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OZET

Scrapie, bulasict siingerimsi ensefalopati hastalik grubunun prototipi olup koyun ve kegileri
etkilemektedir. Bu norodejeneratif oOliimciil hastaligin etkeni olan prionlar, normal
organizmalarda da bulunan bir makromolekiiliin dejenere seklidir. S6z konusu bu patojen
diger viral ve bakteriyel ajanlarin vital kalitesini degistiren islemlerden etkilenmemektedir.
Koyun prion geninde izlenilen polimorfizmlerin hastaliga yakalanma riski tizerindeki etkisi
bilinmektedir. Bu amaca uygun olarak bircok iilkede scrapie bakimindan genotipleme
caligmalar1 ve secici hayvan yetistirme programlar1 diizenlenmistir. Hayvan yetistiriciligin
biiyiik bir ekonomik, kiiltiirel ve tarihi dneme sahip oldugu Tiirkiye ve Iran’m yerli koyun
rklar1 i¢in yapilan genotipleme ¢aligmalari ise, yetersizdir.

Bu tezin amaci Iran ve Tiirkiye’de yetistirilen yerli koyun irklarindan Lori-Bakhtiari, Shal,
Zandi, Ivesi ve Morkaraman koyun drneklerinin hastalik bakimmdan degerlendirilmesi ve risk
gruplarinin bulunmasidir. Bu sebeple adi1 gecen wrklarin PrP alelleri bakimindan genotiplerini
belirlemek amaciyla PCR ve dizin analizi yontemleri kullanilmistir.

Calismamizda dokuz farkli polimorfik alel izlenmistir. Bunlar; ARQ, ARK, ARH, ARL,
ARR, SRQ, TRQ, VRR ve VRQ alelleridir. izlenilen genotipler ise, ARQ/ARQ, ARQ/ARK,
ARQ/ARH, ARQ/ARL, ARQ/ARR, ARQ/TRQ, ARH/ARH, ARH/ARR, ARH/VRR,
ARR/VRQ, TRQ/SRQ, TRQ/TRQ ve VRQ/VRQ seklindedir. Ayrica PrP geninde M112T,
G127S, G127V, H143R, G145V ve N146S ek polimorfizmleri tanimlanmistir. Analiz
sonucunda elde edilen veriler bu iki iilkenin yerli koyunlarmimn direnclilik agisindan 2, 3, 4 ve
5 risk gruplarina dahil olduklarini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Bulasici stingerimsi ensefalopati, dizin analizi, Iran yerli koyun 1rklari,
Ivesi, genotip, Lori-Bakhtiari, Morkaraman, prion, PrP geni, scrapie, Shal, Tiirkiye yerli
koyun wrklari, PCR, polimorfizm, Zandi.



ABSTRACT

Analysis of the Prion Gene of Native Turkish and Iranian Sheep Breeds

Scrapie is the prototype of the group of transmissible spongiform encephalopathy diseases
affecting sheep and goats. Being the agent of the neurodegenerative fatal illness, prions are
degenerative form of a normal macromolecule found in the normal organisms. Above
mentioned pathogen is not impressed from processes which change vital quality of viral and
bacterial agents. Influence of polymorphisms shown among the sheep prion gene on the risk
of the disease is known. Convenient with the target, genotyping studies with regard to scrapie
and selective animal husbandry program were arranged in Europe and other parts of the
world. In Turkey and Iran where stock farming has a big economic, cultural and historical
importance, genotyping labors in native sheep breed is insufficient.

The objective of the thesis was to evaluate the specimens of the sheep and find out the risk
groups among Iranian and Turkish native breeds including Lori-Bakhtiari, Shal, Zandi, Ivesi
and Morkaraman. Hence, PCR and sequencing were used for determining the genotypes of
the mentioned breeds.

Nine different polymorphic alleles were seen in our study. These alleles are ARQ, ARK,
ARH, ARL, ARR, SRQ, TRQ, VRR and VRQ. Revealed genotypes were ARQ/ARQ,
ARQ/ARK, ARQ/ARH, ARQ/ARL, ARQ/ARR, ARQ/TRQ, ARH/ARH, ARH/ARR,
ARH/VRR, ARR/VRQ, TRQ/SRQ, TRQ/TRQ and VRQ/VRQ. Furthermore, M112T,
G127S, G127V, H143R, G145V and N146S additional polymorphisms were identified among
the PrP gene. Data obtained from the analysis were shown that the native sheep of these two
countries belong to 2, 3, 4 and 5 risk groups according to their resistance to scrapie.

Keywords: Transmissible spongiform encephalopathy, sequencing, Iranian native sheep
breeds, Ivesi, genotype, Lori-Bakhtiari, Morkaraman, prion, PrP gene, scrapie, Shal, Turkish
native sheep breeds, PCR, Polymorphism, Zandi.
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1. GIRIS

Prion baglantili hastaliklar ¢ogunlukla merkezi sinir sistemini etkileyen 6liimciil
norodejeneratif hastaliklar olup bulasict slingerimsi ensefalopatiler (Transmissible
Spongiform Encephalopathies (TSE)) olarak isimlendirilmistir (Gadjusek, 1977). Prusiner,
bu hastaliklarin protein yapisindaki bir makromolekiilden kaynaklandigimi gostererek “prion”

admn1 Ingilizcedeki proteinaceous ve infectious kelimelerinden tiiretmistir (Prusiner, 1991,
1998).

Scrapie (Stockman, 1913) koyun, kegi ve yabani koyun (Ovis aries aries) irklarinda goriinen
bulasic1 norolojik bir rahatsizliktir. Bu hastalik sadece Creutzfeld-Jacop hastaligi ve kuru
(Gadjusek, 1977) gibi insanlar1 etkileyen oliimciil norodejeneratif rahatsizliklara gdsterdigi

benzerligi sebebiyle degil, enfeksiy0z ajanin ¢éziilmeyen yapist dolayisiyla da ilgi ¢ekmistir.

Yapilan arastirmalar, prion (PrP) geninin {i¢ kodonundaki bazi polimorfizmlerin scrapie
hastaligina karsi duyarliligi veya direngliligi etkiledigini gostermistir. Bunlar sirasiyla 136.
(alanin (A) veya valin (V)), 154. (arginin (R) ya da histidin (H)) ve 171. (arginin (R), histidin
(H) veya glutamin (Q)) kodonlaridir (Goldmann vd., 1990; Goldmann vd., 1994; Westaway
vd., 1994 ; Belt vd., 1995, 1996; Clouscard vd., 1995; Ikeda vd., 1995; Hunter vd., 1997;
Elsen vd., 1999; Thorgeirsdottir vd., 1999; Andréoletti vd.,2000; Vaccari vd., 2001). S6z
konusu kodonlar bakimindan ARQ alelin yabani alel oldugu tahmin edilir (Elsen vd., 1999;
O’Doherty vd., 2002, 2004; Ponz vd., 2003; Gama vd., 2006). Diger yandan ARR/ARR
genotipine sahip koyunlarin scrapie hastaligina karsi direnglilik gosterdikleri gosterilmistir
(Diaz vd., 2005). Buna karsm, VRQ/VRQ genotipinin hastaliga kars1 duyarlilig1 arttirdigi
saptanmustir (Tongue vd., 2004, 2006; Gama vd., 2006).

Evcil hayvanlar insanlik tarihi {izerinde 6nemli bir rol iistlenmistir. Koyun ilk evcillestirilen
¢iftlik hayvanlarindan birisidir. Mevcut bilgilere gore koyun yakin doguda ve ozellikle
Akdeniz'in kuzey dogusundaki bolgede evcillestirilmistir. Arkeolojik bilgiler evcil koyunun
bundan 10750 yil 6nce kuzey Irak’ da, 9000 yil 6nce Anadolu’ da ve 7000 yil 6nce Misir’da

mevcut oldugunu gostermektedir (1).

Diinyada varolan evcil koyun wklarmin biiyiik ¢ogunlugunun Ovis aries orientalis (Muflon
koyunu), Ovis orientalis vignei (Urial koyunu) ve Ovis ammon (Argali koyunu ) isimli yabani
koyunlardan kok aldiklar1 kabul edilmektedir (Hiendleder vd., 1998; Troy vd., 2001;
Meadows vd., 2007).



Bunlardan Ovis aries orientalis yani muflon koyunu Sardinya ve Korsika adalarinda hala
yabani olarak yasamaktadir. Ovis orientalis vignei yani Urial koyunu Anadolu ve
Tiirkistan’da bulunmustur. Ovis ammon ise Hazar denizinin dogusundaki bolgede yabani
olarak yasadigi belirtilmistir (Bradley ve Freeman, 2003). Koyun, Omugalilar (Vertebrata)
grubunun, Memeliler (Mammalia) simifina bagl, Tirnaklilar (Ungulata) takiminin, Bovidae

Familyasma dahil olan Ovis cinsine bagli tiirdiir.

Koyun yetistiriciliginin tarihi iran ve Tiirkiye’de cok eskilere dayanmaktadir ve giiniimiizde
de bu iki iilkede 6nemli dlgiide koyun iiretimi gergeklestirilmektedir. Ozellikle iran, Cin,
Avustralya ve Hindistan’dan sonra dordiincii en biiyiik modern siiriilere sahip iilke olarak
bilinir (15). Gida ve Tarim Organizasyonu’na (Food and Agriculture Organization (FAQO))
bagli Evcil Hayvan Cesitliligi Bilgi Sistemi‘nde (the Domestic Animal Diversity Information
System (DAD-IS)) listelenmis 31 yerli Iran koyun ki ve 33 Tiirkiye koyun 1rki mevcuttur

(2). Buna ragmen, bu yerli koyun wrklarinda genotipleme ¢alismalar1 yetersiz kalmustir.

Calismamizda Ivesi (n=32), Morkaraman (n=37), Lori-Bakhtiari (n=40), Shal (n=39) ve
Zandi (n=39) olmak {izere rastgele se¢ilmis toplam 187 saglikli koyuna ait kan 6rnegi alinip
DNA’lar1 izole edilmistir. Béylece PCR ve dizin analizi yontemleri uygulanarak analize tabi

tutulan yerli irklarin scrapie hastaligina yakalanma riskleri ve genotipleri belirlenmistir.



2. PRION PROTEINLERI

Prionlar ¢esitli o6limciil norodejeneratif hastaliklara sebep olan enfeksiydz patojenlerdir
(Prusiner, 1982, 1997). Bu bulasict partikiillerden dogan enfeksiyonlarn UV, niikleazlar,
proteazlar, ¢esitli deterjanlar, yliksek sicaklik, basing ve formalit gibi ajanlardan etkilenmedigi
gosterilmistir (Alper vd., 1967; Diener vd.,1982; Prusiner, 1982; McKinley vd., 1983). Bu
sonuglar, prionlarin niikleik asit igermediklerini agikca ortaya koymustur. Bununla birlikte, bu
proteinlerin yapisini agiklamak i¢in gergeklestirilen calismalarda (X-1g1mn1 kristalografisi gibi),
prion proteini ile ilgili olabilecek muhtemel niikleik asit molekiillerinin kii¢iikk boyutlari

sebebiyle fenotipik cesitliligi etkilemeyecegi one siiriilmiistiir (Alper, 1993).

Normal hiicresel prionlar-PrP¢ glikofosfatidil inositol (GPI) vasitastyla hiicre membraninda
gomiillmiis siyaloglikoproteinlerdir (Prusiner, 1982; Meyer vd., 1986; Stahl vd., 1987; Endo
vd., 1989; Aguzzi ve Polymenidou, 2004; Chen vd., 2007). Memelilerde bu protein; ii¢ o-
heliks, iki B-sheet, yapisal olarak globular olan bir C-ucu bolgesi ve N-ucundan meydana
gelmektedir (Prusiner vd., 1997). N-terminal bolgesi bir dizi prolin ve glisin igerigi
bakimindan zengin sekiz tekrarli (octarepeats) peptid (PHGGGWGQ) igerir (Sekil 2.1)
(Prusiner vd., 1997). Bununla birikte, PrP¢ oldukga korunmus hidrofobik bir bolgeye sahiptir
(Prusiner vd., 1997).

Signal Repeat H1 H2 H3 GPI

peptide region | ———— signal

1 23 51 109 144 173 J200 231 254
N-terminal : *  C-terminal

N-glycosytation
sites

Sekil 2.1 PrP geninin kodladig1 prion proteininin primer yapis1 (http://www.ibs.org.ir/).
Memelilerde prion proteini molekiiliiniin hiicresel formunun ekspresyonu beyin hiicreleri ve
immiin sistemi hiicrelerinde gergeklesir (Cashman ve Dodelet, 1998). Hiicresel prion proteini

veya Prp°® diger membran proteinleri gibi diiz endoplazmik retikulumda (SER) sentezlenip

Golgi aygitina gdnderilip oradan da membrana gecer (Harris, 1999).

Prion proteinin hastalikli izoformu (PrP*°), hiicresel izoformu ile ayni amino asit dizisine ve
ayni translasyonel eklemlere (Stahl vd., 1993; Prusiner vd., 1998; Castilla vd., 2005) sahip
olmasina ragmen, scrapie prion proteininin (Prusiner, 1982) PrP® molekiiliiniin aksine ikincil
B-sheet yapist bakimindan zengin oldugu anlasilmistir (Baldwin vd., 1993; Pan vd., 1993;
Safar vd., 1993a, 1998). PrP* molekiiliiniin GPI yapist analiz edildiginde siyalik asit i¢ceren
degisik bir yapiya sahip oldugu anlasilmistir (Stahl ve Prusiner, 1991).



Hiicresel PrP izoformu (PrP%) bir posttraslasyonel islem sonucunda yari émrii 4-6 saat olan
PrP*° molekiiliine doniisiir (Borchelt vd., 1990, 1992). Enfekte hiicrelerde PrP® molekiillerinin
yaklasik %5°i PrP*®ye doniisiir. Geri kalan diger molekiiller ise yikilmak iizere endozom ve

lizozom gibi organellere gonderilir (Borchelt vd., 1990; Arnold vd., 1995).

Prion enfeksiyonu ve yayilmasinin mekanizmalar1 hala tam olarak bilinmemektedir. Hastalikl1
protein formunun saglikli proteinlerle etkilesime girerek sekil degistirmelerini sagladigi
diisiiniilmektedir (Marino vd., 1996). One siiriilen “X proteini hipotezi”’ne goére, heniiz
tanimlanmamig hiicresel X proteini (muhtemelen GP69) bu iki molekiil ile kompleks

olusturarak PrP®’nin PrPSC’ye doniismesine sebep olur (Telling vd., 1995).

Diger yandan, PrP® molekiiliiniin ortasinda bulunan bir amino asit dizisinin PrP* ile olan
homolojisi, PrP® molekiiliiniin PrP>*ye déniisiimiinii etkiledigi goriilmiistiir (Scott vd., 1993;
Telling vd., 1994, 1995; Steele vd., 2006). S6z konusu bu bdlgede tek bir amino asit
farkliligin olmasi1 halinde meydana gelen doniisiimiin engellenmesi, tiirler arasinda prion

enfeksiyon bariyerini agiklar (Prusiner, 1998).

Bu anormal izoformlarin merkezi sinir sisteminde Ornegin beyinde toplanmasi ile amiloid
fiberler, fiberlerin birikmesi ile de plaklar olusur. Her fiberin sonu serbest proteinlerin gelip
baglanabildigi bir kalip gorevini {istlenmistir. Boylece fiberler biiyiiyerek gelisir ve
norodejeneratif siingerimsi yapilarin olusumuna sebep olduklarindan, prion hastaliklar1 TSE
(transmissible spongiform encephalopathy) olarak isimlendirilmistir (Gajdusek, 1977,
Prusiner vd.,1998).

Saglikli organizmalarda prion proteininin kesin fonksiyonu tam olarak bilinmedigi halde,
PrP%lerin hiicre-hiicre iletisimi ve sinyal iletimi tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu
diistiniilmektedir (Hu vd., 2008). Ayrica prion proteinlerinin bakira gosterdigi afiniteden
dolay1 (Hornshaw vd., 1995; Brown vd., 1997). PrP%lerin bakir homeostazisinde etkin bir
role sahip oldugu tahmin edilir (Brown vd., 1999). Ayrica bazi bulgular, PrP molekiillerinin
uzun siireli hafizanin korunmasinda fonksiyonel olduklarina isaret eder (Shorter ve Lindquist,
2005). Maglio ve arkadaslar1 normal hiicresel PrP genini tasimayan farelerde uzun siireli

hippocampal (hipocampus'a ait) hafizaya dikkat ¢ekmislerdir (Maglio vd., 2004).



3. PRION HASTALIKLARI

Bulasici siingerimsi ensefalopatilerinin (TSEler) hepsi 6liimciil norodejeneratif rahatsizliklar
olup, hastalarin beyninde delikler meydana getirerek siingerimsi bir yapinin olusmasima sebep

olurlar (Schneider vd. ,2008) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Creutzfeldt Jakob hastasinin beynindeki patojenik bosluklar
(http://mwww.wellesley.edu/).

TSE’ler prion genindeki mutasyonlar (%15) sonucunda meydana gelebildigi gibi (Medori vd.,
1992; Kretzschmar vd., 1995; Mastrianni vd., 1996) enfeksiyon sebebiyle (%5) veya spontan
(%80) bir sekilde de gelisebilirler. TSE’lerin histopatolojik 6zellikleri prion proteininin
anormal formunun birikimi, néron ve norofillerde bosluklarin olusumu (vakuolizasyon) ve
astrositozdur (merkezi sinir sistemindeki 6zellesmis yildiz seklindeki gliyal hiicrelerinin

(astrosit) cogalmasi ve gliyal yaranin olusumu).

Hayvanlarda cesitli TSE hastaliklar1 gosterilmistir; sigirda BSE  (Sigir  Siingerimsi
Ensefalopati), elk ve mule geyiklerinde CWD (Kronik Atik Hastahigi), kedigillerde FSE
(Kedigil Stingerimsi Ensefalopatisi), nyala ve orynx antiloplarida EUE (Ekzotik Toynakl1
Ensefalopatisi) ve TME (Transmissible Mink Encephalopathy). Kuru, CJD (Creutzfeldt Jakob
Hastalig1), FFI (Oliimciil Ailesel Uyku Hastaligl), GSS (Gerstmann Striussler Scheinker
Sendromu) ve Alper hastaligi insanlarda meydana gelen prion hastaliklarimdandir. Kuru
hastalig1 ilk olarak Papua Yeni Gine’nin daglik kesimlerinde yasayan Foré kabilesinde
izlenmistir (Klatzo vd., 1959; Gajdusek, vd., 1966; Gajdusek, 1993). Yerel dilde titreme
anlamma gelen “kuru”, kabile liyeleri arasinda “giilen 6liim” olarak bilinirdi (Gajdusek

vd.,1966; Lee vd., 2001).

CJD ise, insanda tanimlanmis en yaygin TSE seklidir. “Creutzfeld-Jacop hastalig1” terimi
1922 yilnda Spielmeyer tarafindan daha 6nce Creutzfeld (1920) ve Jacop (1921) tarafindan
belgelenen, ataksi, bunama, kas titremesi ve miyoklonus (bir kas veya bir grup kasin kronik
spazmi) gibi bazi nérolojik semptomlarm tanimlanmasi amactyla kullanilmistir (Gibbs vd.,

1968; Kahana vd., 1974; Kretzschmar vd., 1986; Beck ve Daniel, 1987; Collinge ve Palmer,



1991; Hsiao vd.,1991; Korczyn, 1991). Histopatolojik degisimler cerebral ve cerebellar
cortex’lerde meydana gelir (Sekil 3.2) (Ironside, 2000). Ad1 gecen bu hastalik biitiin diinyada
yayilmig olup ¢ografik bir bolgeye 6zgili degildir. Bugiin diinyada yaklasik 100 ailede CJD
goriilmektedir. Creutzfeld-Jacop hastaligmin yeni bir formu olan vCJD (Varyant Creutzfeld-
Jacop Hastaligy), ilk kez 1996 yilmin Mart ayinda Ingiltere’de rapor edilmistir (3). Bu iki
hastalik arasindaki en 6nemli farklar, vCJD’nin daha geng hastalarda izlenilmesi (ortalama 29
yaslarinda), hastalik siiresinin daha uzun olmasi (yaklasik 14 ay) ve besin maddelerinden
gecisi yiliziinden CJD’ye nazaran daha yaygm olmasidir (Collinge ve Rossor, 1996).
Insanlarda goriilen en nadir prion baglantili hastaliklardan birisi olan FFI, otozomal dominant
bir genetik rahatsizlik olup 1986 yilinda birkag italyan ailede gézlemlenmistir (Manetto vd.,
1992; Collinge vd., 1995; Tateishi vd., 1995). Giiniimiizde ise, diinyada 20 ailesel ve 7 ailevi
olmayan FFI vakas1 bilinmektedir (Al-Mufarrej vd., 2004). 1lk kaydedilen GSS vakasi, 1928
yilinda Alman bir ailede gosterilmistir (Gertsman, 1928; Masters vd., 1981; Billinis vd.,
1994). Bu hastalik tiim diinyada 100 milyonda 1 oraninda goriilen nadir bir kalitimsal
otozomal rahatsizliktir. Bu hastalikta medulla oblongata ve beyin kokii etkilenir (Sekil 3.2).
Alper hastaligi, Alper Huttenlocher sendromu ve kronik ilerleyici ¢ocukluk ensefalopatisi
olarak da bilinir. Bu hastalik en nadir gériilen prion hastalig1 olup cerebral cortex ve calcarine

cortex’i etkiler (Harding vd., 1986, 1995).

Sekil 3.2 Farkli insan prion hastaliklarinda etkilenen beyin kisimlari
(http://bioweb.uwlax.edu/).

Insan prion protein geni (PRNP) 20p’de bulunup agik okuma gergevesi (ORF) ikinci
ekzonunda bulunan, iki ekzon icermektedir (Basler vd., 1986; Lee vd., 1998). insan prion
hastaliklar1 grubu i¢inde PRNP’de meydana gelen mutasyonlarmn etkileri kanitlanmistir
(Windl vd., 1999). Uc ¢esit patojenik PRNP mutasyonu belirlenmistir: (1) Bir amino asit

degisimine sebep olan nokta mutasyonu, (2) erken dur (stop) kodunu ,veya (3) ek sekiz



peptidli tekrarlarin insersiyonu (eklenmesi). Sonu¢ olarak bilimsel literatiirlerde yaklasik 30

farklt mutasyon rapor edilmistir (Sekil 3.3).

Insanlarda bazi PRNP polimorfimleri prion hastaliklarmmn genetik, enfeksiyonel veya spontan
formlarina kars1 duyarlilig: belirler. Ornegin PRNPnin 129. kodonundanki polimorfizm kuru
hastaligina yakalanma riskini arttirir (Gabizon vd., 1993, 1994; Lee vd., 2001) (Sekil 3.3).
Genetik CJD ve FFI hastaliklar1 PrP geninin 178. kodonundaki (Asn178) mutasyon sebebiyle
meydana gelir (Goldfarb vd., 1992; Croes vd., 2004). Bununla birlikte mutasyon gegirmis
alellerin 129. kodonundaki metyonin polimorfizmi de etkileyicidir (Medori vd., 1992). 129.
kodonunda M/M genotipine sahip bireyler FFI’a kars1 daha hassastirlar.

Human PrP protein Fositions of mutations
P105L D178N E200K Q217R M232R

P102L ANTV ¥145* F1985 |R208H
Sianal V1801 va2iol GPI
gna Oclapeptide
peptide — eﬁeiﬁs—. anchor
1 [ I | -

Insertion of six to nine G219K

octapeptide repeats
or deletion of one

Positions of polymorphisms —
oclapeptide repeat poly P

Sekil 3.3 Insan PrP geninde meydana gelen mutasyonlar ve polimorfizmler
(http://journals.cambridge.org/).



4. SIGIR SUNGERIMSi ENSEFALOPATISI (BSE)

Hayvanlarda en ¢ok bilinen prion baglantili hastaliklar, kronik atik hastaligi, BSE ve
scrapiedir (Weissmann, 1991, 1993; Prusiner, 1998).

Sigir siingerimsi ensefalopatisi norodejeneratif semptomlarla karakterize edilmis bir prion
hastaligi olup enfekte sigrlarda ataksi (kaslarin koordinasyon bozuklugu) ve/veya demans ile
kendini gosterir (Sander vd., 2004). Halk arasinda deli dana hastaligi olarak isimlendirilen
BSE evcil sigirlarda (Bos taurus ve Bos indicus) ilk defa 1986 yilinda, muhtemelen PrP** ile
enfekte olmus hayvan yemi (memeli hayvan eti ve kemik katkili yem (Meat and Bone Meal
(MBM)) yoluyla bulagsmistir (McGowan, 1922; Wilesmith vd., 1988, 1991). Son zamanlarda
oOne siirtilen bir hipoteze gore epidemi spontan bir BSE vakasi ile baslamistir (van Everbroeck
vd., 2002; Heim ve Mumford, 2005). Patolojik bulgularin scrapieyi andiran siingerimsi
lezyonlar, noronal kayip ve gliozis (beyin ve omurgada bulunan astrositlerin ¢ogalmasi ve
gliyal yaranm olusumu (Boellaard ve Schlote, 1981)) seklinde oldugu bildirilmektedir (Wells
vd., 1987; Holt ve Phillips, 1988; Foster vd., 2001). Daha sonraki yillarda etkilenmis sigir
sayis1 hizla artarak 1986 yilinda 16’dan, 1989°da 7000°e ve 1992 senesinde 36,000’a ulasti
(Doherr vd., 1999, 2001). 2002 yilma kadar ise, 34,000 siiride 170,000 BSE vakasi
dogrulamistir (van Everbroeck vd., 2002). 2001-2007 seneleri arasinda toplam 7734 BSE
vakasi biiyiik cogunlugu (7588) Avrupa Birliligi’ne liye lilkelerde olmak iizere kaydedilmistir.
Bu saymm %50’si Ingiltere’de kayda gecmistir. Diger iilkelerde bu oran oldukga diisiiktiir
(Isvigre 98, Japonya 34 (Sugiura vd., 2003), Kanada 11, Amerika Birlesmis Devletleri 2 (van
Gelderen vd., 2003), ve Israil 1)). Avrupa Komisyonu’nun BSE’yi kontrol etmek icin almis
oldugu diizenleme karar1 (999/2001) bazi énemli noktalar icermektedir: (a) Insan gida
zincirine giren hayvanlarm yetistirilmesi i¢in kullanilan yemlere memeli et ve kemik
ogiiniiniin katilmasmin engellenmesi; (b) Oliimden sonra (post-mortem) yapilan testleri iceren
kapsamli bir gozetleme-izleme sisteminin gelistirilmesi ve (c) Beyin, kafatasi, trigeminal
gangliya (beyne bagl noronlar), gozler, omurilik gibi yiiksek BSE riski tagiyan belirlenmis
risk materyallerinin (Specified Risk Materials (SRM)) zorunlu olarak kaldirilmasi ve yok
edilmesi. Hastaligin yayilmasimni engellemek igin 4,5 milyon sigir imha edildi. Avrupa
Birliligi’nde 2002-2008 yillar1 arasinda 61 milyon ergin sigir onaylanmis BSE yontemleri
kullanilarak test edilmistir (Budka vd., 2008). Giiniimiizde canli hayvanda BSE teshisi i¢in
gelistirilmis herhangi bir biyolojik test yoktur. Teshis ancak klinik muayenenin yani sira

merkezi sinir sisteminde PrP’lerin tanimlanmasi i¢in kullanilan immiinohistokimya, \Western



blot veya ELISA tekniklerinden yararlanilabilir (Collinge, 1996; Moynagh ve Schimmel,
1999; Jeffrey vd., 2006).

BSE’nin ortalama inkiibasyon siiresi yaklasik 5 yil olup (Gravenor ve Kao, 2003) biitiin
wrklarm bu hastaliktan etkilenme olasiliklar1 esittir (4). Tipik olmayan BSE, L ve H
(immunoblottingde gozlenen yiiksek ve diisiik molekiiler PrP> bantlarmin fazlahgma bagh
olarak isimlendirilmistir) olarak isimlendirilen iki ¢esidi kapsamaktadir. Bu iki hastalik
modeli klasik BSE’nin tanimlanmasi i¢in siipheli hayvanin kesiminden sonra yapilan hizli

testler ile zor teshis edilir (Baron vd., 2007; Budka vd., 2008).

Enfekte tiriinlerin yenmesi insanlarda vCJD’ye yol agmaktadir (Will vd., 1996). Bu hastalik
ilk kez 1996 yilinda Birlesik Krallik’da 10 hastada izlenmistir (Collinge vd., 1996a; 1996b;
Ironside vd., 1996). Kisa bir siire sonra da baska benzer bir vaka Fransa’da ortaya ¢ikmistir
(Chazot vd., 1996). Biitiin bu hastalarin ortalama yasi 40 yasin altinda olup klinik belirtileri
klasik CJD’den farkliydi. Ataksi ve psikolojik sempomlar daha erken gézlenmlendi. Ayrica
Elektroensefalografi (EEG) ile yapilan tetiklerde tipik CJD’de goriilen anormal bulgular
izlenmemistir. Ornegin spontan CJD’lerin %60’ indan ¢ok vakada pseudoperyodik anomaliler
(pseudoperiodic abnormalities) goriiliir (Sekil 4.1) (Dormont, 2002). 11 hastanin tibbi
gecMigleri arastiriinca CJD bakimindan tibbi ve/veya cerrahi herhangi bir risk faktori
tasimadiklar1 anlagilmistir. PRNP geninin agik okuma gergevesi sekanslandiginda dizinlerin
%100 normal olup ailesel TSE baglantili hi¢bir bir mutasyon igermedikleri belirtilmistir
(Dormont, 2002).

Sekil 4.1 Saglikl bir insan beyni (sag) ile vCJDIi bir insan beyni (sol)
(http://pathology.mc.duke.edu).
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S6z konusu bu vakalar yeni bir insan TSE’si olarak tanimlanip BSE ile baglantili oldugu
tahmin edilmistir (Bruce vd., 1991). Baz1 deneyler ve tarihsel baglantilar sigir siingerimsi
ensefalopatisine sebep olan prion zinciri ile vCJD arasindaki iliskiyi ispatlar niteliktedir. i1k
baglant1, ad1 gegen ilk hastaligin cografik olarak ayni yerde yani ingiltere’de yayilmasidir.
Kuru hastaligin agiz yoluyla alinan enfekte dokularla bulastigi gergegi TSE’lerin bu sekilde
de yayilabildigini kanitlayan ikinci iligkidir. Buna ragmen hala bu hastaligin nerede ve ne
zaman sigirdan insana bulasip zoonosis (hayvanlardan insana bulagan hastaliklar) hastaliklar

smifina girdigi kesinleslestirilememistir (McKintosh vd., 2003).

Subat 2009°a kadar Ingiltere’de 164 kisi, 42 kisi de diinyanm farkli yerlerinde vCID’den
Olmiistiir (Cizelge 4.1) (5).

Cizelge 4.1 Ekim 2009’a kadar diinyada goriilen vCJD vakalar1.

Toplam Primer Toplam Sekonder 1980-1996 Arasinda
Ulke Vakalar Vakalar: Kan Nakli >6Ay Ingiltere’de
(Hayatta Kalan Birey Ikamet Eden
(Hayatta Kalan Birey Sayisi)
Sayisi)
Birlesik Krallik 167 (5) 3(0) 170
Fransa 25 (1) - 1
Irlanda 4 (0) - 2
Italya 1 (0) - 0
Amerika 3(0) - 2
Kanada 1(0) - 1
Saudi Arabistan 1(2) - 0
Japonya 1(0) - 0
Hollanda 3(0) - 0
Portekiz 2 (0) - 0
Ispanya 5(0) - 0

Ingiltere’de vCJID epidemisi 2000 yilinda en iist seviyeye ulastiktan sonra mevcut durumda bu
oran senede 2 hasta/olii sekilde diigmiistiir (Budka vd., 2008). Klinik olarak ispat edilmis
vCJD vakalarmim PrP geninin 129. kodonunda ¢ogunlukla homozigot M/M genotipi izlendigi
gibi V/V ve M/V genotipleri de bildirilmistir (Ironside vd., 2006). Ilk salginda arastirilan 9
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hastanin da 129. kodon bakimindan genotipleri M/M idi. Ilging &zelliklerinden birisi bu
hastalarin noropatolojisiydi. Hepsi vakuol ile ¢evrili amiloid plaklara (florid plaklarr) sahipti.
Izlenen bu plaklarin merkezi yogun ve eozinofilik (eozin'i kolayca emip boyanan) iken, etrafi
aciktr. Bu plaklar daha once hicbir insan TSE’sinde goriilmemisti. Noronal lezyonlar
cogunlukla cerebrum ve cerebellumda olmak {iizere basal ganglia, thalamus ve

hypothalamusta da dagilmist1 (Dormont, 2002).

1989 senesinde yapilan kontrol ¢aligmalarindan once yaklasik 482,000 BSE ile enfekte
hayvan insan besin zincirine girmistir (Valleron vd., 2001). Bu sebepten dolay1 da bu hastalik
giiniimiizde modern hayvancilik uygulamalariyla daha fazla iliskilendirilmistir. Bu diisiinceyi
destekleyen bir¢cok kanittan bahsetmek miimkiindiir. (A) Ovine PRNP proteini geninin 3.
eksonu tarafindan kodlanan en az 14 amino asit polimorfizmi tanimlanmistir (Belt vd., 1995;
Heaton vd., 2003). 136. ve 171. kodonlarindaki polimorfizmlerin scrapie ekspresyonu
tizerindeki etkileri gosterilmistir (Hunter, 1994, 1997; Belt vd., 1995). Fakat sigirlarda BSE
baglantili herhangi bir amino asit polimorfizmi tanimlanamamistir (Humeny vd., 2002,
Geldermann vd., 2003). 2004 yilinda sigirda BSE’ye duyarlilik ile bovine PRNP geninin olas1
promotor bolgesinde bulunan insersiyon/delesyon (ins/del; indel) polimorfizmleri arasindaki
baglantinin 6nemi anlagilmistir (Sander vd., 2004). (B) Sigir PRNP geninin 3. eksonunda
kaydedilmis cesitlilik paterni (modeli) koyundakilere nazaran belirgin sekilde farklilik
gosterir; ilk olarak sigirda varyasyon 11 synonymous nukleotid bolgesi ve iki nonsynonymous
bolgesi seklindedir (Neibergs vd.,1994; Heaton vd., 2003). Buna ek olarak, ovine PRNP’nin
3. eksonunun sekiz tekrarli bolgesinde herhangi bir indel polimorfizmine rastlanamamisken
(Belt vd., 1995; Hunter, 1997), sigir ve diger biiylikbas hayvan tiirleri ile yapilan arastirmalar
sonucunda 5-7 sekizli tekrarlar igeren {i¢ indel izoformunun varhigi kabul edilmistir (Premz]

vd., 2000; Heaton vd., 2003).

Sigirin hem kiiresel ekonomi hem de tarimsal uygulamalardaki 6nemine ragmen PRNP’deki
alelik gesitliligi ve bu genin s6z konusu rktaki evrimlesme siireci hakkinda sasirtici sekilde az
bilgi bulunmaktadir. Bunun yanisira birkag evcillestirilmemis Bovinae tiirlinde BSE salgin1
ile eszamanli olarak gergeklesen bulasici slingerimsi ensefalopatilerine benzer hastaliklar
literatiire ge¢mistir (Collinge, 2001). S6z konusu bu hastaligin tiir bariyerini asip insani da
etkilemesi bu patojenin potansiyeline dikkat ¢cekmektedir. Ayrica insan TSE hastaliklar1 i¢in

uygulanan herhangi bir tedavi yontemi bulunmadigindan biiyiik bir dnem tagimaktadir.
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5. SCRAPIE

Scrapie (Stockman, 1913) koyun, yabani koyun ve kegileri etkileyen, hayvanlardaki en yaygin
TSE seklidir. Deneysel olarak fare, sican, hamster ve maymunlarda da enfekte olduklar1
gosterilmistir (Chandler, 1961; Zlotnik ve Rennie, 1965; Marsh ve Kimberlin, 1975;
Kimberlin vd., 1987). Ayrica bu hastalik prion hastaliklarmin prototipidir (6n O6rnegi).
Hastaligin agiklanmast igin 18. yiizyilda “scrapie” terimi kullanilmadan once, koyunlarin
siddetli kagint1 yiiziinden derilerini sert objelere silirerek kazimalarina bagl olarak cesitli
dillerde farkli kelimeler kullanilmistir (Ulvund, 2008). Bunlarin bazilari; Traberkrankheit
(Almanca’da), La tremblane du moutton (Fransizca’da) ve Rida’dir (izlandaca’da)
(McGowan, 1922; Palsson, 1979).

Hastalik ilk kez iki yiiz elli sene dnce Fransiz bir veteriner tarafindan rapor edilmistir (Sarraet,
1883). Ote yandan, hastaligin ilk defa 15. yiizyllda Merino koyunlarinda ortaya ciktig
disiiniilmektedir. Bugiinlerde ise, hastalik, en biiyiik koyun yetistiricileri olan Avustralya ve
Yeni Zelanda diginda, biitiin diinyada izlenilmektedir. Ayrica scrapie, Ingiliz koyunlardan

Suffolk irkinda endemiktir (Hunter vd., 1996, 1999).

Konu iizerinde en dikkate de§er arastrma 1936 senesinde Cuillé ve Chelle tarafindan
gerceklestirilmistir (Cuillé ve Chelle, 1936). 1980li yillarda hastaligin genetik bir rahatsizlik
oldugu ortaya atilmist1 (Parry, 1983). Hastalik ortak bir atadan gelen bireylerde zaman zaman
ortaya ¢ikip tekrar yok olmustur (Detwiler ve Baylis, 2003). Hunter ve ekibinin yapmis
oldugu arastirma ile scrapieye yakalanmak igin genetik olarak duyarli olmanm yanisira

enfeksiy6z ajana da maruz kalmanin gerekliligi gosterilmistir (Hunter vd., 1997).

Koyunlarda hastaligin inkiibasyon siiresi 2-5 yil arasinda olup bir yasin altindaki kuzularda
ender olarak rastlanmaktadir (Dickinson vd., 1974). Kegilerde ise, scrapic vakalar1 2-8
yasindaki bireylerde izlenmektedir. Ayrica inkiibasyon peryodu 3 yilin altindadir (Fraser,
1976). Enfekte prionlar derideki yaralardan veya bagirsaklardan hayvanin viicuduna girip,
oradaki normal hiicresel proteinlerin konformasyonel degisimine sebep olur (van Keulen vd.,
2000). Prionlarmn bagirsak tarafindan emilimi; lenf diigiimlerinde (Ersdal vd., 2003), 6zellikle
ince bagirsakta ve esas olarak da ileumda (sindirim sistemi anatomisinde ince bagirsagin son

boliimiidiir) yer alan lenfatik doku plaklarinda izlenilmektedir (Tarmen viktig for skrapesyke
— forskning (6)).
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Konold ve arkadaslarmin yaptigi caligmada enfeksiyonun siit yoluyla kuzulara gectigi
gosterilmistir. Fakat enfekte kuzular diger kuzularin hastalanmasmma sebep oldugundan

enfeksiyona yakalanma riski tam olarak arastirilmamistir (Konold vd., 2008).

Hastalarda klinik bulgular sabit olmayip hayvanin genotipine bagli olarak degisir. Baslangigta
yaygin semptomlardan bazilari, siiriiden ayr1 olmaya ¢aligmak, ataksi (kas koordinasyonu
bozuklugu), korliik, titreme ve intense pruritustur (derinin asir1 kaginmasi) (Foster vd., 2001,
Redman vd., 2002) (Sekil 5.1). Hastaligin gec¢ evrelerinde ise, hasta koyunun su i¢cme ve
idrara ¢ikma oraninda farkedilen degisiklikler gézlenir (Gibbs, 1996).

Sekil 5.1 Scrapie hastaligina yakalanmis bir yabani koyun (http://www.wellesley.edu/).

Scrapienin patolojik o6zellikleri ise, ndronal vakuolizasyon, astrocytic gliozs ve PrP
filamentleri iceren amiloid (kan damarlarinin duvarlar1 ve bag dokularmda depolanan 6zel bir
madde olup nisastay1 andirdigindan, amiloid olarak adlandirilmistir) plaklardir (Zlotnik, 1962;
Mackenzie, 1983; Prusiner vd., 1983; Bendheim vd., 1984; DeArmond vd., 1985).

5.1 Nor98

Nor98, scrapienin tipik olmayan formu olup ilk defa 2003 yilinda Norveg’de 1998 yilina ait
koyun materyallerinde rapor edilmistir (Benestad vd., 2003). Benzer vakalar daha sonraki
senelerde Avrupa’da (De Bosschere vd., 2004; Buschmann vd., 2004; Gavier-Widén vd.,
2004; Onnasch vd., 2004; Orge vd., 2004; Le Dur vd., 2005; Everest vd., 2006; Bruce vd.,
2007; Konold vd., 2007; Simmons vd., 2007) ve Amerika’da (Cook, 2007) izlenmistir.

Nor98, klasik scrapieden; patolojik degisimlerin dagilimi, scrapie prion proteini,
epidemiyoloji, prion proteininin Western blot profili, klinik semptomlar, enfekte koyunlarin
genotip frekanslar1 ve mikroskobik lezyonlar yoniinden farklidir (Benestad vd., 2003; Gavier-
Widén vd., 2004; Hopp vd., 2006; Liihken vd., 2007). Bu iki hastalik arasindaki en énemli

fark Nor98 hastalarinda patolojik PrP’nin merkezi sinir sistemi disinda bulunmayisidir
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(Brandner vd., 2003). Nor98’de norolojik bulgular scrapieye nazaran biraz daha hafiftir. En
onemli bulgular ataksi ve hareketlerde diizensizliktir (Sylvie vd., 2008). Pruritus minimal
diizeyde olup ender olmakla birlikte baz1 vakalarda anormal korku tepkileri, tedirginlik ve
titreme rapor edilmistir. Koyunlarda ilk semptomlarin izlenmesinin iizerinden 1-6 ay sonra

oliim gergeklesir (Benestad vd., 2003; Hagenaars vd., 2003; Liihken vd., 2007).
5.2 Koyunlarda PrP Geni

PrP geni 1968 yilinda scrapie inkiibasyon periodu geni (Sip (Scrapie Incubation Period))
olarak tanimlanmist1 (Gibbs vd., 1991). Daha sonraki senelerde genin ad1 PrP geni olarak
degistirilmistir. Koyun PrP geni 13q bdlgesinde (Sekil 5.2) yerlesmis olup ii¢ ekson ve iki
intron igermektedir (Gama vd., 2006). Buna ragmen, eksonlardan sadece birisi genin
ORF’sini igerir (Tranulis, 2002). Bu bdlgedeki 768 baz ¢ifti, 256 amino asitlik prion
proteinini kodlar (Tranulis, 2002). Fare, sigcan ve sigir PrP genleri de benzer seklide {i¢ eksona

sahip olup, ORF’leri tigiincii eksonda bulunur.

PrP geninin 16 kb asagisinda Doppel (Dpl) proteininin ORF bolgesi bulunmaktadir (Moore
vd., 1999; Silverman vd., 2000; Mead vd., 2000; Moore vd. 2001; Mastrangeloa ve
Westaway, 2001; Slate, 2005). 179 amino asitlik bir proteini kodlayan s6z konusu gene
PRND adi verilmistir (Moore vd., 1999). Evrim siiresince bu bolgenin tek bir atasal PrP

geninin duplikasyonu ile olustugu diistiniilmektedir.

[ 48695076 p [ 47332079 P

DIP2C FRHF sy RAZEF2
ZHYHD11 FRND

Sekil 5.2 Koyun PrP geni (http://www.ibs.org.ir/).

Prion geninde meydana gelen mutasyonlar veya polimorfizmler hastalia karsi duyarliligi
belirler. Koyunlarda PrP geninin 136., 154. ve 171. kodonlarindaki polimorfizmler scrapie
duyarlihgim etkiler (Goldmann vd., 1994; Hunter vd., 1994; Westaway vd., 1994; Belt vd.,
1995; Clouscard vd., 1995; lkeda vd., 1995; Hunter vd., 1997; Elsen vd., 1999;
Thorgeirsdottir vd., 1999; Touzeau vd., 2005).

5.3 Scrapie ve Nor98 Duyarhhk Alelleri

Koyun prion protein molekiiliiniin {i¢ kodunu scraipeye karsi direnglilik veya duyarlilii
belirtmektedir. Bunlar 136., 154. ve 171. kodonlaridir (Sekil 5.3) (Goldmann vd., 1994;
Westaway vd., 1994; Belt vd., 1995; Clouscard vd., 1995; Ikeda vd., 1995; Hunter vd., 1997,
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Elsen vd., 1999; Thorgeirsdottir vd., 1999). 136. ve 171. kodonlarin hastaliga yakalanma

orani iizerindeki etkisinin daha fazla oldugu kabul edilmektedir.

Q1718 (168)
A136V (133 R154H (151)

Sekil 5.3 Koyunlarda scrapie iizerinde etkili polimorfizmler (http://www.mad-cow.org/).

S6z konusu bu kodonlarda farkli amino asittler bulunabilir; 136. kodonda A (alanin) veya V
(valin), 154. kodonda R (arginin) ya da H (histidin) ve son olarak da 171. kodonda Q
(glutamin) veya R (arginin) (Belt vd., 1995). Dogadaki alelin yabani tipi ARQ seklindedir
(Elsen vd., 1999). ARR/ARR genotipine sahip koyunlarm scrapiye karsi daha direngli
olduklar1 gozlenmistir (Diaz vd., 2005). Buna ragmen, son c¢alismalarda ARR/ARR
genotipine sahip iki bireyde klasik scrapie kaydedilmistir (Groschup vd., 2007). VRQ/VRQ
genotipi ise, hastaliga kars1 duyarliligi arttrmaktadir (Hope vd., 1990; Tongue vd., 2004;
Gama vd., 2006). Bu iki genotip disinda AHQ ve ARQ genotipleri de sirasiyla orta ve
minimum diizeyde direnclilik saglar (Eghiaian vd., 2004). Ingiltere’de birgok salginda
scrapieden etkilenen koyunlarin biiyilk ¢cogunlugunun VRQ/VRQ homozigotlar1 olduklari
ispatlanmistir (Hunter, 2007). Buna karsilik Yeni Zelanda, Avustralya (Bossers vd, 1999,
2000) ve Norveg’te (Tranulis vd., 1999; Hopp vd., 2003), VRQ/VRQ genotipine sahip
saglikli koyunlarin varligi gosterilmistir. Cheviot ve Texel wklarinda VRQ aleli ile scrapie
arasinda siki bir baglant1 s6z konusu olmasma ragmen (Goldman vd., 1991), Suffolk ki
koyunlarinda ve diger bazi koyun wklarinda ise, prion proteinin glutamini kodlayan aleli
(Q171) koyunlar1 hastaliga kars1 duyarli duruma getirir (Westaway vd., 1994; Hunter vd.,
1999). Buna gore PrP genotipinin duyarliligi sadece irktan kaynaklanmamakta ayrica prion
susu (strain) tarafindan da degismektedir (Goldman vd., 1994). VRQ aleli igeren wklarda
hassasiyet Cheviot wrklar1 gibiyken (VRQ-Scrapie), VRQ alelilin nadir goriildiigii rklarda ise,
duyarlilik Suffolk ki koyunlarindakilere benzer (ARQ-Scrapie) (Westaway vd., 1994,
Hunter vd., 1999).

Ustelik koyunlarda ve kegilerde direnglilik ve ya duyarlilik iizerindeki etkileri tam olarak
bilinmeyen ARH, ARK, TRR, TRQ, VHQ ve VRR polimorfizmleri de yaygmn bir seklide
gozlenmektedir. S6z konusu haplotipler arasinda, ARK haplotipi sadece belli baz1 koyun
rklarinda goriilmiistiir. Bu koyun wrklarindan bazilary; biiyiik yagl kuyruklu Asya koyunlar1
(Gombojav vd., 2003; Zhang vd., 2004), melez Yunan koyunlar1 (Billinis vd., 2004), Cin’deki
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Xinjiang bdlgesinde bulunan koyunlar (Lan vd., 2006) ve Italyan Biellese ki1 gibi daglik
bolgelerde yasayan wrklardir (Acutis vd., 2004). Simdiye kadar ARK haplotipi sadece tek bir
scrapie-pozitif koyunda ARK/ARH genotipi seklinde rastlanmistir (Acutis vd., 2006). Bu
sebeple 171. kodonda bulunan lizin amino asidinin scrapie iizerinde tam koruyucu etkisi

oldugu sdylenemez.

Diger bir yandan, PrP geninde ¢ok sayida polimorfik pozisyon bulunmustur. Bunlar 83, 101,
112, 116, 127, 137, 138, 141, 142, 143, 151, 172, 175, 176, 179, 180, 189, 195, 196, 211, 231,
237 ve 241 kodonlaridir (Vaccari vd., 2001; Thorgeirsdottir vd., 2002; Prusiner vd., 2004;
Zhou vd., 2005; Un vd. 2008).

Son zamanlarda koyunlarda ARQ aleli iizerinde bulunan M137T, 1142K veya N176K
kodunlarindaki deneysel olarak gelistirilen scrapie ve BSE hastaliklarmma karsi koruyucu
amino asit degisimleri rapor edilmistir (Vaccari vd., 2007). Aym1 zamanda 154. (R/H)
kodondaki polimorfizmin scrapieye karsi duyarliligin iizerinde etkili oldugu farkedilmistir.
Yunanistan’da yapilan bir aragtirmanin sonucuna goére Chios wrkinda H154 varlig1 scrapiye
kars1 hassasiyetin artisina sebep olmustur (Ekateriniadou vd., 2007). Yunanistan’da 2004
yilinda Billinis ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen deneyde de AHQ/ARR genotipine
sahip bir koyun hari¢ saglikli koyunlarm higbirisinde 154. kodonunda H amino asidi
gbzlenmemistir (Billinis vd., 2004; Spyrou vd., 2004).

Kegilerde PrP amino asit polimorfizmleri 21. (V=A), 23. (Lw=P), 49. (G=S), 142. (I<>-M),
143. (He=R), 146. (Se=D), 154. (Re-H), 168. (P<-Q), 220. (Qw~H) ve 240. (Se=P)
kodonlarinda tanimlanmistir (Goldmann vd., 1996; Billinis vd., 2002; Papasavva-Stylianou
vd., 2007). Bununla birlikte, 42. (as-g), 127. (g-a), 138. (cwt) ve 207. (g-a) kodonlarinda
da sessiz mutasyon izlenmistir (Goldmann vd., 1996; Billinis vd., 2002). Ingiliz kegilerinde
bes kisa peptid tekrar1 yerine sadece li¢ tekrar igeren PrP varyantinin inkiibasyon siiresinin
uzamasi ile ilgili olabilecegi diisiiniiliir (Goldmann vd., 1998). Buna ek olarak 142. (I«=M)

kodonundaki dimorfizmin hastaligin inkiibasyon siiresi iizerinde etkili oldugu bulunmustur

(Goldmann vd., 1996).

Bazi arastirmalar 141. kodonundaki fenil alanin ve 154. kodonundaki histidin amino asitleri
ile Nor98 hastalig1 arasindaki iliskiye 151k tutmustur (Benestad vd., 2003; Moum vd. 2005).
Nor98’e yakalanmis koyunlarin biyiik bir kismi AHQ ve AF141RQ alellerini tagirlar (Moum
vd., 2005). Hicbir hasta koyunda V136R154Q171 aleli rastlanmamistir (Moum vd., 2005).
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Deneysel bulgular PrP degisimi ve prion ¢ogalmasi i¢in birgok hiicresel ve molekiiler
faktoriin dahil oldugu karmasik biyolojik siireclerin gerekliligini isaret eder (Campana vd.,
2005). ARRp,p Ve VRQp.p alellerinin kiiltiirdeki hiicrelerde prion ¢ogalmasi ile iliskisi
oldugu kanitlanmistir (Sabuncu vd., 2003). PrP polimorfik varyantlarinin (ARRp.p Ve
VRQp,p) olas1 farkli biyolojik ozellikleri, bunlardaki prion proteininin farkli ¢ogalma
kapasitesinin katkida bulunmasi ile meydana gelmis olabilir (Sabuncu vd., 2005). Bu iki
hiicre grubu bircok biyoloijk 6zellik bakimindan benzer olsa da prion ¢ogalmasi lizerinde ters
etkileri oldugu anlasilmistir (Sabuncu vd., 2005). Buna gore deterjanda ¢oziilmeyen ARRp.p

prion ¢ogalmasina kars1 direnglidir.

Giinlimiizde prionlarla ilgili arastirmalarmn etkileyici diizeyde olmasma karsimn konuyla ilgili
cevapsiz kalan bir¢ok soru mevcuttur. Ustelik hastahm yeni ve degisik formlar1 ortaya
cikmaktadir. PrP genotipi ile scrapie hastalifina duyarlilik arasindaki bagin siki olusu
sebebiyle Ingiltere basta olmak iizere birgok iilkede simdiye kadar denenmis en biiyiik genetik
se¢cim programlar1 uygulanmaktadir (EC, 2007; Hunter, 2007).

Buna uygun olarak Avrupa Toplulugu’nun almis oldugu diizenleme kararma (260/2003) gore
etki altindaki siirtilerden VRQ haplotipinin kaldirilmas1i ve ARR/ARR genotipine sahip koyun

sayisinin arttirilmasi amaglanmaktadir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. Ingiltere’de PrP genotipine gore tasarlanan Ulusal Scrapie Plan1 (NSP)
(DEFRA, 2007)

PrP Genotipi NSP Smifi Direnglilik Derecesi
ARR/ARR 1 Scrapieye ¢ok direncli
ARR/AHQ, Genetik olarak scrapieye
ARR/ARH, 2 direncli fakat secici hayvan
ARR/ARQ yetistiriciliginde dikkatli
olunmal1
ARQ/ARQ, Daha az direngli, segici
AHQ/ARH, AHQ/ARQ, 3 hayvan yetistiriciligi
ARH/ARH, sirecinde ¢ok daha dikkat
ARH/ARQ edilmeli

Genetik olarak duyarli,

hayvan yetistiriciliginde

ARR/VRQ 4 kontrollii ¢iftlestirme
olmadigi takdirde
kullanilmamali
VRQ/AHQ, Yiksek duyarlilik,
VRQ/ARH, 5 hayvanlarn ¢iftlestirilmesine
VRQ/VRQ izin verilmemeli

Avrupa Birligi iilkelerindeki koyunlar rastgele arastirilirken biiyiik farkliliklar kaydedilmistir.
Bazi iilkelerde (6rnegin Almanya, Fransa, Hollanda, Litvanya, Macaristan) 6rneklerin %20-
%65’ ¢ok direngli gruba dahildir. Halbuki, diger bazi iilkelerde (6rnegin Danimarka, Irlanda,
Norveg, Avusturya, Isveg) orneklerin bilyiik gogunlugu Ulusal Scrapie Planmin (National
Scrapie Plan (NSP)) National Scrapie Plan (Ulusal Scrapie Plani)) 4. ve 5. gruplarinda yer
almaktadir (EC, 2005; Sviland vd., 2006). Su an direngli smifina giren tilkelerdeki koyunlar
daha onceki senelerde scrapieye duyarli olup dogal se¢imle direncli hale geldigi tahmin edilir
(Woolhouse vd., 1998, 2001).

Buna gore baz iilkelerde (6rnegin Fransa, ispanya, Portekiz, Yunanistan, Italya, Slovakya,
Almanya), kontrollii yetistirme politikas1 uygulanmaktadir. izlanda ARR/ARR genotipinin
bulunmayigi sebebiyle kontrollii yetistirme programi uygulamak i¢in zorluk c¢ekmektedir
(Thorgeirsdottir vd., 1999). Bu iilkede scrapie-bulunmayan bdlgeler ¢ok az olup iilke scrapie

bakimindan siirekli olarak karantina altindadir. izlanda koyunlarmda VRQ homozigotunun




19

frekansi distiktiir. Scrapie-bulunduran bolgeler ile bulundurmayan bdlgelerin koyunlarmin
genotipleri kiyaslandiginda ise, AHQ alelinin karantina digindaki bolgelerde yiiksek frekansta
bulundugu gosterilmistir (Thorgeirsdottir vd., 1999). Yapilan bir arastirmada 932 koyun
arasinda 171. kodonda herhangi bir polimorfizm izlenmemistir. Buna gore biitiin bireyler bu
kodonlarinda glutamin amino asidini barmndirirlar (Thorgeirsdottir vd., 1999). Bununla
beraber s6z konusu bolgenin koyunlarinda S138N ve R151C polimorfizmleri rastlanmistir.
Bu iki tek nukleotid polimorfizminin (SNP) hastalikla ilgili baglantilar1 bilinmemektedir.
Diger yandan R151C polimorfizmi sadece saglikli koyunlarda goriilmiistiir (Thorgeirsdottir
vd., 1999).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Organizasyonu’nun verdigi bilgiye gore iran’da kayitl 10
keci tiirti, 31 koyun ki ve 12 sigir ki vardir. Tiirkiye’de ise, 11 keci ki, 33 koyun irki ve
35 sigir wki kayida gegmistir (2). S6z konusu iki {ilkede degisik iklimlerin varhgi ve
hayvanlarin besin eksikligi ve susuzluga karsit direngli olmalar1 sebebiyle asirlardan beri
hayvan yetistiriciligi biliyiilk bir ekonomik 6neme sahiptir. Tiirkiye’de 1980-2000 yillar1
arasinda keci, koyun ve sigir populasyonunda ciddi bir azalis kaydedilmistir (Tablo 5.3, FAQ,
2005). Iran’da ise 1980 yilindan bu yana yetistirilen si8ir, keci ve koyun sayisinda artis
yasanmaktadir (Tablo 5.2, FAO, 2005). Bununla birlikte scrapie ve BSE bakimindan
literatiire ge¢mis bir calisma yoktur. TSE hastaliklar1 yOniinden yapilan genotipleme
arastirmalar1 sonuglarina dayanarak segici hayvan yetistiricilii programlar1 yiiriitilebilir.
Boylece de saglikli havyan oranini arttirmak miimkiindiir.

Cizelge 5.2 Iran‘da evcil hayvan populasyonu (FAO, 2005).

Tiirler 1980 1990 2000 2002 Yillik Biiyiime Orani1 %
1980-1990 | 1990-2000

Sigir ve 5,414 7,972 8,761 9,262 3.9 0.9

Bufalolar

Koyun ve 51,858 69,329 79,657 79,657 2.9 1.4

Kegiler
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Cizelge 5.3 Tiirkiye‘de evcil hayvan populasyonu (FAO, 2005).

Tiirler 1980 1990 2000 2002 Yillik Biiylime Oran1 %
1980-1990 | 1990-2000

Sigir ve 16,607 12,602 11,219 10,686 -2.7 -1.2

Bufalolar

Koyun ve 64,801 55,589 38,030 33,994 -1.5 -3.7

Kegiler
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6. MATERYAL METOD

6.1 Hayvan Materyali

Aragtrmamizda caligma materyali olarak bes yerli koyun wki kullanilmigtir. Bu amagla
Tiirkiye yerli wklarindan 32 Ivesi, 37 Morkaraman, Iran yerli wklarindan ise, 40 Lori-
Bakhtiari, 39 Shal ve 39 Zandi koyunlarindan rastgele kan alinarak genotipleri arastirilmistir.
Ivesi koyunlarmin kan drnekleri Diyarbakir merkeze bagl kdylerde yetistirilen koyunlardan,
Morkaraman 1rk1 koyunlarmin kanlari ise, Izmir-Kesimhane’den almmustir. Iran yerli irklarmna
ait kan ornekleri de, Tahran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi’'nden Dog¢. Dr. Gholamreza

Nikbakht tarafindan saglanmastir.
e lvesilrki

Asil anavatani ve yayilma sahas1 Firat ve Dicle nehrinin gectigi Mezopotamya bdlgesi olan
Ivesi koyunlar1 Tiirkiye’de Urfa, Gaziantep ve Hatay illerinde, daha ¢ok Suriye smir1 boyunca
alcak ve ¢6l karakteri gosteren kurak ovalarda yetistirilir. Yabanci1 kaynaklarda Awassi adi ile
bilinen bu 1rk, Akdeniz ¢evresinde Israil ve ona komsu olan Arap iilkeleri ile Kuzey Afrika’da

da yetistirilmekte. Tiirkiye’de 1.323.00 bas mevcudu ile koyun varligmin %4’iinii olusturur

(7).

Fenotipik Ozellikleri: Ivesi koyunlar siit tipi koyunlar olup beyaz viicutlu, kahverengi, kirli
sar1 ya da siyah basli ve yagh kuyrukludurlar (Sekil 6.1). Yuvarlak kuyruklar1 tek parcalidir.
Yapagilar1 kaba-karisik tipte olup hali, kilim ve yatak yapimi i¢in uygundur. Etleri kaliteli
degildir.

Sekil 6.1 Ivesi ki (http://www.tagem.gov.tr/).
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e Morkaraman Irki

Genel olarak Tiirkiye’nin Dogu illerinde, kismen Kuzeydogu ve Giineydogu bdlgelerinde Mor
ya da Kizil Karaman denen karaman varyetesi yetistirilir. 7.276.000 bag mevcudu ile Tiirkiye

koyun varhiginin %22 ’sini teskil eder (7).

Fenotipik Ozellikleri: Renkleri kizildan mora kadar degismekle birlikte, gbz, agiz ve burun
etrafi daha acgik, bas ve ayaklar viicuda nazaran daha koyu renklidir (Sekil 6.2). Erkek ve
disilerde boynuzlu ve boynuzsuz olanlara rastlanir. Bu siit tipi koyun biiyiik yagli kuyruklu
olup, kuyruklar1 ii¢ par¢cadan olugsmakta. Yapagi kaba-karisik tiptedir.

Sekil 6.2 Morkaraman k1 (http://www.tagem.gov.tr/).

e Lori-Bakhtiari Irk1
Bu koyun k1 Chaharmahal Bakhtiari eyaletinde ve civar kentlerde yasamaktadir (Sekil 6.3).

Fenotipik Ozellikler: Renkleri cogunlukla beyaz olmakla birlikte kahverengi ve sar1 koyunlar
da mevcut (Tavakolian, 1999).

Zandi ve Shal irkinin
yasadig1 bolge

Lori-Bakhtiari irkinin
yasadig1 bolge

Sekil 6.3 iran koyun wklarinmn yasadig1 alanlar.
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e Shal Irk1

Bu koyunun anavatani1 Tahran’in etrafindaki Boin Zahra bolgesidir. Bugiinlerde ise, Tahran’in

bir¢ok ilgesinde yasamaktalar.

Fenotipik Ozellikler: Kiigiikken renkleri siyahtir. Fakat biiyiimeye baslayinca kahverengi veya
gri rengine doniisiir. Beyaz lekeler alin bolgesinden basm arka tarafina kadar goriilmektedir
(Sekil 6.4). Yasadig1 bolge sartlarindan dolay1 susuzluk ve agliga karsi direngli olup biiyiik
yagl bir kuyruga sahiptir. Et tipi bu koyun siit bakimindan da verimlidir. Ama ¢ogunlukla
ikiz dogum yaptiklarindan siitiin biiyiik bir kism1 kuzular tarafindan tiiketilir (Tavakolian,
1999).

Sekil 6.4 Shal ki (http://dad.fao.org/).
e Zandi Irk:

Zandi wkinin Shiraz koyunlar1 ile Karakul wkinm ¢iftlestirilmesi ile olustugu tahmin

edilmektedir. Bu irk Tahran’m ¢evresindeki il¢elerde yasar.

Fenotipik Ozellikler: Renkleri siyah ya da koyu kahverengi olan bu koyunlarm kuyruklari
kiigiiktiir (Sekil 6.5). Kiiglik ciissesi sebebiyle gocebe hayata aligmistir. Ayrica kotii hava
kosullari, gida eksikligi ve benzeri negatif c¢evresel kosullara karsi direnglidir. Bununla

birlikte, yapagi post yapimi i¢in oldukea elverislidir (Tavakolian, 1999).

Seikl 6.5 Zandi ki (http://fao.org/)
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Cizelge 6.1 Calismamizda kullanilan kimyasallarin listesi.

Kullamlan Kimyasalin Ad1 Uretici Firma Katalog No.
NH.CI Sigma (Japonya) 017K01282
KHCO; Sigma (ABD) 09012ME
EDTA Sigma (ABD) 066K0018
NacCl Calibiochem (Almanya) 567441
C;H/NO; Fluka (Hollanda) 1345818
SDS Sigma (Japonya) 015K0179
Agaroz Fermentas 111801PR
dNTP Seti Fermentas 00015729
EtBr Sigma (ABD) 083K8937
Loading Dye (6x) Fermentas 00021142
MgCl, Fermentas 00023898
Tag DNA Polimeraz Fermentas 00024607
PCR Reaksiyon Buffer Fermentas 00024430
(10x)

Primer Tontek (Istanbul) 0708011533-1/2
Proteinaz K Roche (Almanya) 03115836001
TBE Buffer (10x) Fluka BioChemika (Isvigre) 1245679
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6.3 DNA Izolasyonu

Calismamizda genomik DNA izolasyonu amaciyla tuzla ¢oktiirme (Miller vd., 1998) yontemi
kullanilmistir. Bu sebeple, piht1 olusumunu 6nlemek amaciyla kullanilan EDTA’l1 tiiplere

alinan kanlarin buzu ¢oziindiikten sonra DNA’lar amonyum asetatl tuzla ¢oktiiriiliir.

2 ml kan alinir ve eritrositlerin hiicre duvarlarin1 ozmozla pargalayarak genetik materyalin
serbest kalmasi i¢in tizerine 15 ml Lizis buffer (10 mM Tris [pH 7,6], 5 mM MgCl;, 10 mM
NaCl) eklenir. Bu islemin ardindan tiipler 7-8 saniye vortekslenir. 15 dakika buzdolabinda
bekletildikten sonra 11 dakika 6600 rpm’de 4 °C’de santrifiijlenir. Boylece genetik materyal
ve membran fraksiyonu birbirinden ayrilir. Siipernatant yani {ist siv1 dokiiliir. DNA’y1 igeren
pelletin tizerine 3 ml Niikleaz buffer (10 mM Tris-HCI [pH 7,5], 2 mM EDTA), 400 pl distile
su,50 ul SDS ve 30 pl Proteinaz K eklenerek vortekslenir. 37 °C’de 24 saat veya 56 °C’de
3 saat buzdolabinda bekletilir.

Inkiibasyonun ardindan tiiplere 1,8 ml amonyum asetat eklenip diisiik devirde kisa bir siire
vortekslenir. 10600 rpm’de 4 °C’de 25 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant yavasca
bagka bir tiipe alinir. Siipernatant %99’luk soguk etanol ile 15 ml’ye tamamlanir. Tiip hafifce
calkalanir. Bu arada DNA ipliginin olusumu gozle goriilebilir. DNA pipet yardimiyla tiiplin
kenarindan etanol siiziilerek almir. DNA 400 upl steril distile su iceren ependorf tiiplere

aktarilip, oda sicakliginda birkag giin bekletirlir. DNA’lar +4 °C’de saklanir.
6.4 PCR Asamasi

In vitro kosullarda istenilen bir genin veya 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasmin
elde edilmesi i¢in rekombinant DNA yontemleri ile DNA klonlanmasina ek olarak, 1980’1
yillardan itibaren “polimeraz zincir reaksiyonu” (PCR) da kullanilir. 1980’1 yillarin
ortalarinda Cetus firmasmin arastirmacilar1 tarafindan gelistirilen bu yontem molekiiler
biyoloji calismalarinda kullanildig1 gibi, birgok hastaligin tanisi icin de klinik tipta
kullanilmaktadir. Ayrica gilinlimiizde, PCR ydnteminden, alelik dizi varyasyonlarinin
gosterebilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesi, adli tip drneklerinin

tiplendirilmesi gibi bir¢ok alanda yararlanilir.

PCR ile istenilen genlerin ya da DNA dizilernin jenerasyonlara bagl replikasyonu,
hizlandirilmis bir sekilde gergeklestirilir. Aynen dogal hiicre boliinmesinde oldugu gibi, PCR
replikasyon siirecini taklit ederek yaklasik 30 dongii sonra se¢ilmis bir DNA dizisinin milyar

katin1 kopyalar.
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Polimeraz zincir reaksiyonu, 6zgilin bir genetik materyal parcasmnin kopyalarmnin primerler
tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir

yontemdir.

PCR’mn temel bilesenleri; kalip DNA molekiilii, bu molekiile uygun olarak tasarlanmis
primerler, ANTP’ler (ATP, CTP, GTP ve TTP) , DNA polimeraz enzimi ve MgCl, gibi bir

tampondan olusur.

S6z konusu bu islem ili¢ temel asamadan olusmaktadir; 1) Cogaltilacak DNA’nin yiiksek
sicakligin etkisiyle denatiirasyonu, 2) Primerin hedef DNA bdlgesi ile hibridizasyonunu
saglayan sicakliklarda baglanma reaksiyonu ve 3) DNA polimeraz enziminin katalizledigi

primerlerin uzamasi reaksiyonu.

Calismamizda PCR islemi vasitasiyla ¢ogaltilacak PrP kodlama bolgesi (GenBank, Accession
No. AF195247-Niikleotid 8-752) i¢in kullanilan primer dizileri asagidaki gibi tasarlanmustir:

PrP1 (Forward Primer): 5’-GATCCTGGTTCTCTTTGTGG-3’
PrP2 (Reverse Primer): 5’-GGGAAGAAAAGAGGATCACA-3’

PCR islemi sirasinda ependorf tiiplere 3 pl (50-100 ng) genomik DNA, 2.5 ul buffer, 1.5 ul
MgCl, (2.5 mM), her dNTP’den 0.1p 1, primerlerden 1p 1 (10 uM) ve 0.2 ul 1U Taq
polimeraz eklenir. Tiipler spinlendikten sonra Thermal cycler 9700 (Applied Biosystems)
cihazina konulur. PCR isleminin kosullar1 2 dakika 94 °C’de denatiirasyon reaksiyonu, 30
dongii boyunca 94 °C’de 1 dakika, 58,4 °C’de, 1 dakika primerlerin kalip DNA’ya
baglanmasi, 72 °C, 1 dakika DNA’nm uzamasi ve son siklusun bitiginde 10 dakika 72 °C’de,

final extension seklindedir.

PCR isleminden sonra amplikonlar %?2’lik agaroz jelde 15 dakika boyunca, 110 V’de
yuriitiiliip etidiyum bromiir ile boyanarak jel goriintiileme sistemiyle uzun dalga boylu UV

cihazinda gorintiilenmistir (Sekil 7.1).
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6.5 Dizin Analizi

Calismamizda dizin analizi islemi RefGen Firmas1 (Ankara-ODTU) tarafindan
gerceklestirilmistir. PCR {iriinleri saflastirilip forward primer vasitasiyla dizinleme islemi

ABI3100 cihazinda yapilmustir.
6.6 Genotiplerin Analizi

PrP geninin 136., 154. ve 171. kodonlarindaki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP’ler)
BioEdit (7.0.9.0) (Hall, 1997) yazilimi yardimiyla dogrudan arastirilmistir. Diger ek
polimorfizmler ve PrP gen dizilerinin karsilasririimasi MEGA4 (Molecular Evolutionary

Genetics Analysis) programi (Kumar vd., 2007) kullanilarak gerceklestirilmistir.
6.7 Istatistiksel Analiz

Genotip frekansi (fij) (6.1) ve alel frekansini (pi) (6.2) hesaplamak i¢in asagidaki formiilden

yararlanmistir:

fi,-=% ve (6.1)
_ 2fii+fij
pi= —y— (6.2)

Burada nij, ij genotipine sahip hayvan sayismi ortaya koymakta ve N ise, toplam hayvan
sayisin1 gosterir (6.1). x-square testi alel dagilimlar1 ve Hardy-Weinberg Dengesinden
(Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE)) olas1 sapma arasindaki iliskinin 6nemini

degerlendirmek i¢in uygulanmistir.

Her wkin genotipik dagilimi geregince, scrapieye duyarlilik Tongue vd. (2004) tarafindan

onerilen risk gruplar1 uygulamasi ile hesaplanmastir.
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7. SONUCLAR

7.1 PCR Sonuclan
Amplikonlar 1,5 ul loading dye ile agaroz jele yiiklenmistir. Jelin ilk ve son kuyucuguna da
1 ul 100 bp” lik marker plus loading dye ile beraber yiiklenmistir (Sekil 7.1).

kb M 1 2 3 4 M

1,0 ——
0,7 kb=700 bp S e iy whiv ek

0,5

0,1

Sekil 7.1 PCR islemi sonucunda ¢ogaltilmis koyun PrP geninin jel elektroforezi. M: 100
bp’lik marker plus, 1, 2, 3 ve 4: Ivesi koyun irkindan alinmis 6rneklere ait PCR {iriinleri.

7.2 Alel Frekanslan

Calismamizda dokuz farkli alel bulunmustur (Cizelge 7.1). Bu aleller; ARH, ARK, ARL,
ARQ, ARR, SRQ, TRQ, VRQ ve VRR’dir. Diinyada en sik goriinen aleller ise, AHQ, ARH,
ARQ, ARR, TRQ (Billinis vd., 2004) ve VRQ alelleridir (Baylis ve Goldmann, 2004). Bizim
calismamizda en sik goriilen alel frekanst ARQ aleline (0,7668) aitken, ikinci dereceden
yiiksek alel frekanst ARH’dir (0,1006). Onun ardindan en sik izlenilen aleller sirasiyla ARR
(0,0652), TRQ (0,0336) ve SRQ (0,0051) alelleridir. En az rastlanilan alel ise, VRR’dir
(0,0031) (Cizelge 7.1).

Duyarliliga sebep olan VRQ aleli Tiirkiye yerli koyun wrklarindan ivesi (1) ve Morkaraman’da
(3) dort kez goriilmistiir. Bu alelin frekansi 0,0112°dir. En direngli alel oldugu kabul edilen
ARR ise, arastirmada kulanilan tiim wklarda goriilmekle beraber, sik goriilme bakimindan

ticiincii sirada yer almaktadir.
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Diinyada sik goriilen aleller disinda Ivesi ve Morkaraman wrklarmda ARK (0,0058) aleline
rastlanmigtir. ARL (0,0051) aleli ise, sadece Zandi wrkinmn iki 6érneginde izlenmistir (Cizelge
7.1).

Cizelge 7.1 iran ve Tiirkiye yerli koyun wrklarmn alel frekanslari.

PrP Aleli Irklar

vesi Morkaraman Lori-

(n=32) (n=37) Bakhtiari (n=39) (n=39)
(n=40)
0,7343 0,6216 0,8500 0,8589 0,7692
0,0156 0,0135 0 0 0
0,1406 0,1216 0,0875 0,0512 0,1025
0 0 0 0 0,0256
0,0625 0,1756 0,0625 0,0128 0,0128
0 0 0 0,0128 0,0128
0 0,0270 0 0,0641 0,0769
0,0156 0 0 0 0
0,0156 0,0405 0 0 0

7.3 Genotip Frekanslan

Yerli koyun iklarinda 13 farkli genotip tespit edilmistir. Bunlar; ARQ/ARQ, ARQ/ARK,
ARQ/ARH, ARQ/ARL, ARQ/ARR, ARQ/TRQ, ARH/ARR, ARR/VRQ, SRQ/TRQ,
TRQ/TRQ ve VRQ/VRQ seklindedir (Cizelge 7.2).

Toplam degerlendirmede en sik goriilen genotip risk grubu bakimindan {igiincii sirada yer alan
ARQ/ARQ genotipidir. ARQ/ARQ genotip g¢alismamizda yararlanilan tim bes wkta en
yiiksek ferkansa sahiptir. S6z konusu bu genotip Shal wkinda en yiiksek degeri gdosterir.
ARQ/ARQ genotipinden sonra en sik goriilen genotip ise, ARQ/ARH genotipidir. Bu genotip
en sik Ivesi rkinda goriilmektedir. Toplam degerlendirmede iigiincii sirada yer alan genotip
ise, ARQ/ARR genotipidir. En direngli genotip olarak bilinen ARR/ARR genotipi ise, highir

rkta izlenmemistir (Cizelge 7.2).
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Cizelge 7.2 iran ve Tiirkiye yerli koyun wrklarinin genotip ferkanslari.

PrP Irklar
Genotipi
Ivesi Morkaraman Lori- Shal Zandi
(n=32) (n=37) Bakhtiari (n=39) (n=39)
(n=40)
ARR/ARR 0 0 0 0 0
ARR/TRQ 0 0 0 0 0
ARR/ARQ %6,250 %29,720 %7,500 %2,564 0
ARQ/AHQ 0 0 0 0 0
ARH/TRQ 0 0 0 0 0
TRQ/TRQ 0 %2,702 0 0 0
SRQ/TRQ 0 0 0 %2,564 %2,564
ARQ/TRQ 0 0 0 %10,256 %10,256
ARQ/ARQ %56,250 %37,830 %75,000 %76,923 %69,102
ARQ/ARK %3,125 %2,702 0 0 0
ARH/ARR 0 %2,702 %5,000 0 0
ARQ/ARH %28,120 %18,910 %12,500 %10,256 %15,384
ARH/VRR %3,125 0 0 0 0
ARH/ARH 0 0 0 0 %2,564
ARR/VRQ %3,125 %2,702 0 0 0
VRQ/VRQ 0 %2,702 0 0 0
ARQ/VRQ 0 0 0 0 0
ARQ/ARL 0 0 0 0 %5,128

En fazla genotip ¢esitliligi Morkaraman irkinda izlenilirken Ivesi ve Zandi irklari ikinci siraya

paylagsmaktadir. Bu iki irk1 sirasiyla Shal ve Lori-Bakhtiari irklar1 takip etmistir.
7.4 Ek Polimorfizmler

Yerli rklarin dizin analizinin ve 136., 154. ve 171. kodonlarindaki genotiplerine bakilmasina
takiben, PrP geninin dizisi diger olasit polimorfizmlerin arastirilmasi amaciyla biitiiniiyle
taranmistir. Arastirmamizda higbir bireyde insersiyon ve/veya delesyon seklindeki

mutasyonlar goriilmemistir. izlenilen mutasyonlar tek niikleotid degisimi adiyla da bilinen
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SNP’lerdir. S6z konusu taramalarda bes koyun wrkinda bu polimorfizmler izlenmistir; M112T,

G127S, G127V, H143R, G145V ve N146S (Cizelge 7.3).

Polimorfik gesitlilik bakimmdan zengin olan ik, dort farkli polimorfizmle Iran’m yerli koyun
irklarindan biri olan Shal wrkidir. S6z konusu polimorfizmler: M112T, G127S, G145V ve
N146S’dir. M112T polimorfizmine tek bir ornekte ARQ/ARQ genotipinde izlenmistir.
G127S polimorfizmi ise, ARQ/ARR genotipine sahip tek bir bireyde rastlanmistir (Cizelge
7.3).

Shal irkinda en ¢ok rastlanilan polimorfizm, 25 bireyde goriinen G145V polimorfizmidir. Bu
bireylerin genotipleri; ARQ/ARQ, ARQ/ARH, ARQ/TRQ ve TRQ/SRQ seklinde olup
Cizelge 7.3’te gosterilmistir. Bu polimorfizm en ¢cok ARQ/ARQ genotipinde izlenmistir.

N146S polimorfizmi en ¢ok izlenilen ikinci polimorfizm olarak Shal wkinin 9 iiyesinde
goriilmiistiir. Bunlar ARQ/ARQ ve ARQ/TRQ genotiplerine sahiptir (Cizelge 7.3). Bu
polimorfizm 6 kez olmak iizere en cok ARQ/ARQ genotipine sahip bireylerde gdsterilmistir.

Lori-Bakhtiari wrkinda tek izlenilen polimorfizm G127S poimorfizmidir. S6z konusu

polimorfizm ARQ/ARQ genotipine sahip koyunda (Cizelge 7.3) goriilmiistiir.

Ivesi 1rkinda izlenilen polimorfizmler; G127S, H143R ve N146S’dir. H143R ARQ/ARQ ve
ARQ/ARH genotilerinde iki kez (Cizelge 7.3) goriilmiistiir. Bununla birlikte ARQ/ARQ
genotipine sahip iki drnekte N146S polimorfizmine rastlanmistir. Ivesi irkinda en az goriinen

polimorfizm tek bir bireyde rastlanan G127S’dir.

Tablo 7.3’te gosterildigi gibi Morkaraman wkinda M112T, G127S ve G127V polimorfizmleri
goriilmektedir. Bu irkta G127S mutasyonu ARQ/ARH ve ARQ/ARR (iki kez) genotiplerine
sahip ii¢ koyunda izlenilir.
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Cizelge 7.3 Ek polimorfizmlerin genotiplere gore dagilima.

Ornek Haplotip Ek Heterozigot/Homozigot

Polimorfizmler  Polimorfizmler

Ivesi 1412 ARQ/ARH H143R Heterozigot
Ivesi 1413 ARQ/ARQ H143R Heterozigot
Ivesi 1415 ARQ/ARQ G127S Heterozigot
Ivesi 1421 ARQ/ARQ N146S Homozigot
Ivesi 1424 ARQ/ARQ G127S Homozigot
Ivesi 1438 ARQ/ARQ N146S Heterozigot
W eleintil 1264 ARQ/ARR G127S Heterozigot
Morkaraman [VA#{ ARQ/ARR G127S Homozigot
W eleintil 1279 ARQ/ARQ M112T Heterozigot
g eleintil 1287 ARQ/ARH G127V Heterozigot
Lori- 37 ARQ/ARQ G127S Heterozigot
Bakhtiari

Shal 2 ARQ/ARR G127S Homozigot
Shal 4 TRQ/SRQ G145V Homozigot
Shal 5 ARQ/ARQ G145V Homozigot
Shal 6 ARQ/ARQ G145V Heterozigot
Shal 8 ARQ/ARQ G145V Heterozigot
Shal 10 ARQ/ARQ G145V Homozigot
Shal 11 ARQ/TRQ N146S Homozigot
Shal 12 ARQ/ARH G145V Heterozigot
Shal 13 ARQ/ARQ G145V Heterozigot
Shal 13 ARQ/ARQ N146S Heterozigot
Shal 14 ARQ/ARQ G145V Homozigot
Shal 15 ARQ/ARH G145V Heterozigot
Shal 16 ARQ/ARQ G145V Homozigot
Shal 17 ARQ/ARQ M112T Homozigot
Shal 18 ARQ/TRQ N146S Homozigot
Shal 19 ARQ/TRQ G145V Heterozigot
Shal 19 ARQ/TRQ N146S Heterozigot
Shal 20 ARQ/ARQ G145V Heterozigot
Shal 20 ARQ/ARQ N146S Heterozigot
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ARQ/TRQ G145V Heterozigot
ARQ/ARQ G145V Homozigot
ARQ/ARQ N146S Homozigot
ARQ/ARQ G145V Homozigot
ARQ/ARQ G145V Homozigot
ARQ/ARQ G145V Heterozigot
ARQ/ARQ G145V Homozigot
ARQ/ARQ G145V Heterozigot
ARQ/ARQ G145V Homozigot
ARQ/ARQ G145V Homozigot
ARQ/ARQ N146S Homozigot
ARQ/ARQ G145V Heterozigot
ARQ/ARQ G145V Heterozigot
ARQ/ARQ G145V Homozigot
ARQ/ARQ N146S Homozigot
ARQ/ARQ G145V Heterozigot
ARQ/ARQ N146S Homozigot
ARQ/ARL G127S Heterozigot
ARQ/TRQ G127S Heterozigot
ARQ/ARQ G127S Homozigot

7.5 Nor98 Genotip Frekanslari ve Polimorfizmler

Scrapie i¢in direngli oldugu tahmin edilen ARR, AHQ ve ARQ alelleri Nor98 hastaligina
karg1 duyarliligi arttirr. Bu alellerin duyarlilik dereceleri swrasiyla ARQ, AHQ ve ARR
seklindedir.

Caliymamizda elde edilen ilgili genotipler ARQ/ARQ ve ARQ/ARR’dir. Buna gore, Nor98
bakimimdan en duyarl ik, %76,923 ARQ/ARQ genotip frekansi ile Shal wrkidir. Shal irkini
Iran yerli klarindan birisi olan Lori-Bakhtiari 1rk1 %75,000 ARQ/ARQ genotip ferkansi ile
takip etmektedir. Homozigot ARQ/ARQ genotip frekans1 Zandi rkinda %69,102°dir. Tiirkiye
yerli koyun wrklarmin ARQ/ARQ genotip frekanslari Ivesi ve Morkaraman 1rklarinda sirasiyla
%56,250 ve %37,83 seklindedir. Ornekler ARQ/ARR genotipi bakimidan incelendiginde
ise, Morkaraman %29,720 genotip frekans ile ilk sirada yer alirken, Lori-Bakhtiari irk1 agik



34
bir ara ile (%7,500 frekans ile) ikinci sirada bulunmaktadir. Bu irklari, %6,250 ve %2,564
genotip frekanslari ile sirasiyla Ivesi ve Shal irklar1 takip etmektedir.

Calismamizda AHQ haplotipi herhangi bir irkta ve genotipte rastlanmamistir. ARR/ARR

genotipine ise, herhangi bir 6rnekte gdzlemlenmemistir.
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8. TARTISMA

8.1 Alel Frekanslan

Iran ve Tiirkiye’de kayda gecmis bir scrapie vakasi yoktur. Bunun yerli ve melez koyun
rklarinin - genotiplerinden kaynaklanip kaynaklanmadigi Tirkiye’deki bazi calismalarla
gosterilmistir (Un vd, 2008). Bu calismalarin sonuglarina gére duyarliliga sebep olan VRQ
aleli diisiik frekanslarla izlenmistir (Un vd, 2008). Bizim calismamizdan da elde edilen
sonuglar bu bulguyu desteklemektedir. Homozigot VRQ alelinin genotipik kombinasyonu bir
tek Morkaraman wrkinda %2,702 oranla goriilmiistiir (Cizelge 7.2). Vi36R154Q171 aleli ise,
sadece Tiirkiye koyun rklarmda (Ivesi ve Morkaraman) rastlanmistir. Daha &nce yapilan bir
calismada Morkaraman irkinda sadece ARR ve ARQ haplotipleri gbzlemlenmistir (Lithken
vd., 2008).

Calismamizda PrP proteininin 154. kodonunda sadece arginin amino asidinin (R154) varligi
saptanmistir. Duyarliligi arttirdig tahmin edilen H154 polimorfizmi (Ekateriniadou vd., 2007)
daha once Tiirkiye yerli ve melez wklar1 arasinda, yerli bir wrk olan Imroz koyunlarmnda

goriilmiistiir (Goniilalp vd., 2008; Un vd., 2008).

Avrupa’da farkli koyun wklarmin PrP genlerindeki polimorfizmler arastirilmistir; bunlar
Alman (Drogemiiller vd., 2001, 2004), Avusturyali (Sipos vd.,2002), Fransiz (Palhi¢ére vd.,
2002), Ingiliz (Arnold vd., 2002; Baylis vd., 2004), Irlandali (O’Doherty vd., 2000, 2004),
Ispanyol (Ponz vd., 2003; Legarra vd., 2004; Acin vd., 2004;) italyan (Blasi vd., 2003;
Vaccari vd., 2007; Pongolini vd., 2009), izlandali (Thorgeirsdottir vd., 1999), Norvegli
(Tranulis vd., 1999), Polonyali (Walawski ve Czarnik, 2003; Jasik ve Reichert,, 2006),
Portekiz (Orge vd., 2003; Gama vd., 2006) ve Yunan (Billinis vd., 2004) koyun wklaridir.
Biitiin bu wklarda sayisal olarak baskin olan alel, PrP geninin atasal formu oldugu tahmin
edilen ARQ alelidir. Bizim sonuglar elde ettigimiz bu diisiinceyi dogrular niteliktedir. Ayrica
sOzii edilen alelin geleneksel olarak zor kosullar altinda yetistirilen irklarda yiiksek frekansla
izlendigi sanilmaktadir (Palhiére vd., 2002; Sipos vd., 2002). Bu calismada cetin kosullarda
yetistirilen yerli wrklarm kullanilmasi ve bu wrklarin ARQ yiiksek frekansina sahip oldugunun

belirlenmis olmasi bu varsayimi dogrular niteliktedir.

ARR haplotipi diger wrklara nazaran biiyiik bir fark gostererek yiiksek bir oranla Morkaraman
koyunlarinda izlenmistir. Bu bulgu Liihken ve arkadaslarinin sonuglarmi destekler (Liihken
vd., 2008).
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Diinyada ¢ok az rastlanan SRQ haplotipi Tiirk wklarda hi¢ rastlanmadigi halde iran
rklarindan Shal ve Zandi koyunlarinda birer kez olmak iizere goriilmiistiir. S6z konusu bu
alel benzer ¢aligmalarda incelenen diger Tiirkiye rklarinda da hi¢ goriilmemistir (Lithken vd.,
2008; Un vd., 2008).

TRQ aleli ise, Shal ve Zandi wrklarinda sirasiyla 5 ve 6 bireyde izlenmistir. Bu haplotip
Morkaraman 1rkinin iki koyununda da rastlanmistir. Bu haplotip daha dnce calisilan Tiirkiye
yerli wklarindan Akkaraman, Daglg, Imroz ve Karayaka koyun wklarinm higbirinde
rastlanmamusitir (Lithken vd., 2008; Un vd., 2008).

ARK haplotipi birer bireyde olmak {iizere her iki Tirkiye yerli koyun wrkinda da
kaydedilmistir. Bu haplotipin 187 6rnegin sadece ikisinde bulunusu bu haplotipin nadir olarak
sadece bazi belli koyun gruplarindaki varligina isaret etmektedir. Bu sonu¢ daha oncelerde

yapilan arastirmalarin sonuglari ile ortiismektedir (WaBmuth vd., 2001; Liithken vd., 2008).

Bugiine kadar PrP kodonlar1 bakimindan arastirilmis Tirkiye yerli koyun irklar1 arasinda
Sakiz irk1 en yiiksek ARR haplotip frekansi ile en direngli koyun ki olarak nitelendirebilir
(Cizelge 8.1). Iki farkli arastirmada ele alinan Morkaraman 1rkinin koyunlar1 haplotip dagilimi
bakiminda iki degisik olgu gostermistir. Liikkhen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ARR
haplotipinin frekans1 yiiksekken bizim ¢alismamizda bu alelin orani diistiktiir. Diger yandan
Liikhen’in ¢alismasinda bulunmayan VRQ haplotipi bu ¢alismada g6z ardi1 edilmeyecek bir
frekansa sahip oldugu gosterilmistir (Cizelge 8.1).

Cizelge 8.1 Tiirkiye yerli koyun wklarmin PrP haplotip frekanslar
(Liikhen vd., 2008; Un vd., 2008).

Ornek Sayisi ARR ARQ VRQ
Akkaraman 17 8,82 52,94 0,00
Daghe 31 16,13 80,65 0,00
Imroz 31 24,19 74,19 0,00
Ivesi 32 6,25 73,43 1,56
Karayaka 30 25,00 73,33 1.67
Kivircik 44 42,05 51,14 3,41
Morkaraman 31 22,58 77,42 0,00
Morkaraman 37 17,56 62,16 4,05

Sakiz 34 55,88 29,41 1,47
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8.2 Genotip Frekanslan

Tongue ve arkadaslarinin (2004) calismalarinda kullandiklar1 risk tablosuna gore
caligmamizda yararlanilan yerli wklarinin genotipik degerlendirilmesi Cizelge 8.2°de
gosterilmistir. Bu tabloya gore koyunlar direngliden duyarhiga dogru bes farkli risk grubunda

yer almaktadir.

En cok diregli genotip olarak kabul dilen ARR/ARR genotipinin hicbir yerli irkta bulunmayis1
onemli bir konudur. Bu sorun ilgili genin baska bir wktan bu wrkin gen havuzuna kontrollii
olarak aktarilmasi ile giderilebilir. Boylece ARR haplotipinin arttirilmasi ile genetik olarak

direngli koyun nesilleri elde edilebilir.

Arastirmada Orneklendirilen diger yerli koyunlarla kiyaslandiginda Morkaraman koyunlar1
farkli bir genetik direnglilik olgusu géstermektedir. Bu wkin iyeleri %29,72 oraninda ikinci
risk grubunda yerlesir (Cizelge 8.2). Diger yandan bu irkin bazi {iyelerinde VRQ haplotipi

homozigot ve heterozigot seklinde mevcuttur.

Cizelge 8.2 Iran ve Tiirkiye yerli koyun wrklarmin genotiplerine gore risk grubu

siniflandiriimasi.
PrP Irklar
Genotipi
Ivesi Morkaraman  Lori- Shal Zandi
(n=32) (n=37) Bakhtiari  (n=39)  (n=39)
(n=40)
1 ARR/ARR 0 0 0 0 0
2 ARR/TRQ 0 0 0 0 0
2 ARR/ARQ 6,250% 29,720% 7,500% 2,564% 0
2 ARH/ARR 0 2,702% 5,000% 0 0
3 TRQ/TRQ 0 2,702% 0 0 0
3 ARQ/TRQ 0 0 0 10,256% 10,256%
3 ARQ/ARQ 56,250%  37,830% 75,000% 76,923% 69,102%
3 ARQ/ARH 28,120%  18,910% 12,500% 10,256% 15,384%
3 ARH/ARH 0 0 0 0 2,564%
4 ARR/VRQ 3,125% 2,702% 0 0 0
5

VRQ/VRQ 0 2,702% 0 0 0
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Duyarlilik ve direnglilik iizerinde etkili olduklari sanilan ii¢ kodon bakimindan en ¢ok
genotipik ¢esitlilik Morkaraman koyun wkinda tanimlanmustir. Ivesi ve Zandi irklar1 ise,

cesitlilik bakimindan ikinci siray1 paylagirlar.

Scrapie bakimindan ikinci risk grubunda yer alan ARR/ARQ genotipi Zandi ki disinda
calismada kullanilan biitiin koyun irklarinda goriilmiistiir. TRQ/TRQ genotipi ise, sadece
Morkaraman koyunlarinda izlenmistir. SRQ/TRQ ve ARQ/TRQ genotipleri Iran yerli
irklarindan Shal ve Zandi koyunlarinda gézlemlenmistir. ARQ/TRQ genotipinin frekansi her
iki rktada esittir. Ikinci risk grubunda yerlesen ARH/ARR genotipi Morkaraman ve Lori-
Bakhtiari klarinda kaydedilmistir. ARH/VRR genotipinin varhig1 bir tek Ivesi irkinda
gosterilmistir. ARH/ARH ve ARQ/ARL genotipleri de sadece Zandi irkinda izlenmistir
(Cizelge 8.3).

Cizelge 8.3 Iran ve Tiirkiye yerli rklarinin genotip dagilimn.

| ivesi
B Morkaraman

Lori-Bakhtiari

m Shal
o Shal .
mgdo’ B Zandi
< EEge @ ¥ ¢ < ivesi
E < [~
$dIgSIIEEE Yo .
<EgmxBIB\<§mm
< € € = T 3 2 = <
<32 %z g g g
< g ¥ <
> <

Daha once Tiirkiye yerli koyun irklar1 ile bizim ¢alismamiz karsilastirildiginda en direncli
genotip olarak tanimlanan ARR/ARR genotipinin frekans1 Sakiz wkinda en yiiksek
seviyedeyken, Akkaraman, ivesi ve bizim ¢alisgmamizda incelenen Morkaraman koyunlarida
bu genotip hi¢ gozlenmemistir (Cizelge 8.4). En duyarli genotip olarak one siiriilen
VRQ/VRQ genotipi ise, sadece, bu c¢alismada yer alan Morkaraman koyunlarinda
kaydedilmistir (Cizelge 8.4).
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Cizelge 8.4 Tiirkiye yerli koyun irklarmda PrP genotipleri (Liikhen vd., 2008; Un vd., 2008).

Ornek ARR/ARR ARQ/ARQ ARR/VRQ ARQ/VRQ VRQ/VRQ
Sayis1

Akkaraman

Daghe

Imroz

Ivesi

Karayaka

Kivircik
Morkaraman
Morkaraman
Sakiz

Bizim c¢alismamiz Avrupa’da yapilan arastrmalarla kiyaslandiginda Ingiltere koyun
irklarinda ARR/ARR genotipinin yliksek bir frekansa sahip oldugu goriiliir (Cizelge 8.5).
Scrapie hastaliginin ilk dnce Ingiltere’de meydana ¢iktig1 gdz oniinde bulundurursa, su anda
dayaniklilik oranmn yiiksek olmasi hayvancilikta kontrollii bir seleksiyon programinin

yiiriitiilmesi sayesinde gergeklestigi diisiiniilebilir.

Bu ¢aligmada da arastirmamizda oldugu gibi birgok Avrupa iilkesinde ARQ/ARQ genotipinin
frekansi diger genotip frekanslarina nazaran oldukga yiiksek degerler sergilemektedir (Lipsky
vd., 2008) (Cizelge 8.5). Bu bulgu ARQ alelinin PrP geninin atasal aleli olabilecegi

varsayimini onaylamaktadir.

ARK haplotipi ise, daha once belirtildigi gibi PrP’nin ender rastlanan bir haplotipi olarak
sadece Ivesi rkinda ve Italyan bir wkta (Bergamasca) rastlanmistir. Bununla beraber,
scrapieye karst en duyarli genotip olan VRQ/VRQ genotipinin frekanst ¢ogu Avrupa
tilkesinde sifir olarak bulunmustur (Cizlge 8.5) (Liihken vd., 2008).
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Cizelge 8.5 Iran ve Tiirkiye yerli koyun rrklarmin genotip frekansinin bazi Avrupa wrklarr ile
karsilastirilmast.

Irklar PrP

Genotipleri

ARR/ARR  ARQ/ARQ ARQ/ARK  ARR/VRQ  VRQ/VRQ
Iran (Shal) 0,00 76,92 0,00 0,00 0,00
Tiirkiye (Ivesi) 0,00 56,25 3,12 3,12 0,00
italya 0,00 25,81 0,00 0,00 0,00
(Altamurana)

Almanya 0,00 53,33 0,00 0,00 0,00

(Weisses

Bergschaf)

Fransa (Thone 0,00 64,32 0,00 0,00 0,00
et Martod)

Ingiltere 25,81 29,03 0,00 3,23 0,00
(Welsh

Mountain)
Ispanya 12,90 51,61 0,00 3,23 0,00

(Colmenareiia)

Son olarak, burada arastirilan 6rnek sayisinin kisitli olusuna gore her irktaki numune sayismin
artigina takiben PrP haplotip ve genotip frekanslarinda kiigiik degisimlerin gdzlenebilecegi

g6z ard1 edilmemelidir.
8.3 Ek Polimorfizmler

Koyunlarda tek niikleotid polimorfizmleri 50 bireyde gozlenmistir (Cizelge 7.3). Ilgili
polimorfimzler M112T, G127S, G127V, H143R, G145V ve N1468S seklindedir.

Arastrmada kullanilan yerli koyun wklar1 ek polimorfizm bakimindan diger yerli koyun
rklar1 ile farklar1 aragtirmak amaciyla incelendiginde bes farkli polimorfizme rastlanmustir.
Tiirkiye yerli koyun wklar1 olan Imroz, Kivircik ve Sakiz’dan farkhi olarak (Un vd., 2008)
Ivesi ve Morkaraman koyunlarmda M112T, G127S, G127V, H143R polimorfizmleri
bulunmustur. Imroz, Kivircik ve Sakiz irklarinda belirtilen ek polimorfizmler M112T, A116E,
R138M, N146S, Y172D, S173N, V179E ve R231R seklindedir (Un vd., 2008). iran yerli
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koyun rklarindan Lori-Bakhtiari, Shal ve Zandi koyun irklarinda ise, M112T, G127S, G145V
ve N146S polimorfimleri goriiliir. Bu wrklarda en ¢ok goriilen polimorfizmler sirasiyla G145V
veN146S polimorfizmleri goriilmiistiir. S6z konusu tek niikleotid polimorfizmleri en ¢ok
ARQ/ARQ genotipine sahip bireylerde bulunmustur.

Calismamizda kullanilan beg farkli irk arasinda en az polimorfizm tek bir bireyde olmak tizere
Lori-Bakhtiari rkinda goriilmiistiir. Polimorfik gesitlilik bakimindan en zengin wk Shal wkidir
(Cizelge 7.3).

Scrapie lizerinde etkili oldugu diisiiniilen 168. kodondaki ek polimorfizmler (Kirby vd., 2006)

higbir irkta rastlanilmamistir.

Calismamizda ARQ/ARQ genotipinin yiiksek frekansla izlenmesi ve ARR/ARR genotipinin
analiz edilen hicbir wkta goriilmemesi homozigot ARR alel frekansmin yiikselmesi i¢in
gelistirilen secici yetistirme programlarinda karsilagilabilen en 6nemli sorunlardan birisidir.
Netice itibari ile bulgularimiz scrapieye direncgliligi arttrmak amaciyla tasarlanan uygun
ciftlestirme programlarinin Onemini vurgulamaktadir. Buna uygun olarak biiyiik kitle
genotipleme ¢alismalar1 gereklidir. Ayrica scrapieye direngli haplotipinin frekansini
yiikseltmek i¢in s6z konusu alel diger rklardan gen havuzuna aktarilmali veya biyoteknolojik

yontemler ile gerceklestirilen manupulasyonlar vasitasiyla bu zorluklar giderilebilir.

Diger yandan arastirilan yerli koyun rklarinda ARR haplotipinin diisiik frekans ile
gbdzlemlenmesi segici hayvancilik programlarini zorlastiran 6nemli bir husustur. Bu sorunun
ortadan kaldirilmasi ve saglikli hayvan nesillerinin yetistirilmesi amaciyla koyun wklarinin
Oliimciil scrapie ve Nor98 hastaliklarina benzer hastaliklar yoniinden degerlendirilmesi ve ek

polimorfizmlerin bu hastaliklar iizerindeki kesin etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir.
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