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OZET

ERKEK SICAN (Rattus norvegicus) BOBREK PROLAKTIN RESEPTOR mRNA
CESITLILIGININ BELIRLENMESI

Mesut Cihan AYDEMIR

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Danisman: Do¢. Dr. Mehmet Akif KILIC
Haziran 2017, 110 sayfa

Prolaktin reseptorii (PRLR) ve onunla iliskili prolaktin hormonu (PRL),
cogunlukla laktasyon ve iireme ile ilgili fonksiyonlari ile taninmakla birlikte,
omurgalilarda; ozmoregiilasyon, proliferasyon, immiinoregiilasyon ve davranisinda
icinde bulundugu 300’den fazla fonksiyon ile iliskilendirilmistir.

Sican PRLR geni (s-prlr) yaklasik 190 kbg biiyiikliigiinde olup, en az iki farkli
mRNA ve bunlarin {iriinleri olan uzun ve kisa form (UF ve KF) olarak adlandirilmis iki
farkli protein kodlamaktadir. PRLR’nin insanda 11, farede 4, domuz ve si¢anda ise 2
varyantt bilinmektedir. Bu varyantlar, ya mMRNA'in 3' ucunun farkli ekzonlar ile
sonlanmasi (ekzon 10 veya 11, sigan UF ve KF'de oldugu gibi) ya da ‘i¢ ekzonlarin’
(ekzon 3 ile 9 arasi) bir ya da bir kaginin ¢ikarilmasi sonucu olusmaktadir. Fare prlr
geni ve Uriinii olan mRNA’lar1 3' ucu ekzonlart ile farklilik gosteren bir uzun (ekzon 10)
ve li¢ kisa form (ekzon 11, 12 ve 13) prolaktin reseptorii kodlamaktadir.

Bu calismanin amaci sik kullanilan bir model organizma olan siganda (Rattus
norvegicus) olasi yeni PRLR varyantlarinin arastirilmasi ve 3' UTR bolgelerinin
aydinlatilmasi olmustur. Bu amac¢ dogrultusunda, ilk olarak ‘i¢ ekzon’ ve ‘3' ucu’
varyantlart aranmistir. Bunu takiben, farede varligi bilinen (ekzon 11 ve 12) ancak
sicanda ifade edilip edilmedigi bilinmeyen ekzon varyantlarmin varligi arastirilmistir.
Son olarak da, sican PRLR UF ve KF’nin 3' ifade edilmeyen bdlgelerinin (3' UTR)
dizilerinin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

I¢ ekzon ve 3' ucu varyantlarinin aranmast igin protein kodlayan ekzonlar1 hedef
alan primer ¢iftleri sican prir geni referans alinarak tasarlanmistir. Farede ifade edilen
(ekzon 11 ve 12) ancak siganda bilinmeyen bu ekzonlarin homologlar1 sican ve diger
kemirgen prir genlerinde arastirilmis ve siganda yiiksek bir homoloji ile korundugu
bulunmustur. Bu bilgi dogrultusunda, yine sican prlr gen dizisi referans alinarak bu
olas1 ekzonlara Ozgii primerler tasarlanmistir. Sican PRLR varyantlarinin 3' UTR
dizilerinin aydinlatilmasi i¢inde, hem 3' UTR bdlgelerini 1hem de bu mRNA'larin poli
(A) kuyruklarint hedef alan primer setleri tasarlanmistir.



Bu amaglarin gergeklestirilmesi i¢in erkek ve disi sican bobrek, karaciger ve
testislerinden toplam RNA ve mRNA izolasyonlari yapilmistir. Bu RNA’lardan rivorz
transkriptaz reaksiyonu (RT-PCR) ile ilk iplik ¢cDNA sentezi gergeklestirilmis ve
devaminda da ¢esitli PCR yaklasimlari ile (3' RACE, Nested PCR ve Stepdown PCR)
istenen bolgenin gogaltilmasi hedeflenmistir. Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin baz
dizilemesi hizmet alimu ile gergeklestirilmistir.

3' ve i¢ ekzon varyantlarinin aranmasi igin gergeklestirilen reaksiyonlar
sonucunda sican PRLR UF ve KF’nin ¢ogaltilmas1 gergeklestirilmis ancak bu formlarin
ekzon 10 veya 11 varyantlarina ya da ekzon 3 ile 9 arasi varyantlarina rastlanmamistir.
Farede protein kodlayan (ekzon 11 ve 12) ve sicanda da yiliksek homoloji ile korundugu
ortaya konan bu ekzonlara yonelik tasarlanan primerler ile PCR reaksiyonlar
gergeklestirilmis ancak bu bolgelerin  ifade edildigine yonelik bir bulguya
rastlanmamistir. Analiz edilen sican bobrek, karaciger ve testislerinde; sican PRLR 3' ve
i¢c ekzon varyantlarinin bulunmadigin1 gostermektedir. Bu bilgiler 1s181inda daha 6nceki
yapilan ¢alismalarda Northen Blot yontemi ile farkli boyutlarda elde edilen sigan PRLR
mRNA’larinin hepsinin uzun ve kisa forma ait oldugu ve bu yiiksek boyut farkinin
onemli bir kisminin 3' UTR’lerinden kaynaklandigi sonucuna varilmistir.

Sican PRLR varyantlarinin  3' UTR’lerin  aydinlatilmasina  yonelik
gerceklestirilen reaksiyonlar, kisa formun yaklagik 501-505 bg¢'lik bir 3' UTR bolgesine
sahip oldugunu ve uzun formunda iki farkli 3' UTR boélgesine sahip olabilecegini isaret
etmistir. Bu formun 3' UTR bolgelerinden birinin yaklasik 2000 bg¢'lik dizisi
aydinlatilmistir.

Sunulan tez projesinin kapsami, sican erkek bobregi ile siirlandirilmis olsa da,
bu tez calismasinda erkek ve disi siganlarin bobrek, karaciger ve testisleri yeni PRLR
varyantlarinin tanimlanmasi i¢in kullanilmigtir. Calisilan her iki cinsiyet ve tiim
organlarda PRLR uzun ve kisa formun varlig1 basari ile gosterilmis ancak bunlarin yeni
3' veya i¢ ekzon varyantlarina rastlanmamistir. Fareye Ozgii varyantlar1 kodlayan
ekzonlarin baz1 kemirgenlerde, 6zellikle sicanda iyi korunmus oldugu goriilmiisse de,
bu ekzonlarin sigan karaciger, bobrek ya da testisinde ifade edildigine dair bir ip ucuna
rastlanmamaistir.

ANAHTAR KELIMELER: Prolaktin reseptorii, sican prir geni, PRLR varyantlari,
MRNA, cDNA, bobrek, karaciger, testis.

JURI: Dog. Dr. Mehmet Akif KILIC (Danisman)
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ABSTRACT

DETERMINATION of MALE RAT (Rattus norvegicus) KIDNEY PROLACTIN
RECEPTOR mRNA DIVERSITY

Mesut Cihan AYDEMIR

Ms Thesis in Biology
Adviser: Dog. Dr. Mehmet AKif KILIC
June 2017, 110 pages

Prolactin receptor (PRLR) and its cognate hormone (prolactin, PRL) involve in
over 300 different functions, including osmoregulation, immunoregulation, fat store
regulation, proliferation, tumorigenesis and behaviour as well as its well known role in
lactation and reproduction.

Rat prolactin gene (r-prlr) is about 190 kb and codes at least two different
isoforms, named Long and Short forms (LF and SF). So far, 11 variants in human, 4
variants in mouse and 2 variants in pig and rat were identified. Some of these variants
are formed either by substitution of exons in 3' ends of MRNAs (such as exons 10 and
11, in the LF and SF, respectively) or exclusion of one or few internal exons of 'the core
exons', namely between exons 3 to 9.

The aim of this project was to investigate possibility of new rat PRLR variants
and also to identify the 3' UTR of PRLR mRNAs. In order to this, first the 'internal
exon' and the 3' end variants were searched and then, the possibility of expression of
mouse SF exon variants (exons 11 and 12), their expression in rats are not known, in rat
organs were investigated. Finally, the 3' UTR sequences of rat L- and SF PRLRs were
tried to be revealed.

PCR primer sets, were used to investigate the ‘internal exon' and the 3' end
variants, were designed using rat prlr genome and its mMRNA sequences. It is known
that mouse prir gene contains extra two more exons (exons 11 and 12) and their
expression is not known in rats. A homology search were performed in rat and other
available rodent prlr genes and it is found that these mouse exons (11 and 12) are highly
conserved in the rat and some rodents. Therefore, primer sets, targeting the potential
exons, were designed using rat prir sequence. For determination of 3' UTR regions of



rat PRLR mRNAs, primers were designed, targeting 3' UTR regions and poly A ends of
the MRNAs.

Organs (kidney, liver and testis) were collected from 22-24 weeks-old male and
female rats and they were used for total RNA and mRNA isolations. Single strand
cDNAs were synthesised by a reverse transcription reaction (RT-PCR) using either poly
T or poly T Adaptor primers and then target PRLR regions were amplified using
specific primers by either Standard PCR and/or other PCR applications (3' RACE,
Nested PCR and Stepdown PCR). PCR products were run on 1-1.5% agarose gels and
bands corresponding to expected amplicon sizes were sent for sequencing and provided
sequences were analysed using appropriate programs.

Amplification products of agarose gels showed that all organs express the core
region of PRLR gene (exons 3 to 9) as well as known rat PRLR variants (e.i L- and
SFs). On the other hand, no specific amplification products were obtained for 3' (exons
10 and 11) and internal exon variants. In order to find out whether mouse exons (11 and
12, expressed in mouse but not known in rat) were also expressed in rats, PCR reactions
were performed using specific primers but no rat prlr gene specific products were
observed in both sexes and all organs. Using gene specific primers or gene specific and
adaptor primer sets, it was found that SF PRLR mRNA has a 3' UTR region, about 500
bp, and LF PRLR mRNA contains a 3' UTR region, longer than 2 kbp as its about 2000
bp were successfully amplified and sequenced.

Although the thesis project is on male rat kidney, in this study both sexes (male
and female) and their organs (kidneys, livers and testis) were studied for identification
of new PRLR variants. In both sexes and all organs, rat PRLR L- and SFs were
successfully amplified but no new PRLR variants (3' end or internal exon) were
observed. It also seems that highly conserved mouse exons were not expressed in rat
kidney, liver or testis.

KEY WORDS: Prolactin receptor, rat prlr gene, PRLR variants, mRNA, cDNA,
kidney, liver, testis.
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ONSOZ

DNA’nin 3 boyutlu yapisinin kesfinden sonra gegen 50 yil biyolojide bas
dondiiriicii gelismelere sahne oldu. Ozellikle 2000 yili sonrasi, bir ¢ok farkli canlnin
genomunun ortaya konmasi, molekiiler biyologlarin ilgisini hiicrenin temel elemani
olan DNA ve proteinlerden, o ana kadar daha ¢ok bir ‘aract’, ‘tasiyict” ve ‘yardimct’
gibi goriilen RNA’nin yeni yap1 ve fonksiyon cesitliliginin kesfi i¢cin bir hazine adasi
gorevi gordii.

Molekiiler biyolojinin ve genetiksel bilgi akisinin i¢inde yer alan mRNA, rRNA
ve tRNA gibi temel yapilarin yani sira bircok RNA c¢esidinin oldugu ve bunlarin
fonksiyonlarmin genetik bilgi tasiyiciligindan (genomlart RNA olan viriisler gibi),
hiicre aktivitesinin diizenlenmesinin her basamaginda (replikasyon, transkripsiyon,
translasyon) yer alabildigi ve yalnizca proteinlere 6zgli olarak diisiiniilen enzimatik
aktivitenin baz1 6zel RNA’lar tarafindan da gerceklestirilebildigi ortaya kondu.

Hal bdyle olunca, tiim bu yeni bilgilerin 1s181inda bazi tanimlarin degismesi ve ya
kapsaminin genisletilmesi gerekti. Bu Yiiksek Lisans Tez konusunun kapsamina giren
konuda kaginilmaz olarak bu yeni tanim ve oOzellikleri barindirmaktadir. Burada
sunulacak ve tartisilacak olan bilgilere, yakin donemde yayinlanan makale ve
kitaplardan ulasilabilme imkani1 olmakla birlikte, bu yiiksek lisans tezinin konusu olan
prolaktin reseptor geni ve onun iiriinii olan mRNA’larin yapisinin ve bununla iliskili
fonksiyon cesitsisiginin anlasilmasina bir 6n bilgi olmasi amaci ile burada yer
verilmesinin 6nemli oldugu diistiniilmiistiir.

Ekzon kavrami

Genin ‘parcali” konumu

Intron islenmesi ve diizenlenmesi
Altarnatif splayzing ve sonuglari

Prolaktin reseptor geni Ozelinde ve Orneginde; Gen ve mRNA yapisal
elemanlarinin degerlerndirilmesi

Coklu promotor ve kontrol elemanlari

Protein kodlamayan ‘ekzon’

5'UTR’ler iizerinden ‘RNA fonksiyonun’ tanimlanmasi

3' UTR’ler iizerinden (ve uzunlugunun degiskenligi) ve micRNA’lar ile olan
iliskileri

Tiim bu oOzellikler baglaminda prolaktin reseptorii RNA fonksiyon cesitliligi
bakimindan son derece ilgi ¢ekici bir 6rnek olmaktadir. Cok sayida fizyolojik fonksiyon
ile iligkili olan prolaktin reseptorii, ¢oklu promotorler ile ifadesi diizenlenmekte olup
yiiksek sayida ekzon tasimakta ana varyantlari alternatif splayzingle iiretilmekte ve
yiiksek sayida 5' UTR ve 3' UTR ¢esitliligi gostermektedir. Bu reseptdr giiniimiiz bilim
anlayisi ile sorulabilen ve yeni giindeme gelen bilimsel sorularin cevaplarini irdelemek
i¢in ideal bir ¢caligma alani olusturmaktadir.
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1. GIRIS

Prolaktin reseptorii (PRLR) ve ona baglanan hormonu olan prolaktin hiicrede ve
organizmada birgok farkli fonksiyonu yerine getirebilmektedir. Bunlar arasinda en
bilineni olan (ilk ortaya konan) memelilerde siit tiretimi fonksiyonun yaninda, immiin
sistemin  diizenlenmesinden bdbrekte ozmoregiilasyonun saglanmasma kadar
organizmanin homeostazinde 6nemli bir role sahiptir.

Prolaktin reseptoriiniin hiicrelerde varligi 1970'lerde antikor testleri ile ortaya
konmus ve 1989 yilinda prolaktin reseptor mRNA'sinin ilk defa sican karacigerinden
eldesi ile prolaktin reseptor diinyasi aydinlanmaya baslamistir. Sigandan elde edilen bu
ilk prolaktin reseptor mRNA's1 hem protein yapis1 hakkinda hem de bu proteine karsilik
gelen ekzonlar ve onu kodlayan gen hakkinda 6nemli bilgiler ortaya koymustur. Bunun
hemen arkasindan prolaktin reseptorii hakkinda ikinci bilgi yine sigan ovaryumundan
elde edilen mRNA'nin karakterizasyonu ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu mRNA ’lar, iki farkl
prolaktin reseptor proteinin varligini gostermis ve bu proteinler uzun ve kisa form (UF
ve KF) olarak adlandirilmaya baglanmistir. Ayni donemlerde fare prolaktin reseptor
mRNA'lart karakterize edilerek fare prolaktin reseptor proteinin varyantlart belirlenmis
ve farede bir UF ve ii¢ KF oldugu rapor edilmistir. Bunu takip eden yillarda bir¢ok
diger canlidan (0rnegin insan ve domuz gibi) ve yakin donemlerde de tavuk ve zebra
baliginin prolaktin reseptor mRNA'lar1 ilizerinden bu genin kodladig1 protein cesitleri
tanimlanmustir.

Prolaktin reseptoriiniin fonksiyonun anlasilmasina yonelik in vivo calismalar
daha ¢cok domuz ve kegilerde siit bezlerinin gelisimi ve siit tiretimi {izerine etkileri ve
insanlarda da in vitro galismalar ile meme kanserindeki rolii tizerine yogunlasmistir. Bu
caligmalara paralel olarak insan da, omurgalilarin ¢ogunda bilinen temel iki forma (UF
ve KF) ek olarak, 9 farkli formu daha belirlenmistir (bunlarin ¢ogu meme kanser hiicre
hatt1 veya immiin sistem hiicrelerinden tanimlanmaigtir). Yani bugiin itibari ile insanda,
ayni genin alternatif splayzing {iriinii olan 11 farkli mRNA ve bunun iiriinii olan 11
farkl1 prolaktin reseptor protein formu bilinmektedir.

Bu c¢alismanin amaci1 gen¢ yetiskin sican (erkek ve disi) ve onlarin
organlarindaki (karaciger, bobrek ve testis) prolaktin reseptor mRNA c¢esitlerinin ve
buna bagli protein formlarinin aydinlatilmasina odaklanmistir. Prolaktin reseptor
mRNA gesitleri ve bunlarin miktarlari; 1- cinsiyete, 2- organa (dokuya ve hiicreye), 3-
gelisimsel evreye ve 4- patolojik durumlara bagli degisiklik gosterebilmektedir. Bu
amaca bagl olarak; prolaktin reseptor mRNA'sinin iki bolgesi; protein kodlayan ekzon
dizi bolgesi ve 3' UTR bolgesi ve bu bolgelerin olas1 varyasyonlarmin aydinlatilmasi
izerine yogunlasilmistir.

Prolaktin reseptor mRNA's1 ve geninin ilk tanimlandigi canli sican olmasina
ragmen, 1990'larin sonundan itibaren siganlara olan ilgi azalmis ve aydinlatilmasi
gereken bir¢ok soru cevapsiz kalmistir. 19901 yillarin basindan itibaren sigan ile
gerceklestirilen calismalar sigan organlarinda (karaciger, bobrek, ovaryum, testis)
sayilar1 3 ile 9 arasinda degisen mRNA varligina isaret etmistir. Ancak bu ¢alismalarin
ya eseysel olgunluga ulasmamis siganlar veya hormon veya disaridan miidahale ile
madde verilmis sicanlar (ve ¢ogunlukla disi sigan) ile gerceklestirilmis olmasindan
dolayi, elde edilen veriler ve mRNA c¢esitliligi, normal yetigkin sicanlarin durumu
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hakkinda net bir bilgi vermemektedir. Gergeklestirilen bu ¢alismada her iki cinsiyetin ve
yetigkin 'mormal bireylerin' ¢alisilmast bu organlarin normal fizyolojilerinde hangi
PRLR mRNA ¢esitlerinin ve formlarinin bulundugunun aydinlatilmasinda 6énemli bir
yer arz etmektedir.

Yukarida bahsi gecen c¢alismalarda, organlarin bu yiikksek mRNA c¢esitliligi
hibridizasyon yontemi (Northern Blot) ile ortaya konmus ve bu ¢alismalarda kullanilan
problarin 6zellikleri ve 6zgiilliigii net olarak verilmedigimis veya o zamanin kisith
teknik ve bilgi birikiminden dolay1 forma 6zgii prob kullanmakta giicliik ¢ekilmistir. Bu
sebepten dolayr elde edilen verilerde bulunan mRNA c¢esitlerinin hangi formlara ait
oldugu, o giin ¢cogunlukla net olarak ortaya konmadigi gibi, bugiinde hangi formlara
karsilik geldigi net analiz edilememektedir. Gergeklestirilen bu tez calismasinin
verilerine gore, dyle goriiliiyor ki boyutlar1 1.8 ile 9.7 kb arasinda de8isen bu mRNA
cesitleri temelde KF ve UFnin 5' UTR ve ozellikle 3' UTR varyantlarina karsilik
gelmektedir.

Prolaktin reseptorii organizmada c¢ok farkli fonksiyonlar1 yerine getirmesinden
dolay1 birgok calismanin i¢inde ya dogrudan ya da dolayli olarak yer almaktadir. Bu
caligmalardan biri organizmanin belirli bir cinsiyettin, doneminde veya patolojik
durumda (6rnegin kanserde) o hiicre grubu, doku veya organin mRNA ¢esitliligini
(transkriptom) ve diizeyini belirlemeye yonelik olup bu amag i¢in mikroarray ve gene
0zgli mRNA problar kullanilmaktadir. Yakin donemde gergeklestirilen ¢aligmalar ve
bunlarda kullanilan PRLR mRNA problar1 (4 farkli prob) incelendigi zaman, bu
problarin PRLR mRNA'smin varligin1 ortaya koymakta etkili oldugu ancak, bilinen iki
protein varyantini (UF ve KF) birbirinden etkili sekilde ayiramadigi goriilmektedir.
Bunun bir nedeni bu problarin bu proteinin uzmanlari tarafindan dizayn edilmediginden
ve aynmt zamanda literatiirde sican PRLR formlar1 hakkinda celiskili durumlarin
bulunmasindan da kaynaklanmaktadir (Ornegin PRLR geninde karsili§1 olmayan ancak
gen bankasinda prolaktin reseptorii proteinin bir varyanti gibi girilmis bir form). Bu ¢ok
kapsamli (si¢anin bir¢ok organini ayni anda tarayan) mRNA mikroarray deneylerinde
kullanilan bu dort prob farkli formu ayiramayabilmekte ve yaniltict sonuglar
verebilmektedir. Bu projenin dizayn asamasinda, bu veriler analiz edilip kullanilmak
istenmigse de, bu hatali durumun fark edilmesi ayni zamanda bu projenin
gerceklestirilmesi i¢in 6nemli bir ¢ikis noktasi olmustur.

Yine fark edilmistir ki, diger yaygin model organizma olarak kullanilan farenin
PRLR yo6niinden tanimlanmig dort farkli (bir uzun, {i¢ kisa form) formunun olmasi,
filogenetik olarak yakin iligkili olan siganin bilinen iki formuna ek olarak, fare benzeri
PRLR varyantlariin olabilecegini diislindiirmiigtiir. Bu tezin proje asamasi i¢in
harcanan yaklasik bir yillik zaman diliminde; 1- sican PRLR geni iki farkli genom
bankasindan temin edilerek analiz edilmis ve iki dizi arasindaki uyumsuzluklar ortadan
kaldirilmig ve yine iki dizi arasindaki bosluklar (gene ait DNA dizi eksiklikleri)
karsilastirma yolu ile ortadan kaldirilarak, su an i¢in literatiirdeki en iyi sican PRLR gen
dizisi (yaklasik 195 bin bg) tarafimizca olusturulmustur (Aydemir ve Kilig 2016). 2-
Sican PRLR geninin iyilestirilmesinden sonra, farede protein kodladig: bilinen ancak
sicanda ifade edildigine yonelik bilgi olmayan iki ekzon bolgesine (ekzon 11 ve 12, fare
PRLR genine gore adlandirma) karsilik gelen diziler homoloji temelli yaklasim ile
korunmusluklar1 arastirilmistir. Biyoinformatik yontemlerin araglar ile yapilan analizler
sonucu, farede ifade edilen ancak siganda varlig1 bilinmeyen bu bolgelerin siganda da
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korunmusluk gosterdigi ve en azindan birinin islevsel olma ihtimalinin daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Kilig ve Aydemir 2016). Gergeklestirilen bu c¢alismalarinin
devami olarak, bu olas1 yeni sican PRLR ekzon bolgelerinin ifade edilip edilmediginin
arastirilmasi projeye dahil edilmistir. Daha 6nce bahsedildigi gibi sican bir ¢ok ¢alisma
icin model organizma olarak kullanilmakta ve buna bagl olarak ta 'normal sican' PRLR
formlarinin karakterize edilmesi onem arz etmektedir. Mikrroarraylerde kullanilan
PRLR problarin bir kisminin yaniltict sonug veriyor olmasi ve fare ile karsilastirildigi
zaman siganda da PRLR'nin bagka formlarinin bulunma olasiligi, yine bu projenin
bilimsel temellerine gerekc¢e olmustur.

Prolaktin  reseptOriinlin  organizmanin  homeostazinin  saglanmasi  ve
devamliliginda 6nemli rolleri olmakla birlikte, ayni zamanda bir sitokin reseptor
ailesinin tiyesi olarak ¢ogalma (proliferasyon) ve 6liim (apoptoziz) arasinda karar verici
mekanizmanin bir pargasi olmasi, bu reseptoriin kanser aragtirmalarinin (6zellikle meme
ve prostat kanserinde) merkezine yerlesmesine neden olmaktadir. Bundan dolayidir ki,
bu reseptor proteinin formlar1 ve fonksiyonu hakkinda en kapsamli bilgi, insan meme
kanseri ve immiin sistem tlizerine olan etkilerinden elde edilmistir. Bu tezin
gerceklestirildigi laboratuvarin da okratoksin A iligkili bdbrek kanseri {izerine
calismalarinin olmasi ve yakin zamanda gergeklestirilen iki farkli ¢alismada prolaktin
reseptor mRNA diizeyinin bu toksin varliginda degistiginin ortaya konmasi, yine bu
tezin gerceklestirilmesi i¢in bagka bir temel olusturmustur.

Yukarida anlatilan tiim bu gerekgelerden dolayi, bu ilgi ¢ekici ve bir o kadarda
kompleks etkilesim agina sahip prolaktin reseptdr varyant ¢esitlerinin tanimlanmasi ve
ozellikle 3' UTR bdlgelerinin aydinlatilmast bu projenin ama¢ ve kapsamina girmistir.
Bu amag dogrultusunda bu tez ¢alisamasin da; erkek ve disi sigan karaciger, bobrek ve
testis ornekleri hayvanlardan toplanmis ve sivi azot gazinda hizla dondurularak -80 C'de
muhafaza edilmistir. Organlardan elde edilen toplam RNA veya mRNA o6rnekleri,
rivorz transkriptaz PCR (RT-PCR) ile tek iplik cDNA'ya doniistiiriilmiis ve daha sonra
'standart PCR' veya diger PCR yaklasimlar ile prolaktin reseptoriine ait mRNA'larin
cDNA'lar elde edilmistir. Amplifikasyon {irlinlerinin 6zellikleri (cDNA varlig1, miktar
ve biiyiikliikleri) oncelikli olarak agaroz jel yardimi ile analiz edilmis ve buna bagl
olarak PRLR mRNA ve protein varyant gesitlerinin 6n analizi gerceklestirilmistir.
Buradan elde edilen bilgiler 1s181nda gerekli goriilen PCR iiriinleri diziletilmis ve dizi
sonuglarina gore varyantlarin ¢esitleri ve 6zellikleri belirlenmistir.

Elde edilen veriler, analiz edilen organlarda, sicana ait PRLR i¢ ekzon ve 3'
varyantlarinin bulunmadigini isaret etmistir. Farede ifade edildigi bilinen fazladan iki
ekzonun ise siganda ifade edildigine yonelik bir bilgiye ulagilamamistir. Sigan uzun ve
kisa formun ekzon yapisi bilinmekle birlikte, bu ekzonlarin devami olan 3' UTR'lerine
yonelik detayli deneysel bir veri bulunmamaktadir. Gergeklestirilen bu c¢alisma ile sigan
KF PRLR mRNA'sinin 3' UTR bélgesi aydinlatilmis ve yaklasik 500 bazdan olustugu
ortaya konmustur.

Bu ¢alismanin ana ¢ikis noktasini olusturan hangi organda hangi varyantin var
olduguna- eger varsa diger varyantlarin varliginin belirlenmesi- yonelik olarak
gergeklestirilen bu calisma; ¢alisilan organlarla siirli olmakla birlikte, saglikli yetiskin
sicanda prolaktin reseptOriiniin iki ana varyantinin oldugu ve bunlarin da uzun ve kisa
formlar oldugunu gostermistir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Prolaktin Reseptorii ve Iliskili Sitokin Siiperailesine Genel Bir Bakis

Prolaktin reseptorii (PRLR), omurgalilardan itibaren goriilen ve koken aldigi
diger reseptor ve hormonlarida igine alan sitokin reseptor siiperailesinin bir iiyesidir.
Reseptoriin birincil hormonu prolaktin (PRL) olmakla birlikte, bir dizi diger hormonda
(Biiyiime hormonu ve Plasental laktojen gibi) baglanarak farkli hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklarini aktif hale getirebilmektedir.

Prolaktin ve biiyiime hormonu, omurgalilarda genis captaki biyolojik siirecin
koordinasyonunda rol alan hormon/sitokinlerdir. Klasik endokrin diizenleyiciler
(hormonlar) gibi tiim dolasimda ya da bolgesel diizenleyiciler (sitokinler) gibi, parakrin
ve otokrin iglev gorebilirler.

Insan prolaktin proteini en uzunu 199 amino asitten olusan 23 kDa agirliginda
tek polipeptitlik bir hormondur (Freeman vd 2000). Prolaktin ve prolaktin reseptorii
omurgalilarda meme bezi gelisimi ve siit sentezi, su-tuz dengesi, immiino
regulasyonunda dahil oldugu 300 farkli fizyolojik fonksiyon ile iliskilendirilmistir.
Prolaktin hormonun ana iiretim yeri hipofiz olmakla birlikte hipofiz disindaki hiicre ve
dokularda da ifade edilebilmektedir.

Prolaktin reseptorii (PRLR) yetmisli yillarda tanimlanmis ve ilk defa 1988
yilinda reseptorin mRNA’s1 sigan karacigerinden klonlanmistir (Boutin vd 1988).
Prolaktin reseptorii tip 1 sitokin ailesinin iiyesi olup memelilerde iki ana izoformu
bulunmaktadir. Ayni genden alternatif splayzing sonucu iretilen bu izoformlar sahip
olduklart 3" ucu ekzonlari ile ayrilmaktadir (Sekil 2.1). Bu izoformlar sahip olduklari
son ekzonlar1 ile bir birlerinden biiytikliik olarak farkli olmalarindan dolay1 uzun (UF)
ve kisa (KF) form olarak adlandirilmistir (Sekil 2.1).

PRLR UF PRLRKF
E3 E3
E4 E4
ES ES
= £9 Hiicre digi
E7 E7
S T I ——— T R R L
E9 E9
Hiicreigi
E1l

E10

Sekil 2.1. Prolaktin reseptorii uzun (UF) ve kisa (KF) formlarinin sematize goriintiisii.
UF ve KF prolaktin reseptor izoformlari sahip olduklari son ekzonlart ile
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farklilik gosterirler (ekzon 10 uzun formda ve ekzon 11'de kisa formda
bulunur). PRLR UF 610 amino asit, PRLR KF'da 310 amino asitten olusur.
Ekzon 3 ile 9 arasi her iki izoformda da ortak olup, biiyiikliik farkini yaratan
son ekzonlarinin kodladig1 amino asit sayisidir (Ekzon 10 yaklasik 330 a.a.,
ekzon 11 ise 30 a.a. kodlamaktadir). E, Ekzon. a.a., amino asit.

2.2. Memeli Prolaktin Reseptor Genleri

Prolaktin reseptor geni (prir) koken aldigi 'biiylime reseptorleri' ailesinden
baliklardan itibaren ayrilmis gibi gériinmekte olup, memelilerde tek kopya halinde
bulunmaktadir (Zebra baligi, prir-a ve prir-b olarak adlandirilan iki prolaktin reseptor
genine sahiptir).

Memeli prolaktin reseptor geni biiylik bir kismi introndan olusan ortalama 200
kbg uzunlugunda bir gendir (Sekil 2.2.a). Insan, domuz, fare ve sicanin da dahil oldugu
memeli prir geninden boyutlart 35 bin ile 190 bin niikleotit arasinda degisen pre-
mRNA'lar kodlanmakta ve bu pre-mRNA'lar islenerck (splayzing ve poliadenilasyon)
boyutlar1 1.8 ile 10 kb (kilo baz; bin baz) arasinda degisen olgun mRNA'lar vermektedir
(Hu vd 1996) (Sekil 2.2.b).

Prolaktin reseptor geni ve mRNA's1 3 temel kisimdan olusmaktadir: 1- Protein
kodlamayan 5' ucu ekzon bolgesi (5' UTR), 2- protein olarak ifade edilen ve tiim
memelilerde bulunan iki yaygin izoformu (UF ve KF) kodlayan ekzon 3 ile ekzon 9
arasina karsilik gelen protein kodlayan bolge ve 3- bu mRNA'larin 3' ucuna karsilik
gelen 3' UTR bolgesi (Sekil 2.2.a ve b)
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A) 5' ucu protein kodlamayan Protein kodlayan ekzon 3'UTR
ekzon balgesi (5" UTR) bdlgesi (CD5)
. 1 \ L
A S HHHHHH efb— (o)
b T
190 bin (kbg)
5'UTR | cDs ' 3'UTR
B} El E2 E3 E4 ES E6 EV EB E9 Lll:
e : Y'Y’ 1.8 kb [niikleotit)
: ) Olgun
w .
El E2 EII E4 E5 E6 ET EB E9 E10
Om : Yy 10 kb (niikleatit)
: Poli[A)
I

Sekil 2.2. Memeli prir gen ve genel iki mRNA yapisinin sematize goriintiisii. A)
Memeli prir genleri 190-210 kbg arasinda degismektedir. Gen 3 ana kisma
ayrilmaktadir: 1- 5' ucu protein kodlamayan ekzon bolgesi (5' UTR, sayilari
tirden tiire degismekle birlikte bu bolgede 6 ile 14 protein kodlamayan
ekzon bulunabilmektedir), 2- Protein kodlayan ekzon bdlgesi (bu bolge tim
tirlerde bulunan iki PRLR izoformunu- UF ve KF- kodladigi gibi, ayni
zamanda bu ekzonlarin alternatif splayzingi sonucu birgok farkli PRLR
izoformlarida {iiretebilmektedir. Insanda ki 11 PRLR izorformu, bu
bolgedeki ekzonlarin alternatif splyzingi ve/veya alternatif protein sentez
baslangic ve dur kodonlarinin kullanilmasi sonucu iiretilmektedir. Bkz.
Sekil 2.8). B) Prolaktin reseptor geninden iretilen iki ana PRLR
izoformunun mRNA'lar1. Olgun mRNA'larin 5' ucunda bulunan ekzon 3'in
ortasinda bulunan protein sentez baglangi¢ kodonundan (AUG) protein
sentezi baslatilmakta ve bunun devamindaki ekzonlar boyunca
ilerlemektedir. Bu mRNA'lar ekzon 3 ile 9 arasinda ortak ekzonlar
barindirmakta ancak 3' uclan ise farklilik gostermektedir (Ekzon 10 UF
PRLR'de, ekzon 11'de KF PRLR'de bulunmaktadir).

Memeli prolaktin reseptor genlerinin protein kodlamamayan 5' ug bdlgesi
yaklagik 150 kilo baz ciftine karsilik gelmekte olup, bu kisimda cok sayida protein
kodlamayan ekzon bulunmakta (6 ile 14 ekzon) ve bunlarin sayilar tiirler arasinda
biliylik farkliliklar gosterebilmektedir (Cizelge 2.1). Protein kodlayan ekzonlarin
bulundugu bolge ise yaklasik 40 kbg'e karsilik gelmekte olup, insan, domuz ve farede 9
ekzon bilinirken, farede 11 ekzon bulunmaktadir (Cizelge 2.1) (Boutin vd 1988, Boutin
vd 1989, Davis ve Linzer 1989, Shirota vd 1990, Clarke ve Linzer 1993, Hu vd 2001,
Trott vd 2011).
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Cizelge 2.1. Memeli prir geni ekzon sayilari.

Protein kodlamayan  Protein kodlayan

bolge ekzon sayisi bolge ekzon sayisi
Sican 6 9
Fare 6 11
Insan 7 9
Domuz 14 9

Prolaktin reseptor geninin ve ondan transkribe edilen mRNA'larin 5' ucu protein
kodlamayan boélgesindeki (5' UTR) ekzon cesitliligi, alternatif promotor kullanimi
sonucu olusabildigi gibi, ayn1 zamanda alternatif splayzing sonucuda olusabilmekte ve
bundan dolayr PRLR mRNA'larinin 5' ucu bdlgelerinde yiiksek ekzon cesitliligi ve
splayz motifi goriilebilmektedir (Ormandy vd 1998, Meng vd 2004, Hirai vd 2013,
Schennink vd 2015). Bu bolgedeki en yiiksek splayz motifi, en yiiksek 5' ucu protein
kodlamayan ekzonlara sahip olan (toplam 14 ekzon) domuzda goriilmiistiir (Sekil 2.3)

[ [

\ —:] \ ; ™
/E_H vﬁ 2] [
=74 ] b

w7
2

Sekil 2.3. Domuz prir geni 5' ucu ekzon ¢esitliligi ve bu ekzonlarmn olgun mRNA
formlarinda bulunma motifi (Schennink vd 2015). Domuz prlr geni protein
kodlamayan 5' UTR ekzonlar1 baglaminda, memeli prlr genleri iginde en
yliksek ekzon 1 ¢esitliligi gosteren tiirdiir (Toplam 12) .

<=
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Prolaktin reseptdr genlerinde birden fazla promotdr bulunmaktadir. Sicanin su
ana kadar tanimlanan promotor sayist 3 iken, bu sayi insan prir geninde 6'ya kadar
cikmaktadir (Cizelge 2.2). Insan, fare ve sican da ortak olan promotdr, PIII olarak
adlandirilmis ve ayni promotdriin domuzdaki 6zdesi ise P1 olarak adlandirilmistir. Bu
promotor (PII/P1) tim memelilerde ortak olup ¢ok sayida hiicre ve dokuda ifade edilir.
Diger promotorlerin ifadesi ise hiicre ve dokuya 6zgiidiir (Hu vd 1996, Moldrup vd
1996). Memeli prir genin farkli yerlerine yerlesmis olan bu promotérler, hem 5' ucu
protein kodlamayan ekzon varyasyonlarmin ortaya ¢ikmasina neden olmakta (Sekil

2.3'de oldugu gibi), hem de prir genin gevresel uyaranlara cevap verme g¢esitliligi
artirmaktadir.
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Cizelge 2.2. Memeli prir genlerinde tanimlanmis promotor sayilari. Prolaktin reseptor
genlerinde birden fazla promotdr bulunmasi, genin hiicre/doku,
gelimsimsel evre ve cinsiyete bagimli nasil ifade edildigi ve
diizenlendigini aciklarken, ayn1 zamanda ¢ok farkli sayida islevi yerine
getirmeyi nasil basardigininda gostergesidir.

Promotor Kaynak
Sican 3(5)* Hu vd 1996
Fare 5 Ormandy vd 1998
Insan 6 Hu vd 1999, Hu vd 2002,
Tsai-Morris ve Dufau 2012
Domuz 1** Schennink vd 2013

* Sigan prir geninde tanimlanmig 3 adet promotor bulunmaktadir.

** Domuz prlr geninde heniiz 1 adet promotdr tanimlanmustir.

Memeli prlr gen ifadesi ¢oklu ve hiicre/doku tipine 6zgli promotérlerin kontrolii
altindadir. Bu prolaktin reseptoriiniin  hem fizyolojik ¢esitliligini arkasindaki
mekanizmayi bir derecede agiklamakta ve hem de hiicre/doku, organ, gelisimsel evre ve
cinseyete bagli ifade seklinin ve derecesinin nasil ¢esitlilik gosterdiginide
aciklamaktadir. Ornegin insan prir gen ifadesi dstrojen ve dstrodiol ile degisebilmekte
ve bununda diizenlenmesi insan promotér III (hPII) iizerinden gergeklestirmektedir
(Morris ve Dufau 2012). Insan prir gen aktivitesinin cinsiyet hormonu (&strodiol) bagl
ifadesinin nasil diizenlendigi Sekil 2.4’de sunulmustur.

Sitoplazma

........... ERa dimer
ERa dimer \ .......................

392 4 N 5’ 381
DDA ELL NN brn

promotorii

Spl dimer

C/EBPp dimer

C/EBPB baglanma béligesi B} Sp1baglanma bolgesi «++-» Etkilesim domaini

Sekil 2.4. Insan prir gen aktivitesinin dstrojen ve promotdre dzgii ifadesinin kontrolii
(Morris ve Dufau 2012). Ostrodiol sitoplazmik ERa (dstrojen reseptdr o)
baglanir, bu da dimerik ERa'nin hali hazirda promotor bolgeye bagl olan
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C/EBPB ve Spl transkripsiyon faktorlerine baglanmasini saglar. Aktive
olmus ERa'nin tarnskripsiyon faktdrleri ile etkilesime girmesi hPIII (Insan
Promotor IIT) bagimli transkripsiyonu aktive eder. Boylece prir gen ifadesi
ve PRLR mRNA ifadesi artirilmis olur.

Prolaktin hormonun kendisi ve diger bircok molekiil (buna 0&strojen ve
testosteron hormonlarida dahil olmak iizere), prolaktin reseptér gen ifadesini ve
promotor kullanimini etkileyebilmektedir. Promotor kullanimi hiicre/doku, organ ve
gelisimsel evreye bagli olarak degisebilmekte ve bundan dolayr farkli doku ve
gelisimsel evrelerde farkli 5' ucu ekzon varyantlari, protein izoform varyantlar1 ve hatta
3' UTR varyantlarmin tretildigi bilinmektedir. Ancak mRNA varyantlarinin ve PRLR
protein izoformlarinin belirlenmesinde yer alan mekanizma hakkinda hala kapsamli bir
bilgi bulunmamaktadir.

Bilinen bu prir promotorleri i¢inde, 'generik' (her hiicre tipinde ifade edilen)
olarak adlandirilan promotdér tiim memelilerde hiicre/doku, gelisimsel donem ve
cinsiyetten bagimsiz prir gen ifadesinin gergeklesmesini saglamaktadir. Bu alanda
aydinliga kavusturulmayi bekleyen diger bir konuda, bu promotdrlerin alternatif
kullanimima bagl olarak, 5' ucu protein kodlamayan ekzon, protein kodlayan bolge
ekzonlar1 ve 3' UTR varyasyonlarinin olusumunda (6zellikle PRLR izoform ¢esitlerinin
belirlenmesinde) bir roliiniin olup olmadigi, eger varsa nasil bir roliinlin oldugunun
belirlenmesi olarak one ¢ikmaktadir.

2.3. Sican Prolaktin Reseptor (prir) Geni

Sigan prlr geni (s-prlr), sigan genomunun 2. kromozomundan ifade edilmekte
olup, diger memelilerde oldugu gibi yaklasik 200 kb¢ uzunlugundadir (Sekil 2.5.a).
Sigan prir geninde tanimlanmis en az 15 ekzon bulunmakta olup, bunlarin 6 tanesi
protein kodlamayan 5' ucu ekzonlari (genin yaklasik ilk 153 kbg¢'lik kismina yayilmistir)
ve 9 taneside amino asit kodlayan ekzonlardir ve genin son yaklasik 37 kbg'lik kisminda
yer alir (Sekil 2.5.b).
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Protein kodlamayan Protein kodlayan
ekzon bélgesi (5' UTR) 153 kbg ekzonlar37 kbg
a) i I
f Y |
37 kbg 10kbe || 33kbe 50 kb Skbe || 14kbe
1.3 1.1 1.2 1.5 2 1.4
e i 2 2 o 2
o =] 0 £ (ST -1 W
R [ ]
b) S N - 5
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 2.5. s-prlr geni ekzon haritasi. a) prir geninin tamami (yaklagik 190 kbg
uzunlugundaki kismi); sadece 5' UTR kismindaki ekzonlar arasinda mesafe
verilmistir. b) prir geninin protein kodlayan ekzonlarinin bulundugu kismi

(yaklasik 39 bg).

Genin protein kodlamayan kisminda yer alan ekzonlar arasindaki intronlar,
protein kodlayan kismindaki intronlara gore goreceli olarak daha biiyiik olup (5 ile 50
kbg arasinda), protein kodlayan ekzonlar (6zellikle ekzon 3 ile 10) arasindaki intron
biiytikliikleri daha kiigiiktiir (0.5 ile 8 kbg¢ arasinda degismektedir) (Sekil 2.4.b).
Buradan da net sekilde goriilmektedir ki, prir geninde protein kodlayan ekzonlar
(kodlamayan ekzonlara gore) belirli bir bolgede kiimelenmistir.

Genin protein kodlayan 6 ekzonu; ekzon 3'den 11'e kadar olup (Sekil 2.5.b), tim
memelilerde bulunan iki PRLR izoformu, sicanda da 3' ucunda hangi ekzonun
bulunduguna goére adlandirilmaktadir. Olgun mRNA'sinin 3' ucu ekzon 10 ile biten ve
ekzon 10'nun amino asitlerini bulunduran sigan PRLR izoformu, diger memelilerde de
oldugu gibi, uzun form (UF) PRLR olarak adlandirilmistir (Sekil 2.6). Diger taraftan
mRNA'sinin 3' ucunda ekzon 11'e ve onun amino asitlerini bulunduran ikinci PRLR
izoformuda kisa form (KF) PRLR olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.6). Her iki
izoformda da bulunan ve 'i¢sel ekzonlar' olarak adlandirilan ekzon 3 ile 9 arasi, diger
memelilerde oldugu gibi, bu iki sican PRLR izoformunda da ortak ekzonlardir.

10
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5' 3
Uzun forma 6zgii ekzon
Ortak
‘igsel ekzonlar’ 10 s Uzunform
—-=-431415]6|7|8|9 PRLR
mRNA 11|oee
Kisa form
Kisaforma
ozgl ekzon

Sekil 2.6. Sican PRLR uzun form ve kisa form mRNA’s1.

Her iki izoformda da ortak olan ekzonlar; ekzon 3 ile 9 aras1 olup, bunlar 'i¢sel ekzonlar'
olarak adlandirilmaktadir. mRNA'larin 3' ucunun hangi ekzon ile bittigi PRLR
izoformunu belirlemekte olup, ekzon 10 uzun form ve ekzon 11'de kisa form PRLR'ye
Ozgiidiir. Transkiribe edilen prir pre-mRNA'sindan hangi izoform mRNA'sinin
olusturulacagi, ekzon 9 sonrasi nasil bir splayzing gergeklestirilecegine bagl olarak
degismektedir. Ekzon 9'un devamina ekzon 10 eklenirse uzun form PRLR izoformu,
bunun yerine alternatif splayzing mekanizmasi ile ekzon 11 eklenirse kisa form PRLR
mRNA's1 olusturulmaktadir.

2.4. Sican Prolaktin Reseptér mRNA 'larinin Yapisal Ozellikleri

Omurgalilarin prolaktin reseptdr yapist hakkindaki ilk bilgiler, sican karaciger
ve ovaryumundan prolaktin reseptor mRNA'larinin klonlanmasi ve bunlarin dizilenmesi
ile elde edilmistir (Boutin vd 1988, Shirota 1990). Bu mRNA'lar memelilerde iki ana
formun bulunduguna yonelik bilgi vermis ve bunlara karsilik gelen PRLR proteinleri
kisa (KF) ve uzun (UF) form olarak adlandirilmistir. Bunu takiben gergeklestirilen
birgok ¢alisma ile bu mRNA'larin yapisal 6zellikleri karakterize edilmistir. Sekil 2.7'da
sican KF ve UF mRNA'larmin yapisal 6zellikleri; protein kodlamayan ekzonlarin
bulundugu 5' UTR, protein kodlayan ekzonlarin bulundugu bélge ve 3' UTR bolgeleri
tanimlanmaistir.

11
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KODLAYAN BOLGE 3’UTR + Poli (A)

: PRLRKF 993N i ~650n
ssni :

B (23 [es Jes J 7 JLea [ oo [ ena } - - A} MRNA

PRLR UF1833n : ~7300N
35 :

n :
: ¢ UF
¥3 |E4 | €5 |E6 | E7 | EB | E9 E10 3’ UTR
+ : poli (a) MRNA

Sekil 2.7. Sican PRLR mRNA'larinin yapisal 6zellikleri.

Sigan prir geninden (~ 190 kbg) iiretilen pre-mRNA'lar (34-187 kb arasinda
degismekte), genin boyutu ile de iliskili olarak, ¢ok biiylik mRNA zincirleri seklinde
transkribe edilmektedir. Memeli prlr mRNA boyutlarini artiran ana unsur 5' UTR
bolgesinde bulunan ve protein kodlamasina katilmayan ekzonlarin gen {izerinde
bulunduklar1 konumlarindan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.5.a). Sigan prlr mRNA'sinda
bulunan ilk ekzonun (Ekzon 1) varyantina (Ekzon 1.1-1.5) bagl olarak, uzun ve kisa
form PRLR pre-mRNA'larin boyutlarinin 34 kb ile 187 kb arasinda degisebildigi
Cizelge 2.3'de goriilebilmektedir.

Cizelge 2.3. Bilinen ekzon 1 varyantlarina bagli sican PRLR pre-mRNA uzunluklari.
Pre-mRNA uzunluklari, ekzon 1'in gen iizerinde bulundugu yerden,
ekzon 10 (UF) ve ekzon 11'in (KF) sonlanma kodonuna kadar olan bolge
tizerinden hesaplanmistir (Bu formlarin 3' UTR ve poli A dizileri
hesaplamaya dahil edilmemistir.

Pre-mRNA biiyiikliigii (kb)*

UF KF
El1l 169 187
E1.2 132 150
E1.3 121 139
El.4 34 52
E15 80 107

*mRNA uzunluklar1 yaklasik olarak verilmistir.

12
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Sigcan PRLR pre-mRNA'lar1 bu kadar biiyiik boyutlara ulasabilirken, bunlardan
tiretilen olgun mRNA'lar 10 kb altinda kalmaktadir (Sekil 2.7 Bir organizmanin bu
kadar biiyiit boyutta bir baslangic mRNA's1 iiretmesi enerji savurganligi gibi goziikse
de, bu ekzonlar arasinda kalan intronlarin (6zellikle protein kodlamayan ekzon 1 ile
ekzon 3 arasi) mRNA'nin etkili transkripsiyonundan, pre-mRNA'nin dogru ve etkili
sekilde islenmesine birgok mekanizmada énemli rol aldig1 diisiiniilebilir. Bu intronlarin,
boyutlar1 50 kb'ye kadar varabilen, mRNA formlarinin ve PRLR izoformlarinin
belirlenmesindeki rollerinin aydinlatilmasi, prolaktin reseptdr geni ifadesinin nasil
regiile edildiginin agiklanmasina hizmet edebilecegi gibi, aynm1 zamanda bu genin
tirtinleri ile iliskili patolojilerin (6rnegin meme kanseri gibi) aydinlatilmasinda ve yeni
tedavi yollarinin olusturulmasinda 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sican prir mMRNA 5' UTR bolgesi

Memelilerde oldugu gibi, sigan prir mRNA'larindaki ekzon 1 varyantlarin ¢esidi,
hiicre/doku, gelisimsel donem ve cinsiyete bagli olarak farklilik gostermektedir. Sigan
prir genine ait su ana kadar 5 adet ekzon 1 varyanti (ekzon 1.1-1.5) tanimlanmis olup
(Hu vd 1996, Tanaka vd 2002, Tanaka vd 2005), bu varyantlarin ¢esitleri, biiyiikliikleri
(niikleotit sayis1) ve olgun mRNA iizerindeki konumlar1 Sekil 2.7 gosterilmistir. Bu
ekzon 1 varyantlarinin hangi ¢esitlerinin hangi sican PRLR izoformlarinda (UF ve KF)
bulundugu net bilinmemekle birlikte, bunlarin gen {iizerindeki farkli promotdrlerin
(sicanda 3 farkli promotoér bilinmektedir) alternatif kullanimlari sonucu olusabildigi
gibi, alternatif splayzing sonucuda olugma ihtimali vardir (6rnegin ekzon 1.5'in,
alternatif splayzing ile mRNA yapisina katilma olasilig1 vardir). Ekzon 1 varyantlarinin,
PRLR izoform ¢esidi se¢imi ve 3' UTR bolgeleri iizerine etkileride bilinmemektedir. Bu
sican PRLR mRNA ekzon 1 varyantlariin hangi hiicre/doku/organda tanimlandig ve
hangi durumlarda gozlendigi asagida kisaca anlatilmistir.

Ekzonl.1: Ovaryumda ve ¢ok diisiik miktarda Leydig hiicrelerinde ifade
edildigi bilinmektedir (Hu vd 1996).

Ekzonl.2: Ostrojenle ifadesi artip testosteron ile baskilandigi ve cinsel

olgunlagma sirasinda, karacigerdeki ifade diizeyinin her iki cinsiyette de degistigi
goriilmiistiir (Tanaka vd 2005).

Ekzonl.3: Bir¢ok dokuda ifade edilmektedir ve Ostrojen ile testesterondan
bagimsizdir (Tanaka vd 2005). Bu isanda tanimlanan 'generik' (her zaman ifade edilen)
insan PIII promotorii ile homolog ve 6zdestir (Schennink vd 2015).

Ekzon 1.4: Dogum sonrast donemdeki erkek ve disi si¢anlarin kanlarindaki
prolaktin hormonu seviyesi ile sican beyninde ifadesi incelenerek; E1.4’lin kandaki
prolaktin miktar1 ile uyuma sahip oldugu gosterilmistir (Hirai 2013).

Ekzonl.5: Karaciger, beyin ve bobrekte varligi gosterilmis ancak bagirsak,
adrenal, dalak, ovaryum ve testisde goriilmemistir (Tanaka vd 2005). Erkek ve disi
sicanlarin 5. giinlerinde benzer ifade diizeyi goriiliirken; iki cinsiyette de (6zellikle
erkek sicanlarda) 8. haftada ifade diizeyinde diisiis goriilmiistiir (Tanaka vd 2005).
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Disilere overektomi yapilmasi E1.5 ifadesini bir miktar diisiirmesine ragmen, dstrojen
verildiginde dengelenme go6zlemlenmistir. Kastrasyon yapilan erkeklerde ise ifade
diizeyi pek degismemis, testosteron verilince normalin biraz altina diismiistiir (Tanaka
vd 2005).

2.5. Sican PRLR mRNA varyantlari

Bu tez projenin ¢ikis noktasini olusturan ve bu projede cevaplanmaya calisilan
ana sorunun bilimsel gerekcesini, 19901 yillarda gerceklestirilen caligmalardan elde
edilen veriler olusturmaktadir.

1988-1996 yillar1 arasinda sigan PRLR mRNA’sina yonelik yapilan
calismalarda; PRLR kisa formuna ait 1.8 ile 5.5 kb, PRLR uzun forma ait ise 2.5 ile 9.7
kb arasi uzunluklarda degisen birgok mRNA varyant1 goriilmistiir (Shirota vd 1990, Hu
ve Dufau 1991). Bu ¢alismalarin bir kism1 PRLR izoformuna 6zgii problar kullanilarak
gerceklestirildigi gibi, bir kismi ise izoform ayrimi yapamayan Northern blot problari
ile yapilmis ve buna bagl olarak elde edilen veriler sican PRLR mRNA ¢esitliligini
ayirt etmek yerine, daha ¢ok kaotik bir durum ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu
caligmalardan elde edilen veriler Cizelge 2.4’de sunulmustur.

Cizelge 2.4. Sigan PRLR’ye ait mRNA varyantlari.

mRNA Uzunluklari (kb)

Organ PRLR UF PRLR KF Kaynak
Bobrek 2.1, >2.8 Boutin vd 1988
Karaciger 55,3.0,25 55kb, 3.0kbh, 1.8 Shirota vd 1990

2.2 Boutin vd 1988
9.7,8.0,3.5,2.8kb Hu vd 1998
(2.5-1.8 kb) Hu vd 1996
Testis 9.7,23,1.8 Hu vd 1996
Ovaryum 9.7,4.6 21,138 Hu ve Dufau 1991
(5.5-1.8) 5.5 Shirota vd 1990
2.6,>2.8 Boutin vd 1988
2.1,1.8 Hu vd 1996
(1.8-9.7) Hu vd 1996
Meme bezi ‘ 2.1,>2.8,>2.8 Boutin vd 1988
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Esey hormonlar1 uygulanmis 3.5 haftalik sican ovaryumunda PRLR’ye ait 9.7,
4.6, 2.6, 2.1 ve 1.8 kb uzunlugunda mRNA’larin varlig1 tespit edilmis ve izoformlara
0zgii problar ile gerceklestirildiginden, 9.7 ve 4.6 kb uzunlugundaki mRNA'larin uzun
forma, 2.1 ve 1.8 kb uzunlugundaki mRNA'larin ise kisa forma ait oldugunu net bir
sekilde ortaya koymustur (Hu ve Dufau 1991).

Ostrojen uygulanmis diger bir sigan ¢alismasinda, karacigerde 5.5, 3.0, 2.5 ve
1.8 kb uzunlugunda sigan PRLR mRNA’lar1 bulunmus ve 1.8 kb uzunlugundaki mRNA
kisa forma 6zgii oldugu belirlenmistir (Shirota vd 1990).

Erkek siganlarin testisi ile yapilan baska bir ¢alismada ise 9.7, 2.3 ve 1.8 kb
uzunlugunda sican PRLR’ye 6zgii mRNA’larin oldugu ortaya konmus ancak bunlarin
hangi izoforma ait oldugu belirlenememistir (Hu vd 1996).

Sican meme bezinde ise bir tane 2.1 kb uzunlugunda iki tane de 2.8 kb’den
bliylikk sican PRLR mRNA’s1 daha goriilmiissede, hangi izoforma ait oldugu
belirlenememistir (Boutin vd 1988).

Bobrekte bir tane 2.1 kb uzunlugunda ve bir tane 2.8 kb’den biiyiik kisa forma
ait mRNA bulunmustur ancak bu g¢alismada uzun forma bakilmamistir (Boutin vd
1998).

Bu caligmalarin tamami degerlendirildiginde, 2.1 kb ve 1.8 kb uzunlugundaki
mRNA’larin PRLR KF ait oldugu goriilmektedir.

Sicanin farkli doku/organlarindan elde edilen bu kadar yiiksek mRNA ¢esitliligi,
farkli igsel intron veya 3' ucu exon cesitliligi olabilecegini isaret etmis olsada,
gerceklestirmis oldugumuz caligma- 24 haftalik saglikli ve geng yetiskin erkek ve disi
bobrek, karaciger ve testislerinde- sicanlarin test edilen bu organlarinda iki temel
izoformun bulundugunu isaret etmistir. Burada dikkat edilmesi gereken bir konu,
yukarida ve tabloda sunulan ¢aligmalarin verilerin miidehale edilmis (cinsiyet hormonu
veya kimyasal verilmis) siganlardan elde edilmis olmasi ve prolaktin reseptor gen

PR

ifadesinin ve mRNA cesitlerinin cinsiyet bagimli hormonlar ile degistigi gergegidir.

2.6. Sican prolaktin reseptor proteini

prir geni ve proteinleri omurgalilardan itibaren goriilmekte, baliklar arasindaki
ayrim noktast tam olarak bilinmesede, prolaktin (PRL) ve onun reseptdrii olan
PRLR’nin beraber evrimlestikleri diisiiniilmektedir (Sandra vd 1995).

Prolaktin reseptorii, uzun ve kisa form olmak tiizere iki temel forma sahiptir. Bu
izoformlar alternatif splayzing yolu ile iiretilmektedir. Temel iki formda ekzon, 3’den
9’a kadar olan ekzonlar1 eksiksiz tasimakta olup (Sekil 2.1), ekzon 9’dan sonra ekzon
10 eklenerek uzun form ya da ekzon 11'in eklenmesi ile kisa form protein
uretilmektedir. Sican UF ve KF PRLR proteinlerinin diger memeliler ile (fare, domuz
ve insan) biiylikliik (proteinde bulunan amino asit sayisi) karsilastirmasi Cizelge 2.5’de
verilmistir.
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Cizelge 2.5. Memeli PRLR UF ve KF’lerin amino asit sayilari.

UF KF
Sican 610 310
Fare* 608 292, 303, 310
Domuz 625 296
[nsan** 622 197, 217, 245, 268, 288, 310, 376

* Farede 3 kisa form PRLR bulunmakta olup, farkli 3' ucu protein kodlayan
ekzonlarindan (ekzon 11, 12 ve 13) kdken almaktadir.

** Insan da toplam 7 adet kisa form PRLR tanimlanmistir. Insanin, tiim
memelilerde goriilen ve ortak olan KF karsilik gelen PRLR proteini 310 amino asitlik
olandir. Diger kisa form varyantlari, 'i¢sel ekzonlarin' uzaklastirilmast ve/veya ekzon
10'un bir kismini tagimasindan kaynaklanmaktadir (Bkz. Sekil 2.8).

Su ana kadar bahsedilen sigan UF ve KF PRLR disinda, sigan i¢in bir PRLR
formu daha bilinmekte olup, buda ortanca form (OF) olarak adlandirilmistir. Bu form
sigan Nb2 hiicre kiiltliriinden (immiin sistem hiicresi) elde edilmis olup, ekzon 10’nun
kismi kullanimi ile olusmus bir formdur (Ali vd 1991).

Tiirler arasinda uzun form PRLR izoformu, diger PRLR form ve varyantlarina
gore daha 1yi korunmustur. Farkli tiirlerde PRLR UF’nin uzunluklari arasinda farklilik
gorliilmekle beraber (Cizelge 2.3), ekzon 10 tarafindan kodlanan kisminda yiiksek
homoloji goriilmektedir (Ek 2). Ancak tiirler arasinda kisa form PRLR'in hem
uzunluklarinda (Cizelge 2.3) ve hem de icerdikleri ekzon ¢esitleri baglaminda (6rnegin
farede ekzon 11, 12 ve 13 kisa form PRLR izoformlarin1 kodlamaktadir) biiyiik farklar
bulunabilmektedir.

2.7. Insan PRLR protein varyantlar

Prolaktin reseptor ¢esitliligi baglaminda en yiiksek say1 insandan elde edilmistir.
Prolaktin ve prolaktin reseptdriiniin meme gelisimi ve meme kanserindeki iliskisinden
dolayi, insan hiicre hatlar1 (meme bezi, meme kanseri ve immiin sistem hiicreleri) ve
bunlarin ifade ettigi PRLR formlar1 en iyi tanimlanmis olanlardir. Insan ve insan hiicre
hatlarindan elde edilen PRLR varyantlari Sekil 2.8'de sunulmustur.
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Sekil 2.8. Insan PRLR varyantlar1 (Tsai-Morris vd 2004). Tiim memelilerde bulunan
uzun form (UF) ve kisa form (sekilde S1c olarak adlandirilmis olan) insanda
da bulunmakla birlikte, insan da KF olarak adlandirilmis diger PRLR
formlar1 (klasik UF ve KF tanimlarindan farkli olarak) ekzon 10'da
bulundurabilmektedir (6rnegin, KF olarak adlandirilmis olan AS1, ekzon
10'un tamamini bulundurmakta veya KF Sla ve KF A4/6 Sla'da oldugu gibi,
ekzon 11 ile birlikte ekzon 10'un bir kismida bulunabilmektedir. Hiicre
hatlarindan elde edilen bu insan kisa formlarinin diger bir 6zelligide, 'i¢sel
ekzon' varyantlar sayis1 ve cesitliligidir (6rnegin, KF A4- A7/11 ve A4 S1b

gibi).

Insan UF PRLR ilk defa insan hepatoma ve meme kanseri hiicrelerinden, KF
PRLR ise insan sperm hiicrelerinde tanimlanmistir (Boutin vd 1989, Pujianto vd 2010).
Sekil 2.7 dikkatle incelendiginde, su ana kadar bahsedilen klasik PRLR formlar1 (UF ve
KF) disinda, insan hiicre hatlarindan bir¢ok farkli PRLR form ve varyantlar
tanimlanmistir (Bkz. Sekil 2.8, sekil alt1 agciklamast).

Sican, fare ve domuzda tanimlanmamis olan temel formlardan farkli olarak,
ekzon 3 ile 9 arasindaki ekzonlardan bir veya bir kacinin ¢ikartilmasi ile olusturulan
insan PRLR varyantlart meme kanseri hiicrelerinde tanimlanmistir (Kline vd 2002, Trott
vd 2003). Insanda tanimlanan diger farkli bir PRLR formu ise, membrana yerlesmeyen
(¢linkii membran i¢ine yerlesmesini saglayacak protein kodlayan ekzon kismi- ekzon 8-
yoktur) ve bundan dolay1 hiicre i¢ine veya hiicre disina salinan '¢oziiniir form' (soluble
form) olarak adlandirilmis PRLR varyantidir (Sekil 2.8, PRLBP).
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Tirler arasinda en yiiksek PRLR varyant ¢esitliligi insanda bilinmekle birlikte,
bu PRLR varyantlarinin hemen hemen hepsi kanser hiicre hatlarindan tanimlanmistir.
Bunadn dolay1, bu formlarin saglikli ve normal fizyolojiye sahip organizmada bulunup
bulunmadigi hala tartisma konusudur.

2.8. Fare PRLR protein varyantlar

Fare PRLR varyantlar1 hem sicandan hem de insandan farklilik gostermektedir.
Tiim memelilerde bulunan ortak iki izoform (UF ve KF) disinda, fare iki farkli kisa
form daha bulundurmakta ve farenin kisa formlar1 KF1, KF2 ve KF3 olarak
adlandirilmaktadir (Davis ve Linzer 1989, Clarke ve Linzer 1993). Sekil 2.9'de fare prlr
geni ile sigan prir geni ve bunlarin kodladigi ekzonlar karsilastirilmastir.

Fare prir

....H— 10 11 i 12 jed 13 |

Sigan prir

Sekil 2.9. Fare ve sigan prlr gen haritasinin karsilastirilmasi. (Genin ekzon 9'dan
sonraki kismi gosterilmis ve karsilastirilmistir). Fare prir geni si¢gandan
farkli olarak iki KF daha kodlamaktadir (fare geninde ekzon 11 ve 12 ile
belirtilen ekzonlardan kodlanan PRLR kisa formlar1). Tiim memelilerde
ortak olan ve sicanda da bulunan KF (ekzon 11'den kodlanan), farede ekzon
13 olarak adlandirilmigtir. Fare prlr genin kisa formlarmi kodlayan
ekzonlarmin bu adlandirilma sekli, hem literatiirde hem de bu tez
caligmasinda sican ve fare kisa form PRLR'nin karsilagtirmasinda problem
yaratabilmektedir.

2.9. Prolaktin Reseptor Proteinin Yapisal Ozellikleri

Prolaktin reseptorii li¢ ana domainden olusur; hiicre disi, transmembran ve hiicre
ici domain (Sekil 2.10). Hiicre dis1 ve transmembran domainler tim UF ve KF
PRLR'lerde ortak olup (ekzon 3 ile 9 arasi), bu iki izoform hiicre i¢i domainler ile bir
birlerinden farklilik gosterir (UF PRLR'de hiicre i¢in domain ekzon 10'dan, KF ise
ekzon 11'den kodlanir).
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D1 c-C Hiicre Dis1
Cc-C Domain
D2 WS-Motifi
-‘ Transmembran
3 Domain
| Kutu-1
i Kutu-2
Hiicre ici
Domain

Sekil 2.10. Prolaktin reseptorii domainleri. PRLR, D1 ve D2 olmak fizere iki
subdomainden olusmus bir hiicre dis1 domain, bir transmembran domain
ve bir hiicre i¢i domaine sahiptir.

Hiicre dist domain: Yaklasik 200 aminoasit uzunlugunda olan hiicre dist
domain, D1 ve D2 olmak iizere iki alt domainden (tip 3 fibronektin-benzeri domain)
olusmaktadir (Bole-Feysot vd 1998). D1 iki ¢ift sistein disiilfit bagi (Cys'?, Cys%,
Cys*t, Cys®) ve D2 “WS-motiffi” (Trp-Ser-x-Trp-Ser) icermektedir. WS-motifindeki
ya da disiilfit bag1 yapan sisteinlerdeki degisimler reseptor fonksiyonunu azalmaktadir
(Rozakis-Adcock ve Kelly 1991, 1992). Hiicre dis1 domaindeki iki triptofanin (Trp’? ve
Trp™) ligand baglanmasina katildigi bildirilmistir (Bole-Feysot vd 1998). PRLR’nin
hiicre dist domainin de hiicre ylizeyinin hedeflenmesi i¢in gerekli glikozizasyon
bolgeleri mevuttur (Buteau vd 1998).

Transmembran domain: PRLR membrandan sadece bir kere gegen tek bir
transmembran domaine sahiptir. Bu transmembran domain yaklasik 24 aminoasit
uzunlugunda hidrofobik bir domaindir (Bole-Feysot vd 1998).

Hiicre ici domain: PRLR hiicre i¢i domaininde tiirler arasinda en ¢ok korunmus
olan kutu 1 bolgesi tasimaktadir ve bu kisim JAK (Janus kinaz) baglanmasi igin
gereklidir. Kutu 1 prolince zengin hidrofobik motif (Pro-x-Pro) tasimaktadir. Kutu 2’nin
korunmuslugu daha diisiiktiir ve kisa form PRLR’de bulunmaz.

Prolaktin reseptdrii domainleri ilizerindeki bulunan motifler ve disiilfit baginda
rol alan sisteinler Ek 2’de verilen, fare, domuz ve insan PRLR UF’lerin aminoasit dizisi
karsilastirmasi lizerinde gosterilmistir.
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2.10. Sinyal iletimi

PRLR’nin sinyal iletiminin mekanizmasinin baslamasinda hiicre i¢i domain
anahtar rolii tstlenir (Bole-Feysot 1998). Kutu 1 stoplazmik proteinlerin baglandig
bolgedir. Sinyal yolaklari reseptoriin aktivasyonunu takin baglar.

2.10.1. JAK2’nin aktivasyonu

Prolaktin reseptoriiniin aktivasyonu ligand indiiklii dimerizasyon ile gerceklesir.
PRLR’nin hiicre i¢i domainin instrik kinaz aktivitesinden yoksun olmasina ragmen,
PRLR’nin ligand aracili aktivasyonu reseptoriin kendisi (Kelly vd 1991, Nagano ve
Kelly 1992) ve cesitli hiicresel proteinlerin fosforilasyonu ile sonuglanir (Rillema vd
1992).

Prolaktin reseptorii sinyalizasyon i¢in agirlikli kullanilan yolak JAK/STAT
yolagidir. Deneysel veriler JAK2 aktivasyonu ig¢in iki ana kosul Onermektedir 1)
PRLR’nin hiicre i¢i domaininde prolince zengin kutu 1’in varligi (Lebrun vd 1995), 2)
ligand indiikli PRLR dimerlerinin homodimerik stokiyometri (Chang ve Clevenger
1998, Ferrag vd 1997, Ferrag vd 1998). JAK2’nin PRLR ile birlesmesi kesin olarak
kanitlanmasina ragmen (Campbell vd 1994, Lebrun vd 1994, Rui vd 1994) birlesimin
kesin yapist bilinmemektedir. Sekil 2.11°’de PRLR’nin homodimerizasyonnu takiben
baslayan JAK/STAT iletimi &zetlenmistir. Iki JAK2 molekiiliinii yakinlastiran PRLR
dimerizasyonunun takiben JAK2’ler transfosforillasyon ile aktif hale gelir (Ferrag vd
1998). JAK?2 kinazlar birbirlerini transfosforile eder ve PRLR nin tirozin resiidiilerinin
fosforilasyonuna katilir (Rui vd 1992). PRLR KFhiicre i¢i domaininde 4 tane tirozin
residiisii igermesine ragmen reseptorde kisa formun aktivasyonuna bagli olarak tirozin
fosforilasyonu gergeklesmez (Goupille vd 1997). Poliferasyon gibi ¢esitli hiicresel
fonksiyonlar (PRLR KF arayiciligi ile gerceklestirilir), PRLR fosforilasyonu olmaksizin
gergeklesir (Yao vd 1996). PRLR UF bir ¢ok tirozin residiisii igerir, bunlarin ¢ogu
prolaktin resptorii aktivasyonuna bagli olarak fosforillenir (Pezet vd 1997).
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STAT

NUKLEUS

Sekil 2.11. Ligand baglanmasi ve homodimerizasyonu takiben PRLR sinyalizasyonu
icin kullanilan JAK/STAT yolag:1 6zeti: a) JAK’lar birbirlerini ve PRLR
hiicre i¢i domainindeki tirozinleri fosforiller, b) PRLR iizerindeki fosfo-
tirozinlere STAT’lar baglanir ve JAK’lar tarafindan STAT’lar da
fosfirillenerek reseptor yilizeyinden ayrilir, c) fosforilenmis STAT’lar
dimerize olarak gen aktivitelerini diizenlenmesine katilmak iizere niikleusa
gider.

Sinyal iletici ve trankripsiyon aktivatér (STAT, Signal transducer and activator
of transkription) protein ailesi sitokin reseptoér sinyalizasyonunda baglica iletici
molekiillerdir (lhle vd 1994). STATI1, STAT3 ve oOzellikle STATS5a ve STATSb
PRLR nin iletici molekiilleri olarak tanimlanmistir (Goffin vd 1998, Jabbour vd 1998).
Fikir birligine varilmig olan STAT aktivasyon modeline (Bole-Feysot 1998, Finidori
1995) gore, sitokin reseptoriiniin fosforile tirozin residiileri STAT proteinin SH2
domaini ile etkilesime girer, STAT reseptorler etkilesim halindeyken reseptor ile
birlesmis JAK’lar tarafindan STAT’lar fosforillenir. Fosforillenen STAT’lar
reseptorden ayrilir hetero- yada homodimerize olur (Bole-Feysot 1998). STAT
dimerleri niikleousa gider ve hedef gen promotoriindeki STAT DNA-baglanma motifini
aktive eder (Bole-Feysot 1998, Carter-Su vd 1998).

Diger sinyalizasyon yolaklari: Ras/Raf/MAP kinaz yolagi. JAK/STAT yolag:
prolaktin reseptoriiniiniin aktivasyonun takiben baglatilan en 6nemli yolak olamasina
ragmen, bazi yayinlar mitojen aktive protein (MAP) kinazin karigtigimi gosteriyor
(Buckley vd 1994, Clevenger vd 1994, Das ve Vonderhaar 1995, DAS ve Vonderhaar
1996, Erwin vd 1995, Nemeth vd 1998, Nohara vd 1997, Piccoletti vd 1994).
PRLR’nin fosfotirozin residiileri reseptorii Ras/Raf/MAPK kaskadlar ile birlestiren
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proteinler (Shc/Grb2/SOS) i¢in baglanma noktasi olusturur (Carter-S ve Smit 1998, Das
ve Vonderhaar 1995).

Diger Kinazlar: Src kinaz ailesinin iyelerinin (c-src (Berlanga vs 1995,
Campbell-Burk ve Carpenter 1995, Sorensen ve Sheffield 1997) ve Fyn (Al-Sakkaf vd
1997)) prolaktin-indiiklii aktivasyonunu bildirmistir. Son zamanlarda insiilin reseptor
subsrat 1 (IRS-1) ve fosfatidilinositol (Pl) 3'-kinaz’in (Baeuerle 1998, Berlanga vd
1997, Ratovondrahona vd 1998) alt iinitesinin prolaktin indiiklii tirozin fosforilasyonu
tanimlanmustir. IRS-1 ve Pl 3'-kinaz PRLR komplekse birlesiyor gibi goziikmektedir. PI
3'-kinaz’in prolaktin indiiklii aktivasyonunun Fyn arayiciligi ile oldugu onerildi (Al-
Sakkaf vd 1997).

Hiice ici iyon konsantrasyonu: En az iki olay ve PRLR’nin iki bdlgesi
prolaktin indiiklii iyonik degisiminde rol alir. PRLR’nin hiicre i¢i domaininde yer alan
kutu 1 JAK2 arayicihg ile tirozin kinaz bagimh K* kanallairmin aktivasyonuna
katilirken (Ratovondrahona vd 1998), hiicre i¢i domainin COOH terminali intraseliiler
mesajc1 olan {inositol 1,3,4,5-tetrakispozfat [Ins(1,3,4,5)P,] ve inositol hekzakisposfat
(InsPg)} {iretimine katilir ve boylece voltaj-bagimsiz Ca’* kanallar1 agilir.

Prolaktin reseptori sinyalizasyonunun negatif regiilasyon
(downregulasyonu): Sitokin reseptor sinyalizasyonun negatif regiilasyonu reseptoriin
biyolojik aktivitesini diizenlemek i¢cin 6nemli bir mekanizmadir. PRLR aktivasyonu i¢in
tirozin fosforilasyonu gerektiginden, tirozin fosfatazlarin inaktivasyon ile iliskili olmasi
beklenir (Bole-Feysot vd 1998). Deneysel veriler SH2 tasiyan Tyr (Tirozin) fosfataz
SHP-1 ve SHP-2’nin prolaktin reseptdrii sinyalizasyonunun downregiilasyonunda GH
ya da diger sitokinlerin sinyalizasyonundakinden daha az gorev {stlendigini
gostermektedir (Ali vd 1996, Berchtold vd 1998, Edwars vd 1998, Pezet vd 1999,
RAM ve Waxman 1997, Tourkine vd 1995). Jak/STAT yolagini inhibe eden SH2 igeren
protein aileleri belirlendi. Bu protein ailelerinden sitokin-indiiklii (ya da indiiklenebilir)
SH2 tasiyan protein (CIS, cytokine-inducible SH2) (Liang ve Pardee 1995, Masuhara
vd 1977, Yoshimura vd 1995), ve sitokin sinyalizasyonu baskilayicilar1 (SOCS,
supressors of cytokine signaling) (Endo vd 1997, Hilton vd 1998, Narazaki 1998,
Nicholson ve Hilton 1998, Star ve Hilton 1998) olarak sozedilir. Bunlarin prolaktin
reseptor sinyalizasyonundaki islevi yakin zamanda belirlendi (Pezet vd 1999). Prolaktin
SOCS-1 ve SOCS-2’nin akut ve gecici olan ifadesini indiikler, SOCS-1 ve SOCS-2
JAK2’nin aktivitesini ve STAT larin aktivasyonunu inhibe eder (Pezet vd 1999). CIS ve
SOCS-2 genleri prolaktin uygulamasina uzatilmis aktivite olarak yanit verirler ve
SOCS-2 hiicrelerin prolaktin reseptor uyarimina olan hassasiyetini, biiyiik ihtimalle
SOCS-1"in inhibitor etkisini baskilayarak, arttirtyor gibi goriiniiyor (Pezet vd 1999).

2.11. Prolaktin Reseptorii ile Tlgili Patojeniler
2.11.1. Prolaktin, prolaktin reseptorii ve kanser

Prolaktin hormonun meme bezi {izerindeki tiimorojenik potensiyeli ilk kez
yaklagik 40 yil once vurgulanmistir. Kemirgenlerde dogal ve indiiklenmis kanser
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modelleri ile yapilan deneyler, kan dolasimindaki yiiksek PRL’nin tiimor biiylimesini
arttirdigini gostermistir (Boot vd 1962, Welsch vd 1977). Bununla uyumlu olarak,
dopamin antogonisti (bromokriptin) uygulanarak dolasimdaki (PRL) seviyesini
disiiriildiiglinde bu kemirgen modellerinde kayda deger diizeyde meme timorii
olusumunda ve ilerleyisinde azalma gortilmustiir (Welsch vd 1979). Deneysel verilerin
aksine ilerlemis meme kanseri hastalarinda, bromokriptin uygulamasi dolasimdaki PRL
seviyesini diislirmesine ragmen meme kanseri hastalarinda faydali bir etkisi
gbzlemlenmemistir (Clevenger vd 2003).

PRL-PRLR iliskili tiimorogenezde, hipofiz disi1 hiicrelerde PRL iiretimi ve
meme kanseri hastalarinda gosterilmis olan siirekli aktif PRLR varyantlar1 siipheli
olarak goriilmektedir. Organizmada {iiretilen PRL’nin ana kaynagi 6n hipofiz olmasina
ragmen, bir¢cok insan hiicresi/dokusundan (meme bezi, prostat, beyin, bazi immiin
hiicreler ve adipozitler gibi) PRL iiretimi s6z konusudur (Ben-Jonathan vd 1996). PRLR
neredeyse biitiin dokularda ifade edildiginden (Bole-Feysot vd 1998), PRL geninin
ifadesi bir otokrin-parakrin déngiiniin olustugu kabul edilir.

Otokrin-parakrik PRL’nin tiimérogenezisteki etkisi; hipofiz dist PRL iiretiminin
dopamin ya da agonisti tarafindan yapilan diizenlemeden kacar ve bu ylizden bolgesel
ila¢ yaklagimi1 bu hiicrelerden yapilan PRL ifadesini ve fonksiyonel sonuglarini1 6lgmede
yetersiz olmasindan ve hipofiz dis1 PRL iiretimi insanda diger hayvanlara gére daha sik
goriiliiyor ve genetigi degistirilmis modeller kullanilmadan elde edilen verilerin her
zaman bu soruya hitap etmemesinden dolayi, agik degildir.

Bu konu ile ilgili bir 6ncli ¢alismada lokal PRL'nin reseptoriinii aktif hale
getirmesini PRL antikorlar ile engellendiginde bunun hiicre proliferasyonun azalttigi
goriildii (Ginsburg ve Vonderhaar 1995). Kemirgenlerde hipofiz disi PRL yaygin
olmadigindan dokuya 0Ozgii transgenik yaklasimlar otokrin-parakrin dongiiniin
fonksiyonel etkilerini degerlendirmek i¢in daha uygundur. Memeye 0zgii PRL
transgenezis modeli 2003 yilinda yayimnlandi ve lokal PRL'nin 16 aylik farelerde
Ostrojen reseptorii negatif ve pozitif adenokarsinomaya dontisecek pre-neoplastik
lezyonlari indiikledigini gostermistir (Rose-Hellekant vd 2003).

PRLR ‘ye ait 176V ve 1146L olmak iizere iki tane tek niikleotit polimorfizim
varyant1 ¢oklu meme fibroadenomasinda (MFA) gosterilmistir (Canbay vd 2004, Lee vd
2007). PRLR-176V hem deney hemde kontrol gruplarinda goriiliirken, PRLR-1146L
sadece MFA hastalarinda gozlemlenmistir (Courtillot vd 2010). Bu PRLR formu
ligandsiz yapilsal olarak aktif fonksiyonel bir hastalikla (MFA) iliskilendirilmis dogal
bir varyant olarak gériilmektedir (Bogorad vd 2008).

2.11.2. Prolaktin reseptorii ve Okratoksin A

Okratoksin A (OTA), tiikettigimiz genis ¢aptaki yiyeceklerde biriken,
nefrotoksik ve kanserojen fungal bir toksindir. OTA alimimin gen ifadesine etkisini
aragtiran birka¢ calismada prir’nin ifadesinin kayda deger bir sekilde degistigi
goriilmiistiir. On ii¢ haftalik OTA uygulamasinin si¢an karacigerinde prlr geninin
mRNA diizeyindeki ifade diizeyini 3-3.5 kat arttirdign gorilmistir (Qi vd 2014).
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Fischer cinsi erkek sicanlara yaklasik 12 ay OTA uygulamasmin karaciger ve
bobrekteki PRLR ifadesini azaltigi goriilmistiir (Marin-Kuan vd 2006). Zebra baligi
embriyosuna OTA uygulamasinin, zebra balig1 prlr-a (zebra baliginda iki tane prir geni
mevcuttur; prir-a ve prlr-b) ifadesini azaltigi goriilmistir (Wu vd 2016). Ancak bu

caligmalarda PRLR varyantlarindan hangilerinin ifade diizeylerinin degistigi agik
degildir.

Grubumuz tarafindan OTA’nin toksik etkisinin testosterona bagli olarak
degistigi gosterilmistir (Mor vd 2014) (ve 0Ostrojenle de iliskili oldugunu gosteren
yaymlanmamis verilerimiz vardir). Yukaridaki sozii edilen ¢alismalarda ifade diizeyi
kayda deger sekilde degisen genlerden prir’nin ifadesinin testesteron ve Gstrojene bagl

olarak degismesi, OTA’nin toksik etkisi tizerinde prlr'nin etkisi olabilecegini
distindiirm{istiir.

2.12. Projenin Gerceklestirilmesinde Kullanilan Yontemler

Bu c¢alismada prolaktin reseptorii ¢cDNA’larim1 elde etmek icin ilk olarak
organlardan RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. RNA eldesinden itibaren uygulanan
stireg Sekil 2.12°de 6zetlenmistir. Elde edilen toplam RNA ya da mRNA’lardan ilk iplik
cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Bu ilk iplik ¢cDNA’lar SD (Stepdown) PCR,
‘Standart PCR’ ya da RACE PCR ile ¢ogastilmis ve bu ¢ogaltilan bolgeler ya dogrudan
ya jelden kesilerek ya da Nested PCR yapildiktan sonra dizilemesi yapilmistir.

[ Organlann Eldesi ]

&« ~
( Total RNA Eldesi ] ( mRNA Eldesi ]
~ &«
[ RNA Kalite ve Miktar Olgimi |
&« ~
[ Poli (T} ile ilkiplik cDNA Sentezi | (_Poli (T)ile ilkiplik cDNA Sentezi |
sorR ) (Smderc )
( Nested PCR ]
[ Dizileme ]

l

[ Dizi Analizi ve Dizilerin Veri Bankasindan Sorgulanmasi ]

l

( PRLR ]

Sekil 2.12. Bu tez projesinin gerceklestirilmesinde kullanilan deneylerin ve siirecin
Ozeti.
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2.12.1. RNA eldesinde dikkat edilen noktalar

RNA gerek kendi kararsiz dogas1 geregi (riboz sekerinin 2' hidroksil grubunun
niikleofilik davranmasindan dolay1), gerekse RNaz’lardan (Riboniikleaz) dolay1
parcalanmaya DNA’dan daha ¢ok yatkindir. Bu sebepten dolay1 ¢calismanin RNA igeren
doku elde edilmesinden, cDNA eldesine kadarki basamaklarinda daha dikkatli
davranilmalidir. RNazlar prokaryotlardan dkaryotlara kadar her hiicre tipinde bulunur.
bir RNA o6rnegine bu enzimlerin kii¢iik bir miktarinin karismast RNA 6rnegini yok
etmeye yeterlidir. Bir labaratuvarda RNaz kontaminasyonu kaynaklari baslica; deneyde
kullanilan dokular-hiicreler, solusyonlar, ortamda hava, yiizeyler ve toz ve en 6nemlisi
insan temasi (deri ve eller)’dir. Biitiin ¢alismalarda aseptik ¢alisma kurallarina uyarak
calismak gerekmektedir.

Organlar-dokular  alindiklarinda hemen kullanilmayacaklarsa sivi  azot
kullanilarak dondurulup, -80 °C’de depolanirlar. Bu sekilde RNA’nin gerek kendi
dogasindan gerekse hiicrelerde bulunan yiliksek miktardaki RNazdan dolay1 degrede
olmasi engellenir. Kullanim igin tasinirkende buz igerisinde taginmalidir. Organ-doku
homojenize edilirken RNazlar1 inhibe eden bir liziz edici ajan kullanimi hiicre i¢inde
bulunan RNazlarin aktivitesini engelleyecektir. Bu c¢alismada kullanilan liziz edici ajan
guanidyum tuzlar1 icermekte boylece hiicresel RNazlar1 inhibe etmektedir.

RNA o6rnegine RNaz kontaminasyonunun en biiyiikk kaynagi parmak
uclaridir. Bu kontaminasyonu engellemek i¢in eldiven giymek RNA caligmalarinin en
onemli kuralidir. Calisma sirasinda bir ¢ok kere eldiven degistirmekten
cekinilmemelidir, ¢ilinkii eldiven ile ortam temaslarinda (6rnegin; mikropipetor, kapi
kolu, buz dolab1 kolu, bilgisayar klavyesi, telefon...) eldivenlere RNaz ge¢mektedir.
RNazlar 1siya dayaniklidir; kaynatma ya da otoklavlama ile materyeller RNazlardan
arindirilamaz bundan dolay: sertifikali RNaz icermeyen solusyonlar ve tek kullanimlik
plastik geregler (tiipler, pipet uglari...) kullanilmalidir.

2.12.2. RNA miktarimin 6lciilmesi ve kalitesinin degerlendirilmesi

RNA kalitesinin ve miktarinin degerlendirilmesi, RNA izolasyonu gerektiren
biitiin uygulamalarda zorunluluktur. Izole edilen RNA kullanilarak gergeklestirilen
yogun emek ve maliyet gerektiren devam uygulamalarinda iiretkenligi, verimi ve
hassasiyeti maksimum seviyeye ¢ikartmak i¢in kalip materyelin tam-yeterli oldugundan
emin olunmalidir. Boylece zamandan, emekten ve maliyetten tasarruf edilip verim
alabilir.

RNA o6rneginin 0Ol¢iim islemi ya RNA izolasyonunun hemen ardindan veya
ornek Olgiilmeden depolandi ise, depolama islemi sonrasinda kullailmadan once
yapilmalidir. Ayrica uzun bir depolama siireci geciren RNA Orneginin kalitesi ve
miktari, RNA’ degredasyonu olacag i¢in tekrar ol¢iilmelidir.

RNA 6rneginin kalitesi ve miktarin1 spektrofotometrik olarak degerlendirilebilir.
Spektrofotometrik analizle RNA miktar1 ve kalitesi (safligi) minimal Kkirlilikle
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Olciilebilir. Ultraviyole (UV) 151k absorbsiyonu niikleik asit konsantrasyonu ve safligi ile
ilgili dogrudan bilgi verir. RNA ve DNA o6rnekleri 260 nm dalga boyunda odlgiilebilir.

Ogiimde OD 1, yaklasik olarak; 50 pg/ml dsDNA, 40 pg/ml tek iplik RNA ya da
DNA’ya ve 33 pg/ml tek iplik oligo niikleotite karsilik gelmektedir. RNA’nin 260 nm
dalga boyundaki absorbansi kullanilarak RNA miktar1 EK 4’deki formulle bulunabilir.

Miktar hesaplamast yapilirken kullanilan Ay Ornegin safligt ve kalitesi
hakkinda ¢ok az bilgi verir. Ornek yiiksek miktarda tuz, protein ve/veya organik ¢dziicii
tasiyabilir. Niikleik asit saflig1 i¢in farkli dalga boylarinda (240-320 nm arasinda) 6l¢iim
yapilmakta ve bu Ol¢iimlerin oranlar1 kullanilmaktadir. Yapilan ol¢iimlerin siklikla
kullanilan oranlar1 ile bu oranlarin karsilik gelmesi istenen degerler Cizelge 2.6’de
verilmistir ve bu degerlerin sapma durumuna sebep olacak problemler belirtilmistir.
AoeolAzgp oraninin 1.8’in altinda olmasi siklikla protein kontaminasyonunu isaret eder.
Bu metod saf protein ¢ozeltisindeki niikleik asit kontaminasyonunu gostermek igin iyi
bir indikatordiir (Warburg ve Christian 1942) ancak tersi dogru degildir. Niikleik asitler
260 nm dalga boyunda yiiksek absorbans verirler ve 260 nm ile 280 nm dalga
boylarinda verdikleri absorbans proteinlerin verdigi absorbanstan daha yiiksektir. Fakat
onemli miktardaki protein kontaminasyonu 260 nm ve 280 nm dalga boyundaki
absorbansin kayda deger seviyede degismesine sebep olur. Bundan dolayi niikleik asit
Ol¢limii bir miktar hatali olabilmektedir. A2g0/A230 orani karbonhidrat, kalint1 fenol ve
guanidin ya da glikojen gibi maddelerin kontaminasyonunu belirtmek igin
kullanilmaktadir.

Cizelge 2.6. RNA safliginin belirlenmesinde kullanilan spektrofotometrik dlgiimlerlerin
istenen degerleri ve olasi problemlerin belirtecleri.

istenen

Olciim degerler Olasi problemler

Aosol Ago 2.0 Oranin 1.8’in altinda olmasi protein kontaminasyonuna
isaret eder

Aol Arzg 2.0-24 Oranin 1.8’in altinda olmasi organik bilesik
kontaminasyonuna igaret eder
Oranin 1.4’1n altinda olmasi1 6rnekte yiiksek miktarda tuz

Aosol Assg 1.4 olduguna isaret eder

2.12.3. Rivorz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Rivorz transkriptaz (RT) enzimi kullanilarak RNA kalibindan komplementer
DNA (cDNA) sentezlenmesi islemine rivorz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
denir. Kisaltma kullanilirken rivorz transriptaz PCR, real-time PCR ile
karistirilabilmektedir; rivorz transriptaz PCR i¢in RT-PCR, real time PCR i¢in qPCR
kullanilmaktadir.

Esas olarak retroviriislerle iligkilendirilmis olan Rivorz transkriptazin RNA-
bagimli DNA polimeraz ve riboniikleaz H aktivitesi baskin 6zelligi olmasina ragmen
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kaynak organizmaya Dbagli olarak DNA bagimli polimeraz aktivitesi de
gosterebilmektedir. Retroviral Rivorz transkriptaz; RNA bagimli DNA polimeraz
aktivitesi, riboniikleaz H aktivitesi ve DNA bagimli DNA polimeraz aktivitesi olmak
tizere 3 aktivitesi vardir.

RNaz H aktivitsi uzun cDNA’lar sentezlerken istenmeyen bir islevdir ¢ilinkii
tam uzunlukta bir Rivorz transkripsiyon gergeklesmeden 6nce RNA kalibi degrede
olabilir. ¢cDNA sentezinin verimini arttirmak i¢in enzimin RNaz H domaininde
degistirilerek RNaz aktivitesi azaltilmis ticari rivorz transkriptazlar bulunmaktadir.

Rivorz transkriptazin yiiksek sicakliklara dayanabilmesi cDNA sentezinde
onemli rol oynamaktadir. Yiiksek reaksiyon sicaklikgi RNA’daki ikincil yapilarin ve
GC igerigini baglarini acarak rivorz transkriptazin diziyi okuyabilmesini saglar. Bunun
sonucunda daha yiiksek sicakliklarda rivorz transkripsiyon daha yiiksek verimde tam
boy cDNA sentezini miimkiin kilar (Gerard vd 2002, Brooks 1995).

Bu projede kullanilan rivorz transkriptaz modifiye edilmis bir M-MLV rivorz
transktiptazdir; termostabilligi arttirtlmis 65 °C’ye kadar ilk zincir cDNA sentezini
yapabilmekte ve RNAaz H aktivitesi diistiriilmiis 13 kb uzunluguna kadar RNA’dan ilk
iplik cDNA sentezini yapabilmektedir. 1 pg - 2 pg baslangic RNA’sin1 kalip olarak
kullanmaktadir.

2.12.4. Primer tasarim

Primer DNA sentezi icin baglangic noktasi olusturan kisa RNA ya da DNA
(gennellikle 18-22 niikleotit) zinciridir. Primerler DNA polimerazin niikleotit
ekleyebilecegi serbest 3' ucunu saglar. Bir ¢ok labarotuvar tekniginde yiiksek
sicakliklarda kararli olmasindan dolay1 DNA primerleri kullanilir.

Primerler PCR sonunda olusan iriinlerin 6zgiilliigline ve verimine biiyiik dl¢iide
etki ettiginden tasarlanirken dikkat edilmesi 6nem tasimaktadir. Primerler tasarlanirken
amplifiye edilecek bdlgeye 6zgii olmast son derece onemlidir. Primer tasarlanirken;
primer uzunlugu ve primer c¢ifti arasindaki uzunluk farki, GC igerigi, primerin 3'
ucunun niikleotit igerigi, primerlerin Tm sicaklig1 ve primer ¢ifti arasindaki Tm sicaklig
farki ilk olarak incelenmesi gereken oOzellikleridir (McPherson vd 1995, Rozen ve
Skaletsky 2000, Sambrook ve Russel 2001, Wu vd 2004). Ayrica primerlerin ikincil
yapilar1 dimerler, sag¢ tokasi ve spesifitesi hesaba katilir (Vallone ve Butler 2004, Ye vd
2012). Primerler tasrlanirken dikkat edilecek parametreler 6zet olarak Cizelge 2.7°de
verilmistir.
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Cizelge 2.7. Primer tasarlarken dikkat edilmesi gereken parametreler.

Primerler tasarlanirken goz oniinde tutulan Optimum Degerler
parametreler

1. Ozgiin oligoniikleotit dizisine sahip olmali -

2. 3'ucunda G/C kiimesi i¢ermeli 1-2 G/C niikleotiti

3. Kendi tistiinde komplementer bolgeler olmamali <3 siirdag niikleotit

4.  Antisens karsilig1 ile komplementerligi olmamali <3 smirdas niikleotit

5. Rastgele baz dagilimina ve igerigine sahip olmali %40-60 G/C igerigi

6.  Primer uzunlugu 18-25 niikleotit

7. Primer TmS' nin birbiri ile eslesmeli -

8.  Primer aras1 dizinin uzunlugu ve igerigi 100-600 niikleotit
uzunlugu

Ortalama primer uzunlugu 16-28 niikleotit uzunlugund olmali (Wu vd 2004).
Daha kisa olmasi spesifitesini azaltacaktir, daha uzun olmasida sekonder yapilar
olusturmasina sebep olarak PCR verimini diisiirecektir.

GC oran1 primer {iizerindeki guanin niikleoti ve sitozin niikleoti yiizdesini
belirtir. Uygun GC oram1 %40-60 arasindadir. Bu oranin yiikselmesi Tm sicakligini
etkilemektedir.

Primerlerin 3' ucunun GC niikleotitleri ile bitmesi 6nemlidir. GC niikleotit
eslesmesi termodinamik olarak daha stabildir dolayisi ile bu GC igeren 3' u¢ daha
saglam bir sekilde DNA’ya baglanir.

Tm sicaklig1 basarili bir PCR reaksiyonu gergeklestirebilmek i¢in kritik 6neme
sahiptir. Genellikle primer ¢iftleri arasindaki sicaklik 5 °C’yi ge¢miyorsa, 50-62 °C
arast Tm sicakliginda PCR reaksiyonu gergeklestirilebilir. Tm sicakligt Wallace vd
(1979) formiilii (Tm=2(A+T)+4(G+C)) kullanilarak hesaplanabilir.

Primerlerin dimer olusturmasi PCR reaksiyonunda istenmeyen bir olaydir, istenen
bolgelere primerlerin baglanamamasma sebep olur. Forward ve revers primer
komplementerlik tasiyorsa birbirleri ile hibrit olusturabildigi gibi, bir forward primer
forward primer ile ya da revers primer revers primerle hibrit olusturabilir. Bu yiizden bu
primerlerin birbirleri ile komplementerlik durumlar1 incelenmelidir.

Primelerin kendi istiine katlanmasi sa¢ tokasi denen ikincil yapilarin olugmasina
sebep olur. Bu durum igin primerler bireysel olarak incelenmelidir.

2.12.5. Stepdown (SD) PCR

Anneling sicakliginin normalden yiiksek bir sicaklikta reaksiyonu baglatilip
kademeli olarak diisiiriilmesi ile gerceklestirilen Stepdown PCR (Hecker ve Roux
1996), TD (Touchdown) PCR’mn (Don vd 1991) modifiye bir formudur. PCR iiriinleri
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miktar1 yeni primer setleri denenmesine ragmen diisiikse bunun sebebi; amplifiye
edilelecek bolgenin G+C igeriginin yiiksek olmasi ya da o bolgede sekonder yapilarin
yogun bulunmasindan dolay1 primerlerin baglanma veriminin diismesi olabilmektedir.

Primer baglanma sicaklifinin yiiksek sicakliktan baglanmasinin amaci,
kullanilan primerlerin hedefe 6zgii bolgelere baglanma olasiligini artirmak ve bdylece
0zgiil olmayan PCR iiriinlerinin ilk basamaklarda olugsmasini azaltarak, istenen boélgenin
amplikasyon oranini artirmaktir.

Ozgiil olmayan cDNA dizilerinin amplifikasyonu; a- &zgiil bolgenin
amplifikasyon verimini azaltmakta (ortama eklenen kaynaklarin 6zgiil olmayan dizi
bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanildigindan) ve b- ayni zamanda bir¢ok farkl
uzunlukta DNA batlarin olusmasi sonucu, hangisinin PRLR gen bdlgesine ait
oldugunun anlasilmasinda yaratmis oldugu sikintidir (Bu projenin amaglarindan biri de,
PRLR geninin mRNA varyantlarin1 tanimlamak oldugundan, 6zgiil primerler ile ortaya
c¢ikan ve beklenen uzunluktan kisa olan her dizinin yeni bir PRLR mRNA varyanti olma
olasiligi oldugundan, 0zgiil amplifikasyon {iriini olmayan bu kisa DNA
amplikasyonlari, tanimlamada ciddi bir zaman ve emek kaybina neden olmaktadir).

2.12.6. Nested PCR

Nested PCR, Standart PCR sonunda elde edilen amplifikasyon {iriinlerinin
veriminin yetersiz ya da beklenenden fazla amplifikasyon olmasi durumunda, verimi ve
Ozgulligi arttirmak amact ile kullanilmigtir. Nested PCR'1, standart PCR'dan ayiran
ozellik, birinci amplifikasyon iiriiniin, ikinci bir primer veya primer seti ile
amplifikasyonudur (Sekil 2.13). Burada gergeklestirilmek istenen, birinci PCR
amplifikasyonu sonucu yeterince {iriin elde edilemeyen bir PCR reaksiyonundan, birinci
amplikasyon Uriiniiniin i¢inde yer alan bir bolgeyi hedef alan primer ile daha yiiksek
verimde iiretilmesini saglamak veya birinci amplikasyon sonucu elde edilen {iriiniin,
aranan gen bolgesine ait oldugunun teyit edilmesidir. Ayrica PCR {iriinii miktarini
arttirmak i¢in birinci reaksiyonda kullanilan primerler ile tekrar PCR reaksiyonu
gerceklestirilmesi durumunda, ilk reaksiyonda non-spesifik amplikasyon jel 6zerinde
goriilmese bile, ikinci reaskyionda non-spesifik amplifikasyonlarinda miktarimi ytliksek
derecede arttirdigindan bu sekilde PCR {iriinii arttirma yoluna gidilmemistir.
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1. Reaksiyon

F1 F2 RZ R1

'T'
2. Reaksiyon

Sekil 2.13. Nested PCR yapmak i¢in uygulanan iki PCR reaksiyonunun hedef bolgeleri.
F1, 2 ve R1, 2 kullanilan primerlerdir.

2.12.7. 3' ¢DNA sonlarmn hizh amplifikasyonu (3' RACE)

3" RACE (Rapid Amplification Of cDNA Ends) mRNA’larin 3' uglarin
amplifiye etmek icin kullanilan bir stratejidir. Bu ¢alismada yeni 3' yeni varyant tarama
ve 3' UTR aydinlatilmasinda kullanilmigtir.

3' RACE iki adimda gergeklestirilmektedir; cDNA uguna bir adaptor dizi
eklenmesi ve bir tane gene 0zgli primer ile adaptore baglanacak  primerle PCR
reaksiyonu gerceklestirilmesi. Sonunda adaptor dizi tasiyan cDNA, RT basamaginda
primer olarak adaptor diziyi tasiyan primerler kullanilarak kolayca elde edilmektedir
(Bkz. EK 7).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Sican ve Organlarin Elde Edisi

Calismada kullanilan Wistar ¢esidi siganlar (Rattus norvegicus) Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlari Unitesi’nden temin edilmistir. Etik kurul izini
13.07.2015 tarihinde, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
70904504 sayili belgesinde (Karar no: 55) onaylanmuistir.

Calismada, 24 ve 22 haftalik bir erkek ve bir disi sican kullanilmistir. Sicanlar
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden alindiktan sonra agirliklari
Olciilmiis ve sonrasinda kapali bir fanus icerisinde yaklasik 90 sn eter buharina maruz
birakilarak servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir. Bu siganlarin bobrek, karaciger
ve testisleri alinmis, bobrek ve karacigerlerin agirliklart belirlenmistir (Cizelge 3.1). Bu
organlar bekletilmeden bir makas yardimi ile daha kiigiik parcalara boliiniip 2 ml
hacimli mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilerek sivi azot igerisinde dondurulmustur.
Dondurulan organlar -80 °C'de derin dondurucuda kullanilacaklar1 zamana kadar
muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan erkek ve disi si¢anlarin toplam viicut ve organ

agirliklari.
Agirhk (gram)
Cinsiyet Sigan Bobrek* Karaciger  Testis
Erkek 334.50 5.44 15.39  Olgiilmedi
Disi 235.00 3.66 8.40 —

* Her iki bobregin toplam agirligidir.

3.2. Organ Parcalarinin Homojenize Edilmesi

Organlardan RNA eldesi i¢in, dokularin parcalanmasi bir homojenizator yardimi
ile gergeklestirilmistir. Bu amaca yonelik, hiicreleri par¢alamak i¢in fenol ve guanidin
tuzlart igeren monofazik bir soliisyon olan ve ayni zamanda niikleaz enzimlerini de
inhibe eden RiboEx Total RNA izolasyon Soliisyonu ve bununla birlikte gelen kit
(GeneAll Cat. No. 305-101) igerigi kullanilmigtir. RNA eldesi i¢in  100-150 mg
agirliklarinda doku parcalart kullanilmistir. Her 100 mg'lik doku parcasina karsilik 1 ml
RiboEx Total RNA Izolasyon Soliisyonu 15 ml'lik santrifiij tiipiine eklenmis ve tiip buz
icerisindeyken homojenizator (Marka: Isolab) ile yaklasik 30 000 rpm hizinda 30-60 sn
stiresince dokular homojenize edilmistir.
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Homojenat, hiicre parcalanmasmnin tamamlanmasi ve niikleoprotein
komplekslerinin ¢oziiniir hale gelmesi i¢in oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Bu
islem sonrasinda, homojenat 2 ml hacimli plastik tiiplere aktarilarak 4 °C’de 12 000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant ya hemen kullanilmis veya
kullanilincaya kadar -40 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.3. Organ Homojenatlarindan Total RNA izolasyonu

Doku homojenatlarindan total RNA izolasyonu, Hybrid-R total RNA izolasyon
kiti (GeneAll Cat. No. 305-101) kullanilarak gergeklestirilmistir. RNA izolasyonu
iiretici firma tarafindan saglanan protokole gore gergeklestirilmistir. Bu kit RB1, SW1,
RNW soliisyonlar1 ve spin kolonlardan olusmakta olup, kit igeriginin ayrintist ve
kullanim amagclar1 Cizelge 3.2'de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Organ homojenatlarindan total RNA izolasyonunda kullanilan kit ve
iceriginin kullanim amaglari.
Kit icerigi ve Kullanim amac1  Aciklama
kullanilan

soliisyonlar

Fenol kloroform Faz ayrimi Proteinlerin denatiirasyonu
Izoamil alkol ve niikleik asitlerin diger
biyomolekiillerden
ayristirtlmasi igin kullanilir.
Spin kolon Soliisyon igerisindeki
(RNA baglanma RNA baglanmasi  RNA'larin kat1 bir ylizeye
kolonu) baglanarak, santrifligasyon
islemi ile soliisyon ve diger
hiicresel atiklarin
uzaklastirilmasi
RB1 RNA baglanmasi  Spin kolona RNA’larin
baglanmasi i¢in kullanilir
SW1, RNW RNA yikanmasi Kolonda kalan tuzlarin

uzaklastirilmasi

Organ homojenatlarindan total RNA izolasyonunun ilk basamagi, niikleik asitler
ile diger biyomolekiiller arasinda faz farki olusturarak birbirlerinden ayirmak olup bu
amag i¢in fenol-kloroform karistmi kullanilir. Homejenizasyon sirasinda hiicrelerin
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parcalanmasi igin eklenen her 1 ml RiboEx Total RNA Izolasyon Solusyonu igin,
santrifiigasyon islemi sonrasinda 0.2 ml fenol-kloroform izoamil alkol karisimi (25:24:1
vlv, Sigma cat. no:P-2069) eklenmistir. Fenol-kloroform karisiminin miimkiin oldukga
daha fazla biyomolekiil ile temas etmesi ve hiicresel proteinleri etkili bir sekilde
denatiire etmesi icin karisim 15 sn hizla calkalanmis ve daha sonra 2 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda karisim 4 °C’de 12 000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda olusan {ist faz temiz bir tiipe alinmistir.

Total RNA izolasyonunda ikinci basamak, RNA'nin kolona baglanmasi ve bu
yolla atiklarin uzaklastirilmasidir. Yeni bir tiipe aktarilan niikleik asitlerin bulundugu bu
faza bir hacim RB1 solusyonu eklenerek tiip yavasca ters-diiz edilerek karistirilmistir.
Bu karisim RNA baglama kolonuna 700 ul'yi gegmeyecek sekilde eklenmis ve oda
sicakliginda 12.000 rpm’de 30 sn santriflij edilmistir. Eger karisimin baslangi¢ hacmi
700 p'den fazla ise, ayn1 basamak tekrarlanmistir.

Toplam RNA'nin kolona baglanmasi sonrasi, RNA baglama kolonuna 500 pl
SW1 yikama solusyonu eklenip, kolon oda sicakliginda 12 000 rpm’de 30 sn santrifiij
edilmistir. Ayni kolona 500 pl ikinci bir yikama soliisyonu (RNW) eklenmis ve yine
oda sicakliginda 12 000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmistir. Tampon kalintilarim
uzaklastirmak i¢in kolon, oda sicakliginda 12 000 rpm’de 1 dk daha santrifiij edilmistir.

Kolondan RNA'nin geri kazanilmasi santrifiigasyon ile gergeklestirilmistir. Bu
amac¢ i¢in 75-100 pl RNaz igcermeyen su kolona eklenmis, oda sicakliginda 1 dk
bekletilmis ve sonrasinda kolon RNaz icermeyen 2 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipii ile
birlestirilerek oda sicakliginda 12 000 rpm’de 1 dk daha santrifiij edilmistir.
Santrifiigasyon sonrasi, RNA'larin kolondan ayrilarak mikrosantrifiij tiipiine toplanmasi
saglanmistir. Elde edilen total RNA’lar hemen kullanilacaksa 4 °C buz igerisinde,
hemen kullanilmayacaklar ise -40 °C’ de muhafaza edilmislerdir.

3.4. Elde Edilen Total RNA Miktarmin Ol¢iilmesi ve Kalitesinin Degerlendirilmesi

Elde edilen total RNA’nin miktar1 nanodrop spektrofotometre ile (Thermo
NanoDrop 1000) RNA-40 modunda 6lgiilerek belirlenmistir. Elde edilen RNA'nin saflik
durumu Azso/Azso Ve Azeo/ A2z oranlart Olgiilerek belirlenmistir. Bolim 2.6.2°de Cizelge
2.1’de RNA safliginin tayininde kullanilan belirleyici 6zellikler verilmis olup, bu
bilgiler dahilinde Azgo/Azsp orani 2.0'nin altinda olan ve Apgo/Azzp orami 2.0-2.4
araliginin disinda kalan RNA izolatlar1 kullanilmamis ya da safliginin iyilestirilmesi
i¢in bunlar tekrar RNA izolasyonuna tabi tutulmustur.

3.5. Total RNA’dan mRNA izolasyonu

Bu calisma, sican prolaktin reseptorii mRNA'larinin amplifikasyonu ve bunlarin
karakterizasyonuna yonelik olup, ortamda mRNA disinda diger RNA'larin bulunmasi
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(total RNA'nin yalnizca %1-5 mRNA'ya karsilik gelmektedir), PCR reaksiyonlarinda
problem yaratabildigi gibi, amplifiye edilmek istenen RNA'nin da yetersiz kalmasina
neden olabilmektedir. Hedef RNA (mRNA) miktarini ve buna bagl olarak istenen PCR
iiriinlintin kalitesini artirmanin bir yolu da, total RNA'dan mRNA'larin izole edilerek,
amplifikasyon i¢in dogrudan mRNA'larin kullanilmasidir.

Total RNA’dan mRNA izolasyonu i¢in Thermo Scientific MagJET mRNA
Enrichment Kit (#K2811) kullanilmistir. Bu kitin igerigi ve kullanim amaci Cizelge
3.3'de sunulmustur. Kit icerigine ek olarak, su banyosu, vorteks, buz ve tarafimizca
hazirlanan Manyetik Partikiil Toplama Tiipliigii (Bkz. Ek 5) kullanilmistir.

Tarafimizca tasarlanmis olan “manyetik partikiil toplama tipligii”, manyetik
partikiiler ile sivi kisimmi birbirinden ayirmak i¢in kullanilmistir. Manyetik partikiil
toplama tiipligii strafor kullanilarak yapilmistir; strafora 2 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiiniin oturmasi i¢in bir yuva ve o yuvanin dip kismina miknatis eklenmistir. Bdylece
manyetik partikiiller tiiplin i¢ yiizeyinde bir noktada toplanarak sivi kisimdan ayrilmig
ve s1v1 faz pipet yardimi ile ortamdan uzaklastirilmistir.

Cizelge 3.3. Total RNA’dan mRNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar ve gerecler.

Kimyasallar ve gerecler Kullanim amaci Tamm

Manyetik partikiil toplama  Magjet oligo (dT) Alt kisminda bir miknatis

tipligi boncuklarini siv1 fazdan iceren, 2 ml'lik santrifiij
ayirarak mRNA’larin tiipleri i¢in tasarlanmis bir
toplanmasi. tiipliik.

Magjet oligo (dT) Poli (A) kuyrugu tasiyan Yiizeyine poli (dT)2s

partikiilleri mRNA’larin yakalanmas1  niikleotit dizisi baglanmis
(partikiiliin poli (dT) olan manyetik
kismina baglanmasi). boncuklardir.

Hibridizasyon tamponu mRNA poli (A) ile Magjet Ortama total RNA
boncuklarindaki oligo (dT) ~ eklenmeden 6nce, Magjet
kisimlar1 arasinda nanopartikiilleri )
hibridizasyonun hibridizasyon tamponu ile
gerceklesmesini yikanarak, hibridizasyon i¢in

Kolaylagtiran tampon. hazir hale getirilir.

Yikama tamponu Ortamda bulunan
RNA’larn (poli (A)
kuyrugu tagimayan)
uzaklastirilmasi.
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RNA g¢alismalarinda RNA’nin pargalanmasi istenmeyen bir durum olup, RNaz
kontaminasyonuna bagli RNA’nin zarar gérmesini engellemeye yonelik temel tedbirler
alinip bunlara 6zen gosterilmistir (Bkz. Boliim 2.6.1).

Total RNA’min ve manyetik partikiillerin izolasyona hazirlanmasi:
Manyetik partikiiller ile total RNA birlestirmeden 6nce mRNA’lar ve manyetik
partikiiller hibridizasyon i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmiglardir.

RNA’da bulunan sekonder yapilarin agilmasi i¢in total RNA 6rneginden 100 pl
alinarak, 2 ml’lik kapakli mikrosantrifiij tiipiine eklenmis ve su banyosunda 65 °C’de 5
dk inkiibe edilmistir.

Manyetik partikiillerin mRNA eldesi i¢in hazir hale getirilmesi stoktan alinan
manyetik partikiillerin hibridizasyon tamponu ile yikanmasi ile gergeklestirilmistir. Bu
amaca yoOnelik olarak, manyetik partikiil stogu kullanilmadan 6nce vorteks yardimi ile
lyice homojen hale getirilmis ve yeni bir tiipe alinan manyetik partikiillerin (50 pl)
tizerine iki defa 100 pl hibridizasyon tamponu eklenerek yikama islemi
gerceklestirilmistir. Yikama ve hibridizasyona hazir hale getirme islemi, manyetik
partikiillerin, manyetik partikiil toplama tiipliigiinde bulunan miknatis yardimi ile
toplanmas1 ve geriye kalan sivinin uzaklastirilmasi ile gergeklestirilmistir. Miknatis
yardimi ile manyetik partikiillerin toplanmasi temel bir basamak olup, asagida anlatilan
kisimlarda tekrarlanmistir.

mRNA’nin  manyetik partikiilllerin iizerindeki poli (T) dizilerine
baglanmasi: Total RNA igerisindeki mRNA’lar1 manyetik partikiillere baglamak i¢in;
manyetik partikiilleri iceren tiipe 100 pl hibridizasyon tamponu eklenerek ve tekrarl
pipetasyon yapilarak manyetik partikiillerin hibridizasyon tamponu ile aktive olmasi
saglanmis ve sonra da tlizerine total RNA (100 ul) eklenmistir. Manyetik partikiillerin
hibridizasyon tamponunda homojen olarak dagilmasi ve ortamda bulunan mRNA'larin
poli (A) kistmlarimin manyetik partikiillerdeki poli (T) kisimlart ile bulusma olasiligini
artirmak i¢in, tiip i¢inde bulunan karigtm manyetik alanin bulunmadigi (yani miknatisin
olmadigl) ortamda tekrarli pipetasyona tabi tutulmustur. Bunu takiben, mRNA’larin
manyetik partikiillere bagl poli (T) dizileri ile hibridize olabilmesi i¢in tlip yavasca
ters-diiz edilerek oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona tabi tutulmustur. Manyetik tiipliik
(miknatis igeren) kullanilarak, manyetik partikiillerin tiiplin bir kisminda toplanmasi
saglanmis ve s1v1 kisim manyetik partikiillerden uzaklagtirilmistir.

mRNA olmayan RNA’larin uzaklastirilmasi: mRNA’lar  manyetik
partikiillere baglandiktan sonra mRNA olmayan RNA’larin ortamdan uzaklastiriimasi
yikama islemi ile gerceklestirilmistir. Bunun i¢in ortama 100 pL yikama tamponu
eklenmis ve karisim manyetik alanin olmadigi bir yerde pipetlenerek homojen hale
getirilmis ve devaminda da tiip manyetik tilipliige yerlestirilerek, manyetik partikiillerin
tiiplin bir kdsesinde toplanmasi saglanmistir. Yikama islemi 3 defa gerceklestirilmis ve
islemin sonunda tiipiin icinde yilkama tamponu kalintisinin kalmamasina 6zen
gosterilmistir.

mRNA’nin manyetik partikiillerden ayrilmasi ve toplanmasi: mRNA’larin
manyetik partikiillerden ayrilmasi ve geri kazanilmasi i¢in mikrosantrifiij tiipiine 50 pl
niikleaz igermeyen su eklenmis ve 6rnek 2 dk 60 °C su banyosunda tutulmustur. Bu
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inkiibasyon siiresinin sonunda, tiip hizlica manyetik partikiil toplama standina
konarakayrilan mRNA’larin tekrar partikiillere baglanmasini 6nlemek igin sivi kisim
hizla yeni bir tiipe aktarilmistir. Elde edilen mRNA’larin miktar1 spektrofotometrik
olarak (Nanodrop ile) belirlenmis ve drnekler hemen kullanilacaksa buz icerisinde, daha
sonra kullanilacaksa -40 °C’de saklanmustir.

3.6. Rivorz Transkriptaz (RT) Reaksiyonu ve Ilk iplik cDNA Sentezi

Sican organ (bobrek, karaciger ve testis) homojenatlarindan elde edilen total
RNA ve mRNA’lardan ilk iplik cDNA sentezi rivorz transkriptaz (RT) reaksiyonu ile
gerceklestirilmistir. Bu amaca yonelik kullanilan kitin 6zellikleri (3.6.1), reaksiyon
kosullart (3.6.2) ve kullanilan primeler (3.6.3) ilgili bolimlerde ayrintist ile
sunulmustur.

3.6.1. Rivérz transkriptaz kiti ve enzimin 6zelligi

Rivorz transkriptaz (RT-PCR i¢in) reaksiyonu i¢in GeneAll HyperScript™ first
strand sythesis Kiti (Cat. No: 601-005) kullanilmistir. Saflagtiritlmis mRNA ya da total
RNA’dan ilk zincir cDNA sentezi yapabilen bu kit; su (RNaz igermeyen), dNTP, Oligo
dTo, primeri, RNaz inhibitorii, RT tamponu, DTT ve RT Polimeraz igermekte olup, kit
iceriginin ayrintist Cizelge 3.4’de verilmistir. HyperScript™ rivorz polimeraz, sicaklik
kararliligr arttirilmis (65 °C’ye kadar ilk zincir cDNA sentezi yapabilmektedir) ve
RNAaz H aktivitesi azaltilmig bir M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) rivorz
transkriptazdir. Bu enzim, 1 pg’den 2 pg'a kadar baslangic RNA’sin1 kalip olarak
kullanilabilmekte ve 13 kb uzunluguna kadar ilk iplik cDNA sentezi
gerceklestirebilmektedir. Reaksiyon iretici firmanin sagladigi ve 3.6.2'de sunulan
protokole gore gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. GeneAll HyperScript™ first strand sythesis kit icerigi.

Kit icerigi* Hacim  Miktar
Primer (oligo (dT)2,) 50 pl 50 uM
dNTP karigimi 250 ul 10 mM
DTT 250 wl 0.1M
RT polimeraz enzimi 50 pl 200 U/pl
RNaz inhibitorii 100 ul 40 U/ul
RNaz icermeyen su 1000 pl -
10X RTaz Tamponu 500 pl -

*Kit igeriginde “Random hekzamer” adi verilen bir primer ¢esidi de bulunmakla
birlikte, bu projede kullanilmadigi i¢in bu ¢izelgede sunulmamastir.
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3.6.2. RT-PCR (Rivorz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve ilk iplik
cDNA eldesi

Organlardan elde edilen mRNA’lar (total RNA veya mRNA olarak), rivorz
transkripsiyon reaksiyonu ile tek zincir cDNA'ya déniistiiriilmiistiir. Ik iplik cDNA
sentezi icin iki reaksiyon karisimi hazirlanmis (Reaksiyon Karisim I ve II, Cizelge 3.5)
ve RT-PCR iki basamakta gergeklestirilmistir (Cizelge 3.6). Reaksiyon Karisimi I, 65
°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 1 dk buz igerisinde bekletilmis ve reaksiyon karigimi
IT ile birlestirilip Cizelge 3.6’de verilen II. basamak uygulanmustir.

Cizelge 3.5. RT-PCR’da kullanilan Reaksiyon Karisimi I ve II’in igerigi ve miktarlari.

Reaksiyon Karisim I Miktar (ul)
Total RNA (veya mRNA) 2-6*
Primer (Poli (A) bolgesine 6zgii) 1

dNTP 1

Su (RNaz igermeyen) 12-6**
Toplam 14
Reaksiyon Karigimi I1 Miktar (ul)
RT tamponu 2

DTT 2

RT polimeraz enzimi 1

RNaz inhibitorii 1

Toplam 6

Toplam reaksiyon hacmi: 20 pl

* Eklenen RNA hacmi, eklenmek istenen RNA miktarina gore ayarlanmistir. Her bir
reaksiyon i¢in 2 ile 4 pg arasinda total RNA veya 20 ng ile 50 ng pg arasinda mRNA
kullanilmistir.

** Eklenen su miktari, reaksiyon hacmi toplamda 20 pl olacak sekilde ayarlanmistir.
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Cizelge 3.6. RT-PCR basamaklar1 ve siireleri.

Ik iplik cDNA sentezi (RT-PCR) Sicakhk Siire

Basamak I*

Sekonder yap1 denatiirasyonu 65 °C 5dk
Buz muamelesi (1 dk)

Basamak 11

Tek iplik DNA sentezi** 45 °C*** 1sa

Rivorz transkriptaz denatiirasyonu 85 °C 5 dk

*Bu basamakta sadece reaksiyon karigimi I kullanilmistir. Basamagin sonunda
reaksiyon karisimi I ve 1II  birlestirilmis ve II. basamaktaki reaksiyonlar
gerceklestirilmistir.

** Rivorz transkriptaz ile ilk iplik sentezi, liretici firmanin da 6nerdigi gibi, cogunlukla
45 °C'de gergeklestirilmis ancak ihtiyaca gore bu 40-55 °C arasinda degistirilmistir.

*** Oligo (dT),2 primeri i¢in kullanilan siklikla kullanilan sicaklik degeri.

3.6.3. Ik iplik cDNA eldesi i¢in kullamilan primerler

mRNA’lardan ilk iplik cDNA sentezi gerceklestirmek icin kit ile birlikte satin
alinan primere ek olarak poli (A) kuyrugunu hedef alan ti¢ primer daha (Cizelge 3.7) bu
tez projesinde kullanilmistir. Bu {i¢ primerden biri RpT primeri (25 timin, poli (dT)zs)
olup, rivorz transkriptaz kiti ile satin alinan oligo (dT)2s primeri ile benzerdir. Diger iki
primer ise Poly-dT-Adaptor 1 ve 2 (Integrated DNA Technologies firmasi tarafindan
sunulmustur) olup, 3' RACE PCR’da ilk iplik cDNA sentezi i¢in kullanilmaktadir .
Kullanilan primerlerin mRNA {izerine baglandigi bolgeler ve ilk iplik cDNA
sentezindeki rolleri EK 6 ve 7’de 6zetlenmistir.

RACE PCR bilinmeyen dizileri amplifiye etmek i¢in uygulanan bir yontemdir. 3'
RACE igin 6n kosul cDNA’nin poli (T) kuyruguna bir adaptor dizi eklenmesidir. Bu
islem RT basamaginda adaptor bir dizi tasiyan poli (T) primeri kullanilarak kolayca
gerceklestirilir. RT sonrasinda adaptor dizi tasiyan ¢cDNA’lar gene O6zgii primer ve
adaptore baglanacak bir primer ile PCR’a tabi tutulur.
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Cizelge 3.7. RT-PCR reaksiyonunda kullanilmak {izere mRNA’larin poli (A)
kuyruklarini hedef alan primerler.

Ad R Primerler Dizisi Tm©°C  Niikleotit

gl
1

1 RpT (Poli (dT),s) TTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTT -3 43 25

2 Poly dT_Adaptor-1  5- GCGCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTT -3 40* 38 (18**)
TTTTTTTTTV

3 Poly_dT_Adaptor-2  5- GCGCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTT -3 42* 39 (19**)
TTTTTTTTTVN

V: A, G ya da C niikleotiti
N: A, T, C ya da G niikleotiti

GCGCACGCGTCGACTAGTAC: Adaptér dizidir (Bkz. 3' RACE PCR)

*Adaptor dizi ilk iplik cDNA sentezine katilmadigi i¢in, Tp hesaplanirken dikkate
alinmamis olup verilen degerler poli (T) kismina aittir.

**Yine aym sekilde, parantez icinde verilen niikleotit sayilar1 da poli (T) kismina
karsilik gelmektedir.

3.7. Sican Prolaktin Reseptor Geni (prlr) cDNA’larinin Eldesi ve Cogaltilmasi

Total RNA'nin icinde bulunan mRNA'lar veya saf olarak elde edilmis
mRNA'lar, rivorz transkriptaz enzimi ve bu mRNA'larin poli (A) kuyrugunu hedef alan
primerler (Bkz. Cizelge 7) kullanilarak tek iplik cDNA'ya doniistiiriilmiis ve sonrasinda
sigan prir genine 6zgii primerler (Bkz. Bolim 3.7.1, Cizelge 3.8) kullanilarak bu tek
iplikli cDNA'lardan ¢ift iplik cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Ilk iplik prlr
c¢DNA'larmin ¢ift iplik cDNA'ya doniistiiriilmesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ile gercgeklestirilmistir. PCR reaksiyonlari, Thermo Px2 Thermal Cycler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu tez caligmasi, PRLR geninin mRNA varyantlarini ve bu
varyantlarin 3' UTR bolgelerinin tanimlanmasma yonelik oldugundan, bu amaca
yonelik olarak PCR primerleri tasarlanmis ve kullanilmistir.

3.7.1. Prolaktin reseptor geni (prir) cDNA amplifikasyonu icin kullanilan
primerler

Primerlerin tasarimi, esasen bilinen genel kurallarin tarafimizca uygulanmasi ile
birlikte, CLC Genomics Workbench (Versiyon 3.6.5) programindan da destek alinmasi
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ile gerceklestirilmistir. Primer tasarlarken dikkat edilen parametreler Bolim 2.6.4°de
verilmistir.

Sican prir geni mRNA ve ekzon varyantlarinin cDNA'larinin eldesi i¢in
kullanilan primerlerin tasarlanmasinda, sigan prir geni (NC_005101.4, Sican Genomu
versiyon 6; Rno_6) ve bu genin iirlinii olan mRNA varyantlarinin (NM_001034111.1 ve
NM_012630.2) dizileri kullanilmistir. Bu mRNA'larin 3" UTR bdlgelerinin
tanimlanmasi1 i¢in kullanilan primerlerin tasarlanmasinda da, ya hali hazirda bilinen
sican mRNA 3' UTR boélgeleri ya da fare prlr geni tarafindan kodlanan mRNA ekzon
varyantlarinin 3' UTR bolgeleri kullanilmigtir. Bu ama¢ dogrultusunda tasarlanan, F
(Forward) ve R (Reverse) primer setleri ve 6zellikleri Cizelge 3.8'de sunulmustur.
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Cizelge 3.8. Hedeflenen cDNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerlerin
niikleotit dizileri.

F (Forward)* Primerlerin niikleotit dizileri Tn°C %GC Niikleotit
1 F31 5- ATGCCATCTGCACTTGCTTTCG -3' 63 50 22
2 F32 5 CCTACTTGTTCTCAACATCAGCC -3 63 48 23
3 F9 5- CATGATGACCTGCATCTTTCCACC -3' 63 50 24
4 F10 5- CAACCTCAAGCAACCGCAGACTCC -3 69 58 24
5 FUTR1.1 5- CACTCCTTTCACTGATAGCTAGAC -3' 64 46 24
6 FUTR1.2 5- ATGAAGTAATGTGGTCTGCTAG -3 58 41 22
7 FUTR2 5- CCAGTATTGCTGTTTACGTATTCG -3' 62 42 24
8 FUTR3 5- TTGGAAATTGTGTTTGCAGC -3 54 40 20
9 F11UTR2 5- AAGACATACCAGAGCCAATGCC -3' 62 50 22
10 F11UTR3 5- ATATCTTTTGTCTAGGCTGCTCC -3 61 43 23
R (Reverse)* R primer dizileri Tn°C  %GC Niikleotit
1 R9 5- CCAGCAGATGGGTATCAAATCC -3 60 50 22
2 Ri101 5- TCAGTGAAAGGAGTGCATGAAGC -3 62 48 23
3 RI10.2 5 GGCACTCAGCAGCTCTTCAGAC -3' 66 59 22
4 RI11 5- GTCAAGTTCCCCTGCATTGTCC -3 63 55 22
5 Rmilll 5- CAGGGAACTTTCTGAGGATTGG -3' 60 50 22
6 Rmll.2 5- AGAGGTGGGTGTGGTAGAATG -3 61 52 21
7  Rmll-3 5- TTTCTGAGGATTGGCCTTT -3' 53 42 19
8 Rmil2.1 5- CGAGGAGCTAAAAAGTAGGAAGG -3 60 48 23
9 Rmil2.2 5- GTCAACTGGAGAATAGAATACCAG -3' 61 42 24
10 Rmi2.3 5- CACAAACCACACCCAGATCTACA -3 63 48 23
11 RUTR1 5- TGTTTTCATCCACTTTGCATTCC -3' 59 39 23
12 RUTR1.2 5- TTGGCTGGTGTCCTGGAATG -3 61 55 20
13 RUTRL1.3 5- TTGCTGTTTGAAGTATCCTGGG -3' 60 46 22
14 RUTR2 5- AAAATGCTTCTCCAGCTCGATC -3 60 45 22
15 RUTR3 5- ATACGAGAACAGAGCTTTGAGG -3' 60 45 22
16 RI11UTR1 5- CCTATCCTCTCCCATCTGCCTCC -3 68 61 23
17 R11UTR1.b 5- TTAAGCACACTCAAGCCCAGA -3' 59 48 21
18 RI11UTR2 5- AGTCCCATCACTAAAGTCTACAG -3 61 43 23
19 RI11UTR3 5- GGCACTGTTTTGGGAGATTATGG -3' 63 48 23
20 Adaptor 5- GCGCACGCGTCGACTAGTAC -3 65 65 20

*F (Forward) primerler sigan prlr geninin mRNA dizisi ile R (Reverse) primerler ise
mRNA dizisinin rivorz komplementeri ile ayn1 diziye sahiptir.

Primer sentezi, stok ve kullamim solusyonlari: Tarafimizca tasarlanan
primerlerin sentezi hizmet alimi ile Macrogen tarafindan gergeklestirilmistir (Primerler,
tiretim sonrast HPLC gibi 6zel bir saflagtirmaya tabi tutulmamistir). Primer ana stoklari
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100 pmol/ul primer olacak sekilde, kullanim stoklar1 ise 10 pmol/ul primer olacak
sekilde hazirlanmis ve kullanincaya kadar -40 °C’de saklanmislardir.

3.7.2. mRNA'larin cogaltilmasina yonelik PCR reaksiyonlari

Sican prir geni mRNA varyantlarinin tanimlanmasina yonelik bir¢ok farkli PCR
yaklasimi kullanilmistir. Bu yaklasimlarin temel ¢ikis noktasi elde edilmek istenen
hedefe yonelik olup, bu hedefler 4 gurup altinda toplanabilir:

1- Ekzon 3 ile Ekzon 9 aras1 varyantlarin tanimlanmasi,
2- Ekzon 10 ve 11 formlarmin organlardaki varliginin gosterilmesi,
3- Farede ifade edilen Ekzon 11 ve 12 varyantlarin sicanda aranmasi ve

4- Sican PRLR uzun ve kisa formlarinin 3' UTR bdlgelerinin dizilerinin
aydinlatilmasi.

PCR strateji se¢iminde belirleyici nokta; cogaltilmak istenen bdlgenin baz
uzunlugu, verimi ve yine bunlarla iligkili olarak elde edilen iirliniin dogrudan dizileme
icin kullanilip kullanilamayacagi olmustur. Bu projede gergeklestirilen PCR
reaksiyonlar1 ve gergeklestirme sartlar1 B6lim 3.7.2.1-4 arasinda sunulmustur.

3.7.2.1. Sican prlr (s-prlr) geni cDNA’larim1 amplifiye etmek icin kullanilan
Standart PCR prosediirii

S-prlr geni ¢cDNA’lar1 kullanim amaci fark etmeksizin ilk olarak, “Standart
PCR” olarak isimlendirdigimiz kosullarda ¢ogaltilip incelenmistir. Standart PCR sonucu
elde edilen {iirlinlerin miktar1 ve 6zgiilligli yeterli goriilmediginde; ya yeniden ilk iplik
cDNA’dan istenen bolgenin amplifikasyonu Stepdown PCR (Bkz. 3.7.2.3) ile
gerceklestirilmis ya da standart PCR'dan elde edilen iirlinler Nested PCR (Bkz. 3.7.2.3)
icin kullanilmistir.

Standart PCR i¢in GeneAll AmpMaster™ Taq (Cat. No: 541-050) kullanilmistir.
Standart PCR reaksiyonu toplam 30 pl’de gergeklestirilmis olup reaksiyon karigimi
Cizelge 3.9’da verilmistir.
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Cizelge 3.9. S-prir genine 6zgii cDNA'larin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan 30 ul hacimlik
reaksiyon karigima.

Kimyasallar Miktar
AmpMaster™ Taq * 15 ul
Primer F (10 pmol/ul) 1wl
Primer R (10 pmol/ul) Il
Kalip DNA (ilk iplik cDNA)** 2 ul

Su 11 ul
Toplam hacim 30 ul

* 15 pl AmpMaster™ Taq kullanilarak hazirlanan 30 pl’lik Standart PCR reaksiyon
karisimi; 2.5 U Taq DNA polimeraz, 800 uM dNTP, 2.5 mM MgClI,, yiikleme boyas1 ve
stabilizor icermektedir.

** Hazirlanmig olan cDNA, 800 ng total RNA’ya karsilik gelecek miktarda eklenmistir.

Amplifiye etmek istenen bolgelerin uzunluguna bagli olarak prir ¢cDNA’lart
farkli denatiirasyon, baglanma ve uzama kosullar1 kullanilarak PCR’a tabi tutulmus ve
daha yiiksek verimde iiriin elde edebilmek icin reaksiyon basamaklarinin siireleri ve
sicakliklart degistirilmistir. Temelde kullanilan {i¢ farkli reaksiyon sartinin sicaklik ve
stireleri  Cizelge 3.10°da verilmistir. PCR reaksiyonlar1 30-35 dongli yapilarak
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.10. Standart PCR reaksiyonunun sicaklik ve stireleri.

I* ”** ”I***

Dongii  Basamak Sicakhik  Siire Sicakhik  Siire Sicakhik  Siire
[k denatiirasyon |95 °C 5 dk 95°C 5 dk 95°C 5dk
Denatiirasyon 95 °C 40 sn 95 °C 40 sn 95 °C 40 sn

30-35x Baglanma 57 °C 25 sn 60 °C 25 sn 60 °C 25 sn
Uzama 72 °C 15dk |72 °C 1,5dk 72 °C 2,5 dk
Son uzama 72 °C 5 dk 72 °C 5 dk 72 °C 5 dk

* Kisa amplifikasyon bolgelerini (<1000 bg¢) amplifiye etmek icin kullanilmistir.

** 3-UTR bolgelerini kapsayan 1000 bg¢’den kisa bolgeleri ¢ogaltmak igin
kullanilmastir.

*** Uzun amplifikasyon bolgelerini (>1500 bg) amplifiye etmek i¢in kullanilmistir.
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3.7.2.2. 3' RACE-PCR (Rapid Amplification Of cDNA Ends) ve sican prlr geni
mRNA'larinin 3' UTR bélgelerinin amplifikasyonu

3' RACE PCR, bir mRNA dizisinin 3' ucu bdlgesinin amplifikasyonuna yonelik
bir strateji olup, bu projede sican prir geninin bilinen iki farkli mRNA varyantinin
(sPRLR uzun ve kisa form) ve olas1 yeni 3' ekzon varyantlarinin 3'-UTR bélgelerinin
niikleotid dizilerinin ortaya konabilmesi i¢in kullanilmistir.

3' RACE PCR’in rivorz transkriptaz basamaginda (RT-PCR), yalmizca poli
(T)’den olusan bir primer kullanilabildigi gibi, poli (T) ve adaptor diziden olusan
primerler de kullanilabilmektedir. Ilk iplik cDNA sentezi sonrasinda bu primerlerin
yapisinda yer alan bir diziye karsilik gelen Adaptor primer kullanimi, PCR reaksiyonun
ozgiiliiglinii artirabilmekte ve buna bagli olarak ta mRNA'larin 3' UTR bdlgelerinin
tamimlanmasini kolaylastirmaktadir. 3' RACE PCR’m ilk iplik ¢cDNA sentezinde
Poly dT Adaptor 1 veya 2 primerleri (Cizelge 3.7) kullanilmis ve bir sonraki PCR
basamaginda ise bir F primeri olarak (F3 veya F9) ve R primeri olarak da bir Adaptor
primer (Cizelge 3.8) kullanilmistir (Primerlerin ¢alisma prensibi ve 3' RACE PCR'n
sematize 0zeti Ek 7°de sunulmustur).

3' RACE PCR ig¢in kullanilan rivorz transkriptaz ve DNA polimeraz enzim ve
karigimlari, RT-PCR ve Standart PCR i¢in kullanilan enzimler ile ayni olup (Bdlim
3.7.2), Standart PCR reaksiyon kosullarindan farkli olarak, ilk iplik ¢cDNA’larin 3'
UTR’lerindeki sekonder yapilari agmak i¢in, 97 °C’de 1,5 dk’lik ek bir denatiirasyon
(Baslangi¢ Denatiirasyon Basamagi 2) gerceklestirilmistir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. S-prlr geni mRNA'larinin 3' UTR bdlgelerinin amplifikasyonu igin
kullanilan 3' RACE PCR kosullar1

Dongii  Basamak Sicaklik Siire
- Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 95°C  4.5dk
- Baslangi¢ Denatiirasyonu2 97°C  1.5dk

Denatiirasyon 95°C 40sn

30x  Baglanma 60 °C  25sn
Uzama 72 °C  25dk

- Son uzama 72 °C  5dk
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3.7.2.3. Stepdown PCR yontemi ile 6zgiil olmayan amplifikasyon iiriinlerinin
azaltilmasi

Stepdown (SD) PCR'in temeli, primer baglanma sicakligimi primerin olasi
baglanma sicakliginin en yiiksek degerlerinden baslanip (6rnegin 70 °C gibi), baglanma
sicakliginin kademeli olarak disiiriilmesi ve bu yol ile istenen gen bdlgelerinin
amplifikasyon 6zgilliigiiniin ve veriminin arttirilmasina dayanmaktadir.

Bu yontemin bu calismada kullanilmasinin nedeni, Standart PCR sartlarinda,
gene 0zgii primerlerin hedef bolge disinda farkli yerleri de amplifiye ederek istenmeyen
bircok amplifikasyon {iirlinii vermesi ve buna bagli olarak prlr mRNA varyantlarinin
tanimlanma ve dizilenmesinde problem yaratmasidir. Ozgiil olmayan amplifikasyon
tiriinlerini azaltmaya yonelik Stepdown PCR yontemi tercih edilmis ve kosullar1 Cizelge
3.12'de sunulmustur. Kullanilan enzim, reaksiyon hacmi ve karigimin igerigi Standart
PCR ile aynidir (Boliim 7.2).

Cizelge 3.12. Stepdown PCR reaksiyon kosullari.

Dongii  Basamak Sicaklik  Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu* 97 °C 5 dk
Denatiirasyon 95°C 50 sn

6X Baglanma 70 °C 25sn
Uzama 72°C 2,5 dk
Denatiirasyon 95°C 50 sn

6X Baglanma 67 °C 25sn
Uzama 72°C 2,5 dk
Denatiirasyon 95°C 50 sn

6X Baglanma 64 °C 25sn
Uzama 72°C 2,5 dk
Denatiirasyon 95°C 50 sn

25X Baglanma 61 °C 25sn
Uzama 72°C 2,5 dk
Son Uzama 72°C 5dk

*Taq DNA polimeraz bu basamaktan sonra eklenmistir.
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3.7.2.4. Nested PCR ile amplifikasyon miktar ve 6zgiilliigiiniin artirilmasi

Bu projede gergeklestirilen Nested PCR kosullar1 ve reaksiyon karisimlari,
Standart PCR reaksiyonundaki gibidir (B6lim 3.7.2). Standart PCR sonrasinda agaroz
jelde bariz bir bant vermeyen veya diisiik amplifikasyon {riinii veren sican prir
cDNA'lari, ikinci bir primer seti ile Nested PCR'a tabi tutulmustur. Bu amaca yonelik,
ilk PCR reaksiyonundan 1 ul iiriin alinarak ikinci PCR reaksiyonu kurulmustur. Ikinci
PCR; birinci PCR’da amplifiye edilmek istenen bolgenin icerisindeki daha kiiclik bir
bolgeyi amplifiye edecek primer ¢ifti kullanilarak reaksiyonu iiriinlerinin 6zgilligli ve
iiriin miktar1 arttirilmistir (Nested PCR'm temel prensibi ve bu projede nasil kullanildig
Boliim 2.6.6°da anlatilmistir).

3.8. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Incelenmesi

PCR reaksiyonu sonucu DNA amplifikasyonunun gerceklesip gergeklesmedigini
gozlemlemek ve PCR idrilinlerinin uzunluklarinin ~ tanimlanmasi i¢in agaroz jel
elektroforezi kullanilmistir. Agaroz jelin hazirlamasinda ve yiriitiilmesinde TAE
tamponu kullanilmistir. TAE tamponu 5X olarak hazirlanmis (igerigi Cizelge 3.13’de
verilmistir) ve distile su ile seyreltilerek 1X’e doniistiiriilerek kullanilmistir. Agaroz jel
ornek yiikleme tamponu 6X olarak hazirlanmis olup icerigi Cizelge 3.14°de verilmistir.

Cizelge 3.13. Agaroz jel yiiriitme tamponu igerigi (5x stok)

Kimyasal Miktar

Tris 24,2 g

Asetikasit 571 ml

EDTA (500mM EDTA, pH 8,0) 10 ml

dH,0 1 L'ye tamamlanir

Cizelge 3.14. Agaroz jele 6rnek ylikleme tamponu igerigi (6x stok)

Kimyasal Miktar
Gliserol 3ml
Bromfenol mavisi 25 mg
dH20 7ml
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Agaroz jeller, 1X TAE tamponu kullanilarak %0.8-1.5 konsantrasyonlarinda
hazirlanmustir. Ornekler ve bir DNA biiyiikliik belirteci (100-2.000 veya 1.000- 10.000
b¢ uzunluklarinda) 3X agaroz jel yiikleme tamponu ile jel kuyucuklarina aktarilmistir.
Kullanilan bu DNA biiytikliikk belirteglerinin boyutlar1 ve jel goriintiileri Ek 8’de
verilmistir. Ornek yiiklenen jeller 110 volta (14 V/cm) 40-45 dk yiiriitiilmiistiir.

Yiiriitme islemi sonunda jeller etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 pg/ml) igerisinde
yaklasik 15 dk karanlikta bekletilerek boyanmistir. Etidyum bromiir ile boyanan jellerin
fotograflar jel goriintiileyicisi ile (DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro) ¢ekildikten
sonra yorumlamasi yapilmustir.

3.9. Agaroz Jelden DNA Fragmentlerinin izolasyonu

Amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesinin ardindan, dizileme
kalitesini olumsuz yonde etki edebilecek bantlarin goriilmesi durumunda, istenen DNA
bandi1 agaroz jelden kesilerek, izolasyonu yapilmuistir.

Amplifikasyon iirlinliniin yiiriitiildigli agaroz jel boyama sonrasi jel goriintiileme
sistemi lizerine yerlestirilmis ve hizli bir goriintileme ile kesilmek istenen DNA
bandinin yeri belirlenmistir. UV 15181 DNA'da hasarlara neden olabildiginden, 6rnegin
timin dimerleri gibi, kesme islemi minimum UV i1s18ina maruz birakilacak sekilde
gerceklestirilmistir.

Bu amaca yonelik olarak, kesilmek istenen DNA bandi UV 1s18inda goriiniir
hale getirilmis ve temiz bir bistiirli ucu ile istenen bant bdlgesi hizla kesilerek temiz
plastik bir tiipe alinmigtir. Alinan 6rnekten DNA fargmentinin izolasyonu NanoHelix
Gel Extraction Kit (GE50) kullanilarak Cizelge 3.15” de verilen protokol uygulanarak
gerceklestirilmistir.

Kit ile birlikte saglanmayan ancak izolasyon igin gerekli olan izopropanol alkol
(IPA %99) ve %80’lik etanolde (molekiiler kalitede) hazirlanmistir. Saflastirma ile
agaroz, etidyum bromiir, yiikleme ve yiiriitme tampon icerikleri uzaklastirilmis ve izole
edilen DNA fragmentleri Standart ya da Nested PCR i¢in kullanilmistir.

47



MATERYAL ve METOT Mesut Cihan AYDEMIR

Cizelge 3.15. Agaroz jelden DNA izolasyon protokolii

1- Jelden istenilen boyuttaki DNA fragmenti jel ile birlikte kesilmis ve agirlig
dleiilmiistiir. Olgiilen agirligin {i¢ kat1 hacminde GEB tamponu (6rnek; 100 mg
jeli¢in 300 ul GEB) 6rnege eklenmis ve agarozun eriyip ¢6ziiniir hale gelmesi
icin 60 °C‘de 15 dk inkiibe edilmistir.

2- Cozllmis jel karisimina bir hacim izopropanol eklendikten sonra, karisim DNA
baglama kolonuna (spin kolon) eklenmis ve 12 000 rpm’de 30 sn santrifiij
edilmistir.

3- Agaroz jel igeriginin ve kalintilarinin uzaklastirilmasi igin 750 pl (%80'lik) DNA
baglama kolonuna etanol eklenmis ve sonrasinda 12 000 rpm’ de 30 sn santrifiij
edilmistir. Kolon i¢indeki muhtemel etanol kalintisinin uzaklastirilmasi i¢in
DNA baglama kolonu 2 dk daha santrifiij edilmistir.

4- Santrifiigasyon sonrast DNA baglama kolonuna 50 ul saf su eklenip oda
sicakliginda 1 dk bekletilmistir. Sonrasinda spin kolona niikleaz icermeyen bir 2
ml hacimli minisantrifiij tiipli takilarak oda sicakliginda 12 000 rpm’de santrifiij
edilerek DNA toplanmustir.

3.10. PCR Uriinlerinin Dizilenmesi

Amplifikasyon sonrasit elde edilen PCR iiriinlerinin dizileme i¢in uygun olup
olmadig, triinlerin agaroz jelde yiriitiilmesi ile belirlenmistir. Agaroz jel goriintelemesi
sonrast yeterli TUriin verdigi anlasilan amplifikasyonlar, dogrudan dizilemeye
gonderilirken, yeterli liriin vermeyen veya birden fazla bant veren tirlinler de ise istenen
bant agaroz jelden izole edilerek tekrar Standart PCR iglemine ya da elde edilen PCR
iirtinii Nested PCR islemine tabi tutulmustur. PCR iiriinlerinin dizilemesi hizmet alimi
ile gerceklestirilmistir.

Amplifikasyon sonrasi yeterli {iriin verdigi anlagilan PCR iriintinden 20 pl'lik
kismi ve bununla birlikte 10 pl Forward (F) ve Rivorz (R) primerleri (10 pmol/ul),
dizileme hizmeti saglayan firmaya kargo ile génderilmistir.

PCR iiriinlerinin, istenen DNA boélgesine 6zgii R ve F primerleri kullanilarak ¢ift
yonli dizilemesi yapilmistir. Dizileme isleminde; ABI 3730XL automated sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA), BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) kullanilmistir. Dizileme sonuglart “.ab1” uzantili kromatogram
dosyalar1 ile alinmistir.
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3.11. Ham DNA Dizilerinin Kalite Analizi

Hizmet saglayici firmanin gonderdigi dizilerin kalitesi ve gilivenirligi dizileme
sonuglarmin yer aldigi kromatogram dosyalarinin Chromas (Versiyon 2.6.2) programi
ile incelenmesi ile gergeklestirilmistir. Arka plan kirlilikleri ve olas1 yanlis dizilemeler
degerlendirilmistir.

Dizilemenin ham kromotogram verileri, arka plan kirliligi ve bunlarin elde
edilen DNA niikleotit dizisine olan etkisi baglaminda degerlendirilmis, arka plan
kirliligi yiiksek olan dizilemeler ileri bir degerlendirmeye tabi tutulmamistir. Arka plan
kirliligi diisiik olan dizilerin, DNA niikleotit dizisi ile kromotogram pikleri arasindaki
uyum degerlendirilmis ve gerekli goriildiigli yerde, piklerin ger¢ek konumuna karsilik
gelen niikleotit ile degistirilmistir. Bu degerlendirmeden gecen DNA dizileri tez
projesine dahil edilmistir.

3.12. Cift Yonlii Dizileme Sonuclarinin Birbirleri ile Karsilastiriimasi

Dizileme kalitesi kriterlerini gegen DNA dizileri ilk olarak F ve R okumalarin
goriintiileme yonii mRNA’daki ile ayni olacak hale getirilmistir. F primerleri ile
gerceklestirilen dizileme sonuglarinin okunma yonii mRNA ile ayn1 oldugundan,sadece
R primerleri kullanilarak yapilan dizileme sonuglarinin yonii revers komplementeri
(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) alinarak mRNA dizisi ile ayni
hale getirilmistir. Bundan sonra, ileri ve tersten okuma niikleotit dizilerinin uyumu
Clustal Omega programi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Yaklasik 600 b¢ uzunlugunda olan fragmentlerin F ve R dizilemelerinin birbiri
ile olan tutarlilig1 incelenmistir. Uzunlugu yaklasik 1200 bg olan DNA fragmentlerinde
ise F ve R dizilemelerin uzunlugu, bir ugtan diger uca kadar okunmasini miimkiin
kilmadigindan, st iiste cakisamayan bolgelerin tutarliligi sadece referans dizi ile
karsilastirilarak incelenmistir. Cok daha uzun diziler de ise F ve R okumalarinin
karsilagtirilmast LAST programi (http://lastweb.cbrc.jp/) kullanilarak referans diziye
gore gergeklestirilmistir.

3.13. DNA Dizilerinin  Veri Bankasindan Sorgulanmasi ve prlr mRNA
Varyantlarinin Belirlenmesi

Dizileme kalitesi ve ileri ve tersten okumanin komplementerlik uyumlari kontrol
edilen DNA dizilerin sigan prir geni ile olan iligkisi ve gen iizerindeki yeri BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve LAST  programlart  kullanilarak
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gergeklestirilmistir. Boylece amplifikasyoniiriinlerinin prolaktin reseptori ile iliskili
olup olmadig1 ve prolaktin reseptoriine ait ise hangi ekzonlar1 tagidig1 incelenmistir.

Bu programlar kullanilarak elde edilen dizilerin veri bankasindaki (BLAST ile
yapilan analizde oldugu gibi) veya iki farkli genom veri bankasindan indirilen ve
tarafimizca tekrar diizenlenen sican prlr geni dizisinin LAST programinda
karsilastirmasi ile % uyum degerleri ve hangi ekzonlara karsilik geldigi ve buna bagh
olarak ta sigan PRLR geninin mRNA varyant ¢esidinin tespiti gergeklestirilmistir.

3.14. Prolaktin Reseptor Geninin Yapisal Ozelliklerinin Arastiriimasi

Sigan prolaktin reseptoriinin - mevcut gen dizisi (NC_005101.4, Rno_6)
bosluklar igermekte oldugundan bu bosluklar; sican prolaktin reseptdrii gen dizisinin
diger versiyonlar1 (NC_005101.3 ve AC_000070.1 ) referans alinarak diizeltilmistir.
Sican prolaktin reseptorii uzun ve kisa form mRNA’lar1 ve makale referanslar1 (Bakiniz
Cizelge ?.?, Ek?) kullanilarak sican prir geni ekzon haritasi yapilmistir. Diger
organizmalara ait (6zellikle fare) prlr geni ve mRNA’lar1 ile si¢an prolaktin reseptor
geni ve mRNA’lar1 karsilastirilmis olasi yeni sigan prilr geni ekzonlar1 ve olasi yeni
ekzon varantlari tespit edilmeye calisilmistir.

3.14.1. Gen dizilerinin eldesi

Incelenecek prolaktin reseptori genleri NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) tizerinden elde edilmistir. EK 10’da verilen
kemirgenler ile domuz ve insan prlr gen dizileri FASTA formatinda indirilmistir. Sigan
icin verilmis olan dizilemelerde yiiksek diizeyde bosluklar oldugundan ii¢ farkl
dizileme (NC_005101.3, NC_005101.4 ve AC_000070.1) indirilmistir.

3.14.2. Sican prolaktin reseptor gen dizisi iizerindeki bosluklarin azaltilmasi

Sican prolaktin reseptdr geni iizerinde bosluklar ve tekrarlar bulundugundan bu
bosluklar en aza indirmek i¢in ti¢ dizi (NC_005101.3, NC_005101.4 ve AC_000070.1)
LAST kullanilarak bu ii¢ sigan prolaktin reseptdr geni ve fare prolaktin reseptdr geni
karsilagtirilmistir.  Bosluklarin yerinde olmasi gereken diziler belirlenmis ve bu
bosluklar yerine dizilere sahip olan versiyonlardaki bdlgeler eklenmistir. Boylece
bosluklar1 daha az olan bir sican prolaktin reseptér geni versiyonu elde edilmis ve
calismalar bunun {izerinden devam ettirilmistir.
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3.14.3. Prolaktin reseptor mRNA’larinin eldesi

MmRNA dizileri NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/nuccore/) tizerinden
indirilmistir. Aym1 zamanda ENSEBLE (http://www.ensembl.org) iizerinden de
niikleotit dizileri incelenmistir. ENSEBLE iizerinde Genbank ID’si olan diziler
kullanilmustir.

3.14.4. mRNA’lar kullanilarak ekzonlarin gen iizerindeki yerlerinin belirlenmesi

Indirilen mRNA’lar ve sigan prolaktin reseptdr geninin LAST iizerinde
karsilagtirilmast yapilmistir. LAST diger aligment araclarina gore ekzon belirleme gibi
caligmalar i¢in daha kullanigh olmasindan dolay1 segilmistir. LAST mRNA dizisini gen
tizerinde dagitarak ekzonlarin yerini gostermistir. Bunun sonrasinda LAST 1n gosterdigi
ekzonlardaki intron baslangi¢ ve intron sonu bdlgeleri incelenmis ve mRNA’nin yanlis
dagitilma olasiligi degerlendirilerek ekzonlarin yerleri belirlenmistir. Literatiirde
yayinlanmig (Hu vd 1996, Tanaka vd 2002, Tanaka vd 2005) olan promotor ve ekzon 1
dizileri dogrudan kullanilmstir.

3.14.5. Sican prolaktin reseptéor geninin diger organizmalara ait prolaktin
reseptorleri ile karsilastirilmasi

Sigcan prolaktin reseptor geni Ensembl (http://www.ensembl.org) iizerinden diger
organizmalara ait prolaktin reseptor genleri ile karsilastirilmis, benzerlikler ve
farkliliklar degerlendirilmistir. Dizi aligmentlerinde ENSEMBL ekzonlarin biiyiik
cogunlugunu dogru olarak gosterebilmektedir.

3.14.6. Sican prolaktin reseptor geni iizerinde olas1 yeni ekzonlarin belirlenmesi

Sicanda karsiligi bulunmayan bir prolaktin reseptorii varyantina sahip olan
canlilarin 6zellikle rodentlerden farenin bu farkli varyantina ait mRNA’lar1 indirilmistir.
Farklilig1 yaratan, post-transyonel bir modifikasyon degil de, bir ekzon farklilig1 ise bu
ekzonun o canlinin prolaktin reseptorii geni iizerindeki ekzonu kapsayan bolge LAST
kullanilarak sican prolaktin reseptor geni lizerinde aranmistir. Korunmuslugu olan
bolgelere rastlandiginda bu bolgenin diger kemirgenlerdeki (Ek 10°da bu kemirgenlerin
Tiirkce ve Latince isimleri ile kullanilan gen dizilerinin Genbank ID’leri verilmistir)
korunmuslugu incelenmistir.
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Ensembl {izerinden gergeklestirilen yaklasik 40 canlinin prolaktin reseptor dizi
karsilagtirmasinda diger canlilarin ekzon bdlgelerinin karsiliklarinin sican prolaktin
reseptoriinde korunmuslugu incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sican prlr Geninde Olasi Yeni Ekzon Bolgelerinin Tespit Edilmesi

Fare PRLR KF1 ve KF2’nin tiretilmesinde kullanilan ekzonlarin (sirasi ile fare
prir geni ekzon 11 ve ekzon 12 fare prir geni iizerindeki konumu LAST
(http://last.cbrc.jp/) uygulamasi kullanilarak tespit edilmistir. Bu iki ekzon bdolgesinin
fare prl geni iizerindeki dizisi ilk olarak sigan prir geni ilizerinde karsiligi aranmis
yiiksek uyumla bulunmustur. Bu bolgelerin dizilerinin karsilagtiriimas1 Clustal Omega
uygulamasi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) ile yapilmis sonucunda fare prir
ekzon 11 bolgesinin sigan prlr genindeki karsilig: ile % 77.5 uyum, fare prir ekzon 12
bdlgesinin sigan prir genindeki karsiligi ile % 68.6 uyum bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.1. Fare prir ekzon 11 ve 12’nin sigan prir geni iizerindeki karsiligi. a) fare
prir ekzon 12’in sigan prlr geni iizerindeki karsiligi, b) fare prir ekzon
12’in si¢an prlr geni tizerindeki karsilig

a) Ekzon 11 Bolgesi

intron Sonu

Fare TTTGATTGGCAG GTTCACAACAAAGAGCAACTTGAAAATTATGTCTACTAAGAGAGG
Sican CTTGATTGGCAG GTTCACAACAAAGAGTAACTCAAAAGTTATGCCTATTAACAGAAA
Kok ok ok kKKK Kk ok hhkkhkkkkkKhhkhkhkhkhkx Kkkhk  kkk Kkkkk kxkk Kkk kx*
Fare GACCAGTCCTCAGAAAGGTTTCTGCCATGTCTTTTTCCAAAGGAGAAATTGTAAGATGTCCTT
Sican GGCCAATCCTCAGAAAGTTCCCTGCCATACAGCTGATCAAAGGAGAAATTTTAATGCGTCCTT
kkkhkkk KAkkkkkkhkkkkkik K *k ok kK Kk kK * kAhkkkkhkhkkhkhkkkhkhkkk (k%K * Kk kkkKk

Benzerlik: % 77.5

b) Ekzon 12 Bolgesi

intron Sonu

Fare TCTGTCTTTCAG CTCTGGTGTTCTATTCTCCAGTTGAC----TTCCCTGGTGAAGATTC
Sican TCTGTCTTCAAG CTCTGGTATTCTATTCTCCAGTTGACCCACTCCCCTGGTGAAGATTC
* ok kkk Kk kK * K KAk khkKhkhkk KAk khkkkkAkhAkkAkhkkkhkhkkkhkk%k k kkkkAkAkAkAhkAkAkKAk Kk Kk kK
Fare CAACAACTGAGTTTTTATGTGATTTATGAATATTTTCACTGCTGAAATTTCAATTTGTCTT
Sican —-———-AACTAAGTTTTTATTTACTTTATGAATCTTTTCACTGCTGAAATTTCGATTTGTCCT

kAhkkk Kkkhkkkkhkkkkhkk Kk KAk khkAhkhkkhhk *hkhkhkAhhkkkhkhkkhkhhkkhhkkhkhkhrkhkx *hkkkkkxkx*x *

Fare TC-TATTTTCAAGCTCCTTGTT
Sican TCCTACTTTTTAGCTCCTCGTT

Kk Kk Ak Kk Kk kAhkk Kk Ak kK kkk

Benzerlik: % 68.6

(Intron sonu: Bu ekzon bélgelererinin basinda yer alan intron kesim bélgeleri de
verilmistir. Ayrim i¢in konulan bosluktan sonra ekzon devam etmektedir)
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Fare prir ekzon 11 ve 12’de ki protein kodlayan bolgeler sican prir genindeki
karsiliklart ile detayli olarak incelenmistir (Bkz. Cizelge 4.?) bu protein kodlayan
bolgelerde siras1 ile % 84.6 ve 66.7 uyum gorilmiistiir. Bu ekzonlarin sigandaki
karsiliklarininda ayni  okuma c¢ercevesi ile protein kodlayacagi varsayilmis
degerlendirme buna gore yapilmistir. Sicanda fare prlr ekzon 11 bolgesi (sigan m11
diye s6z edilecektir) oldukc¢a korunmustur; protein kodlayan 39 niikleotit uzunlugundaki
bolgede sadece 3 niikleotit farkliligi mevcuttur. Ancak fare prir ekzon 11°deki 16.
sitozin (C) yerine timin (T) gelerek daha erken bir dur kodonu olusmasina sebep
olmustur. Bundan dolay1 fare prir ekzon 11°den 11 aminoasit kodlanirken sigandaki
kargiliginin 5 aminoasit kodlanmasi beklenmektedir. Ekzon 12 bolgesinde fare ve
sigandaki uyumun bozulmasina yol agan en biiyiik etmen 4 niikleotit insersyonundan
kaynaklanan ¢ervege kaymasidir. Fare prlr ekzon 12 ve sigandaki karsiligiin (sigan
ml2 olarak so6z edilecektir) benzer uzunlukta (23 aminoasit) kodlayacaktir ancak
aralarindaki uyum 9. aminoasitten sonra bozulmakta 16. aminoasitten sonra bir uyum
yakalanmaktadir. Bu fare prlr ekzon 11 ve 12’nin sigan da ifade edildigini géstermek
iizere yapilan deneysel caligmalar Boliim 4.5°de verilmistir.

4.2. Fare prlr ekzon 11 ve 12’den kodlanan aminoasitler ve sigandaki
karsiliklar1. a) Ekzon 11 ve kodlanan amino asitleri b) Ekzon 12 ve
kodlanan amino asitleri

Cizelge

a)

Ekzon 11 Bdlgesi

vV H N K E Q L E N Y V Y
Fare: GTT CAC AAC AAA GAG CAA CTT GAA AAT TAT GTC TAC
Sican: GTT CAC AAC AAA GAG [aa CTE Aaa AGT TAT GCC TAf TAa
V H N K E
b) Ekzon 12 Bdélgesi
L w ¢ s I L Q L T S L V K
Fare: CTC TGG TGT TCT ATT CTC CAG TTG ACT TCC CTG GTG AAG
Sican: CTC TGG TAT TCT ATT CTC CAG TTG ACC CAC TCC CCT GGT
L w ¢ s 1 1 o . T B B B E
I P T T E F L C D L
Fare: ATT CCA ACA ACT GAG TTT TTA TGT GAT TTA
Sigan: GAA GAT TCA ACT BEaG TTT TTA Tfir 8T TTA
E B E - B r ¢ :
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4.1.1. Kemirgenlerde fare prir ekzon 11 ve 12°nin korunmuslugunun arastirilmasi

Fare prir ekzon 11 ve 12 bolgeleri Ek 9’da verilen kemirgen tiirlerinin prir
genleri igerisindeki karsiligi aranmistir. Bu ekzon bdlgelerinde korunmuslugu yiiksek
olan tiirlerdeki (Sigan, Microtus ochrogaster, Cricetulus griseus, Mesocricetus auratus)
ekzona karsilik gelen dizilerin ve bu ekzonlarin 6niinde bulunan intron sonu bdlgeleri
incelenmistir. Bu bolgelerde cogunlukla intron sonu sinyalinin (AG niikleotit cifti)
ekzonun basinda korunmus oldugu gortilmistir (Ek 10). Fare ekzon 11 intron kesim
bolgesine en ¢ok benzeyenin sican (%88), Fare ekzon 12 intron kesim bodlgesine en ¢ok
benzeyen tiiriin de Microtus ochrogaster (%83) ve si¢an (%79) oldugu gorilmiistiir
(Cizelge 4.7a). Fare prir ekzon 11 ve 12 ile homoloji gésteren diziye sahip tiirlerdeki bu
bolgelerin dizi karsilagtirmalar1 yapilmistir (Ek 11). Bu iki bdlge i¢in en yiiksek
homoloji (%71) sigan prir geni tizerinde goriilmistiir.

Cizelge 4.3. Fare prir ekzon 11 ve 12’nin karsiligini tasiyan bazi kemirgenlerin bu
ekzonlar icin fare ve sicanda bulunan diziye benzerlik oranlar1 (degerler
yuvarlanmistir). a) intron sonu bolgeleri, b) Ekzon bolgeleri

a) Intron sonu bolgesi benzerlik matriksi

Ekzon 11 Ekzon 12
%o . Fare Sican Fare Sican
Benzerlik
Fare 100 88 100 79
Sican 88 100 79 100
Moch - - 83 88
Cgri 72 76 63 75
Maur 68 72 71 83
b) Ekzon benzerlik matriksi
Ekzon 11 Ekzon 12
o . Fare Sican Fare Sican
Benzerlik
Fare 100 76 100 71
Sican 76 100 71 100
Moch - - 57 69
Cori 50 48 65 75
Maur 74 72 62 70
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4.2. RNA izolatlarin Miktarmin ve Kalitesinin Degerlendirilmesi

Homojenize edilen sican bobrek, karaciger ve testislerinden RNA izolasyonu
GeneAll Hybrid-R™ RNA toplam RNA izolasyon kiti kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen bazi toplam RNA’lardan Thermo Scientific Magjet mRNA zenginlestirme
kiti  kullanilarak  ger¢eklestirilmistir. Toplam RNA ve mRNA oOrneklerinin
spektrofotomerik olarak miktar 6l¢iimii ve saflik degerlendirirmesi yapilmistir. Cizelge
4.4°de istenen saflik degerlerine sahip RNA izolatlarindan (Bkz Bolim 2.6.2) elde
edilen total RNA miktart verilmistir. Total RNA izolasyonundan mRNA izlasyonu
yapildiginda toplam RNA’nin %0,1 ile %1 (yaklasik 1.5-15 ng/ul) kadar mRNA izole
edildigi goriilmustiir.

Cizelge 4.4. Toplam RNA izolatlarinin RNA miktari

Mesut Cihan AYDEMIR

Erkek Bobrek Agirhik (gram) RNA Miktari (ng/pl)
0,1 0,462
0,1 856
0,1 1018

Erkek Karaciger Agirhk (gram) RNA Miktari (ng/pl)
0,1 1792
0,1 2020
0,1 621

Erkek Testis Agirhik (gram) RNA Miktar (ng/pl)
0,1 1235
0,1 1396
0,157 1916

Disi Bobrek Agirhik (gram) RNA Miktar (ng/pl)
0,1 233
0,1 698
0,1 1568

Disi Karaciger Agirhik (gram) RNA Miktar (ng/pl)
0,1 1361
0,1 978
0,157 2305
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4.3. PRLR I¢ Ekzon Varyantlarimin Taramasi

Insan PRLR’leri; mRNA’dan ekzon 3 ile 9 arasindaki ekzonlardan bir veya bir
kaciin c¢ikarilmasi ile olusturulmus RNA oOrneklerine sahiptir. Bu tip varyantlarin
sicanda varliginin arastirilmast icin; bes organdan (erkek bobrek, karaciger ve testis ile
disi bobrek ve karaciger) izole edilen RNA’lardan poli (T) primeri ilk iplik cDNA’lar
sentezlenmis ve toplamda asagida belirtilecek primer ciftleri ile Standart PCR
yapilmustir.

Sekil 4.1’de ekzon 3 ile 9 arasindaki olasi i¢ ekzon varyatlarini aramak igin
kullanilan primerlerin mRNA {iizerindeki konumu gdsterilmektedir. Bu primer setleri ile
yapilacak amplifikasyonlar herhangi bu ekzonlar arasinda bir i¢ ekzon varyanti olup
olmadigini gosterirken, bunun hangi forma ait oldugu hakkinda bilgi vermeyecektir.

F3.1
F3.2

o 5
[ [ j

Ekzon3* Ekzond Ekzon 5 Ekzon g Ekzon?7 | Ekzon8 | Ekzon®

Sekil 4.1. Ekzon 3 ile 9 arasinda i¢ ekzon varyanti taramasi i¢in kullanilan primerlerin
mRNA iizerindeki konumlari.

Elde edilmis c¢cDNA’lar kullanilarak F3.1-R9 primerleri ile Standar PCR
reaksiyonlart yapilmistir. Kullanilan biitiin organlarda yaklasik 840 b¢ uzunlugunda
sican PRLR uzun ve kisa formda bulunan bdlgenin amplifikasyonu gergeklestirilmis
(Agaroz jel gorintiisii Sekil 4.2) ve bu bdlgenin ¢ift dizilemesi hizmet alim1 yolu ile
yaptlmistir. Bu yaklagik 840 b¢ uzunlugundaki fragmentin referans dizi ile uyumu
yiiksek olan dizileme sonucu Ek 12’de referans dizi ile beraber verilmistir. Bunun yani
sira baz1 reaksiyonlarda yaklasik 280 b¢ uzunlugunda bir fragment daha goriilmiis ve bu
fragment jelden izole edilerek cift yonlii dizilemesi hizmet alimi1 yoluyla yapilmistir.
Yaklasik 280 bg¢ uzunlugundaki fragment BLAST ile NCBI iizerinde ve sigan prlr geni
tizerinde aranmig ve prir ile iliskili olmadig1 gorilmistiir.
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Sekil 4.2. F3 ve R9 primerleri kullanilarak ¢ogaltilan s-PRLR UF ve KF’de korunmus
fragment.

Sican PRLR uzun ve kisa form ile iligkili i¢ ekzon varyantlarini taramak igin
ekzon li¢ lizerinde bulunan primerler (F3.1 ve F3.2) ile uzun forma 6zgii primerler
(R10.1 ve R10.2) ve kisa forma ozgii primer (R10) kullanilarak Standar PCR
reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir (Hedeflenen bolge i¢in Bkz. Sekil 4.3 a ve b).

a)
-~ b s
f [ I
ElaonS'L Ekzon 4 | Ekzon S | Ekzon 6 | Ekzon? | Ekzon8 iElucms | Ekzon 10
b)
I [ q

|
‘ Ekzon 3 " Ekzon4d Ekzon 8

Ekzon5 ‘ Ekzon6 ‘ Ekzon7

|

Ekzon9

Ekzon 11 ‘

Sekil 4.3. Sican PRLR uzun ve kisa form ve bunlarla iliskili i¢ ekzon varyantlarinin
taranmasina yonelik kullanilan primerlerin mRNA {izerinde konumlarini.
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Uzun form ile iliskili i¢ ekzon varyanti aramak igin gergeklestirilen
reaksiyonlarda PRLR UF’nin amplifikasyonu basar1 ile gerceklestirilmistir ve F3.2-
R10.1 primer ¢ifti ile gergeklestirilen Standar PCR sonucunda agaroz jelde, uzun forma
ait fragmentin (1810 b¢ uzunlugunda) yaninda yaklasik 600 b¢ uzunlugunda farkli bir
fragment goriilmiistiir (Sekil 4.4.b). Goriilen bu fragment jelden izole edilip dizilemesi
hizmet alimi yolu ile yapilmistir. Bu 600 b¢ uzunlugundaki fragmentin BLAST
kullanilarak veri bankasinda ve LAST ile sican prlr geni {izerinde aranmistir. Bu
fragmentin prlr geni ile alakali bir bolge olmadigi goriilmiistiir. Kisa form ile iligkili i¢
ekzon varyant1 aramak i¢in gerceklestirilen Standart PCR reaksiyonunda kisa formun
amplifikasyonu basari ile gerceklestirlmistir ancak PRLR kisa form disinda baska bir
fragmente rastlanmamuistir (Sekil 4.4c).

Sekil 4.4. PRLR uzun ve kisa form ile iliskili i¢c ekzon varyanti taramasina yonelik
Standart PCR’1n agaroz jel goriintiisii. A) F3.2-R9, B) F3.2-R10.1 ve (C)
F3.2-R11 primlerileri ile gergeklestirilen Standart PCR iiriinlerinin agaroz jel
goruntisu.

4.3.1. PRLR’lerin organlardaki dagilimi

Sican PRLR uzun ve kisa formun erkek bobrek, karaciger ve testisi ile disi
bobrek ve karacigerindeki varliklar1 arastirilmistir.  Ayrica hiicre  kiiltiirtinde
tanimlanmis olan sican PRLR OF’nin bu organlardaki varlig1 arastirilmistir. Elde edilen
RNA izolatlarindan poli (T) veya adaptor poli (T) primerleri ile sentezlenen ilk iplik
cDNA’lar PCR reaksiyonlar1 ile bu bolgeler c¢ogaltilmistir. Bu amac¢ i¢in PCR
reaksiyonlarinda kullanilan primer setlerinin mRNA iizerindeki konumlar1 Sekil 4.3’de
verilmistir.
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Sican PRLR uzun ve kisa formun organlardaki dagilimi gérmek igin, izole
edilen RNA’lardan poli (T) primeri kullanilarak ilk iplik cDNA’lar sentezlenmis ve bu
cDNA’lar; F3.1, F3.2 veya F9 primerleri ile uzun forma 6zgii primerler (R10.1 ve
R10.2) ve kisa forma 6zgii primerle (R11) Standart PCR’ tabi tutulmustur. PCR iiriinleri
agaroz jel lizerinde yiiriitiilmiis ve beklenen uzunlukta fragmentler goriilmiistiir. PRLR
UF i¢in F9-R10 primer seti kullanilarak ve PRLR KF i¢in F3-R11 primer seti
kullanilarak gergeklestilrilen Standart PCR’1n iirlinlerinin ¢ift yonli dizilemesi hizmet
alimi yolu ile yapilmistir. Elde edilen PRLR KF’nin dizisi refrasns dizi ile beraber Ek
13’de, PRLR UF’nin dizisi referans dizi ile beraber Ek 14’de verilmistir. Kisa form s6z
edilen bes organda da goriilmiis uzun form erkek testis ve disi karacigerinde bariz bir
sekilde goriilmistiir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Dokulardaki uzun ve kisa formun goriilme durumu.

Organ Uzun Form Kisa Form
Erkek Bobrek : +* +
Erkek Karaciger - +
Erkek Testis : + +
Disi Bobrek : - +
Disi Karaciger : + +

*Nested PCR sonucu elde edilmistir.

PRLR OF’yi ilk olarak poli (T) ile sentezlenmis cDNA’lar kalip olarak
kullanilarak F3.1, F3.2 ve F9 primerleri ile R10.1 primeri kullanilarak Standart PCR
gergeklestirlmistir.  F3.2-R10.1 primer  seti  kullanilarak  gerceklestirilen
amplifikasyon’un iiriinleri agaroz jelde yiiriitiildiiglinde yaklagik 1800 b¢ uzunlugunda
(PRLR UF 1810 bg¢ uzunlugunda bant vermesi bekleniyor) ve yaklasik 600 bg
uzunlugunda bant vermistir. Bu yaklasik 600 b¢ uzunlugundaki fragment NanoHelix
Gel Extraction Kit kullanilarak jelden izole edilmis ve ¢ift yonlii dizilemesi hizmet
alimi yolu ile yapilmistir. Dizileme sonuglart s-prir geni icerisinde ve BLAST ile veri
bankasinda taranmustir ve prir ile iligkili olmadigi goriilmiistiir. Ayrica adaptor poli (T)
kullanilarak sentezlenmis ilk iplik cDNA’lardan F3-Adaptor primer seti ile
gerceklestirilen Stepdown PCR’1n firtinleri, F9-R10 primer seti ile Nested PCR’a tabi
tutulmus ve Nested PCR’1n {irlinleri agaroz jelde yiiriitiildiigiinde PRLR UF’nin (1066
be) yaninda yaklasik 600 b¢ uzunlugunda bir fragment daha goriilmiistiir. Bu fragment
agaroz jelden izole edilerek hizmet alimi yolu ile dizilemesi yapilmistir. Dizileme
sonuglar1 prir geni tizerinde ve BLAST ile NCBI iizerinde aranmig PRLR ile iligkili
olmadig1 gorilmistiir.
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4.4. Sican PRLR mRNA’larinda 3' Varyantlarinin Taranmasi

Sigan, fare, domuz ve insanda ekzon 3’den ekzon 9’a kadar ekzonlar
kullanildiktan sonra ya ekzon 10’nun tamamu getirilerek PRLR UF ya da farkli ekzonlar
getirilerek kisa formlar olusturulmaktadir. Bu tip yeni ‘3' ucu varyantlarinin’
tanimlanmasi amaci ile 3' RACE yapilmistir. Sigan bobrek, karaciger ve testislerinden
izole edilen RNA’lardan 3' RACE’de kullanilmak iizere adaptor poli (T) primeri ile ilk
iplik ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bu cDNA’lar F3.1, F3.2 ve F9 primerleri ile
Adaptor primeri kullanilarak 3' RACE PCR’ye tabi tutulmustur. PCR firiinleri %1
agaroz jel lizerinde yiriitiilmustiir (Sekil 4.5). PCR iirlinlerinin hizmet alim1 yolu ile
dizilemesi yapilmistir. Dizileme sonuglari prlr geni iizerinde ve BLAST ile NCBI
tizerinde aranmisg PRLR ile iligkili yeni bir varyant goriilmemistir.

Sekil 4.5. 3' ucu varyanti aramaya yonelik 3' RACE PCR iiriinlerinin agaroz jel
tizerindeki goriintiisii. A) F3-Adaptor primer seti, B) F3.2-Adaptor primer
seti, C) F9-Adaptor primer seti.

4.5. Sican prir Geninde ‘Yeni’ Ekzon ifadesi Taramasi

Boliim 4.?°de sozii edilen olast ekzonlarin ifade edildigini gostermek {izere her
bir ekzon iizerindeki bolgelere 6zgii 3’er tane R (Rivorz) primer tasarlanmistir (Sekil
4.6). Bu ekzonlarin f-PRLR KF1 ve 2’dekine benzer bir sekilde (ekzon 3’den ekzon 9’a
kadar olan ekzonlarin tamami sonrasinda ekzon 11 ve ya 12 gelecek sekilde) ifade
edilecegi diisiiniilerek buna goére primer setleri kullanilmistir.
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*ml1 sekildeki kutuda ekzon baslangicindan itibaren 168 b¢ uzunlugundaki
boleyi gostermektedir.

**m12 sekildeki kutuda ekzon baslangicindan itibaren 399 bg¢ uzunlugundaki
boleyi gostermektedir.

Sekil 4.6. Fare prlr genine 6zgii ekzon 11 ve 12’nin siganda ifade edip edilmedigini
gostermek icin  kullamilan primerlerin  konumu (Ekzonlar orantili
verilmemistir).

Sicanda ml1'in ifadesinin arastirilmasi i¢in F3.1-Rm11.1, F3.2-Rm11.1, F9-
Rm11l.1, F9-Rm11.2 ve F9-Rm11.3 setleri, m12'in ifadesinin arastirilmasi i¢in de F3.1-
Rmi12.1, F3.2-Rm12.1, F9-Rm12.1, F9-Rm12.2 ve F9-Rm12.3 primer setleri ile
Standart PCR yapilmistir. Standart PCR sonucunda agaroz jel iizerinde fragment elde
edildigi goriilen Orneklerin dizilemesi yapilmis ancak bu ekzonlarin ifade edildigini
gosteren bir diziye rastlanmamaistir.

4.6. PRLR 3' UTR Dizilerinin Aydinlatilmasi

Veri bankasindaki s-PRLR UF ve KF mRNA dizisinin, f-PRLR UF ve KF
MRNA dizsi ile karsilagtirmasi yapildiginda fare PRLR’lerde ¢ok daha uzun bir 3' UTR
bolgesi oldugu goriilmiistiir. Fare PRLR formlariin 3' UTR nin karsilig1 olan bolgeler
sican prlr geni iizerinde bulunmustur. Bu bolgelerin tamaminin ya da bir kisminin
sicanda da ifade edilip edilmedigini gostermek i¢in iki strateji uygulanmistir; a) Adaptor
poli (T) primeri kullanilarak sentezlenen ilk iplik cDNA’lar kullanilarak bir ekzona
O0zgli primer ve Adaptor primer ile 3' RACE, b) poli (T) primeri kullanilarak
sentezlenmis ilk iplik cDNA’larin, UTR bdlgesi tizerindeki bolgelere 6zgii tasarlanmis
primer setleri ile Standart PCR kullanilarak 3' UTR bdlgelerinin ¢ogaltilmasi.
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Sican PRLR UF ve KF’de bulunmasi beklenen UTR’lere 6zgii primer setleri
tasarlanirken bu dizilerin ilk 3000 b¢ uzunlugundaki bolgeleri kullanilmistir. UTR’ler
yaklasik 1000 b¢ uzunlugundaki bolgelere ayrilmis ve bu bolgeleri amplifiye etmeye
yonelik primer setleri tasarlanmistir (Sekil 4.7).

a) s-PRLR KF
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Sekil 4.7. s-PRLR 3' UTR boélgelerinin dizilerini aydinlatmaya yonelik kullanilan
primerlerin konumu. a) s-PRLR kisa formun UTR 1, 2 ve 3 bolgesine 6zgii
primerlerin konumu, b) s-PRLR uzun formun UTR 1, 2 ve 3 bolgesine 6zgii
primerlerin konumu.

4.6.1. PRLR KF’nin 3' UTR bdélgesinine 6zgii primerlerle 3' UTR dizisinin
aydinlatilmasi

s-PRLR KF’nin 3' UTR’sini aydinlatmaya yonelik olarak F9-R11UTR1,
F11UTR2-R11UTR2 ve F11UTR3-R11UTR3 primer setleri ile ger¢eklestirilen Standart
PCR’1n fiirlinlerinin jel goriintlisiinde beklenen uzunluklarda bantlar goriilmemistir.
Ancak F9-R11UTRI1.2 primer seti ile ger¢eklestirilen Standart PCR ile yaklasik 650 bg
uzunlugunda tek bir fragmentin amplifikasyonu gergeklestigi goriilmistiir. Bu
fragmentin hizmet alim1 yolu ile ¢ift yonlii dizilemesi yapilmis ve Ek 15°da referans dizi
ile beraber verilmistir. F9 ve RI1UTRI1.2 arasindaki bolgenin amplifikasyonunun
gerceklestirildigi goriilmiistiir.

Amplifikasyonu gerceklestirilemeyen UTR bolgelerinin  amplifikasyonunu
gergeklestirmek amaci ile ilk iplik cDNA kalibindan F9-R11UTR3, F9-R11UTR2, ve
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F11UTR2-F11UTR3 primer setleri ile Standart PCR gergeklestirilmistir. Agaroz jel
iizerinde degerlendirilebilir bir iiriine rastlanmamustir.

4.6.2. PRLR UF’nin 3' UTR bolgesinine 6zgii primerlerle 3' UTR dizisinin
aydinlatilmasi

s-PRLR UF’nin 3' UTR’sinin UTR 1, UTR 2 ve UTR 3 bdlgesini aydinlatmaya
yonelik siras1 ile FUTR1-RUTR1, FUTR2-RUTR2, FUTR3-RUTR3 ve primerleri
kullanilarak gergeklestirilen Standart PCR’1n iiriinleri agaroz jelde ylriitiilmiis, jelin
goriintiisit  Sekil 4.8’de verilmistir. FUTR2-RUTR2 ve FUTR3-RUTR3 ile
gerceklestirilen Standart PCR’in  rilinlerinin  dizilemesi hizmet alimi yolu ile
yapilmistir. Sonuglar referans dizilerle beraber Ek 17 (FUTR2-RUTR2) ve Ek 18’de
(FUTR3-RUTR3) verilmistir. Sigan PRLR LF 3' UTR 2 ve 3 bolgesinin elde edildigi
dogrulanmistir.

Sekil 4.8. Sican PRLR UF’nin 3" UTR 1, 2 ve 3 bolgesini aydinlatma ydnelik
gergeklestirilen Standart PCR’in iiriinlerinin jel goriintiisi. A) FUTR1-
RUTR1 primer seti, B) FUTR2-RUTR2 primer seti, C) FUTR3-RUTR3
primer seti.

3" UTR 1 bolgesinin dizisi FUTR1-RUTR1 primerleri kullanilarak elde
edilemediginden aynt cDNA kaliplarindan F9-RUTR1, F9-RUTR2, FUTR1-RUTR?Z2,
FUTR1-RUTR3, F9-RUTR1.2, F10-RUTR1l.2, FUTR1l.2-RUTR1.2 ve FUTRL1.3-
RUTR2 primer seti ile Standart PCR gergeklestirilmesine ragmen agaroz jel tizerinde
herhangi anlamli bir amplifikasyon iriinline rastlanmamistir. Bunun neticesinde F9-
RUTR2 primerleri kullanilarak gergeklestirilen Standart PCR {irlinleri kalip olarak
kullanilarak FUTR1-RUTR1 primerleri ile Nested PCR gerceklestirilmis ancak agaroz
jelde goriintiilenebilen bir {iriine rastlanmamustir.
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4.6.3. 3' RACE PCRile 3' UTR dizisinin aydinlatilmasi

F9- Adaptor primer setleri ile yapilan 3' RACE PCR sonucunda yaklasik 700 bg
uzunlugunda bir fragment elde edilmis dizilemesi hizmet alimi yolu ile yapilmistir.
PRLR KF’nin ekzon 11’den poli (A) kuyruguna kadar dizisinin elde edildigi saptanmis
Ek 16’ de referans dizi ile beraber verilmistir.
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5. TARTISMA

Prolaktin reseptorii (PRLR) omurgalilarda 300’den fazla fonksiyon ile
iligkilendirilmis bir ¢ok fizyolojik olayda etkisi oldugu bilinen bir sitokin reseptoriidiir.
Bu kadar farkli olayda rol almayi farkli varyantlar1 ve farkli zaman dilimlerinde ve
hiicrelerde aktif olmasi ile yapabilmektedir. Insanda 11 tane PRLR varyant:, fare 4
PRLR varyanti ve siganda 2 PRLR varyanti tanimlanmistir. Siganda farkli boyutlarda
PRLR mRNA’lar1 oldugu bilinmektedir ve bu mRNA’larin o zaman diliminde
kullanilan problarin 6zelliginden dolay1 hangi formlara ait oldugu yoniinde bir ayrim
gerceklestirilememistir. Bu ¢alismada her iki cinsiyetin bobek, karaciger (ve testisleri)
PRLR varyant ¢esitliligi baglaminda arastirilmis, saglikli 24 haftalik geng yetiskinlerin
bu organlarda ifade edilen PRLR g¢esitlerinin uzun ve kisa forma ait oldugu
goriilmistlir. Bu baglamda, ge¢cmis calismalardan elde edilen ¢ok farkli boyut ve sayida
mRNA’lar uzun ve kisa forma karsilik geliyor goziikkmektedir.

Sicaninda insan ve Orneginde oldugu gibi yiiksek PRLR varyanti sayisina
olabileceigi diisiintilmistiir. Yaygin kullanilan bir model organizma olan siganda, bu
denli yiiksek sayida fonksiyonla iligkilendirilmis reseptoriin olast yeni varyantlarini
literatiire kazandirmak amaci ile yeni varyant taramasi ve sigan PRLR UF ile KF’de gen
regiilasyonunda 6nemli role sahip olan 3' UTR’sinin aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Sican PRLR’nin varyantlarini ararken ilk uygulanan strateji ekzon 3 ile 9
arasinda ve uzun form ya da kisa formla iligkili bir ‘i¢ ekzon’ varyanti aramak olmustur.
Bu amaca yonelik deneylerde prolaktin reseptorii uzun ve kisa amplifikasyonu
gerceklestirilmis kisa formun iki cinsiyetteki sicanin bobrek, karaciger ve testisinde
oldugu goriilmiis, uzun formun ise erkek testisinde ve disi karacigerinde kayda deger
seviyede ifade edildigi goriilmiistiir. Ancak ekzon 3 ile 9 arasinda, uzun ya da kisa form
ile iliskili bir i¢ ekzon varyantina ya da hiicre kiiltiiriinde tanimlanmis olan sigan PRLR
OF’nin bu organlarinda ifade edildigine dair bir bulguya rastlanmamustir.

Yeni varyant aramak i¢in kullanilan ikinci strateji 3' RACE ile ekzon 9’dan
sonra herhangi bir yeni ekzon eklenmesi ile olusturulacak yeni bir ‘3' ucu varyantr’
aramak olmustur. Bu sistem kullanilarak bu organlarda herhangi bir 3' ucu varyanti
tespit edilememistir. Bunun sebebi olasi varyantlarin, 3" ucunun uzun olma ihtimali ya
da Adaptor primerin gene 0zgili primerle beraber PCR reaksiyonunda etkin olamama
thtimalinden dolay: olabilir. Bu deney sistemini uzun bdlgelerin amplifikasyonlarini
yapabilen (>15 kbg¢) farkli DNA polimeraz enzimlerini kullanarak ya da 3' RACE
sistemi ile tekrarlamak gerekmektedir.

Son olarak fareye 6zgii olan kisa formlar iizerine yogunlasilmistir. Fareye 6zgii
olan PRLR KF1 ve KF2’nin protein dizisi ve bu formlar1 kodlayan niikleotit dizileri,
farkli canlilarda tanimlanmig bu formlara benzeyen formlar1 bulmak amaci ile NCBI
iizerinden BLAST araci ile sorgulanmistir. Ancak bu formlara benzeyen baska canlida
tanimlanmis PRLR’ye ait niikleotit ya da protein dizisine rastlanmamistir. Bu iki
formun farkl tiirlerde ifade edilip edilemeyecegini (6zellikle sican) incelemek amaci ile
fareye filogenetik olarak yakin olan genomu tamamlanmis tiirlerde, bu iki proteini
kodlayan bolgelerin korunmuslugu incelenmistir. Fare PRLR KF1 ve KF2’yi kodlayan
ekzon 11 ve 12’nin sican prir geninde ve birkag kemirgen tiirinde korundugu
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gorilmistir (Bkz. Bolim 4.1). Bu korunmusluk incelendiginde bu iki ekzonunda
sicanda ifae edilebilecegi diisliniilmiistiir. Bu ekzonlarin sigan prlr genindeki dizileri
referans alinarak bu ekzolara 6zgii primer setleri tasarlanarak bu boélgelerin ifade edilip
edilmedigini gostermek hedeflenmistir. Bu ekzonlarin 24-22 haftalik sigan bobrek,
karaciger ve testisinde ifade edildigine dair bir bulguya rastlanmamistir. Bu ekzonlarin
diger organlarda da varligi arastirilmali gerekirse farkli stratejiler uygulanarak ifade
edilip edilmedigi arastirilmalidir.

Prolaktin reseptOriiniin yeni varyant aramaya yonelik gergeklestirilen yukarida
s0z edilen 3 strateji ( i¢ ekzon varyanti arama, 3' ucu varyant1 arama ve fareye 6zgi
PRLR’lerin siganda ifadesinin aranmasi) yiiksek sayida tekrar ile test edilmistir. Bu
bilgiler 151¢1nda sigan analiz edilen bobrek, karaciger ve testislerinde bu doneminde (24-
22 hafta) uzun ve kisa form disinda PRLR varyanti olmadig1 goriilmiistiir.

Sican PRLR’sine ait 1.8 b ile 9.7 b uzunlugunda mRNA’lar bulunmaktadir
(Boutin vd 1988, Hu vd 1996, Hu vd 1998, Hu ve Dufau 1991, Shirota vd 1990). Yeni
varyant aramaya yonelik yaptigimiz ¢alismalarda yeni PRLR varyantlarmma dair bir
bulguya rastlamamiz bu mRNA’lardaki uzunluk farkinin 3' UTR kaynakli oldugunu
isaret etmektedir. 3' UTR poliadenilasyona, translasyon verimine, yer belirlenmesine ve
mRNA’nin kararliligina etki eder. 3' UTR {iizerinde miRNA’larin ve represor
proteinlerin baglanacagi bolgeleri igermekle beraber bolgenin kendi fiziksel 6zellikleri
(uzunluk ve sekonder yap1 olusturma) ile de gen ifadesinin diizenlenmesinde etkindir.
Gen ifadesinin diizenlenmesinde ©onemli rol {istlenen bu bolgelerin sigan PRLR
formlarindaki tam dizilerini elde etmek i¢in bu bolgelere 6zgii tasarlanmis primerlerle
PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilerek ve 3' RACE PCR kullanilarak aragtirilmistur.

Uzun ve kisa formun sahip olabilecegi 3' UTR’nin yaklasik 3000 niikleotit
uzunlugundaki kisminin mRNA olarak ifade edilip edilmedigi arastirilmistir. Bunun
icin sican prir genindeki bu 3' UTR dizileri belirlenmis ilk 3000 niikleotit
uzunlugundaki kismi 3 bolgeye ayrilarak bu bolgeleri amplifiye etmek lizere primer
setleri tasarlanmustir.

3' RACE PCR kullanilarak sigan PRLR KF’ye ait 3' UTR’nin poli (A)
kuyruguna kadar olan dizisi elde edilmistir (Ek 10). Veri bankasindaki kisa forma ait
mRNA dizisi ile karsilastirilmis yaklasik 5 niikleotit daha uzun oldugu goriilmiistiir.
Kisa formun 3' UTR’sine 6zgii primerler ile gergeklestirilen PCR reaksiyonlarinda
Sican PRLR KF 3' UTR’sinin veri bankasinda belirtilmis olan bdlgesinin
amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Ancak sican PRLR KF 3' UTR’sinin diger
bolgelerinin (yaklasik 3000 b uzunlugundaki bolgenin) varliginmi isaret eden bir veriye
rastlanmamistir. Calismanin kapsami genisletilip yeni primer setleri ile deneylerin
tekrar edilmesi gerektigi diigiiniilmektedir.

Sican PRLR UF’nin 3' UTR bdgesini aydinlatmaya yonelik bu bolgeye 6zgii
primerleri kullanarak gerceklestirilen PCR reaksiyonlar1 sonucunda 3' UTR 2 ve 3
bolgesinin dizisi elde elde edilerek bu yaklasik 2 kb uzunlugundaki UTR’nin varlig
gosterilmistir. Ancak 3' UTR 1 bolgesinin amplifiye edildigine dair bir gdzlem
yapilamamistir (Bkz. Bolim 4.6.2). Bu durum veri bankasinda verilmis olan sican
PRLR UF’nin disinda daha uzun 3' UTR bolgesine sahip olan bir sigan PRLR UF
olabilecegini diisiindiirmektedir. Uzun formun bu olast iki 3' UTR varyant1 alternatif
poliadenilasyon (APA) ile olustururulmus olabilir. Gergekten de bu sican PRLR uzun
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formunda 3' UTR 1 bolgesi ¢ikarilmigsa bu o bolgedeki poliadenilasyon sinyali dizisini
kaldiracagindan 3' UTR’nin daha sonraki bir kismindaki bir poliadenilasyon sinyali ile
mRNA’nin sonlanmasina sebep olacaktir. Ancak son séz, ekzon 9’dan itibaren ekzon 10
ve 3' UTR’nin poli (A) kuyruguna kadar olan dizi elde edildiginde sdylenebilecektir. Bu
asamadan sonra uygun programlar ile bu 3' UTR’ler ile iligkili miRNA ve diger
diizenleyici faktorlerin olasi baglanma bolgeleri ve bu iligkilerin etkisini ortaya
koymaya yonelik deney diizenekleri tasarlanabilir.
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6. SONUC

Erkek sican bobreginde yeni prolaktin reseptorii ¢esitliliginin arastirilmasini
hedefleyen bu calismanin kapsami genigletilerek; erkek karacier ve testisi ile disi
bobrek karacigeri de ¢aligmanin kapsamina eklenmistir.

Ik olarak insanda Ornegi bulunan ‘i¢sel ekzon varyantlarinin® ve hiicre
kiiltiirinde tanimlanmisg sican PRLR OF’nin bu organlarda varligi arastirilmis bu
varyantlarin bu organlarda varligina dair bir bulguya rastlanmamistir. Bu sirada sican
PRLR KF’nin bu dokularin hepsinde ifadesi gozlemlenirken, kayda deger uzun form
ifadesi erkek testis ve disi karacigerinde goriilmiistiir.

Ikinci olarak “3' ucu varyantlarr’, F9 ve Adaptdér primeri kullanilarak
gerceklestirilen 3' RACE PCR kullanilarak ekzon 9’dan sonra mevcut uzun form ve
kisa forma ait ekzon 10 ve 11°’den farkli ekzon eklenerek olusturulan bir varyanta
rastlanmamuistir.

Yeni varyant varligini arastirmak i¢in son olarak fareye 6zgii PRLR KF1 ve
KF2’nin benzeri varyantlari kodlayan ekzonlarin, gerceklestirilen biyoinformatik
caligmalar1 sonucunda sican prir geninde de korundugu goriilmiistir. Bu formlarin
sicanda ifade edilip edilmedigi incelenmis deneysel veriler bu organlarda iki varyanta
benzer bir sigan PRLR varyant1 oldugunu gostermemektedir.

Yeni varyant aramaya yonelik yapilan ¢alismalarda 24-22 haftalik siganlarin
bobrek, karaciger ve testislerinde uzun ve kisa form disinda yeni bir varyant1 olmadigi
goriilmiistiir. Bu daha 6nceki calismalarda saptanan sican PRLR’ye ait 1.8 kb ile 9.7 kb
uzunlugu arasinda degisen mRNA’larin uzun ve kisa forma ait mRNA’lar oldugunu
isaret etmektedir.

Calismanin son amaci olan prolaktin reseptorii mRNA’s1 3' UTR’lerine ait
dizilerin agiga cikarilmasi olmustur. Sigan kisa form PRLR’nin stop kodonundan poli
(A) kuyruguna kadar amplifikasyonu gerceklestirilmigtir. 501-505 niikleotit
uzunlugunda iki 3' UTR tespit edilmistir. Bu daha Onceki ¢aligmalarda gergeklestirilen
kisa forma ait oldugu bilinen 1.8 ve 2.1 kb uzunlugundaki sigan PRLR mRNA’lari
arasindaki boyut farkinin 5' UTR’den kaynaklandigin1 gostermektedir. Sican PRLR
UF’nin veri bankasinda belirtilmis uzunluktan 2000 niikleotit daha uzun bir kisminin
varlig1 gorilmistiir.
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8. EKLER

EK 1. Memeli (sigan, fare, insan ve domuz) PRLR varyantlari

Organizma Varyant Veribankast | Aminoasit Yil-Kaynak
Ad1 No Sayis1

Sigan s-PRLR KF NP_001029283.1 610 Shirota vd 1990

Sigan s-PRLR KF NP _036762.1 310 Boutin vd 1988

Sigan* s-PRLR OF AAA41946 412 Alivd 1991

Fare f-PRLR UF NP_035299.4 608 Clarke ve Linzer 1993

Fare f-PRLR SF1 AAA39977.1 292 Davis ve Linzer 1989

Fare f-PRLR KF2 NP_001240711.1 303 Davis ve Linzer 1989

Fare f-PRLR KF3 NP_001240710.1 310 Davis ve Linzer 1989

Insan I-PRLR UF NP_000940.1 622 Boutin vd 1989

Insan I-PRLR OF NP_001191244.1 349 Kline vd 1999

Insan i-PRLR-Sla NP _001191245.1 376 Hu vd 2001

Insan i-PRLR-S1b NP _001191246.1 288 Hu vd 2001

Insan I-PRLR-AS1 NP_001191246.1 521 Kline vd 2002

Insan i-PRLR-A4-SF1b AAM11661.1 217 Trott vd 2003

Insan i-PRLR-A7/11 NP _001191247.1 268 Trott vd 2003

Insan iI-PRLR-A4-A7/11 AAM11660.1 197 Trott vd 2003

Insan iI-PRLR-A4/6 Sla 245

Insan i-PRLR-S1c ACZ04321.1 309 Pujianto vd 2010

Domuz d-PRLR-LF NP_001001868.1 625 Vincent vd 1997

Domuz d-PRLR-SF ADJ19119.1 296 Trott vd 2011

*Bu varyant hiicre kiiltiirlinden elde edilmistir.
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EKLER Mesut Cihan AYDEMIR

EK 2. Memeli PRLR UF aminoasit dizileri ve homoloji diizeyleri

Si¢an, fare, domuz ve insan PRLR UF’lerinin aminoasit dizileri karsilastirilmistir.
Proteindeki aminoasitler kodlandiklar1 ekzonlara gore ayrilmistir.

Sigan (NP_001029283) 610 aa
Fare (NP_035299) 608 aa
Domuz (NP_001001868) 625 aa
[nsan (NP_000940) 622 aa

HUCRE DISI DOMAIN
Ekzon 3:
Sican -—-—-MPSALAF-VLLVLNISLLK
Fare --—-MSSALAY-MLLVLSISLLN
Domuz MKENVPSTVVFILLLFLNISLLN
Insan MKENVASATVFTLLLFLNTCLLN
O T I O
Ekzon 4:
Sican GQSPPGKPEIHKCRSPDKETFTCWWNPGTDGGLPTNYSLTYSKE
Fare GQSPPGKPEIHKCRSPDKETFTCWWNPGSDGGLPTNYSLTYSKE
Domuz GQSPPGKPEIFKCRSPEKETFTCWWKPGADGGLPTNYTLTYHKE
Insan GQLPPGKPEIFKCRSPNKETFTCWWRPGTDGGLPTNYSLTYHRE

Ak KAk KAkAkAkhkk KAAkAkAkehkhkhAkhkhAk k*dk *kehkkhkhAkkhkkhkhkkhko k% .k

Ekzon 5:

Sican GEKTTYECPDYKTSGPNSCEFFSKQYTSIWKIYIITVNATNOQMGSSSSDPLYVDVTYIV

Fare GEKNTYECPDYKTSGPNSCEFFSKQYTSIWKIYIITVNATNEMGSSTSDPLYVDVTYIV

Domuz GETFTHECPDYKTGGPNSCYFNKKHTSIWTIYIITVNATNQMGSSSSDPRYVDVTYIV

Insan GETLMHECPDYITGGPNSCHFGKQYTSMWRTYIMMVNATNQMGSSFSDELYVDVTYIV
**. :***** *_*****_*_*::**:* **: *****:**** * % * Kk ok ok k kKK

Ekzon 6:

Sican EPEPPRNLTLEVKQLKDKKTYLWVKWSPPTITDVKTGWETMEYEIRLKPEEAEEW

Fare EPEPPRNLTLEVKQLKDKKTYLWVKWLPPTITDVKTGWEFTMEYEIRLKSEEADEW

Domuz EPDPPVNLTLELKKPEDQKPYLWIKWLPPTLVDVRSGWLTLQYEIRLQPEKTAEW

Iinsan QPDPPLELAVEVKQPEDRKPYLWIKWSPPTLIDLKTGWFTLLYEIRLKPEKAAEW
:*:** :*::*:*: :*:* ***:** ***: *:::**:*: *****: *:: * *

Ekzon 7:

Sican EIHFTGHQTQFKVEFDLYPGQKYLVQTRCKPDHGY] OESSVEMPN

Fare EIHFTGHQTQFKVEFDLYPGQKYLVQTRCKPDHGY! QOEKSIEIPN

Domuz ETHFAGQQTQFKILSLYPGQKYLVQVRCKPDHGEF! PESSIQIPN

insan EIHFAGQQTEFKILSLHPGQOKYLVQVRCKPDHGY PATFIQIPS

Kk kK ek e kkokk oo K ekkkhkhkkhkhkhkk Kkhkkkhkkhkkkokkx * e ek

TRANSMEMBRAN DOMAIN

Ekzon 8:

Sican DFTLKDTTVWIIVAILSAVICLIMVWAVALKGYS
Fare DFTLKDTTVWIIVAVLSAVICLIMVWAVALKGYS
Domuz DEFSMKDTTMWIFVAILSAVVCLIMIWAVALKGYS
insan DETMNDTTVWISVAVLSAVICLIIVWAVALKGYS

Ak oo okhkhkhkeoekhkhk K hkokhkhkhkhkokhkhkeohkhkkhkhkikhhkxk

Ekzon 3 ve 4’deki dolgulu C aminoasitleri disiilfit bag1 yapmaktadir.
Ekzon 7°de WS motifi bulunmaktadir.
(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarini gostermektedir.) (Devami sonraki sayfada)
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EK 2. (Devami)

HUCRE iCi DOMAIN
Ekzon 9:
Sican MMTCTIF] THLLE

Fare MMTCIF] THLLE
Domuz MVACIL THLLE
insan MVTCIF HLLE
*::**:************:****
Kutu 1
Ekzon 10:
Sican KGKSEELLSALGCQDFPPTSDCEDLL LMPSHSKEYPGQGVKPTHLDP
Fare KGKSEELLSALGCQDFPPTSDCEDLL LMPSHSKEYPGQGVKPTHLDP
Domuz KGKSEELLSALGCQDFPPTSDCEDLL LMPAHSKEHPSQGRKPTHLDP
Insan KGKSEELLSALGCQDFPPTSDYEDLL LMSVHSKEHPSQGMKPTYLDP
hAhkhkkhk Kk hkhkkhkkhhkhkkhhhkkk*kx*k%k ******:*****_**::** ****:*.** ***:***
Kutu 2
Sican DSDSGHGSYDSHSLLSEKCEEPQAYPPTLHIPEITEKPENPEANIPPTVDPQST-——--— N
Fare DSDSGHGSYDSHSLLSEKCEEPQAYPPAFHIPEITEKPENPEANIPPTPNPONN-———-— T
Domuz DSDSGRGSCDSPSLLSEKCDEPRANPPKFHTPEGIEKPGDPETNLPRPQDPQSTSVESKL
Insan DTDSGRGSCDSPSLLSEKCEEPQANPSTFYDPEVIEKPENPETTH--TWDPQCISMEGKI
*:***:** * * *******:**:* * s * * * % % :**:. :**
Sican PNFHVDAPKSSTWPLLP--GQHMPRSPYHSVADVCKLAGSPVNTLDSFLDKAEENVLKLS
Fare PNCHTDTSKSTTWPLPP--GQHTRRSPYHSIADVCKLAGSPGDTLDSFLDKAEENVLKLS
Domuz LYFHADGSKSSTWPLPQPPILHDPGSSYHNLADVGQLVLGTAGATAALLEKTDRHAEFNPP
Insan PYFHAGGSKCSTWPLPQPS— QHNPRSSYHNITDVCELAVGPAGAPATLLNEAGKDALKSS
I * KoKK poxE ook .t I
Sican KALETGEEEVAK-QKGAKSFPS-DKONTPWPLLQEKSPTVYVKPPDYVETHKVNKDGVLS
Fare E--DAGEEEVAV-QEGAKSFPS-DKONTSWPPLQEKGPIVYAKPPDYVEIHKVNKDGVLS
Domuz KTTETGGEGRATEQKESESFHSKTDOQGTVWLLPODKGPFVSPKPMEYVETHKVSKDGALA
Insan QTIKSREEGKATQQREVESFHSETDQDTPWLLPQEKTPFGSAKPLDYVEIHKVNKDGALS
. * * *_ ** * * *  * * *  * * * ******* *** *
Sican LFPKQRENN-QTEKPGVPETSKEYAKVSGIMDNNILVLVPDSRAQNTALLEESAKKAPPS
Fare LLPKQRENH-QTENPGVPETSKEYAKVSGVTDNNILVLVPDSRAQNTALLEESAKKVPPS
Domuz LLPKQQENGDRPEKAGAPETSKEYAQVSRVMDNHILVLVODPRARNVAPFEEPTKETPPS
Insan LLPKQRENSGKPKKPGTPENNKEYAKVSGVMDNNILVLVPDPHAKNVACFEESAKEAPPS
*:***:** : . *_**‘_****:** . **:***** * :*:*_* :** :*:_***
Sican FEADQSEKDLASFTATSSNRRLQLGRLDYLDPTCFMHSFH
Fare LEQONQSEKDLASFTATSSNCRLOLGRLDYLDPTCFMHSFEFH
Domuz RPONPAAKDLAGFTTAPGHCRHPLGGLDYLDPAGFMHSFQ
Insan LEQONQAEKALANFTATSSKCRLOLGGLDYLDPACEFTHSFEFH

Kk kk kK e . . * Kk KAk Kk kK. K Kk k.
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EK 3. Sican prir geni ekzon niikleotit dizileri

E1.1 (Promotor I: U34897.1, E1b: U34729.1)

ACATCTTGGTGGCCAGAGCCATGGACAGTCAAAGGTATTGGGCATTTCTCCTCTGGTTAGCAAAACTCAG
TTGAGTTCTTGTGTTTCTCTCAAGAAACCAGTGGGCGGGTTAGGTAGATCCTCCAAACCTGCCCATCTCC
CTCAGAAAACTTAGAGCCATTCTCCCAGTACTGTGAATATTTGCTGTGCCTTGGCATACTTTCATGGGAG
AAGAGACAGAAGCAAAGGTTCTGTCCTTCACGATGCCATCTCTCCGCTCAGCCTGAATCAGTCACGATAA
TCCTCAAGGTGACTAGAAGAAAAGGAGGGGCTAGTGACCTCCGAGGAAAGAGTTTGGCAGAAGCAGCTTG
AGGGAGACTGTTGTGATGTTCGGCCGTCCCCTCTTGTGCGCATGCAGCTCCTACCACAGCTAACCTTTAC
ACCTGGTGCTCTAGAGACAAAG

E1.2 (Promotor 1I: U34898.1, Ela: U34728.1)

GCATAGTCCCTGGCAGGTGTGTGTGAGACTCTTTCAGGGGACTACTGTGCCAGGAGAATAAGAACACTTG
CCTGGCAAAGAGGGAAGCTGACTCAAGGGGGCAAAGTCAAGCGAGCTGGATTCTAGGGAAACATAGAAGA
GTAATCATCCAGAGAGGGGCTCTGGTGGAGCTCACTAGCCATTGACTGTTCTTTTCAGAAGTCTGGACTC
CCTGACCTACAAGGCCTCTCAAG

E1.3 (Promotor I11: U34899.1, Elc: U34731.1)

AGCTTCTTCTCAGAGACACGCGGCTGGCGACTGCGGAGCAGAGGCTAAAATCCCCAGACGCCGGGTCTTC
TGGGCTGGGCTTTCCCCGCCTTCCTGCTCTGTCTCACTCGCTCCTCTCCTGCGTTCTGGATTTTACACGG
GGCTCAGGAAACAGCTTTACCTGTCAGAGACAGAGCTCACGTCCTTTGCAGGAAGTGCACAGCCTCTGGT
ATGGCAGACTTTTCTCTCCAGCAGAA

El.4 (E1.4: AB071022.1)
ATTCCTAAAGCAGTCTATGGGGGGAAAAAGATTAAAATGGCCCTGATTAGATTAGCATAGCCTGCTACTT
CCCCATCCCCTGGGGCTGGACACCTGATGCCTGACTAGATTCTGAATAARAACAAAGGGCGAAGTGGGTG
CTGGAGAAGAACCTGCTGTTGGTGGATAGGGCTGTGTCAAAGACAAGGAAGTTTGT TCTCAGCTGAGAGG
CACCCTCCAAAGCACCCTCATCACCTTGACCAG

E1.5
GCAGGCTGTTACTACATGTGTTGTGACTGACACCACAACCAG

E2 (E2:U34900.1)

CTAAAGGACACTTCTCTGTGAAGGTGAGCACTGCAGATGTTTTGCACATGAGCCCTGAAG

(Devami sonraki sayfada)
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EKLER Mesut Cihan AYDEMIR

EK 3. (Devami)

E3
ATGCCATCTGCACTTGCTTTCGTCCTACTTGTTCTCAACATCAGCCTCCTGAAGG*

E4
GACAGTCACCACCAGGGAAACCTGAGATCCACAAATGTCGCTCTCCTGACAAGGAAACATTCACCTGCTG
GTGGAATCCTGGGACAGATGGAGGACTTCCTACCAATTATTCACTGACTTACAGCAAAGAAGG

ES5
AGAGAAAACCACCTACGAATGTCCAGACTACAAAACCAGCGGCCCCAACTCCTGCTTCTTTAGCAAGCAG
TACACTTCCATCTGGAAAATATATATCATCACAGTAAATGCCACGAACCAAATGGGAAGCAGTTCCTCGG
ATCCACTTTATGTGGATGTGACTTACATCG

E6
TTGAGCCAGAGCCTCCTCGGAACCTGACATTAGAAGTAAAACAGCTAAAAGACAAAAAAACATATCTGTG
GGTAAAATGGTCCCCACCCACCATAACTGATGTGAAAACTGGTTGGTTTACAATGGAATATGAAATTCGA
TTAAAGCCTGAAGAAGCAGAAGAGTGGGAG

E7
ATCCATTTTACAGGTCATCAAACACAGTTTAAAGTTTTTGACCTATATCCAGGGCAAAAGTATCTTGTCC
AGACTCGCTGCAAGCCAGACCATGGATACTGGAGTAGATGGAGCCAGGAGAGTTCCGTTGAAATGCCAAA
TG

E8
ACTTCACCTTGAAGGACACAACCGTGTGGATCATTGTGGCCATTCTCTCTGCTGTCATCTGTTTGATTAT
GGTCTGGGCAGTGGCTTTGAAGGGCTATAG

E9
CATGATGACCTGCATCTTTCCACCAGTTCCTGGGCCAAAAATAAAAGGATTTGATACCCATCTGCTGGAG

Alt1 ¢izili kisim translasyon baglama kodudur.

(Devami sonraki sayfada)
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EK 3. (Devami)

E10

AAGGGCAAGTCTGAAGAGCTGCTGAGTGCCTTGGGGTGCCAAGACTTTCCCCCTACTTCTGACTGTGAGG
ACTTGCTGGTGGAGTTCTTAGAAGTTGATGACAATGAGGACGAGCGGCTAATGCCATCCCATTCCAAAGA
GTATCCAGGTCAAGGTGTTAAGCCCACACACCTAGATCCCGACAGTGACTCTGGTCACGGAAGCTATGAC
AGCCATTCTCTTTTATCTGAAAAGTGTGAGGAACCCCAGGCCTACCCCCCTACTTTGCACATCCCTGAGA
TCACTGAGAAGCCAGAGAATCCTGAAGCAAATATTCCTCCCACCGTGGACCCCCAAAGCACCAACCCCAR
TTTTCATGTAGATGCACCCAAATCTTCAACATGGCCATTACTGCCTGGCCAACACATGCCCAGATCTCCT
TACCACAGTGTTGCTGATGTGTGCAAGCTAGCCGGAAGTCCTGTGAATACACTGGACTCTTTCTTGGACA
AAGCAGAGGAAAATGTTCTAAAGTTGTCTAAAGCCCTTGAGACTGGAGAGGAAGAAGTGGCTGAGCAAAA
AGGGGCAAAAAGCTTCCCTTCTGACAAACAAAACACACCTTGGCCGCTGCTCCAGGAGAARAGCCCCACT
GTCTATGTTAAACCCCCAGATTATGTGGAGATTCACAAAGTCAACAAAGATGGAGTGCTATCATTATTCC
CCAAGCAGAGAGAAAACAACCAGACAGAGAAGCCTGGGGTTCCTGAAACCAGTAAGGAGTATGCCAAGGT
GTCTGGCATTACGGATAACAATATCCTCGTATTAGTGCCAGACTCACGAGCCCAGAACACAGCGTTGCTC
GAGGAATCAGCCAAGAAGGCTCCACCATCGTTTGAAGCTGACCAATCTGAGAAAGATCTGGCCAGCTTCA
CTGCAACCTCAAGCAACCGCAGACTCCAACTGGGTAGGCTGGATTACCTGGATCCTACGTGCTTCATGCA
CTCCTTTCACTGA

Ell

ACTGGTTCTCCAAGCAAATACAAGGTGGATCTGTACCTGGCCCTTCCTGGAGGATTCCAGAAACTGGACA
ATGCAGGGGAACTTGACTACTGA

Alt1 ¢izili kisim translasyonda sonlanma kodudur.
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EK 4. RNA miktar hesaplanmasi

[RNA]ug/ml* = Azgo X Seyreltme x 40

40= RNA i¢in ortalama sénme kaysayisi
Seyreltme = Seyreltme faktorii
Az = 260 nm dalga boyundaki absorbans

*Niikleik asit miktar1 diizeyi ifade edilirken pg/ml birimi degil, pg/ul cinsinden verilir.
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EK 5. Manyetik partikiil toplama tiipliigii
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EK 6. RT-PCR, poli (T) primeri ile ilk iplik cDNA’larin elde edilmesi

RN& 57—

qmm 3"~ TTTTTTTI(T) ;. -5°

4mm 3'-TTITTIT (Tha —5°

4mm 3" -TTTTTIT (Tha —5"

L. II. III.

I RMA 57—
: DNA 37— T TTT TTT (T} 5, ~5°

II RN& 57—
- DNA 37— e T TTT TTT TITTITTTT TTT TITTITTITIT ( Thin -5

111 A

3’ - T TTT TTT TTT TTT TTT TTT TIT TTT TTT TTT TTT TTTTTT TTT TTT TTTTT ( T 2oooase= 5"

!

I DHA 37— [ T TTTTTT (Th 5 —5"

II DNa 37 - [T TTTTITTTTTITTITITITTTTITTITIT (Tin -5

III DNa 37— [T TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TIT TTT TTT TTT TTT TTTTTIT TTT TTTTT i T yogean— 57

mRNA’lar 100-150 niikleotit uzunlugunda poli (A) kuyruguna sahiptir. Kullanilan oligo
(dT) primeri bu poli (A) kuyrugunun herhangi bir kismina baglanip ilk iplik cDNA
sentezini baglata bilmektedir. I, IT ve III’de poliA kuyrugunun baglangi¢ bolgesine, poli
(A) kuyrugunun ortalarinda bir yere ve poli (A) kuyrugunun sonlarina baglanmasi ile
olusacak cDNA’lar1 gosterilmistir.
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EK 7. RT-PCR adaptor poli (T) ile ilk iplik cDNA’larin elde edilmesi ve 3' RACE PCR

I' 37— BRRRL AR AR AR AR AR RRRARRRARRARRDRARRT, 1oy — 3
4m 3'— YTTTTTTTTTTTTTTTTTT-
‘vO'
e
o
R
II. 57— NBARAR AR AR A AR AR AR AR AARARRARARARARARARRR 1 oy — 2
4mm 3’ — NVITTTTTTITTTTITTITTTTI-
‘vO'
%,
s
A
R

!

- NBARRARAR AR AR AR AR AR AR ARARRARARARDARRARAT, 4oy — 3
"~ R YT TTTTTTTTTTTTTTTTT -

L tn
-

N
[

. Adaptér

3~ S U T T T TTTTTT TTTT TTTT T 57

/

3'- CATGATCAGCTGCGCACGCG -5

N: A, T, G veya C niikleotitlerinden biri
V: A, G veya C niikleotitlerinden biri
B: T, G veya C niikleotitlerinden biri

Poly_dT_Adaptor-1 (Sekilde I ile gosterilmistir) ve Poly_dT_Adaptor-2 (Sekilde Il ile
gosterilmistir) baglanma bolgeleri gosterilmistir. Sonraki basamaklarda iki primerle de
ayn1 diziye sahip, 5' ucunda adaptér olan cDNA eldecektir.

(Devami sonraki sayfada)

92



EKLER Mesut Cihan AYDEMIR

EK 7. (Devami)

3 - e E Y T TTTTTTTTTTTTT TT TTCATGATCAGC TGCGCACGCG -5
5'- Ozgiil Primer (F)- 3 'w—)p

3 — e NV TT TT TTTTTTTTT TTTT TCATGATCAGC TGCGCACGCG -5 7
S — e N ER R R R R R AR AL AR AR A R R RGTACTAGTCGACGCGTGCGC 37

3~ e NV TTTTITTTTTTT T TTTT TCATGATCAGC TGCGCACGCG -5
5'- Ozgiil Primer (F)- 3'mm—)p

5 — e N B AR R R A R R A R AR AR R R R R AGTACTAGTCGACGCGTGCGC -3
f— 37 —-CATGATCAGCTGCGCACGCG-5

2daptér Primer

3 — e TV T TTTTTTTTT I T I T T T TTCATGATCAGCTGCGCACGCG -5
S — e B A AR R A R A R A R R AR R A A A AGTACTAGTCGACGCGTGCGC -3

3 - ey TTTTTTTTT TTTT T TT T TCATGATCAGC TGCGCRACGCG-5 7
S = e BALAR AL AR AR AR AR A A A AGTACTAGTCGACGCGTGCGC -3

RT-PCR ile elde edilen ilk iplik cDNA, PCR reaksiyonunda 6zgiil bir primer (F) ile ¢ift
iplikli cDNA’ya doniistiiriiliir. Adaptor primer (R) ile bu ikinci iplikteki 6zgiil yere
baglanarak ¢cDNA’nin poli (A) kuyruguna kadar olan bdolgesinin amplifikasyonunu
saglar.
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EK 8. Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan DNA boyut belirtegleri

Uzunluk Uzunluk Uzunluk Uzunluk
a) (bg) b) (bg) c) (bg) d) (bg)
W 2000
10000
u 7500 (=8 2000
(e g%g - I 3000 fooo
e 400
[T R 4000 1000 b :23
- 900 1000 |
- - 900 9
[N 3000 S 800 800
8 700 700 700
(S 2500 S 600 600 600
SN 500 :gg 500
(-l 5000 400 e 400
300 300
200
. 1400 200 100 i
100
100

a) Nyztech Nzydna Ladder Il (MBO4301), %1 TAE Agaroz Jel,
b) Solis Bioyne 100 bp ladder, %1.5 TAE Agaroz Jel,

c) ABM (G193), %1.5 TAE Agaroz Jel,

d) Genesta™ (GA-010), %1.5 TAE Agaroz Jel.
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EK 9. prir gen dizileri belirlenen gemirgen tiirleri ve bunlara ait Gen ve Genbank

kimlik numaralari

Tiirkce Isim Latince Adlandirma Kisaltma* Gen ID  Genbank ID
Sican Rattus norvegicus Rnor 24684 NC_005101.3
NC_005101.4
AC_000070.1
Fare Mus musculus Mmus 19116 NC_000081.5
Arap tavsant Jaculus jaculus Jjac 101608275 NW_004504320.1
Kobay Cavia porcellus Cpor 100722352 NT_176390.1
Ciplak kor sigan Heterocephalus glaber Hgla 101712151 NW_004624759.1
Cin hamstir1 Cricetulus griseus Cgri 100757415 NW_003614037.1
Damara kostebek-sicant Fukomys damarensis Fdam 104849146 NW_011046431.1
Heybetli sigan Mesocricetus auratus Maur 101838338 NW_004801682.1
Otuz ¢izgili yer sincabi Ictidomys tridecemlineatus Itri 101963701 NW_004624759.1
Kuzey Amerika geyik faresi Peromyscus maniculatus Pman 102916130 NW_006501556.1
bairdii
Galilee daglar kor kostebek ~ Nannospalax galili Ngal 103735901 NW_008329320.1
sigani
Cayr-tarla faresi Microtus ochrogaster Moch 102002764 NW_004949028.1
Uzun kuyruklu ¢ingilla Chinchilla lanigera Clan 102007036 NW_004955426.1

NCBI veri bankasindan prolaktin reseptorii anahtar kelimesi ile arama yapilmis bu
aramanin sonucunda elde edilen tiim kemirgen prlr gen dizileri bulunduranlar bu listeye

dahil edilmistir.

Gen ID: Tiir i¢in bildirilmis prlr genine referans veren numara.

Genbank ID: Gene 6zgii dizi.

* Nikleotit dizisi karsilagtirmas1 yapilirken yer kaplamamasi agisindan kullanilan

kisaltmalar verilmistir.
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EK 10. Fare prlr ekzon 11 ve 12’nin intron sonu bdlgesinin diger kemirgenler ile
karsilastirilmast

Fare prir ekzon 11 6nii intron kesim bdlgesi

Fare -TCATTGTGCTTTGATTGGCAG
Sican -TAATTATGCCTTGATTGGCAG
Maur ATAATT-TGCCTTGATTAGGAA
Cgri ATAATT-TGCCTTGATTGGGAA

* Ak k *kk Kkkhkkrxkkk K*x %k

Fare prir ekzon 12 6nii intron kesim bolgesi

Fare -TTATATCTTTCTGTCTTTCAG
Sican —-TCATATTTGTCTGTCTTCAAG
Moch TTTATATTTCTCTGTCTTCGAG
Maur -TTATATTTGTCTATCTCCAAG
Cgri TTTATATTTGTCTAATTCCAAG

* kkkk Kk Kkk * * ok

Maur: Mesocricetus auratus
Moch: Microtus ochrogaster

Cagri: Cricetulus griseus

Alt1 ¢izgili AG niikleotitleri intron kesim sinyalidir.
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EK 11. Fare prir ekzon 11 ve 12’nin boélgesinin diger kemirgenler ile karsilastirilmasi

Fare prlr ekzon 11 bolgesi

Fare GTTCACAACAAAGAGCAACTTGAAAATTATGTCTACTAAGAGAGGGACCAGTCCTCAGAA
Sican GTTCACAACAAAGAGTAACTCAAAAGTTATGCCTATTAACAGAAAGGCCAATCCTCAGAA
Maur -TTCAAAAGAAAGAGCAACTTGAAAATTACACCTGCTAAGAGGAAGGCCAATCCTCTCAA
Cori -TTCAAAAGAAAGAGCAACTTGAAAATTACACCTGCTAAGAGGTAGTTTACTGAAAAATA
kkkhkk kk kkkkkhkk Kkkkk * Kk Kk kkk * * Kk k  kkx * * ok *
Fare AGGTTTCTGCCATGTCTTTTTCCAAAGGAGAAATTGTAAGATGTCCTT
Sican AGTTCCCTGCCATACAGCTGATCAAAGGAGAAATTTTAATGCGTCCTT
Maur AGTTTCCTACCATGCAGTTTACTGAAAAATAAATTATAAGCTGTCTTT
Cgri AATTAAAAGATGTCCCTGTAAGTACAAACTTTCTTCA--GCAAGAGT -
* * * * * * K *

Fare prir ekzon 12 bolgesi

Fare CTCTGGTGTTCTATTCTCCAGTTGACTTC-CCTGGTGAAGATTCCAACAACTGAGTTTTT
Sigan CTCTGGTATTCTATTCTCCAGTTGACCCA-CTCCCCTGGTGAAGATTCAACTAAGTTTTT
Maur CACTGATATTCTACCCTCCAGTTGGTCCA-CTTTATTGGTGAAGATTCAACTGGGTTTTT
Moch CTCTGATAGTCTACCCTCCAGGTGGTCCA-CTTGAATGGAGAAGATTTAACTGAGTTTTT
Cgri ATCTGATACTCTACCCTCCAGTTGATCCACTTTTACTGGTAAAGATTCAACTGAGTTTTT

* kK x * Kk kK *kkkk*k k% * k k% * ok Kk kkxk
Fare ATGTGATTTATGAATATTTTCACTGCTGAAATTTCAATTTGTCTTTCTATTTTCAAG-CT
Sigan ATTTACTTTATGAATCTTTTCACTGCTGAAATTTCGATTTGTCCTTCCTACTTTTTAGCT
Maur ATTTGATTTATTAATCTTTTCAATTTTGAAACTTCAGTTTGTCTGTTTTTGCTTTCCAGC
Moch ATTTAGTTTATTCAACTTCTCGCTTTTGGCACTTCAATTTGTTTGTTCTTACTTTCTGGT
Cgri GTTTGATTTATTAATCTTTTCAATTTTGAAACTTCAGTTTGTCTGCTT—-———————-—~

* K * kK Kk kK * * Kk kK * * x * Kk k Kk * Kk ok kK

Fare CCTTGTT-
Sican CCTCGTT-
Maur TCTTTGTT
Moch CCTTTGT-
Cgri —mmmm——-

Maur: Mesocricetus auratus
Moch: Microtus ochrogaster

Cgri: Cricetulus griseus
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EK 12. F3-R9 primeri seti ile ¢ogaltilan bolgenin dizileme sonucu

Referans dizi; s-PRLR UF ve KF’de korunmus olan sigan prlr ekzon 3’den 9’a kadar
olan ekzonlar1 igermektedir.

F3-R9 = mm oo
Referans ATGCCATCTGCACTTGCTTTCGTCCTACTTGTTCTCAACATCAGCCTCCTGAAGGGACAG
F3-R9  ———mm—m————— AACCTGAGATCCACAAATGTCGCTCTCCTGACAAGGAAACATTCACC
Referans TCACCACCAGGGAAACCTGAGATCCACAAATGTCGCTCTCCTGACAAGGAAACATTCACC
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhkhkhrhkkhkhkhkhkhhkhhkhrhkkhkkhkhhkhhkkhhkrhkkhkkhkhhrhkhkhkxx

F3-R9 TGCTGGTGGAATCCTGGGACAGATGGAGGACTTCCTACCAATTATTCACTGACTTACAGC
Referans TGCTGGTGGAATCCTGGGACAGATGGAGGACTTCCTACCAATTATTCACTGACTTACAGC
khkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkkhkdhhkhrhkhkhkhhkhkkhkhhkhrhkkhkhkhrhkhkkhkhhkrhkhkhkhxkhkx*k

F3-R9 AAAGAAGGAGAGAAAACCACCTACGAATGTCCAGACTACAAAACCAGTGGCCCCAACTCC
Referans AAAGAAGGAGAGAAAACCACCTACGAATGTCCAGACTACAAAACCAGCGGCCCCAACTCC
KKK KA KR A KA AR AR AR AR AR AR AR A KA A A A KA A KA A R A KA AR AR A KA AR AR A AKX Ak rA kA kA rhrhxk

F3-R9 TGCTTCTTTAGCAAGCAGTACACTTCCATCTGGAAAATATATATCATCACAGTAAATGCC
Referans TGCTTCTTTAGCAAGCAGTACACTTCCATCTGGAAAATATATATCATCACAGTAAATGCC
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A A A A A A A A A R AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A ARk kK

F3-R9 ACGAACCAAATGGGAAGCAGTTCCTCGGATCCACTTTATGTGGATGTGACTTACATCGTT
Referans ACGAACCAAATGGGAAGCAGTTCCTCGGATCCACTTTATGTGGATGTGACTTACATCGTT
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A R AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A A A A A Ak A Ak hk kK

F3-R9 GAGCCAGAGCCTCCTCGGAACCTGACATTAGAAGTAAAACAGCTAAAAGACAAAAAAACA
Referans GAGCCAGAGCCTCCTCGGAACCTGACATTAGAAGTAAAACAGCTAAAAGACAAAAAAACA
KK AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A A A kA Ak Ak hkxk

F3-R9 TATCTGTGGGTAAAATGGTCCCCACCCACCATAACTGATGTgaAAACTGGTTGGTTTACA
Referans TATCTGTGGGTAAAATGGTCCCCACCCACCATAACTGATGTGAAAACTGGTTGGTTTACA
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A A Ak Ak hk kK

F3-R9 ATGGAATATGAAATTCGATTAAAGCCTGAAGAAGCAGAAGAGTGGGAGATCCATTTTACA
Referans ATGGAATATGAAATTCGATTAAAGCCTGAAGAAGCAGAAGAGTGGGAGATCCATTTTACA
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A A A Ak Ak k kK

F3-R9 GGTCATCAAACACAGTTTAAAGTTTTTGACCTATATCCAGGGCAAAAGTATCTTGTCCAG
Referans GGTCATCAAACACAGTTTAAAGTTTTTGACCTATATCCAGGGCAAAAGTATCTTGTCCAG

hhkhhkhkhkhhkhk A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhkhkrkhhkhkkhkxk

(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarini gostermektedir.) (Devami sonraki sayfada)
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EK 12. (Devami)

F3-R9 ACTCGCTGCAAGCCAGACCATGGATACTGGAGTAGATGGAGCCAGGAGAGTTCCGTTGAA
Referans ACTCGCTGCAAGCCAGACCATGGATACTGGAGTAGATGGAGCCAGGAGAGTTCCGTTGAA

KA A KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A AR A A A A A AR A K kK
F3-R9 ATGCCAAATGACTTCACCTTGAAGGACACAACCGTGTGGATCATTGTGGCCATTCTCTCT
Referans ATGCCAAATGACTTCACCTTGAAGGACACAACCGTGTGGATCATTGTGGCCATTCTCTCT

KA A KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A AR A AR A A A AR A A A A AR A A A A AR A A A A AR AR A Kk K
F3-R9 GCTGTCATCTGTTTGATTATGGTCTGGGCAGTGGCTTGAA-GGGCTATAGCATGATGTCC
Referans GCTGTCATCTGTTTGATTATGGTCTGGGCAGTGGCTTTGAAGGGCTATAGCATGATGACC

KAKAKAAKAKAAKNAXAAA A A A A A XA AR A AR A A A AR A AKX Xk k K Kk Ak KkAkAkAkKhkAkAkAkAKRkAk A KAKk kK
F3-R9 TGO AT C T~ === = === — = = mm — =
Referans TGCATCTTTCCACCAGTTCCTGGGCCAAAAATAAAAGGATTTGATACCCATCTGCTGGAG

kK kK Kk kK
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EK 13. F3-R11 primeri seti ile ¢ogaltilan s-PRLR KF bdlgenin dizileme sonucu

Referans dizi; s-PRLR KF’yi kodlamakta olup ekzon 3’den ekzon 11’e kadar olan
ekzonlarin niikleotit dizisidir.

F3-R11 =  mmm oo oo e GAAG
Referans ATGCCATCTGCACTTGCTTTCGTCCTACTTGTTCTCAACATCAGCCTCCTGAAGGGACAG
*

F3-R11 TC-ACCACCAGGGAACCTGAGACCCACAAACGTCGCCC—-CCCCGACAGGAAACACTCACC
Referans TCACCACCAGGGAAACCTGAGATCCACAAATGTCGCTCTCCTGACAAGGAAACATTCACC
kk ok Kk kk kkxkkkkkk krkxkkkKkk khkkxkx Kk kK kokkkkk kK K okokokok

F3-R11 CGCCGGTGGAATCCTGGGACAGATGGAGGACCTCCTACCAATTATTCACTGACTTACAGC
Referans TGCTGGTGGAATCCTGGGACAGATGGAGGACTTCCTACCAATTATTCACTGACTTACAGC

hk kkkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkdx ,hrkhkhkrkhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkhhkkkxk

F3-R11 AAAGAAGGAGAGAAAACCACCTACGAATGTCCAGACTACAAAACCAGTGGCCCCAACTCC
Referans AAAGAAGGAGAGAAAACCACCTACGAATGTCCAGACTACAAAACCAGCGGCCCCAACTCC

Ak hkhkhkhkhhkhkkhkhhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkkhkrkhk hhkrkhkkhkkhhkhkxk

F3-R11 TGCTTCTTTAGCAAGCAGTACACTTCCATCTGGAAAATATATATCATCACAGTAAATGCC
Referans TGCTTCTTTAGCAAGCAGTACACTTCCATCTGGAAAATATATATCATCACAGTAAATGCC

Ak hkhkhkhkhhkhkkhkhhkhhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

F3-R11 ACGAACCAAATGGGAAGCAGTTCCTCGGATCC—-TTTATGTGGATGTGACTTACATCGTT
Referans ACGAACCAAATGGGAAGCAGTTCCTCGGATCCACTTTATGTGGATGTGACTTACATCGTT

KAKRKA KA A A A A A AN A A A A A A AKX AR A XA A XA,k KAKKAAkKAkAAKAAk AR A KA A AKX hk A A Xk h k)%
F3-R11 GAGCCAGAGCCTCCTCGGAACCTGACATTAGAAGTAAAACAGCTAAAAGACAAAAAAACA
Referans GAGCCAGAGCCTCCTCGGAACCTGACATTAGAAGTAAAACAGCTAAAAGACAAAAAAACA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A AR AR A AR AR A KKK
F3-R11 TATCTGTGGGTAAAATGGTCCCCACCCACCATAACTGATGTGAAAACTGGTTGGTTTACA
Referans TATCTGTGGGTAARATGGTCCCCACCCACCATAACTGATGTGAAAACTGGTTGGTTTACA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A AR AR A AR Ak kK
F3-R11 ATGGAATATGAAATTCGATTAAAGCCTGAAGAAGCAGAAGAGTGGGAGATCCATTTTACA
Referans ATGGAATATGAAATTCGATTAAAGCCTGAAGAAGCAGAAGAGTGGGAGATCCATTTTACA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AKX Ak kK
F3-R11 GGTCATCAAACACAGTTTAAAGTTTTTGACCTATATCCAGGGCAAAAGTATCTTGTCCAG
Referans GGTCATCAAACACAGTTTAAAGTTTTTGACCTATATCCAGGGCAAAAGTATCTTGTCCAG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AKX Ak kK

(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarini géstermektedir.) (Devami sonraki sayfada)
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EK 13. (Devami)

F3-R11 ACTCGCTGCAAGCCAGACCATGGATACTGGAGTAGATGGAGCCAGGAGAGTTCCGTTGAA
Referans ACTCGCTGCAAGCCAGACCATGGATACTGGAGTAGATGGAGCCAGGAGAGTTCCGTTGAA

KRR KR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A A A A A A A KNI XA A A A AR AN AR A A A AR A AR KKK

F3-R11 ATGCCAAATGACTTCACCTTGAAGGACACAACCGTGTGGATCATTGTGGCCATTCTCTCT
Referans ATGCCAAATGACTTCACCTTGAAGGACACAACCGTGTGGATCATTGTGGCCATTCTCTCT

KA AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A A A A A A A KNI A A A AR AR A A AR A A A A AR AR A K kK

F3-R11 GCTGTCATCTGTTTGATTATGGTCTGGGCAGTGGCTTTGAAGGGCTATAGCATGATGACC
Referans GCTGTCATCTGTTTGATTATGGTCTGGGCAGTGGCTTTGAAGGGCTATAGCATGATGACC

KA A KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A AR A A A A KNI A A A AR A A A A AR A A A A AR A A K kK

F3-R11 TGCATCTTTCCACCAGTTCCTGGGCCAAAAATAAAAGGATTTGATACCCATCTGCTGGAG

Referans TGCATCTTTCCACCAGTTCCTGGGCCAAAAATAAAAGGATTTGATACCCATCTGCTGGAG
ok kK ok kK ok kK ok ok ko ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ko ok ok ko ok ok ok ok ok ok kK k kK ok ok ok ok k kK ok ok K

F3-R11 ACTGGTTCTCCAAGCAAATACAAGGTGGATCTGTAC-——————=————————————————

Referans ACTGGTTCTCCAAGCAAATACAAGGTGGATCTGTACCTGGCCCTTCCTGGAGGATTCCAG
Kok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok k kK ok ok ok ok ok Kk kK ok ok

F3-R11 ~ —mmmmmmmm e
Referans ARACTGGACAATGCAGGGGAACTTGAC
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EK 14. F9-R10.1 primeri seti ile ¢ogaltilan s-PRLR UF bolgensinin dizileme sonucu

Referans dizi; s-PRLR UF’ye ait olup ekzon 9’den ekzon 10’nun dur kodonuna kadar
olan niikleotit dizisini icermektedir.

FO9-R10.1 ———mmmmmmm oo AAAATAAAAGGATTTGATACCCA
Referans CATGATGACCTGCATCTTTCCACCAGTTCCTGGGCCAAAAATAAAAGGATTTGATACCCA

kkhkhkkkhkhkkhkhkdhkhkhkrkhkhkkkhhkkx*k
F9-R10.1 TCTGCTGGAGAAGGGCAAGTCTGAAGAGCTGCTGAGTGCCTTGGGGTGCCAAGACTTTCC
Referans TCTGCTGGAGAAGGGCAAGTCTGAAGAGCTGCTGAGTGCCTTGGGGTGCCAAGACTTTCC

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkhkdhkxk

F9-R10.1 CCCTACTTCTGACTGTGAGGACTTGCTGGTGGAGTTCTTAGAAGTTGATGACAATGAGGA

Referans CCCTACTTCTGACTGTGAGGACTTGCTGGTGGAGTTCTTAGAAGTTGATGACAATGAGGA
ok Kok ok kK ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok ok K ok ok ok ke k kK ok kK ok ok ok ok k kK

F9-R10.1 CGAGCGGCTAATGCCATCCCATTCCAAAGAGTATCCAGGTCAAGGTGTTA-GCCCACACA

Referans CGAGCGGCTAATGCCATCCCATTCCAAAGAGTATCCAGGTCAAGGTGTTAAGCCCACACA
hokkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk  kkokkkkkx*

F9-R10.1 CCTAGATCCCGACAGTGACTCTGGTCACGGAAACTATGACAGCCATTCTCTTTTATCTGA

Referans CCTAGATCCCGACAGTGACTCTGGTCACGGAAGCTATGACAGCCATTCTCTTTTATCTGA
ok Kok ok ok k kK ok kK k ok ok ok ok ok ok k ok Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok ok ok ok Kk kK ok ok ok ok ok kK

F9-R10.1 AAAGTGTGAGGAACCCCAAGCCTACCCCCCTACTTTGCAAATCCCTGAAATCACTGAAAA
Referans AAAGTGTGAGGAACCCCAGGCCTACCCCCCTACTTTGCACATCCCTGAGATCACTGAGAA

KAKRKAKRAAAAAA AKX AA K] KA KA AAhA XA AAhAkhhhAhrkhk* K,k hkkhhkhk*d*x kA A*xkk k), *x *%

F9-R10.1 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTCCTCCCATCGTGGACCCCCAAAGCACCAACCCCAA
Referans GCCAGAGAATCCTGAAGCAAATATTCCTCCCACCGTGGACCCCCAAAGCACCAACCCCAA
kK hkAkKAKAKAAAkAKh AAKAAAAXAAA A A AR A XXX A A A KA AKX kK%

F9-R10.1 TTTTCATGTAGATGCACCCAAATCTTCAACATGGCCATTACTGCCTGGCCAACACATGCC
Referans TTTTCATGTAGATGCACCCAAATCTTCAACATGGCCATTACTGCCTGGCCAACACATGCC
KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A AR AR A AR Ak kK

F9-R10.1 CAGATCTCCTTACCACAGTGTTGCTGATGTGTGCAAGCTAGCCGGAAGTCCTGTGAATAC
Referans CAGATCTCCTTACCACAGTGTTGCTGATGTGTGCAAGCTAGCCGGAAGTCCTGTGAATAC
KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AKX Ak kK

F9-R10.1 ACTGGACTCTTTCTTGGACAAAGCAGAGGAAAATGTTCTAAAGTTGTCTAAAGCCCTTGA
Referans ACTGGACTCTTTCTTGGACAAAGCAGAGGAAAATGTTCTAAAGTTGTCTAAAGCCCTTGA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AKX Ak kK

N okunamayan niikleotitleri gdstermektedir.
(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarini gostermektedir.) (Devami sonraki sayfada)

EK 14. (Devami)
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F9-R10.1 GACTGGAGAGGAAGAAGTGGCTAAGCAAAAAGGGGCAAAAAGCTTCCCTTCTGACAAACA

Referans GACTGGAGAGGAAGAAGTGGCTGAGCAAAAAGGGGCAAAAAGCTTCCCTTCTGACAAACA
ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok Kk ok Kk ok ok ok k kK

F9-R10.1 AAACACACCTTGGCCGCTGCTCCAGGAGAAAAGCCCCACTGTCTATGTTAAACCCCCAGA
Referans AAACACACCTTGGCCGCTGCTCCAGGAGAAAAGCCCCACTGTCTATGTTAAACCCCCAGA

KA AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A I A A A A AN A A A A A A A A AN AR A A A A AR A A K kK
F9-R10.1 TTATGTGGAGATTCACAAAGTCAACAAAGATGGAGTGCTATCATTATTCCCCAAGCAGAG
Referans TTATGTGGAGATTCACAAAGTCAACAAAGATGGAGTGCTATCATTATTCCCCAAGCAGAG

KRR KR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR A AR A A A A A A A AR A A A A AR A A Kk K
F9-R10.1 AGAAAACAACCAGACAGAGAAGCCTGGGGTTCCTGAAACCAGTAAGGAGTATGCCAAGGT
Referans AGAAAACAACCAGACAGAGAAGCCTGGGGTTCCTGARACCAGTAAGGAGTATGCCAAGGT

KA A KA AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A AR A AR A A A AR A A A A AR AR A A AR A A A A AR A A K kK
F9-R10.1 GTCTGGCATTATGGATAACAATATCCTCGTATTAGTGCCAGACTCACGAGCCCAGAACAC
Referans GTCTGGCATTACGGATAACAATATCCTCGTATTAGTGCCAGACTCACGAGCCCAGAACAC

KEAKAKAKAKAAKREAKXN A A KA KR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR AR A X kK

F9-R10.1 AGCGTTGCTCGAGGAATCAGCCAAGAAGGCTCCACCATCGTTTGAAGCTGACCAATCTGA

Referans AGCGTTGCTCGAGGAATCAGCCAAGAAGGCTCCACCATCGTTTGAAGCTGACCAATCTGA
KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR AR A Xk K

F9-R10.1 GAAAGATCTGGCCAGCTTCACTGCAACCTCAAGCAACCGCAGACTCCAACTGGGTAGGCT

Referans GAAAGATCTGGCCAGCTTCACTGCAACCTCAAGCAACCGCAGACTCCAACTGGGTAGGCT
KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AN A AR A AR X kK

F9-R10.1 GGAT === ——————mmm o

Referans GGATTACCTGGATCCTACGTGCTTCATGCACTCCTTTCACTGA

* Kk Kk Kk
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EK 15. F9-R11UTR1.2 primeri seti ile ¢ogaltilan s-PRLR KF 3' UTR bdélgesinin
dizileme sonucu

Referans dizi; s-PRLR kisa forma ait olup, ekzon 9 ile ekzon 11’deki stop kodonundan
sonra 440 niikleotit daha devam etmektedir.

FO9-R11UTRI.

Referans

FO9-R11UTR1.

Referans

FO9-R11UTR1.

Referans

FO9-R11UTR1.

Referans

F9-R11UTRI1.

Referans

F9-R11UTRI1.

Referans

F9-R11UTRI1.

Referans

F9-R11UTR1.

Referans

F9-R11UTRI1.

Referans

F9-R11UTR1.

Referans

FO9-R11UTRI1.

Referans

———————————————————————————————————————— AAATAAGGATTTGATACCCA
CATGATGACCTGCATCTTTCCACCAGTTCCTGGGCCAAAAATAAAAGGATTTGATACCCA

* kK kkkkrkkkkkkkkhkkkkKk

TCTGCTGGAGACTGGTTCTCCAAGCAAATACAAGGTGGATCTGTACCTGGCCCTTCCTGG
TCTGCTGGAGACTGGTTCTCCAAGCAAATACAAGGTGGATCTGTACCTGGCCCTTCCTGG

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkkhkdxxkxk

AGGATTCCAGAAACTGGACAATGCAGGGGAACTTGACTACTGAAGCTGCAGACTCAAATA
AGGATTCCAGAAACTGGACAATGCAGGGGAACTTGACTACTGAAGCTGCAGACTCAAATA

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhhkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkkdxrkxk

GGAGCCTCTCAAAATGGGTTCTACCACCATCGCAACAAATGCTGAGAACAAGACAGAAAT
GGAGCCTCTCAAAATGGGTTCTACCACCATCGCAACAAATGCTGAGAACAAGACAGAAAT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR AR A A AR A AR A AR Ak kK

TTCCCAGTGCCAATAATCTAGTATCCAGGACGCCTGCCTGGTTAGACTTTAAATTTGCTC
TTCCCAGTGCCAATAATCTAGTATCCAGGACGCCTGCCTGGTTAGACTTTAAATTTGCTC

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR A AR Ak kK

AATGACAAACGAGATCAGTGTTAATTGTGTTTCTTGAGCAGCTCTCGTTTGTTTTTCTCT
AATGACAAACGAGATCAGTGTTAATTGTGTTTCTTGAGCAGCTCTCGTTTGTTTTTCTCT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AR Ak kK

TTTGTCAGCCTCAGCCATCTGCCATCTTGATCCCTCAGTCTCACGTGGTGATATCTATCT
TTTGTCAGCCTCAGCCATCTGCCATCTTGATCCCTCAGTCTCACGTGGTGATATCTATCT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR AR A AR A AR Ak kK

TTCTGTGTGTGTGTGTATCTCTGTGTGTCTCTCTGTGTCATCTCTCTGTCTCTATGTGTC
TTCTGTGTGTGTGTGTATCTCTGTGTGTCTCTCTGTGTCATCTCTCTGTCTCTATGTGTC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR AR A AR A AR A AR AR Ak kK

TCTGTTCCTCTGTGTCTTCCTTTGTCCTTTGTGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
TCTGTTCCTCTGTGTCTTCCTTTGTCCTTTGTGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A AR A AR AR A AR Ak kK

TCTCTCTCTCTCTCTCTCACTTG-——==——=—=———— === ——————————
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCAACTTGCTTCATGCTTTTCTGGGCTTGAGTGTGCT

KAk Akkhk Kk Ak kA kA khk kA khkkkk Kk*

TAA

(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarin1 gostermektedir.)
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EKLER Mesut Cihan AYDEMIR

EK 16. F9-Adaptér primer seti ¢ogaltilan s-PRLR SF’nin ait 3° UTR bolgesine ait
dizileme sonucu

Referans dizi olarak litaratiirdeki s-PRLR KF’ye ait dizi (NM_012630.2) kullanilmistir.

F9-Adap-1 =—mmmmmmmmmmmm e AAGGGATTTGATACCCA
F9-Adap-2 = —mm==mmmmmmmm e AACATAGGGGCAAATACAGGATTTGATACCCA
Referans CATGATGACCTGCATCTTTCCACCAGTTCCTGGGCCAAAAATAAAAGGATTTGATACCCA

* khkkkkAkhk Ak Ak Kk KkhkkK

F9-Adap-1 TCTGCTGGAGACTGGTTCTC-CAGCAAATACAAGGTGGATCTGTACCTGGCCCTTCCTGG
F9-Adap-2 TCTGCTGGAGACTGGTTCTCCAAGCAAATACAAGGTGGATCTGTACCTGGCCCTTCCTGG
Referans TCTGCTGGAGACTGGTTCTCCAAGCAAATACAAGGTGGATCTGTACCTGGCCCTTCCTGG

khkrhkkrkhkkhkrhkkhkhkkkkxkk*x Ak Ak khkhhkhkhkhhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkhkhkrhkkrkhkhkrxkhkkkkhkkxkx*k

F9-Adap-1 AGGATTCCAGAAACTGGACAATGCAGGGGAACTTGACTACTGAAGCTGCAGACTCAAATA
F9-Adap-2 AGGATTCCAGAAACTGGACAATGCAGGGGAACTTGACTACTGAAGCTGCAGACTCAAATA
Referans AGGATTCCAGAAACTGGACAATGCAGGGGAACTTGACTACTGAAGCTGCAGACTCAAATA

Ak Ak khkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

F9-Adap-1 GGAGCCTCTCAAAATGGGTTCTACCACCATCGCAACAAATGCTGAGAACAAGACAGAAAT
F9-Adap-2 GGAGCCTCTCAAAATGGGTTCTACCACCATCGCAACAAATGCTGAGAACAAGACAGAAAT
Referans GGAGCCTCTCAAAATGGGTTCTACCACCATCGCAACAAATGCTGAGAACAAGACAGAAAT

KK AR KR AR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR R KK
F9-Adap-1 TTCCCAGTGCCAATAATCTAGTATCCAGGACGCCTGCCTGGTTAGACTTTAAATTTGCTC
F9-Adap-2 TTCCCAGTGCCAATAATCTAGTATCCAGGACGCCTGCCTGGTTAGACTTTAAATTTGCTC
Referans TTCCCAGTGCCAATAATCTAGTATCCAGGACGCCTGCCTGGTTAGACTTTAAATTTGCTC

KA AR KR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A KA A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A Ak Rk kK
F9-Adap-1 AATGACAAACGAGATCAGTGTTAATTGTGTTTCTTGAGCAGCTCTCGTTTGTTTTTCTCT
F9-Adap-2 AATGACAAACGAGATCAGTGTTAATTGTGTTTCTTGAGCAGCTCTCGTTTGTTTTTCTCT
Referans AATGACAAACGAGATCAGTGTTAATTGTGTTTCTTGAGCAGCTCTCGTTTGTTTTTCTCT

Ak Ak khkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkrhhkrkkhkhkxkxx

F9-Adap-1 TTTGTCAGCCTCAGCCATCTGCCATCTTGATCCCTCAGTCTCACGTGGTGATATCTATCT
F9-Adap-2 TTTGTCAGCCTCAGCCATCTGCCATCTTGATCCCTCAGTCTCACGTGGTGATATCTATCT
Referans TTTGTCAGCCTCAGCCATCTGCCATCTTGATCCCTCAGTCTCACGTGGTGATATCTATCT

Ak Ak hkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkrhkhkrhhkrkkhkhkxkxx

F9-Adap-1 TTCTGTGTGTGTGTGTATCTCTGTGTGTCTCTCTGTGTCATCTCTCTGTCTCTATGTGTC
F9-Adap-2 TTCTGTGTGTGTGTGTATCTCTGTGTGTCTCTCTGTGTCATCTCTCTGTCTCTATGTGTC
Referans TTCTGTGTGTGTGTGTATCTCTGTGTGTCTCTCTGTGTCATCTCTCTGTCTCTATGTGTC

KA KR KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR A A Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak h k)%

(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarin1 gostermektedir.) (Devami sonraki sayfada)
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EKLER Mesut Cihan AYDEMIR

EK 16. (Devami)

F9-Adap-1 TCTGTTCCTCTGTGTCTTCCTTTGTCCTTTGTGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
F9-Adap-2 TCTGTTCCTCTGTGTCTTCCTTTGTCCTTTGTGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
Referans TCTGTTCCTCTGTGTCTTCCTTTGTCCTTTGTGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC

ok hkkhkhkhkhhhkhkhhkhkkhkrhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxkkhkrxkhkkxk*k

F9-Adap-1 TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCGTTTTTCGCGTGTG--TGTGTGTGTGTGTGTGCA

FO9-Adap-2 TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTTTTGTGTGTGTG—-TGTGGGGGTGTGTGTGCG

Referans TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCAACTTGCTTCATGCTTTTCTGGGCTTGAGTGTGCT
dhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkkkkkhkk * * * * *  kk ok * ko kok ok ok ok ok

F9-Adap-1 AAAAAAAACATTTTTCTTTATACACACACCCCCCCCCCCTCTAAAAAAGACTCTCTCACA

F9-Adap-2 AAAAAAAACATTTTTTTAAATACACACACACCCCCCCCCTATATAAAAARAAGTCTCACA

Referans TAAGAAAACACATTTTACGATCATCAGAATAACCCCCCCTTTAAATAAAAAACTGTC-—-
*k kkkkkk * Kk % * Kk * Kk x *kkhkkkkkkk kk ok kk ok * ok k

F9-Adap-1 CACACAAAAAAAAAAAAAAAA-

F9-Adap-2 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Referans = = -———--——--———-———m—————
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EKLER

Mesut Cihan AYDEMIR

EK 17. FUTR2-RUTR2 primeri seti ile ¢ogaltilan s-PRLR UF 3" UTR2 bolgesinin
dizileme sonucu

Referans dizi; s-PRLR UF’nin 3' bulunmasi beklenen ‘3' UTR2’ (1064 b¢) bolgesine

aittir.

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

—————————————————————————————————— TATTTCTGCTGCCAAGTTACAATGAG
AGTATTGCTGTTTACGTATTCGAGTGAGTAGAGTAATTTCTGCTGCCAAGTTACAATGAG

kAhkhkhkAhkhkkhkhkd kA hkrkhhkhrhkrkhxk k%

TATTCAAAGTTGTTCAGGGTATGCAGTCCCTGTTAAACTGAAGTGCCCGGCAACCCATTG
TATTCAAAGTTGTTCAGTGTATGCAGTCCCTGTTAAACTGAAGTGCCAGGCAACCCATTG

KAKAKXKAKRKAIAKRAKNKAIAKAAKXN A AAXAKAAKAKAAKARAXAKAAAA AR AR AIAAA XA AN, KA A AhAk Ak x Ak Kk k%K

CCCATTGAGGAATGCAAAGTGGAGGAAAACACCAATTGAGTACAATAGAGTAAAGTTTAT
CCCATTGAGGAATGCAAAGTGGATGAAAACACCAATTGAGTACAATAGAGTAAAGTTTAT

KKAKXKAKRKAAKRAKANKAIAKAAXAKAAKNKAXAKA A A A KRA AR A AR AR A R A IR AR A AR A AR A A A AR A AR Rk K

CTGATTATTTTATCCCCAGGATACTTCAAACAGCAACCATCACTAACTTTGGGTTTTAGA
CTGATTATTTTATCCCCAGGATACTTCAAACAGCAACCATCACTAACTTTGGGTTTTAGA

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A AR AR A AR A A A AR A AR Rk K

GCTTTCTATAGACCTATTTCTCCCATGAGCTTAGGGCTCTGCCCACGTATGAGTGAATCT
GCTTTCTATAGACCTATTTCTCCCATGAGCTTAGGGCTCTGCCCACGTATGAGTGAATCT

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A ARk kK

CACAAACCACCATGAACAAGGATAGTGGTGGTGGAATGAGGGTTTCCAAGACAGAAATCT
CACAAACCACCATGAACAAGGATAGTGGTGGTGGA-TGAGGGTTTCCAAGACAGAAATCT

KK AKAKKAKRKAAKRAKRKAIAKAAAKAAKRKAAKAA KRR AR A XAA A A A, A Ak A I A A AR AR A AR A A A AR A AR Rk K

GACTTTGTTTCATTTACTTTTATCCTGAACACAAAAGGATTTTGAGCAAAATCAAACGTC
GACTTTGTTTCATTTACTTTTATCCTGAACACAAAAGGATTTTGAGCAAAATCAAACGTC

KA AR KR AR A AR AR A AR A AR A KRR AR AR A A KA A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak Rk kK

AGCATCTCCTTGGAATACATCCATTTGTAAGATCTTGGCAGAGGTTGTGCTTACGTCAGG
AGCATCTCCTTGGAATACATCCATTTGTAAGATCTTGGCAGAGGTTGTGCTTACGTCAGG

KA AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak Ak kK

GATGTTAAGATAAAAGTTTTAGGGAAGCAAGCATCTGCCCTGTGATAAGAACAGTTTTAA
GATGTTAAGATAAAAGTTTTAGGGAAGCAAGCATCTGCCCAGTGATAAGAACAGTTTTAA

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhkhkrkhkhd d,hkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkxkxx

AGGTCAGGGGATGGTAGAATCGGCAAGGCAAGTCCAAGGGCAGGCTTCCTGAGAAGGTTC
AGGTCAGGGGATGGTAGAATCGGCAAGGCAAGTCCAAGGGCAGGCTTCCTGAGAAGGTTC

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarin1 gostermektedir.) (Devami sonraki sayfada)
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EKLER

Mesut Cihan AYDEMIR

EK 17. (Devami)

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

FUTR2-RUTR2
Referans

AAAGCAAAGCCTTGGATCTCCAACAGCATCTATAACTCACGCTTCCTCCACTTCTCACCT
AAAGCAAAGCCTTGGATCTCCAACAGCATCTATGACTCACGCTTCCTCCACTTCTCACCT

KAKAKAAAKAA KA AKAAAAAKNAXAAAAA AR AR AR AAAA kA A A A A A A AR AR A A A A A A A A h kK

ATTGGCAAATCAAGTCTCTCTCCTTTCACCGACTGGATGTGAAGACTGAACTCAGATCTT
ATTGGCAAATCAAGTCTCTCTCCTTTCACCGACTGGATGTGAAGACTGAACTCAGATCTT

KA A A A AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A AR AR X kK

GTGACGCCCAGCGTCACATGGTGGTAGAAGCAGGACTCAAAGATTCTCCAATGACTGAAA
GTGACGCCCAGCGTCACATGGTGGTAGAAGCAGGACTCAAAGATTCTCCAATGACTGAAA

KA A A A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A A A IR A A A AR A A A A A A AN A AR A A A A A A AR X kK

GGAAACCTAGAGCCAATGAACTTCCAGAACTCCCAATGCAAACAGCCCAAGCTTATATTC
GGAAACCTAGAGCCAATGAACTTCCAGAACTCCAAATGCAAACAGCCAAAGCTTATATTC

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkhkhkkhkrhkhkdx dhrkhhkkhkrhkkhkrkhhkkx d*rxkrhkhkrkhkkxk*k

CTAATACACAAAGTATCTTGTGAATGGCAGAAGCATTTGAGAAAGATTGTCCAGGCTCAC
CTAATACACAAAGTATCTTGTGAATGGCAGAAGCATTTGAGAAAGATTGTCCAGGCTCAC

khkhkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhkrhhkrhkhkhhkdhhhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkrkhkkxk*k

GCAATACCCTGAAAGCCTCCATACTGAATGTCTAAAAACCAACTGCATCACAGGGGCACT
GCAATACCCTGAAAGCCTCCATACTGAATGTCTAAGAACCAACTGCATCACAGGGGCACT

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhhkhkrhkkhkhkhk hhkhkkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

GCTTGGGAAATTGTGTTTGCAGCTTCTTAAGCTTCTTCCAAGACATACAGAAATTGGAGT
GCTTGGA-AATTGTGTTTGCAGCTTCTTAAGCTTCTTCGAAGACATACAGAA-TTGGAGT

* ok k ok ok Kk khkhkkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkrkhkrhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkhkkx K hhkkhkrhkkhkhhkhkrkhkx *xkkxk%k

CTGAATTTTACTGCCTTTACTCAGTTCCCAGATAATCA-—————————————————————
CTGAATTTTACTGCCTTTACTCAGTTCCCAGATAACTCACAGGCATGATCGAGCTGGAGA

Not: Noktali alt1 ¢izili bolgeler (Referans dizideki son 123 niikleotit) UTR2 ve UTR3
bolgesinin kesisim noktalaridir.
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EKLER

Mesut Cihan AYDEMIR

EK 18. FUTR3-RUTRS3 primeri seti ile ¢ogaltilan s-PRLR UF 3' UTR3bdolgesinin
dizileme sonucu

Referans dizi; s-PRLR UF’nin 3' bulunmasi beklenen ‘3' UTR3’ (1131 bg) bolgesine

aittir.

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

————————————————————— CTTTAAGCTTTTTCGAAGACATACAGAATTGGAGTCTGA
TTGGAAATTGTGTTTGCAGCTTCTTAAGCTTCTTCGAAGACATACAGAATTGGAGTCTGA

KKAhkKAkAkhkK* FAKAAARKAAAAXAKAAAA XA A AA XA A XK XK K%

ATTTTACTGCCTTTATTCAGTTCCCAGATAACTCACAGGCATGATCGAGCTGGAGAAGCA
ATTTTACTGCCTTTACTCAGTTCCCAGATAACTCACAGGCATGATCGAGCTGGAGAAGCA

KKAXKAKRKAIAKRAKNEAIAKA A A AR KA A KAA AR AR A AR A A A AR AR AR A A AR AR A AR A A A AR A AR R kK

TTTTTTTTCTATGATCGTTTTCATGACAAATTATTTTTCTCTCTGTTGCAAAGGATGAAG
TTTTTTTTCTATGATCGTTTTCATGACAAATTATTTTTCTCTCTGTTGCAAAGGATGAAG

Ak Ak khkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

CAAGCCTATTTCACTCAAAATAAACACTGTACGTAAAGAGAAAACAAAAACAAAACTCTT
CAAGCCTATTTCACTCAAAATAAACACTGTACGTAAAGAGAAAACAAAAACAAAACTCTT

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

AGTGATTTCAGATTCACATAATGATGTAACTTATATAAAGTCACACAAGACAATGAGATG
AGTGATTTCAGATTCACATAATGATGTAACTTATATAAAGTCACACAAGACAATGAGATG

Ak Ak hkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrkkhkhkxkxx

CAAAATATACATAAACTTCCAAGAGGGTCAGTGAACTTCACTCACCTTGAAAATCACTGA
CAAAATATACATAAACTTCCAAGAGGGTCAGTGAACTTCACTCACCTTGAAAATCACTGA

Ak Ak khkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkhrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkhrhkhkrhhkrhkkhkhkxkx*x

CAAAGAAGATAAATTCCTAAGCCAGTGCAGACTAAACCTTCTTTCCCAACATAGTCTATC
CAAAGAAGATAAATTCCTAAGCCAGTGCAGACTAAACCGTCTTTCCCAACATAGTCTATC

kA hhkhkhhkhhkhhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhk *hhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkrkhkhkrxkxx

CTAATAAATCAATGCATTTATTTACAAATCACCACTATAAAATTGATAGTGCATCGCTTG
CTAATAAATCAATGCATTTATTTACAAATCACCACTATAAAATTGATAGTGCATCGCTTG

kA hkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrkkhhkxkxx

AAATTTCTAAAAATCGGCTTCAGATATATAATTTTGCAAATGTGGAAAACATGGCTGTCT
AAATTTCTAAAAATCGGCTTCAGATATATAATTTTGCAAATGTGGAAAACATGGCTGTCT

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkkxkxx

GAAGTTGTTGCATCACAAAAATAAGTTAGCATTCACGGAAGAAAATCAAATCTACATAGT
GAAGTTGTTGCATCACAAAAATAAGTTAGCATTCACGGAAGAAAATCAAATCTACATAGT

KA KR KA AR A AR A A A AR A A A AR A AR AR A AR A A A AR A A A A AR AR AR Ak A A Ak Ak hk Ak Ak Ak h k)%

Not: Noktali alt1 ¢izili bolgeler (Referans dizideki ilk 123 niikleotit) UTR2 ve UTR3
bolgesinin kesisim noktalaridir.

(*: dizilerde ortak niikleotit uyumlarin1 géstermektedir.) (Devami sonraki sayfada)
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EKLER

Mesut Cihan AYDEMIR

EK 18. (Devami)

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

FUTR3-RUTR3
Referans

TCTACTCATTTATTGAATTTTTGTGGTCAAATATTTTCAATCTAAAGCTTGGATGAAAGA
TCTACTCATTTATTGAATTTTTGTGGTCAAATATTTTCAATCTAAAGCTTGGATGAAAGA

ok hkkhkhkhkhhhkhkhhkhkhrhkhkrhhhkrhhkhkhkhhAhkhkrhkhhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkxkhkkxkhkkxk*k

AGGCATATTAGGGGTCAAGATACCTGGGTTCTAGTCCTGTTTGCCTTGGAAAGACCAACT
AGGCATATTAGGGGTCAAGATACCTGGGTTCTAGTCCTGTTTGCCTTGGAAAGACCAACT

khkhkkhkhkhkhhhkhkhhkhkkhrhkhkhhkhkrhhkhkhkhhkhhkrhkhkhhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkrxkkhkrxkhkkxk*k

GCCTATTGTAGCTTTCTCTGTGTTGGACCAATCATTTCTACAGCCTTTTGAAATTCAGTC
GCCTATTGTAGCTTTCTCTGTGTTGGACCAATCATTTCTACAGCCTTTTGAAATTCAGTC

khkhkkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkrhkhkhhkhkrhhkhkhhAhkhkrhkhhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxkkhkrxkhkkxk*k

TCTTTGATTCTATGGCTCAGTGAATAATCAGAACCAATCCCTTGCATCTTAATGACGTTT
TCTTTGATTCTATGGCTCAGTGAATAATCAGAACCAATCCCTTGCATCTTAATGACGTTT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A A A AR A AR AR A AR A A AR A A AR AR AR X kK

TCAGGCAATTAGGGAAACACAGAGTCACTTTCATTCATGTGCTCATCCTGCTTCGCTCTT
TCAGGCAATTAGGGAAACACAGAGTCACTTTCATTCATGTGCTCATCCTGCTTCGCTCTT

KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A A A AR A A A AR A AR AR AR A A AR AR AR A XKk

TAAAGTCTCAGCACCCATTTGTCTTCACATACTGAACATGTATTTCACATTATATGGACA
TAAAGTCTCAGCACCCATTTGTCTTCACATACTGAACATGTATTTCACATTATATGGACA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AN A A A A A A AR A AR AR A X kK

CGGTGTAAGTCAGACTCTAGGATCATGTGCAAATATGTGTGCTAAGGTAAGATGTAGCAC
CGGTGTAAGTCAGACTCTAGGATCATGTGCAAATATGTGTGCTAAGGTAAGATGTAGCAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I KA A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR AR A AR A Xk K

TAAGAAAGACACAGGAAATGAGACATAAGTCTTTAGAAAAAGTACGCTTTATGCATCAAG
TAAGAAAGACACAGGAAATGAGACATAAGTCTTTAGAAAAAGTACGCTTTATGCATCAAG

AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KR A AR A AR A AR AR AR A A A A A AR A A A A AR AR A AR A ARk kK

CCATGCTCATCCTACATGTCCACGGG————===——————————————————
CCATGCTCATTCCTACATGGAGCCAACAGCCTCAAAGCTCTGTTCTCGTAT

kkkkkkkkkhkkk K *
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