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OzET

Amac: PANC-1 hiicre hatti ekzokrin pankreastan kaynakli, insiiline proliferatif tepki veren bir
kanser hiicre hattidir ve bu hiicrelerde PDX1, KLF4 ve OCT4 transKripsiyon faktorlerinin endojen
olarak gen anlatiminin varligi daha once de bildirilmistir. Bu hiicreler 6zel kiltur sartlari altinda
indiklendiklerinde, pankreatik hormon Ureten adacik-benzeri hicre kimelesmeleri (AHK)
olusturabilirler. U boyutlu yapilar olan AHK olusumlarinin, metabolik yolaklarin da incelenebilecegi
bir hiicresel model olabilecedi ongorisiyle, SST, GCG, PDX1, KLF4 ve OCT4 gen anlatim
diizeylerindeki degisimlerini karakterize etmeyi amacladik.

Yontem: Bazal Kultur sartlari ile AHK protokolli uygulanmis hiicrelerdeki gen anlatim
duizeylerinin karsilastirilabilmesi amaciyla, hicre lizatlarindan total RNA eldesi yapildi. Daha sonra
cDNA elde edilerek SYBR-Green kullanimiyla SST, GCG, PDX1, KLF4 ve OCT4 gen anlatim duzeyleri
gercek zamanli PCR metoduyla belirlendi. Gen anlatim farki, PPIA geni normalizasyon referansi
alinarak DDCt metodu Kkullanildi ve istatistik anlamliliklar diizeyleri two paired ANOVA metodu ile
hesaplandi.

Bulgular: Bazal sartlara gore Karsilastirma yapildiginda, indiiklenmis AHK olusumlarinin 24 ve
336’Inc1 saatlerinde, Glukagon (GCG) (p=0.2) ekspresyonunun hafifce azalarak sabit kaldigi, ancak bu
degisimin anlamli olmadi§i saptandi. Buna Karsilik, Somatostatin (SST) (p=0.0014) gen anlatiminda
bazale gore, 24’lincii saatte 2.3 Kat, 336’Inci saatte 10.82 Kat artis saptandi. PDX1 (P=0.02) ve KLF4
(P=0.15) gen anlatimlari bazala gore diismekte ve sabit kalmaktaydi. OCT4 (P=0.03) gen anlatimi ise
once dismesine ragmen daha sonra 2.8 kat yukselmekteydi.

Sonuclar: AHK olusumu sonucunda 6zellikle SST gen anlatiminin yukseldigi saptanmis olmasi olu-
san hicre kimelesmelerinin agirlikla Langerhans delta hiicresi benzeri karakterlere sahip olabilecegi-
ne isaret etmektedir. Bu 6n bulgular olusan deneysel modelin faydali bir model olarak kullanilacagina
isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: PANC-1, Adacik Benzeri Kiimelesme (AHK), SST, GCG, PDX1, KLF4, OCT4

ABSTRACT

Objectives: The PANC-1 cell line is a cancer cell line, which is derived from pancreatic ductal human
carcinoma cells, can give a proliferative response to insulin and PDX1, KLF4 ve OCT4 transcription
factors are known to be expressed endogenously. When induced in cell culture, these cells may form
islet cell-like aggregates (ICA), expressing pancreatic hormones. We aimed to characterize the changes
in the expression of SST, GCG, PDX1, KLF4 ve OCT4 genes, with the provision that ICAs having three
dimensional cellular stuructures, may be used as a model system for studying metabolic pathways in
the future.

Materials and Methods: /n order to be able to compare the gene expression levels in basal culture
conditions with the ICA forming protocol, RNA was extracted from cell lysates. After cDNA syntesis,
SST, GCG, PDX1, KLF4 ve OCT4 gene expression was determined by using SYBR-Green. PPIA was used
as housekeeping gene and the fold differences were calculated by using 2°°“t method.

Results: When taking the basal conditions as reference, glucagon (GCG) (p=0.2) expression was
first slightly reduced and stayed stable at 24t and 336" hr timepoints in the induced ICA formations.
In spite of this, somatostatin (SST) (p=0.0014) gene expression was upregulated 2.3 fold at 24t hr.
and 10.82 fold at 336% hr. The expression of PDX1 (P=0.02) and KLF4 (P=0.15) gene expressions were
reduced and stayed stable. OCT4 (P=0.03) gene expression was first reduced whreas it was rising to
2.8 fold.

Conclusion: The upregulation of SST gene expression indicates that the ICA formations contain
rather Langerhans delta cells-like characteristics. Our preliminary data suggested that this experimen-
tal model be utilized for the future research purposes.

Keywords: PANC-1, Islet-Like Cell Aggregates (ICA), MYC, PDX1, KLF4, OCT4.
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1. Giris:

PANC-1 hiicre hatti ekzokrin pankreastan kay-
nakli, insiline proliferatif tepki veren bir kanser
hiicre hattidir (1) ve bu hiicrelerde PDX 1, KLF4 ve
OCT4 transkripsiyon faktorlerinin endojen olarak
gen anlatiminin varligi bilinmektedir. Calismalar

da siklikla molekdler dizin belirteci olarak kulla-
nilmakta olan bu genlerden, PDX1 erken donem
pankreas gelisiminde gereklidir (2,3,4), KLF4 (5)
ve OCT4 (6) ise ayrica pankreatik timorlerin iler-
lemesi ile iliskili bulunmustur. PANC-1 hicreleri,
ozel kultir sartlan altinda indiklendiklerinde (7),
pankreatik hormon Ureten adacik-benzeri hicre
kiimelesmeleri (AHK) olusturabilirler.

Langerhans adaciklar pankreasta farkli tipte hic-
relerin bir arada oldugu hormon salgilayan Ug bo-
yutlu (3D) yapilardir. Adacik hiicrelerinin farkli alt
tiplerine spesifik hormon salinimi s6z konusudur.
insiilin hormonu beta hiicrelerinden salgilanirken,
somatostatin (SST) ve glukagon (GCG) hormonlari
spesifik olarak sirasiyla delta ve alfa hiicreleri ta-
rafindan salgilanir (8,9). Langerhans adaciklarinin
tam fonksiyonlarini yerine getirebilmesi icin ada-
cik iceriginde tiim alt hiicre tiplerinin belli oranlar-
da bulunmasi gerekir. Bu sebeple, deneysel
olarak olusturulan AHK olusumlari iceriginde
bulunan hiicrelerin karakterizasyonu
gerekmektedir.

Uc boyutlu yapilar olan AHK olusumlarinin, me-
tabolik yolaklarin da incelenebilecegi bir hiicresel
model olabilecegi ongoristiyle, SST, GCG, PDX1,
KLF4 ve OCT4 gen anlatim diizeylerindeki degi-
simlerini karakterize etmeyi amacladik. PDX1,
KLF4 ve OCT4 genleri molekuler dizin belirteci
olarak, SST ve GCG gen anlatimlari ise hormonal
acidan karakterizasyon dogrultusunda irdelen-
mistir. Bu gen anlatimlar agisindan KLF4 harig
timunde anlamli degisim saptanmistir.

2. Gereg ve Yontem:

2.1. Bazal hiicre kuiltdird:

Deneylerde bazal hucre Kulturd igin, PANC-1
hlicre serisi (American Type Culture Collection,
Manassas, VA) 6-10 pasajlari arasinda kullanildi.
Huicreler, DMEM (American Type Culture Collecti-
on, Manassas, VA; Cat no:30-2002, Herndon, VA,
veya BioSera), IsI ile inaktive edilmis FBS
(Gibco) (10%) ve antibiotik (Penicillin-Streptom-
ycin) icinde Kiltar edildi.

2.2. Adacik-Benzeri hticre kiimelerinin (AHK)
olusturulmast:

PANC-1 hcre serisinden AHK olusturma proto-
kold, Hardikar et al. tarafindan tarif edilen bigim-
de optimize edildi. Bu protokoliin uygulanmasina
baslarken, bazal sartlarda yapisarak buyttlen
hiicreler tripsin (%0.5) ile 5 dk. inkiibe edildikten
sonra, serum bulasindan tamamen kurtulmak
amaci ile PBS ile yikandi. Hiicre konsantrasyo-
nunun ve canlilik oraninin V-Cell Counter ile
sap-tanmasinin ardindan, 3x10® hiicre 4 ml.
serumsuz medyuma siispansiyon halinde ekildi.
Toplam 14 gun olarak tasarlanan protokoliin
deney tasarimi, 24. ve 336. saatlerinde alinacak
orneklemin en az 3er kopya olacak sekilde
yapildi. Protokolun uygulanmasi esnasinda
olusan 3D yapili hicre kimelesmelerinin takibi
invert mikroskopta yapildi.

2.3. RNA eldesi ve cDNA sentezi:

Bazal ve AHK protokoli uygulanmis deney sart-
lardan en az 3 kopya olacak sekilde 6rnek alindi
ve hicre lizatlarindan total RNA eldesi RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Inc., Hilden, Germany) kullani-
larak yapildi. RNA miktari NanoDrop spektrofo-
tometre ile saptandi ve % 2 agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi.

2.4. Gen anlatim dtizeylerinin karsilastinlmast:
Gen anlatim dizeylerinin belirlenmesi amaciyla
QRT-PCR metodu kullanildi. Bunun igin, once
RNA (1 pg) DNase ile inkibe edildi ve revers
transkriptaz enzimi (100 Unite) (Invitrogen) ile
cDNA elde edildi. Spesifik genlerin QRT-PCR
reaksiyonu 4800 Light Cycler (Roche) cihazinda
(ilk déngti: 50°C’de 2 dk, ilk denaturasyon 95°
C’de 15 dk, 40 dongti 95°C’de 15 sn. ve 65°C’de 1
dk.). SYBR Green Master Mix (Bioline GmbH-
Sensi Fast™ SYBR No-ROX One-Step Kit, Cat
No:BI072005) kullanilarak gerceklestirildi.

Ekspresyon dizeyleri arasindaki fark, 2°°°¢ me-
toduyla referans genlerin normalize edilmesiyle,
gBASE programinda hesaplandi. GAPDH, ACTB
ve PPIA genlerinin Karsilastirilmasinin ardindan,
PANC-1 hiicre hattinda en stabil ekspresyonun
PPIA genine ait oldugu bulundu ve normalizas-
yonda kullanildi. GCG, SST, PDX1, KLF4 ve OCT4
genlerine ait transkriptlerin rolatif gen anlatim
degerlerinin hesaplanmasi icin biyolojik kontrol
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olarak bazal sartlara ait 6rnekler kullanildi ve 24
saat ile 336 saat ornekleri arasindaki degisimin
saptanmasinda Kullanildi. Deneyler, her bir sart
icin 3 biyolojik kopyanin ikiser teknik tekrari ola-
cak sekilde tasarland.

3. Bulgular:

3.1 Adacik-benzeri hiicre kiimelerinin (AHK) olu-
sumuna iliskin bulgular:

Bazal kiltir sartlarinin degistirilmesiyle uy-
gulanan protokolin AHK olusumunu basar ile
indikledigi gozlendi. Kiltur sartlarinin degisti-
rilmesinin ardindan gegen ilk 24 saat sonra ilk
kimelesmelerin olusmaya basladigi, bu kiime-
lesmelerin yogunlugunun 96’inci saatten sonra
gittikge artarak, 3D yapilarinin giderek sferoidal
hale geldigi gozlemlendi. Bu 3D vyapilarin
336’inc1 saate kadar Korunabildigi gozlendi.

3.2 Gen anlatim dlizey degisimlerine iliskin bul-
gular:

Adacik-benzeri hiicre kiimelerinin (AHK) olusu-
mlarinin karakterizasyonu acgisindan oncelikle
spesifik hormon ekpresyon diizeyleri incelendi
(Sekil 1). Gen anlatim farklari Sekil 2’de goril-
mektedir. Bazal sartlara gore Karsilastirma ya-
pildiginda, indiklenmis AHK tipindeki olusum-
larin 24 ve 336’inci saatlerinde, Glukagon (GCG)
(p=0.2) ekspresyonunun hafifce azaldigi, ancak
bu degisimin anlamli olmadigi saptandi. Buna
karsilik, Somatostatin (SST) (p=0.0014) ekspres-
yonunun anlamli sekilde degistigi gozlemlendi.
indiikleme sonucunda olusan bu degisim bazale
gore 24. saatte 2.3 kat, 336. saatte 10.82 Kkat
artmaktaydi. iki hormon genine ait expresyonun
birbirine oraninin 336. saatte 8.4’e 1 oraninda
oldugu gozlendi.

AHK olusumu esnasinda PDX1 genine ait anlati-
minin, bazala gore dusmesine ragmen, pro-
tokollin 24’Uncl saati ve 336’IncI saati arasinda
stabil kaldigi (P=0.02) tesbit edildi. KLF4 gen an-
latiminin benzer sekilde hafifce diistligu ve sonra
stabil kaldigi (P=0.15) gozlendi. Ancak bu degi-
sim istatistik olarak anlamli degildi.

OCT4 gen anlatiminin ise, bazal sartlara 24’lncl
saatte once dustigu ve daha sonra yukseldigi
gozlendi. AHK olusumu surecinde olusan bu yik-

selisin, 24 ve 336 saatler karsilastinldiginda 2.8
kat (P=0.03) anlamli oldugu saptandi.

4. Tartisma ve Sonug:

PANC-1 hicre hattinin hiicre kaltlr sartlarinin
degistirilmesiyle, 3D vyapilar kazandirilmasi ve
adacilk benzeri kiumelesmelerin (AHK) olus-
turulmasi mimkin olmaktadir. Bu kiimelesme-
ler icerisinde yer alan hiicrelerin molekiiler dizin
belirtegleri tam Karakterize edilmemis olmakla
birlikte, bazi transkripsiyon faktorleri ve hormon
genlerini ifade ettikleri bildirilmistir. Biz de once-
likle, elde ettigimiz AHK olusumlarinin karakteri-
zasyonu icin SST, GCG, PDX1, LKF4 ve OCT4 gen
anlatimini teyid ettik. Bu genlerin arasinda KLF4
geni haric, incelenen tim genlerin anlamli sekilde
degistigi saptanmistir.

PANC-1 hicre hattindan AHK olusumlarini ilk
gelistiren arastirmacilar, somatostatin (SST) ve
glukagon (GCG) genlerine paralel olarak PDX1
geninin ifade edildigini bildirmistir.

AHK olusumlarinin karakterizasyonu acisindan,
KLF4 ve OCT4 genleri molekuler dizin belirte-
ci olarak kullanilmistir. Siire¢ esnasinda, KLF4
ve PDX1 gen anlatimlarinin birbirine uyumlu bi-
cimde, once distugu sonra da stabilize oldugu
dikkat cekmektedir. Bu kaliptan farkli olarak da,
OCT4 gen anlatimi once hafifce diismesine rag-
men gittikce yukselmektedir.

Langerhans adaciklarinda, SST ve GCG hormon-
lari spesifik olarak sirasiyla delta ve alfa hiicrele-
ri tarafindan salgilanir. insiilin ise, beta hiicreleri
tarafindan yapilir. Langerhans adaciklarinin tam
fonksiyonlarini yerine getirebilmesi icin adacik
iceriginde tum alt hticre tiplerinin belli oranlarda
bulunmasi gerekir.

Pankresin erken donem gelisiminde rol oyna-
yan PDX1 transkripsiyon faktorl ayni zamanda
MODY4 olarak da bilinir. PDX1 transkripsiyonel
olarak GLTZ2, insilin ve glukokinaz genlerini
aktive eder. Elde ettigimiz verilerle, PDX1 gen
ifadesinin AHK olusumunda once distugi ve
sonra stabilize oldugu saptanmistir.

Elde ettigimiz 3D hiicre yapilarinda SST gen an-
latiminin anlamli sekilde yukseldigi
saptanmistir, ancak GCG gen anlatiminin once
hafifce distugu
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ve stabil kaldig, insulin gen ifadesinin ise negatif
oldugu bulunmustur. Somatostatin hormonunun
insulin salgilanmasini baskiladigi goz oniinde
bulunduruldugunda, bu bulgular birbiriyle uyum-
ludur.

PDX1 gen ifadesinin diserek stabil kalmasi ve in-
sulin inhibe edici SST hormonunun gen ifadesinin
yukselisi, instlin gen ifadesinin negatif bulun-
masi ile uyumlu diger bir bulgu olarak onimuize
cikmaktadir. Ayrica 336’inci saatteki gen anlatim

diizeylerinin SST yoninde agirlik kazanmasi, 3D
yap! kazanan olusumlara ait hiicre komposizyo-
nunun delta tipi yoninde agirlik kazandigini du-
sundirmektedir.

Bu on bulgular AHKlarin gelecekte, Langerhans
adacik yapilarinin iceriginde bulunan farkli tip-
te hicrelerin gen anlatimlarinin saptanmasi ve
daha ileriki asamalarda birbirleriyle iliskilerinin
aydinlatilmasi acisindan faydali bir deney modeli
olarak Kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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DENEYSEL KOSULLAR

Sekil 1: PANC-1 hiicre hattinda AHK olusumu sonucunda olusan gen anlatim diizeylerindeki farkliliklar: Rolatif
RNA miktarlari 2-°°" metodu hesaplanmistir. GCG (P=0.2), SST (P=0.001), KLF4 (P=0.15), PDX1 (P=0.02), POUF-
5F1(0CT4) (P=0.03) gen anlatim degisimlerine ait istatistik anlamliliklar ANOVA ile gBASE* programi Kullanila-

rak hesaplanmistir.
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