1 hiicrelerinin
gelisimini uyardigit ve gen dizilerinde herhangi bir degisime yol a¢madig
diisiiniilmektedir. Transkripsiyon faktorleri ile etkilesim yoluyla, DNA metilasyonu gibi
epigenetik modifikasyonlar, gen ekspresyonunu diizenleyebilir. Bu sebeple gen

anlatimmi degistiren faktorlerin, epigenetik mekanizmalara bagh ve/veya INSIGL1 ile
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iligkili olan diger genlerdeki dizilerde meydana gelen mutasyonlar olabilecegini

diistinmekteyiz.

Sonug olarak bu tez kapsaminda elde edilen veriler, INSIG1 geni ile iligkili olan
diger genlerin anlatim diizeylerine bakilarak farklilasmis PANC-1 hiicrelerindeki bu
genlerin ve yolaklarin mekanizmasinin incelenmeye deger oldugunu belirtmektedir.
Calismanin sonraki hedefleri arasinda PANC-1 hiicre hattinda INSIG1 geninin de i¢inde
bulundugu SREBP yolagindaki diger genlerin de anlatimlarina bakilarak yolak analizi
yapilabilir ve boylece kolesterol ve yag asidi metabolizmasinin diizenlenmesinde rol
alan genler ile PANC-1 hiicre hattinin bu diizenlemede iliskisi bakilarak, in vitro

calismalar i¢in model olarak kullanilmasi i¢in arastirilabilecegi diisiiniilmektedir.

MikroRNA'lar, diziye 6zgii bir sekilde hedef genlerinin transkripsiyon sonrasi
reglilasyonunda yer alan kiiglik kodlayic1 olmayan RNA'lardir. Ortaya ¢ikan kanitlar
miRNA'larin, lipit sentezi, yag asidi oksidasyonu ve lipoprotein olusumu
ve sekresyonunun kritik  diizenleyicileri oldugunu gostermektedir [100]. Bunlardan
miR24'in , INSIG1'i baskilayarak  hepatik  lipid  birikimini ve hiperlipidemiyi
destekledigi gosterilmistir ve NAFLD ve/veya ateroskleroz igin potansiyel bir terapotik
ajan olarak miR24 inhibitoriiniin kullanilabilecegi onerilmistir [101]. Bu verilerden yola
cikarak PANC-1 hiicre hattinda benzer bir ¢alisma yapilarak INSIG1 geninin bu hiicre
hattindaki etkinligi gelecek g¢aligmalarda arastirilabilir. Buna ilave olarak, insiilin ile
uyarilan PANC-1 hiicre hattinin insiiline proliferatif yanit verdigi bildirilmistir [37].
Gelecek calismalarda, PANC-1 hiicrelerinde INSIG1 genini hedefleyen miRNA’lar ile
bu genin susturulmasi yapilarak insiilin proliferasyonuna etkisi arastirilabilir. Elde
edilen yanita gore 14 giinliik farklilasma protokolii ve miRNA’larin etkisinin birlikte
kullanilmas1 ile PANC-1 hiicrelerinin diyabet modeline doniistiiriilmesi saglanabilir ve

belki yeni diyabet ilaglarinin in vitro taramalarinda kullanima konulabilir.

Sonugta pankreasin merkezi rolii ile metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkisi sebebiyle PANC-1 hiicre hattinda yapilan ¢aligmalar 6nem arz etmektedir. Bu
sebeple INSIG1 geniyle iliskili diger genler ve baglantili bulundugu yolaklarin
analizlerinin arastirilarak iligkili oldugu diger hastaliklarin aydinlatilmasinda PANC-1

hiicre hattt model olarak onerilmektedir.
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