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TURKIYE’DEKi MELEZ KOYUN IRKLARINDA PRiON GENi ANALIZi

OZET

Scrapie koyun ve kegilerde goriillen merkez sinir sistemine ait hiicrelerin prion molekiillerini
etkileyerek oliimle sonuglanan bir bulasici siingerimsi ensefalopati hastaligidir. Hastaligin
bulasic1 olmasi ve hastalik etkeninin bir¢ok dezenfektana direngli olmasi engellenmesinin gii¢
olmasina neden olmaktadir. Koyunda PrP genindeki polimorfizmler hayvanin hastalifa olan
duyarliligim belirler. Bu amagla Avrupa Birligi Avrupa koyun irklart i¢in genotipleme ve
secici tireticilik programlar1 olusturmustur. Tiirkiye’deki koyun irklart i¢in genotipleme
calismalar ise yetersiz kalmistir.

Bu tezin amaci Tiirkiye’de bulunan ve Tiirk irklariyla yabanci irklarin melezlenmesiyle daha
bircok iyi ©Ozelligi biinyesinde barindirmasi amaglanan Siyah basli Alman-Kivircik,
Hampshire-Merinos ve Rambouillet-Daglic melezlerinin degerlendirilmesi ve risk gruplarinin
bulunmasidir. Bu amagla bu melez irklarin genotipleri PCR ve sekanslama ile belirlenmistir.

Caligmamizda bulunan polimorfik alleller ARR, ARQ, ARK, ARL, TRR, TRQ, VRR ve 9
genotip ARR/ARR, ARQ/ARQ, ARR/ARQ, ARQ/TRQ, ARQ/ARL, ARR/VRR, ARR/TRR,
ARK/ARK ve ARL/ARL’dur. Ayrica PrP geni iizerinde M112T, K113N, A116E, A116D,
M173V, S173N ve V179E ek polimorfizmleri bulunmustur. Elde edilen veriler melez 1rklarin
yiiksek degiskenlikte ve direnclilik agisindan 1. ve 2. risk grubuna (direngli) dahil oldugunu
gostermistir. Bu calisma arastinnlan koyunlarin klaisk scrapieye dayanikliliginin %100
diizeyde olmadiginmi gostermistir.

Anahtar kelimeler: Scrapie, PrP geni, bulasici siingerimsi ensefalopati, prion, Tiirk koyun
wrklar1, genotip, sekanslama, PCR, polimorfizm, Kivircik, Merinos, Ramli¢, melez 1rk.
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PRION GENE ANALYSIS OF THE TURKISH CROSBREDS

ABSTRACT

Scrapie is an infectious spongiform encephalopathy fatal disease of sheep and goat that effects
the prions of cells of central nervous system. It’s an hard to stop the outspread because the
infectious agent is contagious and resistant to many disinfectant. Polymorphism in the PrP
gene of the sheep related to scrapie susceptibility. Selection programmes of European sheep
breeds for scrapie based on PrR genotypes are available and supported by European Union.
So far these genotyping data for Turkish sheep breeds are insufficient.

The aim of the thesis was the genotyping of PrP gene in crossbreds of Turkish native breeds
and foreign breeds- Black headed German-Kivircik, Hampshire-Merinos and Rambouillet-
Daglic and find out their risk groups. Therefore these crossbreds genotyped by means of PCR
and direct sequencing in this thesis.

The polymorphic alleles were ARR, ARQ, ARK, ARL, TRR, TRQ, VRR and 9 genotypes
were ARR/ARR, ARQ/ARQ, ARR/ARQ, ARQ/TRQ, ARQ/ARL, ARR/VRR, ARR/TRR,
ARK/ARK and ARL/ARL. Also 7 different additional polimorphism were identified on PrP
gene M112T, K113N, A116E, A116D, M173V, S173N and V179E. According to our PrP
genotype analysis data the crossbreds are high variable and most of the genotypes belong to
risk group 1 and 2 for their resistance of scrapie. The investigated breeds found to be not
100% resistant against classical scrapie.

Keywords: Scrapie, PrP gene, transmissible spongiform encephalopathy, prion, native
Turkish sheep breeds, genotype, sequencing, PCR, polymorphism, Kivircik, Merinos, Ramlig,
crossbred



1. GIRIiS

PrP geni insan, koyun, keci, sigir ve birgok memeli canlida korunmus; 6zellikle merkezi sinir
sistemi noron ve destek hiicrelerinde olmak iizere bircok dokuda (lenf sistemi, 16kositler ve
periferal hiicreler) sentezlenen ve hiicre membram yiizeyinde hiicre taninmasi ve adezyon,
ligand alinimi ve transmemban sinyalizasyonda gorev alan prion molekiiliinii kodlar. Bu
molekiile prion ismi, Ingilizce “proteinaceous infectious particle” yani protein tipinde
enfeksiyonel partikiil kelimesinin kisaltilmas1 olarak verilmistir. PrP geninde meydana gelen
degisimler koyun ve kecide scrapie ve Nor98, sigirda BSE ve insanda Creutzfeldt-Jakob
(CJD), Fatal Familial Insomnia (Oliimciil Ailesel Uykusuzluk) ve Gertsmann-Straussler-

Schinker (GSS) gibi hastaliklara neden olurlar.

Scrapie, koyunlarda 17. yiizyildan beri bilinen bir bulasici spongiform ensefalopati ya da
prion hastaligidir. Hastalik nedeni, hiicrede normal sekilde bulunan prion (PrP! - PrP%)
molekiillerinin hastalik yapici ve proteaza direngli bagka bir PrP izoformuyla (PrP™e-
PrP%) etkilesmesi sonucunda merkezi sinir sistemine ait sinir hiicrelerinde bu hastalik yapan
formun birikmesidir. Hastalik ¢ogunlukla uzun bir inkiibasyon siiresi (1-3 yil) sonunda
hayvanin hareketlerinde degisiklikler/bozukluklar ve psikolojisinde degisiklikler seklinde
belirtiler gosterir; belirtilerin ortaya ¢ikmasinin ardindan 3-5 aylik donem sonunda &liim

gerceklesmektedir.

Koyunlarda scrapie hastaliginin goriilmesi ve inkiibasyon siiresinin uzunlugu hayvanin PrP
genindeki polimorfizlerle ilgilidir; 136. [Alanin (A) ya da valin (V)], 154. [Arginin(R) ya da
histidin (H)] ve 171. [R, H ya da glutamin (Q)] kodonlardaki polimorfizmler hayvanin scrapie
icin duyarli ya da direngli olmasini yiiksek oranda belirler (Goldmann vd., 1994; Belt vd.,
1995; Hunter vd., 1996). ARR/ARR homozigot genotipi en yiiksek oranda direnglilik
gosterirken, VRQ/VRQ ise en yiiksek scrapie duyarliligina sahip genotiptir. ARQ genotipi
dogada goriilen wild tipte alleldir (Elsen vd., 1999).

Avrupa’da Norvec, italya, Avusturya, ingiltere, Fransa, Almanya, Irlanda, ispanya, Portekiz,
Yunanistan, Slovakya ve Estonya gibi bircok iilke kendi koyun tiirleri icin genotip belirleme
calismalart yapmis, Avrupa Birligi tarafindan ortadan kaldirilmak istenen scrapieye
direncliligi saglamak iizere segici iireticilik programi gelistirmis ve uygulamaktadir. Bir¢ok
koyun tiiriine sahip olan iilkemizde yakin zamanda Un vd.’nin (2007) calismasi disinda yerel

koyun 1rklarinda scrapie direnglilik allelerinin arastirilmasi i¢in bir ¢alisma yapilmamistir.



Calismamizda yabanci wrklarin 6zelliklerinin Tiirk irklariyla birlestirilerek cevre kosullarina
daha dayanikli ve et agisindan daha verimli irklar elde edilmesi amaglanmis melez irklar
kullanilmistir. Scrapieye olan direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla hastalik tasimayan
Ramli¢c (n=45), Siyah basli Alman - Kivircik (n=43) ve Hampshire - Merinos (n=45) melez
irklarina ait koyunlarda 149 kan 6rnegi alinarak DNA izolasyonunun ardindan PCR ve direkt

sekanslamayla genotipler elde edilmistir.



2. PRiON PROTEINLERI

2.1 Prionlar

Son 30 yilda yapilan calismalar, 6zellikle bir protein molekiiltinii bilinen enfeksiyoz etkenler
olan bakteriler ve viriisler disinda yeni bir hastalik yapici etken olarak ortaya koymustur.
Proteinin ke¢i ve koyunlarda olusturdugu hastaliklarin 17. yiizyildan itibaren (Parry ve
Oppenheimer, 1983) bilinmesine ragmen Prion (proteinaceous infectious particle - PrP)

(Prusiner, 1982) adin1 alarak c¢alisilmas1 ancak 20. yy’da gerceklesmistir.

Normal prionlar, 27-30 kDA (tiirlere gore 30-35 kDA) agirliginda, genis bir a heliks ve kisa
bir B yaprak yapisinda olan ve hiicre membranin dis yiizeyine bir glikofosfatidilinositol (GPI)
araciligiyla baglanan glikoproteinlerdir (Prusiner, 1982; McKinley vd., 1983, Hope, 2000).
Hastaliga neden olan prionlarsa benzer agirlikta, daha kisa bir a heliks ve daha ¢ok B yaprak
yapisina sahip, proteazlara direcli glikoproteinlerdir. PrP*¢ ‘ler hiicre icinde bulunduklarinda,
PrP® ‘lerin sentezi sirasinda sablon gorevi gorerek hastaliga neden olan forma déniismelerine
neden olurlar (Prusiner vd., 1998; Hope, 2000; Hopp vd., 2001). Hiicre i¢cinde olusan Prp5¢
‘ler hiicre disinda birikerek TSE (Transmissible Spongiform Encephalopathies—Bulasici
Siingerimsi Ensefalopatiler) ya da Prion Hastaliklar1 adi1 verilen norodejeneretif merkezi sinir

sistemi hastaliklarini olustururlar (Prusiner vd., 1998; Hope, 2000; Hopp vd., 2001).

Hayvanlarda goriilen prion hastaliklarindan koyun ve kegilerde scrapie, siirlarda goriilen
BSE (Bovine Spongiform Encephalopathies), mule geyik ve elklerde CWD (chronic wasting
disease), mink ve kedigil bulasici siingerimsi ensefalopatiler en 6nemlileridir (Hope, 2000,
Castilla vd., 2005; Goldmann vd., 2005; Ronzon vd., 2006). Son donemde bulunan ve
sporadik olgular olan koyunda Nor 98 ve sigirlarda BASE gibi hastaliklarda bulunmaktadir
(Benestad vd., 2003; Casalone vd., 2004; Watts vd., 2006). Insanlarda bilinen prion
hastaliklar1 ise Gerstman-Striaussler-Schinker Sendromu (GSS), sporadik ve ailesel 6liimciil
uykusuzluk hastaligi (FFI — Fatal Familial Insomnia), Kuru ve sporadik, ailesel, iatrojenik
formu bulunan ve son olarak ortaya c¢ikan degisken Creutzfeldt-Jakob Hastaligi’(sCJD, fCID,
iCJD, vCID) dir (Gajdusek, 1977; Castilla vd., 2005; Goldmann vd., 2005).

PrP%“nin inkiibasyon siiresi aylardan 5-10 yila kadar siirebildigi gibi biitiin GSS ve FFI
vakalar ile CJD vakalarinin % 10’u kalitsal olarak aktarilmaktadir. Bu tiir hastaliklar genetik
kokene sahip olsalarda hastaligin organ nakli, kan transfiizyonu ve diyaliz gibi yontemlerle

bagkalarina bulagma riski bulunmaktadir.



Prion hastaliklarinin diger bakteriyal ya da yavas viriis hastaliklariyla, protein katlanma
hastaliklarindan ayirt edilmesinde hastaliga neden olan PrP*“nin birka¢ 6zelliginin bulunmasi
sayesinde ulagilmustir. PrP*“nin en Gnemli ozelligi proteazlara, yiiksek 1s1 ve basinca, ¢esitli
dezenfektanlara (B-propiolaktan, etanol, fenol, camasir suyu, aseton, iire, bazi kuvvetli
deterjanlar), formaldehite, UV’ye ve iyonize radyasyona direncliliktir (Gordon, 1946; Alper
vd., 1966; Alper vd., 1967; Latarjet vd., 1970; Gibbs vd, 1978; Prusiner, 1982; Prusiner,
1998; Brown vd., 2000; Brown vd.,2003).

Prionlarin calisilmasiyla prionlarin genel o6zellikleri olarak goriilebilecek 4 yeni sonuca

varilmustir ( Prusiner, 2001; Weissman, 2004) , bunlar:

1 Prionlar genetik materyal tasimayan enfeksiydz ajanlardir, bilinen diger tiim
enfeksiyon ajanlarn genetik materyale sahiptir ve onlarin kodladigi etkenler ile

enfeksiyon gosterme yetenegindedir.

2 Prion hastaliklar, diger norodejeneretif hastaliklar gibi genetik kokenli ya da sporadik

mutasyonlar sonucu olusabilir ancak onlarin tersine bulasici olabilirler.

3 Prionlar noronlarda hiicrede protezalara olan direnci nedeniyle yikilamadiklarindan
merkezi sinir sisteminde noronlarda birikerek hiicre 6liimiiyle norodejenerasyona yol

acarlar (DeArmond ve Bouzamondo, 2002).

4 PrPler olusmasma neden olan degisik mutasyonlar nedeniyle degisik
konformasyonlara sahip olabileceklerinden farkli hastalik fenotiplerine neden

olabilirler (Telling vd., 1996).

2.2 Sadece Protein Hipotezi

Sadece Protein Hipotezi, Stanley Prusiner tarafindan “ prionlar niikleik asit tasimayan, protein
yapisinda bulasict ve PrP “nin yapisim degistirerek enfeksiyona neden olan partikiillerdir ”
seklinde tanimlanmistir (Prusiner, 1982; Prusiner 1997). Prionlar ve prion hastaliklar
tizerinde yapilan calismalar, bu hipotezin dogrulugunu kanitlayan bircok bulguyu

gostermistir:

1. Biyokimyasal ve immiinolojik calismalar gostermistir ki PrP* ve scrapie
enfeksiyonlar1 birbirleriyle ortiismektedir, bu nedenle hastalifin bulasict etkeni

PrP%° “dir (Prusiner vd., 1984).



10.

11.

PrP““nin aktivitesini azaltacak/ortadan kaldiracak uygulamalar enfeksiyon olusturma

riskini azaltir/ortadan kaldirir (Prusiner vd., 1993).

PrP%‘nin hiicrede bulunan miktar1 direkt olarak prion miktarlariyla orantilidir

(Gabizon vd., 1988).

prp% disinda hastaliga neden oldugu diisiiniilebilecek viriis benzeri partikiiller ya da
bilinmeyen bir genoma ait niikleik asit dizisi bulunmamistir (Safar vd., 2005)
Enfeksiyona neden olan ajan niikleik asitleri pargaladigi bilinen uygulamalardan

etkilenmemektedir (Alper vd., 1967; Prusiner, 1982).

PrP% birikimi sonucu amiloid plak olusumu seklindeki patoloji, nerdeyse istisnasiz

olarak prion hastaliklariyla iligkilidir.

PrP geni mutasyonlari, PrP* olusumuna ve genetik olarak kalitsal prion hastaliklarina

neden olurlar.

PrP geni i¢in knock out fareler prion enfeksiyonuna direclidirler (Bueler vd., 1993).
Ayrica PrPSnin agin ekspresyonu, PrP* olusum hizimi arttirdigindan inkiibasyon

suresini kisaltir.

Tiirlerin PrP geni dizilerindeki farkliliklar, her zaman icin gegerli olmasa da tiirler

arasinda prion hastaliklarinin aktarimini engeller.

Kimerik olarak hazirlanmis ya da bir kismu ¢ikarilmig PrP genleri tiirler arasindaki
prion hastaliklarinin aktarimina olan engeli ortadan kaldirabilir (Legname vd., 2004,

Legname vd., 2005).

FFI’ya neden oldugu bilinen D178N mutasyonunun ayni zamanda fCJD’de de
goriilmesi, prionlarin farkli patolojik durumlara neden olabildigini gostermektedir

(Montagna vd., 2003).

PrP%  in  vitroda hiicredekine  benzer sekilde PrP“nin doniisiimiinii

gerceklestirebilmektedir (Kocisko vd., 1994; Caugney vd., 1999; Saborio vd., 2001).



2.3 PrPC Hiicre Biyolojisi

PrPS, biitin memelilerde beyin ve omurilikte bulunan sinir hiicreleri ve glialar ile cesitli
periferal dokular ve 16kositler tarafindan sentezlenen bir glikoprotein molekiiliidiir. Normalde
bu hiicrelerin, o6zellikle sinir hiicrelerinin sinaptik membranlarinda, dis yiizeyine bir
glikofosfotidilinositol kancasi (GPI anchor) ile bagli olarak bulunurlar (Stahl vd., 1987;
Moser vd., 1995; Dodelet ve Cashman, 1998).

2.3.1 PrP¢ nin fonksiyonu

PrP mRNA’s1 fare ve tavukta embiyogenezin erken donemlerinde ilk olarak beyinde
goriilmeye baslanir ve gelisim devam ettikce miktarlar1 artar. Yetiskin merkezi sinir
sisteminde PrP ve mRINA’s1 yaygin olarak goriiliirken 6zellikle neokortikal ve hipokampal
noronlarda, Purkinje hiicrelerinde, omurilik motor no6ronlarinda daha yiiksek
konsantrasyonlarda goriiliir (Kretzschmar vd., 1986; DeArmond vd., 1987; Hope, 2000).
Merkezi sinir sistemi disinda gelisimin ilerleyen asamalarinda iskelet kaslari, bobrek, kalp,
ikincil lenfoid organlarda da PrP mRNA’sina rastlanilmaktadir (Harris vd., 1993; Moser vd.,
1995; Dodelet ve Cashman, 1998; Ford vd., 2002).

PrP€ ‘nin normal fonksiyonlar1 halen tam olarak bilinmese de hiicre yiizeyinde yer almasi
adhezyon ve hiicre tanmimasi, ligand alimimi veya transmembran sinyalizasyonda rol aldig
diigiiniilmektedir. Bunlarin disinda immiin diizenleme, sinyal iletimi, sinaptik iletim ve
apoptosizi indiikkleme ya da 6nleme gibi gorevleri oldugu da ileri siiriilmiistiir. Saflagtirilmig
PrP nin peptid tekrar bolgesinin bakir baglamasi, PrP null farelerin membran aracili bakir
aliminin azalmasi nedeniyle diisiik hiicre i¢i bakir icerigi, buna bagl olarak azalmis bakir-
¢inko siiperoksit dismutaz aktivitesi PrP“‘nin bakir metabolizmasinda gorev aldigini
gostermistir (Brown vd., 1997a; Brown vd., 1997b; Hornshaw vd., 1995). Yakin zamanda
yapilan caligmalar PrP¢ ‘nin uzun donemde hemapoetik kok hiicrelerinin yeniden
olusturulmasinda da sentezlenmekte oldugunu (Zhang vd., 2006), memeli gelisimsel ve
yetiskin donemde noral haberci aracilikli ¢ogalmada diizenleyici role sahip oldugunu (Steele
vd., 2006) ve eksozomal yollarla hiicre-hiicre iletisiminde rol aldigimi gostermistir (Fevrier

vd., 2004).

PrnpO/O farenin kesin olarak prion enfeksiyonlara direncli olmasi, PrP*° ‘haline doniisiim
gerceklestiginde prion proteinin normal gorevlerini yerine getirememesi gibi durumlar
PrP¢ ‘nin fizyolojik fonksiyonlarinin belirlenmesini, hastalik olusumu nedenlerinin daha iyi

anlasilabilmesi icin daha da 6nemli hale getirmistir (Harris, 1999). PrP geni hasarlanmig



farede yapilan caligmalar herhangi bir gelisimsel ya da anatomik bozukluk olusumunu
gostermemistir, ancak bazi calismalar hipokampusta elektrofizyolojik ve yapisal anormallikler
(Collinge vd., 1994; Colling vd., 1996), Purkinje hiicre kayb1 (Sakaguchi vd., 1996),
sirkadyan ritim ve uyuma diizeninde degisiklikler (Tobler vd., 1996) ve 6grenme ile hafiza da

degisiklilere neden oldugunu (Nishida vd., 1997) bildirmistir.
232 PrP€ yapisi ve biyosentezi

Memeli PrP geni yaklasik 250 amino asitten ve cesitli farkli alanlardan olusur; N-terminal
sinyal peptidi, bir dizi prolin ve glisinden zengin 8 tekrarli peptid dizisi, yiiksek oranda
korunan bir hidrofobik merkez ve GPI kancaya ek olarak sinyal gorevi yapan C-terminal

hidrofobik bolge (Sekil 2.1).
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Sinyal peptidi GPI sinyali

m Prolin ve glisin tekrarlan m GPl kancasi
. Korunmus bilge (Hidrofobik) T  HN-bagh oligosakkaritler

S—S Disiilfit baij (S-S)

Sekil 2.1 Memeli PrP geninin primer translasyon iiriinii (Ust sekil) ve olgun proteinin yapisi
(Alt sekil). A ve B oklar1 PrP® nin kesim bdlgelerini gostermektedir, C oku PrP* icerisindeki

bir kesim bolgesini gostermektedir (Harris, 1999).

PrP¢ de diger membran proteinleri gibi diiz endoplazmik retikulumdan sentezlenerek golgiye
gecer, oradan da membran yiizeyine aktarilir (Harris, 1999). Biyosentezi sirasinda PrP¢ N-

terminal sinyal peptidinin kesilimi, iki yerden (192. ve 208. amino asitten) N-bagl



oligosakkarit zincirlerinin eklenmesi, bir disiilfit baginin olugmasi (190 ve 225. amino asitler
arasinda) ve GPI kancasinin eklenmesi gibi (Stahl vd., 1987; Turk vd., 1988; Harper ve
Lansbury, 1997) bir cok translasyon sonras1 modifikasyon geg¢irir (Sekil 2.2). Yiiksek oranda
mannoz igeren ve endoglikosidaz H ile sindirime duyarli N-bagl oligosakkaritler ilk olarak
diiz endoplazmik retikulumda eklenir. Bunlar daha sonra golgide endoglikosidaz H’ye
direncli sialik asit iceren kompeks zincirlerle degistirilir. Endoplazmik retikulumda C-
terminal hidrofobik bolgenin kesiminden sonra eklenen GPI kancasi diger glikolipid kancal
proteinlere benzer sekilde bir ¢ekirdek yapisina sahiptir. Bu ¢ekirdek yapi1 C-terminal amino
asidine bagli bir etanolamin pargasi, iic mannoz pargasi, bir asetillenmemis glukozamin
parcas1 ve lipid c¢ift tabakasinin dis kismina gomiilii bir fosfotidilinositol molekiiliinden
Sce

olusur. Yapilan c¢alismalar PrP¢ ve PrP

bakimindan farklilik tagimadiklarini gostermistir (Endo vd., 1989; Stahl vd., 1992).

nin oligosakkarit zincirleri ve GPI kancalar

4

1.Sinyal peptidinin kesilmesi  5.0ligosakkarit ¢ekirdegin
2.0ligosakkarit ¢ekirdegin madifikasyonu

olusmasi G.0ligosakkarit cekirdek
3.Disiilfit baglarmm olusumu  ve GPI kancasma sialik
4.GPl kancasmm eklenmesi  asit eklenmesi

Sekil 2.2 PrP© biyosentezindeki adimlar (Harris, 1999).

PrP® nin her iki N-glikozilasyon bolgesinde olusan mutasyonlar sadece proteinin hatal
katlanmasina ve golginin ortasina yakin bir bolgede ayn bir bélme olarak birikmesine neden
olur (Rogers vd., 1993; Lehmann ve Harris, 1997). Bununla birlikte dogru N-glikozilasyon

biyosentetik tasima i¢in mutlak gerekli degildir; C-terminal bolgede olusan mutasyonlar ya da



glikozilasyon inhibitorii tunicamycin varliginda PrP¢ sentezinde bile az sayida prion
molekiiliiniin hiicre yiizeyinde bulundugu goriilmiistiir (Lehmann ve Harris, 1997). Normalde
hicbir etkileyici durum olmadiginda da hiicre yiizeyinde az miktarda glikozillenmemis PrP©
bulunmaktadir (Caughey vd., 1989; Lehmann ve Harris, 1997). Bir ya da iki N-glikozilasyon
baglanma bélgesi mutasyona ugramis PrP© molekiilii PrP* ‘ye benzer cesitli biyokimyasal
ozellik gosterir (Lehmann ve Harris, 1997). Bu sonu¢ dogal olarak PrP® ‘nin normal sekilsel
olgunlasma islemi sirasinda PrP*® ye benzeme isteginin bulundugunu ancak N- bagli glikan

zincirlerin bu degisimi 6nledigini gostermektedir (Harris, 1999).

2.3.3 PrP®nin hiicre ici lokalizasyonu ve dolasim

PrPC plazma membrani iizerinde bulunan bir hiicre yiizey proteinidir. PrP© hiicre yiizeyine
baglanisin1 GPI kancasi sayesinde gerceklestirdiginden bakteriyal fosfodilinositol (PI) segici
fosfolipaz C ile muamele edildiginde kancanin diasilgliserol kismi kesilerek serbest
kalabilmektedir (Borchelt vd., 1990; Caughey vd., 1990; Lehmann ve Harris, 1996). PrP¢ nin
aksonlarla sinir uclarina tasindigina dair biyokimyasal bulgular immiinoelektron
mikroskobuyla kanitlanmistir (Fournier vd., 1995; Sales vd., 1998). Isik mikroskobu
kullanilarak yapilan immiinositokimya calismalari PrP¢ nin oncelikli olarak olfaktor bulb,
limbik yapilar ve striato-nigral komplekste, daha az olarakta néronal perikarya ya da olfaktor
sinir disinda diger sinir yollarinda goriildiigiinii gostermistir (Sales vd., 1998). Bu morfolojik
bulgular PrP® nin sinaptik bir fonksiyonu oldugunu gosterse de daha kesin bulgular halen

gerekmektedir.

Shyng ve arkadaglarmin (1993) tavuk PrP© si iizerinde yaptig1 calismalar PrP“ nin sadece
hiicre yiizeyinde kalmadigini, diizenli olarak plazma membrani ve bir endositik kompartiman
arasinda doniisler gerceklestirdigini gostermistir (Sekil 2.3). Tavuk PrP< si, kusgiller ve
memeli PrP" si arasindaki homologluk nedeniyle elde edilen bu sonucun memeliler i¢inde
yiiksek olasilikla dogru olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu endositik geri doniisiim yolu iki
nedenle o6nemlidir. Bunlardan ilki PrP® nin PrP% ye doniisiimiiniin bu endositik geri
doniisiim yolunun gergeklestigi sirada olusmasi olasiligidir. Bu olasiligl dogrulayacak sekilde
scrapieyi onleyici maddeler olarak kullanilan siilfatlanmis glikanlar, PrP nin endositozunu
arttinnp endozomlarin lizozomlara doniismesini ve lizozomlarla yikilmasimm saglayarak

yetersiz PrP* déniisiimiine neden olur (Shyng vd., 1995).

Bu doniisiim yolu aym1 zamanda fizyolojik olarak PrP€ nin reseptor olarak gorev aldigini da

dogrular. PrP yapisal benzerlik olarak bakildiginda diisiik yogunluklu lipoprotein, transferrin
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veya bakir iyonu i¢in reseptor gorevi gorebilir. Pauly ve Harris (1998), calismalarinda bakir
iyonlarinin varliginin geri doniisiimlii olarak PrP“ nin hiicre yiizeyinden endositozla alinimini
hizlandiric1 etkiye neden oldugunu gostermistir. Bu bulgu, PrP< nin hiicre yiizeyinde bagladig
bakir iyonlarin1 endositozla hiicre igine aldiktan sonra bakir iyonu baglayan proteinlere
aktarip daha sonra tekrar hiicre yiizeyine dondiigii seklinde bir dongiiye sahip olabilecegini

gostermektedir (Pauly ve Harris, 1998).

Sekil 2.3 PrP molekiiliiniin hiicresel dolagimi ve kesilimi (Shyng vd., 1993’den alinmistir).

2.4 PrP5nin Hiicre Biyolojisi ve Cogalim

Bilinen viriis hastaliklarinda oldugu gibi prion hastaliklan ile ilgili deneysel sonuglar,
enfeksiyona neden olan ajanlarin hiicre kiiltiirlerinde biiyiitiilmesi seklinde elde edilmistir.
Prp5¢ , in vivo enfeksiyon islemi sonucunda néronlar, astrositler ve lenforetikiiler hiicreler gibi
cesitli hiicrelerin kiiltiirleriyle iiretilmektedir (DeArmond vd., 1987; Diedrich vd., 1991;
Blattler vd., 1997; Raymond vd., 1997). Ancak bu hiicre kiiltiirlerini stabil bir sekilde
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prionlarla enfekte tutmak oldukg¢a zordur. Stabil olarak enfekte edilebilen hiicre kiiltiirlerinin
biiyiik ¢ogunlugu noéronsal kokenli hiicrelerdir; baz1 néronal orijinli olmayan hiicre kiiltiirleri
de yakin zamanda elde edilebilmistir (Race vd., 1987; Butler vd., 1988; Schatzl vd., 1997;
Sabuncu vd., 2003; Archer vd., 2004; Vorberg vd., 2004; Raymond vd., 2006). Bu stabil
enfekte hiicreler devamli olarak diisiik miktarda PrP%¢ iiretirler. Uretilen PrP>¢ ‘ler, proteinaz
direncliligi, deterjanlarla coziinmezlikleri ve hayvan deneylerine enfeksiyon olusturmalar

gibi klasik belirtilere sahiptirler.

Enfekte hiicreler higbir sitopatoloji gostermezler, tek istisna prion enfeksiyonun arindan
apoptozise giren GT1 hiicreleridir (Schatzl vd., 1997). Scrapie ile enfekte edilmis N2a
hiicreleri bradikinin aracilikli cevaplar ve membran akiskanliginda degisiklikler gosterse de
bu degisiklikler hiicrelerin biiyiime ve yasamasinda etkiye sahip degildir (Kristensson vd.,

1993; Wong vd., 1996).

Kiiltiir hiicrelerinde yapilan calismalar patojenik mutasyonlarin PrP® metabolizmasi iizerinde
belirgin degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Mutasyonun bir etkisi proteinin PrP*
benzeri biyokimyasal 6zellikler kazandirmasidir; ancak bu durum hiicre tipi ve mutasyonun
gerceklestigi yerle de iliskilidir (Harris, 1999). Bu nedenle bu kiiltiir sistemleri, PrP®nin
Prp% ye doniisiimiiniin 6nemli 6zelliklerinin anlagilmasi icin modeldirler. Bununla birlikte
kiiltiir hiicrelerinde iiretilen PrP*° ler insan ya da hayvanlarin beyinlerinden izole edilen PrP5®
lerden daha diisiik proteaz direngliligine sahiptir (Lehmann ve Harris, 1996; Singh vd., 1997;
Priola ve Chesebro, 1998). Bu degisikligin asil nedeninin, degisik kaynaklardan alinan scrapie
kokenleri arasinda goriilen farkli proteaz direncliligine (Bessen ve Marsh, 1992) benzer bir
durum mu oldugu yoksa kiiltiir hiicrelerinin doniisiim islemi sirasinda bazi kritik asamalari

tam olarak gerceklestirememesi mi oldugunun anlasilmasi gerekmektedir.

2.4.1 PrP®nin PrP%ye doniisiimii

PrP“ nin PrPSC’ye doniisiimii translasyon sonrasi gerceklesen bir olaydir. Olusumdan sonra
PrP%¢, PrP© gibi 24 ile 48 saat boyunca stabil kalir, yar1 dmrii 4 ile 6 saat arasindadir (Borchelt
vd., 1990; Caughey vd., 1990; Borchelt vd., 1992). Enfekte hiicrelerde PrP® molekiillerinin
kiiciik bir kismu (yaklasik %5°1) PrP*® ye doniisiirken geri kalanlar endozom ve lizozomlar

gibi asidik kompartmanlarda yikilirlar (Borchelt vd., 1990; Taraboulos vd., 1995).

Scs

Yapilan tiim caligmalar sonucunda elde edilen kanitlar PrP“ nin PrP ye konformasyonel

doniigiimiiniin e degerli oldugunu ve her iki izoformun ayni amino asit dizisine ve ayni
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translasyonel eklemelere sahip oldugunu gostermektedir (Stahl vd., 1993; Prusiner vd., 1998).
Konformasyonel degisim proteinin -yaprak yapisinda ufak bir artis ve a- heliks yapisinda da
diisiis seklinde gerceklesir. Kizilotesi spektroskopi ¢alismalart PrP“nin yapisimin yaklasik
%42 a- heliks ve %3 B-yaprak yapisinda oldugunu, PrP5’nin %30 a- heliks ve %43 B-yaprak
yapisinda oldugunu gostermistir (Caughey vd., 1991; Pan vd., 1993; Safar vd., 1993).

Sekil 2.4 Normal PrP molekiilii (PrP®) ve hastaliga yol acan degismis PrP molekiilii
(PrP59)[8].

Prion enfeksiyonu sirasinda PrP© ve PrP* arasinda gerceklesen ve yiiksek ozgiilliikte bir
fiziksel etkilesim sonucunda yeni PrP%  molekiillerinin olustugu cesitli bulgularla
kanitlanmustir. Ik ve en dnemli bulgu, PrP sentezleyen genleri alinmus null farelerin prion
enfeksiyonuna tamamen direncli olmasidir (Biieler vd., 1993; Sailer vd., 1994). Ikinci bulgu
genetik olarak degistirilmis PrP molekiilleri sentezleyen transgenik fareler ve hiicre
kiiltiirlerinde prion enfeksiyonuna olan duyarlilikta goriilen degisikliklerdir. Ornegin fareler
normalde hamsterlerden alinan PrP*® ye duyarli degilken hamsterde sentezlenen fare/hamster
rekombinant geninin iirettigi PrP5° molekiillerine duyarhdirlar (Scott vd., 1989; Prusiner vd.,

1990; Scott vd., 1993).
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Yapilan calismalar PrP“ molekiiliiniin hangi kisimlarinin PrP% ile etkilesim icin varliginin
gerekli oldugunu koymustur. PrP¢ molekiiliiniin N-terminal kisminda bulunan 66 amino
asitlik kismu1 ve birinci heliks yapiyla ikinci B yaprak yapist (Rogers vd., 1993; Fischer vd.,
1996; Muramoto vd., 1996) iki N bagl oligosakkarit zincirinden birinin varligi da doniisiim
icin gerekli degildir (Taraboulos vd., 1990b; DeArmond vd., 1997). PrP® nin orta bolgesinde
bulunan amino asitlerin enfeksiyonel PrP% ile olan homolojisi de doniisiim isleminin
verimliligini etkiler, bu bolgedeki tek bir amino asit uyumsuzlugu doniisiim isleminin
gerceklesmesini Onleyebilmektedir (Scott vd., 1992; Scott vd., 1993; Priola vd Chesebro,
1995; Telling vd., 1995). Bu durum tiirler arasinda prionlarin yayilimlarim engelleyen en

onemli bariyerdir.

2.4.2 PrP%’nin birikimi

PrP< nin PrP%¢ ye doniisiim mekanizmasinin agiklanmasinda iki modelden yararlanmaktadir.
Sablon aracili yeniden katlanma modeline gore (diger adiyla monomer aracili heterodimer
model) PrP° belli boyuta kadar acilip daha sonra sablon olarak PrP%¢ yi kullanarak tekrar
katlanmaktadir (Prusiner vd, 1991; Telling vd., 1995; Kaneko vd., 1997). Bu modelde PrP€ ve
PrP* arasinda ki kinetik bariyer PrP> nin katalitik etkisiyle asilmaktadir. Deneysel kanitlar

bu teoriyle uyum gosterse de heniiz kesin olarak kanitlanmamaistir.

Diger model olan tohumsal niikleasyon modeline goreyse (niikleasyona bagimh
polimerizasyon modeli) PrPS, PrP* ile dengededir ancak denge daha ¢ok PrP¢ nin
tarafindadir. Doniisen PrP® monomerleri daha onceden olusmus prp%° polimerlerine
eklendikten sonra kristal benzeri tohum yapisinda stabil duruma geger (Come vd., 1993;
Jarrett ve Lansbury, 1993). Bu modelde monomer eklenmesi tohum yapis1 oldugu siirece hizh
bir sekilde devam eder. PrP* nin enfeksiyon sirasinda daha da hizli artis1 igin bazen
agregatlarin parcalanmasi gerekmektedir. Tohumsal niikleasyon modeli enfeksiyon ajaninin
PrP% molekiillerinin yikksek oranda diizenlenmis agregatlarindan olusabilecegi izlenimi
vermektedir. Agregat durumu enfeksiyona 6zel olarak degisiklik gosterebilir, PrP* monomeri
zararsiz olsa da PrP* agregat olusumuna neden olabilir. Silveira ve arkadaslar1 (2005) yakin
zamanda yaptiklari calismalarda en enfeksiyonel prion partikiiliiniin PrP® molekiiliiniin

fibriler olmayan 14-28 amino asitlik partikiilleri oldugunu gostermistir.
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E' H Sablon aracil yeniden katlanma
PrP

A —— — —
Diniigiim
enerji farki
nedeniyle
gergeklesmez
'L- w-@-

PrPSA Amiloid, replikasyon icin gerekli
dedildir
A Heterodimer Homodimer
Tohumsal nlkleasyon
- H A
iki form
arasinda A- '
denge
Monomerik enfeksivonel PrPSc Genig tohum
PrPse Tohum yapisi tohumun yeniden alinim yapisi Enfekshyonel
B (zok yavag) {hizly {amiloid) tohumlara ayrilim

Sekil 2.5 PrP® molekiiliiniin PrP> ye konformasyonel doniisim modelleri (Aguzzi ve

Polymenidou, 2004’ ten alinmistir).

Prionlar beyinde yiiksek oranda ve daha diisiik oranda da olsa bazi konaklarin dalaklarinda
cogalirlar. Merkezi siniz sisteminde prion ¢ogalimi sonucunda siingerimsi dejenerasyon,
astrosit ve sinir hiicrelerinin 6liimii gerceklesir. Patolojik mekanizma halen tam bilinmese de
hastalik olusumu PrP® molekiillerinin ortadan kalkmasiyla gerceklesmez; dogustan PrP geni
olmayan fareler herhangi bir hastalik belirtisi gostermezler (Biieler vd., 1992; Mallucci vd.,
2002). PrPSC, merkezi sinir sisteminde ¢ogalir ve amiloidler olarak birikir, bu durum néronal
apoptozise neden olan bir toksisite olusturur (DeArmond ve Prusiner, 2003). Yapilan bazi
deneyler PrP® tasiyan noronlarin  PrP> molekiillerinden etkilenmedigini gostermistir (Biieler
vd., 1994; Brandner vd., 1996). Bu bakimdan ilgin¢ bir bulgu, intraserebral asilamanin 7-8
hafta sonrasinda kosullu ve gecici olarak noéronlarinda ki PrP geni susturulmus farede, prp*
molekiilleri astrositlerde ¢ogalmistir ve herhangi bir néronal zarara ya da klinik semptoma

neden olmamustir (Mallucci vd., 2003).
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3. PRION HASTALIKLARI

PrP> nin merkezi sinir sisteminde (6zellikle beyinde) ve ikincil lenf organlarinda (Peyer
plaklari, lenf nodiilleri, dalak) birikmesiyle uzun bir inkiibasyon siiresinde olusan néronal
vakuolasyon ve norodejenerasyonu sonucu Oliimle sonlanan hastaliklardir. Prion hastaliklari
ya da TSE’ler sporadik olgular olarak, kalitsal olarak aktarilmasi ya da bulasma sonucu
goriilebilir. Bulagsma hasta bireylerden organ ve kan nakli disinda enfekte beyin ya da
sakatatin yenilmesi seklinde olabilir. Oral yolla bulagsma barsaklarda lenfoid hiicreler
tarafindan parcalanan PrP* nin lenf dolasim sistemine almmasi ve oradan da sinir hiicreleri
ile spinal kord, beyin ve diger merkezi sinir sistemi bolgelerine ulagmasi seklinde gerceklesir.
Sporadik olgular, PrP geninde meydana gelen nokta mutasyonlar1 seklinde olusur. Prion
hastalarinda iiretilen PrP* proteinleri viicut tarafindan yabanci olarak tanimlanamadigindan

herhangi bir immiin yanit ortaya ¢ikmaz.

Prion hastaliklart insanlar, koyunlar ve sigirlar disinda bircok hayvanda benzer belirtilerle
goriilmektedir. Bu hastaliklarin biiylik cogunlugu baska bir prion hastaligina ait prp%
proteinlerinin oral yolla diger canliya ge¢mesi seklinde olusmaktadir. Bunun disinda genetik

temelli olarak ortaya ¢ikan hastaliklarda bulunmaktadir.

Giiniimiizde prion hastaliklar i¢in biyopsi ile doku 6rnegi alinmasi disinda gelistirilmis ve
dogru sonug veren bir tam testi bulunmadigindan sadece genel hastalik belirtilerine bakilarak
teshis konulabilmektedir. Bunun disinda su anda hastaliklarin tedavisi i¢in cesitli yontemler

denenmekte olsa da heniiz 6zgiil bir tedavi bulunmaktadir.
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Cizelge 3.1 Prion hastaliklarinin goriildiigii diger hayvan tiirleri

Hayvan tiirii Hastahk

Arabistan antilobu Siingerimsi ensefalopati

Kedi Kedigil siingerimsi ensefalopatisi
Cita Kedigil siingerimsi ensefalopatisi
Afrika geyigi Siingerimsi ensefalopati

Mink (Vizon) Mink siingerimsi ensefalopatisi
Katir geyigi CwWD

Puma Kedigil siingerimsi ensefalopatisi
Hanger boynuzlu antilop Siingerimsi ensefalopati

Benekli yabankedisi Kedigil siingerimsi ensefalopatisi
Yabani dag koyunu Scrapie

Spiral boynuzlu giiney Afrika antilobu Siingerimsi ensefalopati

Giiney Afrika ceylani Siingerimsi ensefalopati

3.1 Koyunlarda Prion Hastaliklar:

3.1.1 Scrapie

Bilinen en eski prion hastaligi olan scrapie yaklagik iki yiiz yildir koyun ve kegilerde
goriilmektedir (Stockman, 1913) ve hastalifin ortadan kaldirilmasi konusunda ¢aligmalarini
tamamlamig olan Avustralya ve Yeni Zelanda haricinde Diinya’nin her yerinde

rastlanabilinmektedir.

Hastalik 19. yiizyildan beri bilinsede ilk olarak Cuille ve Chelle’nin (1939) deneysel olarak
koyunlardan kecilere aktarilabildigini kanitlamasiyla ilgi ¢ekmistir (Aguzzi, 2006). 20 yil
kadar sonra Gajdusek insanlarda goriilen bir prion hastaligi olan kurunun bulasic1 bir

siingerimsi ensefalopati oldugunu ispatlamasinin ardindan, Hadlow (1959) scrapienin kuruya
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olan benzerligi nedeniyle inkiibasyon siiresinin uzunlugunun aragtirmacilarin beklediginden
daha uzun olabilecegini ileri siirdii. 1961°de Pattison ve Millson scrapieye neden olan birden
fazla PrP*° tiiriinii tanimlamuis, ayn1 yil Chandler tarafindan scrapie farelere bulastirilmistir
(Aguzzi. 2006). 1966 yilinda Alper vd. tarafindan PrP* “lerin iyonize radyasyon ve ultraviole
1s18a dayanikhi oldugunun gosterilmesi ile scrapie ve PrP* molekiilleri daha biiyiik bir ilgi

gormeye baglamistir (Aguzzi, 2006).

Scrapienin insanlar iizerinde tiir bariyeri nedeniyle direkt olarak hastalik olusturdugu
goriilmemistir, Brown ve arkadaslarinin (1987) yaptig1 arastirmalar ve taramalar hastaligin
goriildiigli ilk zamanlardan (yaklagik 250 yil) bu yana hasta hayvanlarin yenilmis olabilmesine
ragmen insanlara ge¢cmedigini yoOniindedir. Gombojav vd. (2003) yaptiklar1 caligmada
Insan/Fare kimerik transgenik fareleri koyun ya da fareye adapte edilmis scrapie ile enfekte
edememislerdir. Gajdusek vd. de (1973) sempanzelerin koyun scrapiesiyle enfekte
edilmesinde zorluklar yasamiglardir. Scrapienin baska canlilar araciligiyla (kuslar, kiigiik

memeliler ve parazitler) bulastigina dair kanit bulunmamaktadir (Hartwig, 2000).

Scrapie, enfekte hayvanin bulundugu siiriilerde hayvandan hayvana, ortak kullanilan
otlaklarda siiriiden siiriiye ya da koyunlardan kegilere horizontal olarak yayilabilir (Hartwig,
2000; Hopp vd., 2001). Dikey bulasma embriyo transferiyle goriilse de embriyo transfer
sonuclar tutarlhi goziikkmemektedir (Foster vd., 1992; Foote vd., 1993). Scrapienin en yaygin
bulasma sekli koyunlardan kendi ya da diger koyunlarin kuzularina, 6zellikle de dogumu
takiben ilk birka¢ ayda gerceklesir. Kog¢lardan kuzulara bulagsma nadir olarak goriiliir
(Hartwig, 2000). Enfeksiyon kaynaklar1 enfekte disi koyunlarin fetal membranlar1 (Onodera
vd.,1993) ya da tam olarak gosterilmemisse de hasta hayvanin diger kontamine olmus
salgilar1 ve diskilaridir (Hoinville, 1996). Enfeksiyonun bulagsmasi oral yol (Pattison vd.,
1972), deride olusan yaralar (Stamp vd., 1959) ve konjunktival (Haralambiev vd., 1973) yol
seklinde olabilir. Bunun disinda siiriiler arasi ortak koc¢ kullanilmasimin da hastaligin
yayllmasinda etkisi bulunmaktadir. Hayvanlarin barinma kosullar1 ve bu yerlerde bulunan

diger hayvanlarin hastaligin yayilmasi iizerinde etkisi goriilmemistir (Hopp vd., 2001).

Scrapienin en 6nemli belirtisi “pruritus” yani hastaliga ismini de veren hayvanin viicudunun
yan ve arka kisimlarin ¢it ve direk gibi kati nesnelere siirterek yiinlerini kopartmasi (scraping
off)’ dir (Williams, 2003). Bunun diginda tahris edici olarak dislerin gicirdatilmasi, arka
ayaklarla kulak ya da omuzun kasinmasi, ayak, bacak ya da viicudun diger kisimlarinin
kemirilmesi, dolayisiyla asir1 yiin kayb1 ve deride hasar olusumu goriiliir (Sekil 2.1). Hayvan

giiriiltii, hareket ve temasa anormal tepkiler gosterir; kolay heyecanlanan, saldirgan ve
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depresif ruh hallerine gecisler goriiliir, bos bakma, geride kalma ve kulaklarini diigiirme
seklinde davramiglar gosterir. Hayvanin hareketlerinde koordinasyon bozuklugu, tokezleme,
arka ayaklariyla tavsan benzeri ziplama, titreme ilerleyen safhalarda zayif arka ayaklar ve

ayakta duramama goriiliir. Hastaligin son doneminde normal istaha ragmen kilo kaybi, bir

siire sonra da o6lim gerceklesir.

Sekil 3.1 Scrapieli koyunlar (Ust), scrapie ile enfekte olmus koyunlarin beyninde goriilen
vakuolizasyon ve astositlerde hipertrofi (A- hematoksil ve eozin boyama; B - glial fibriller

asit protein boyast).

Scrapie, hayvancilik sektorii agisindan biiyiik bir mali kayba neden olmasi disinda, insan
saglhigina olan etkilerinden emin olunmamast nedeniyle de kontrol altina alinmaya
calisilmaktadir. Hastalik etkeninin bircok dezenfektana direncli olmasi, uzun inkiibasyon
siiresi nedeniyle erken teshisin konulamamasi ve hastalik icin heniiz kesin sonug veren bir tani
testinin bulunmamasi (koyunun tigiincii g6z kapagindan biyopsi ile doku alinarak yapilan

teshis yontemi teknik olarak uygun olsa da bu yontemin yeterli laboratuar kaynaklar ile
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yeterli beceride personel gerektirmesi nedeniyle uygulanmasi zordur), biyopsi disinda
immiinolojik testlerin kullanilamamas: hastaligin kontroliinii zorlagtirmaktadir (Hartwig,
2000, O’Rourke vd.,2002). Bu amagla Avrupa Birligi basta Ingiltere olmak iizere tiim iiye
ilkelerde uygulanmasi amaglanan ve uzun siirecte scrapie hastaliginin ortadan kaldirilmasi ve

direncli hayvanlarin yetistirilmesini hedefleyen Ulusal Scrapie Plani’m1 hazirlamistir [1].
3.1.1.1 Scrapie duyarhlik allelleri

Koyunlarda dogal scrapie ya da deneysel scrapielere maruz kalindiginda hastalik olugmasi ve
yasama siiresinin uzunlugu prion genindeki polimorfizmlerle iliskilidir. 136. kodonda alanin
veya valin (A veya V), 154. kodonda histidin veya arginin (H veya R) ve 171. kodonda
histidin veya glutamin (H veya Q) seklinde olusan polimorfizmler, kodlanan proteinde degisik
amino asitlerin yer almasiyla koyunlarda scrapie direncliliginde neden olur (Goldmann vd.,
1994; Belt vd., 1995; Hunter vd., 1996). ovPrP allelinde en sik goriilen polimorfizmlerin
direnci en fazla olandan aza dogru siralamasi “ARR > AHQ > ARH > ARQ > VRQ”
seklindedir.

Hiicreden bagimsiz in vitro yapilan PrP¢ ‘nin PrP* ‘ye doniisme goreceli hizlar
arastirldiginda sadece 136. kodonda V ya da A tasiyan PrP® ‘ler hizla PrP> formu alirken,
171. kodonda R tasiyan PrP¢ ‘ler giicliikle Prp%° ‘ye doniismektedir (Bossers vd., 1997;
Bossers vd., 2000; Raymond vd., 2000). Bu gozlemler, PrP allelindeki polimorfizmlerin

hastaliga neden olan forma doniismede etkileri oldugunu gostermektedir.

136. kodon i¢in alanin homozigot (AA) koyunlarin heterozigot (AV) ya da valin homozigot
(VV) koyunlara gore scrapieye daha direngli olduklan goriilmiistiir. 154. kodon ii¢
polimorfizm arasinda en az etkiye sahip olan kodon olsa da arginin homozigot (RR)
koyunlarin heterozigot (RH) ya da histidin homozigot (HH) koyunlara goére daha direngli
olduklar1 goriilmiistiir. 154. kodonun bu durumunun farkli scrapie kokenleri icin ters etkiye
sahip olduklar1 da goriilmiistiir. 171. kodon scrapie direngliligi icin en fazla etkiye sahip
polimorfizmlere sahiptir. 171. kodon bakimindan arginin homozigot (RR) olan koyunlarda
scrapieye rastlanilma olasilign oldukga diisiiktiir. Heterozigot koyunlardaysa (RQ) scrapie
enfeksiyonu tasiyanlarin sayisi ise oldukga diisiiktiir, glutamin homozigotlar (QQ) i¢in ayn1
say1 yiiksektir. Duyarli genotipte (VHQ) koyunda hastaligin goriilme durumu direncli
genotipe (ARR) gore daha kolaydir ve inkiibasyon siiresi de goreceli daha kisadir.
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Genotipteki bu farkliliklarin scrapienin olugmasina olan etkileri koyunlarda hastaligin ortadan
kaldirilmasi ya da riskin azaltilmas1 amaciyla kullanilabilir. Direngli homozigot (ARR/ARR)
genotipe yaygin olarak sahip irklarin belirlenmesi, bu 1rktaki koyun ve koclari temel alan
liretim programlarinin yapilmasi ve duyarli genotipin aza indirilmesi scrapienin yayilimim

azaltacaktir.
3.1.2 Nor98

En son kesfedilen prion hastaligi olan Nor98, ilk olarak 1998 yilinda Norveg¢’te klasik
scrapieden farkli bir scrapie tiirii goriilmiistir (Benestad vd., 2003). Daha sonra yapilan
calismalarla Avrupa’da da benzer atipik vakalar goriilmiistiir (De Bosschere vd., 2005;
Gavier-Widen vd., 2004; Onnasch vd., 2004; Everest vd., 2006) ve tiim bu hastaliklara atipik
scrapieler ya da Nor98 adi verilmistir (Benestad vd., 2003).

Nor98, klasik scrapieden epidemiyoloji, klinik goriinim ve hasta hayvan genotipleri
bakimindan farkliliklar tasimaktadir (Benestad vd., 2003). Epidemiyolojik olarak Nor98,
Avrupa koyun populasyonunda 1/10000 oraninda goriilmektedir. Nor98’in ve diger atipik
scrapielerin sporadik olarak ortaya ¢iktigi ve ilerlemis yastaki koyunlarda ortaya ciktigi
diisiiniilmektedir (Liihken vd., 2007). Nor98’de klasik scrapienin norolojik belirtileri daha
zayif olarak goriiliir, PrP* birikimi sadece merkezi sinir sisteminde goriiliir ve bu birikim
sonucu beyinde vakuolizasyon yerine daha farkli bigimde ve sik olarak mikrovakuolizasyon
goriiliir (Benestad vd., 2003). PrP% molekiilleri bakimindan farkliliklara bakildiginda ise
Nor98’e ait PrP* molekiilii protein kinazla muamele edildiginde 7 kDA agirlifina yakin ve
Western blotlamada hizl ilerleyen bir fragment olusur (Klingeborn, 2006). Klasik scrapie
ekstraktlarinda goriilen en ufak fragment C-terminal ucu iceren 19-21 kDA agirhigindaki

fragmenttir (Hope, 1999; Hayashi, 2005).

Dikkat cekici olarak Nor98, scrapieye goreceli olarak yiiksek direnclilik sagladig: diisiiniilen
(ARR) ya da daha az duyarli oldugu diisiiniilen (AHQ) genotipi tasimakta olan hayvanlarda
goriilmektedir (Benestad vd., 2003; Gavier-Widen vd., 2004; Moum vd., 2005; Everest vd.,
2006; Klingeborn vd., 2006). Bununla birlikte scrapieye en duyarli olan VRQ genotipininse
Nor98’e kismen direnclilik sagladigi goriilmiistiir (Benestad vd., 2003; Buschmann vd., 2004;
De Bosschere vd., 2005; Madec vd., 2004; Moum vd., 2005; Orge vd., 2004). Son yapilan
caligsmalar ise scrapie kdkenine bagl olarak AHQ genotipini tasiyan koyunlarin Nor98’e daha
duyarh olabilecegini gostermistir (Baylis ve MclIntyre, 2004). Scrapieye duyarlilig1 belirleyen

136., 154. ve 171. kodonlar disinda diger kodonlarda yapilan polimorfizm arastirmalar
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141.kodondaki 16sin fenilalanin amino asit degisiminin (L/F) Nor98’e duyarlilifi arttirici
etkiye sahip oldugunu gostermistir. 141. kodonda fenilalanin amino asitinin yer aldig: alleller
siklikla ARQ allelleriyle birlikte goriilmektedir (Bossers vd., 1996; Hunter vd., 1996;Moum
vd., 2005). Ancak 141. kodonda 16sin amino asitinin yer almas1 Nor98’e kesin bir direnglilik

saglamaktadir (Lithken vd., 2007).
3.2 Sigirlarda Prion Hastahiklar:
3.2.1 BSE

Ingiltere’de 1986’da baslayan BSE (daha bilinen adiyla Deli Dana hastali1) epidemisi,
200.000 sigirn oldiiriillmesine neden olmus ve insanlarda degisik tiirevde bir Creutzfeldt
Jakob hastaliginin da (vCID) cikisina neden olmustur (Brown vd., 2001). Hastalik BSE
tagiyan canli hayvan ihracati ve kontamine olmus sigir etinden hazirlanan iiriinlerin yurt
digina satilmas1 nedeniyle Ingiltere ile sinirli kalmamis, kontamine besinlerle beslenen diger
sigirlar ve hayvanat bahcesinde bulunan egzotik (6zellikle Felidae ve Bovidae ailelerine ait)
hayvanlar ve hastalif1 tasiyabilecegi diisiiniilen 5 yastan kiiciik sigirlar dahilinde 1.000.000’a
yakin hayvam da etkilemistir (Collinge, 2001; Cunningham vd.,2004).

BSE prionunun insanlari da etkilediginin anlagilmasmin ardindan Ingiltere’de BSE ve
vCJD’nin ortaya ¢ikis kaynaginin arastirilmasi ve takip edilmesi amaciyla BSE Arastirma
Komitesi kurulmustu. 20 Mart 1996’da bu kurul bulgularin1 acgiklad: [2], bunlar arasinda en

onemlileri:

1. 1986 ve 1988 tarihleri arasinda tespit edilen BSE vakalar1 indeks vakalar
olmadiklar1 gibi scrapienin gecmesi seklinde de olusmamislardir. Bu vakalar,
BSE ile enfekte olmus sigirlarin kullanilmayan karkaslarimin besin (et-kemik

yemi) olarak tekrar kullanilmasi ile olusmuslardir.

2. BSE’nin ortaya cikis nedeni kesin olarak bilinemeyecek olsa da 1970’lerde
sporadik bir mutasyon ya da prion proteinin spontane bir sekil degisikligi

sonucunda olusmus olabilir.

3. Yem hazirlanirken kullanilan metodlar daha oncede TSE’ye neden olan
etkenleri ortadan kaldirmaya yeterli olmasa da 1970’lerin ortasinda bu
metodlarda gerceklestirilen degisiklikler daha fazla BSE prionunun yemlere

bozulmadan ge¢cmesine neden olmustur.
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Cizelge 3.2 Bildirilmis BSE vakalar1 [3].

Ulke 1989-1993 | 1994-1997 | 1998-2001 | 2002-2005 | 2006-2007 | Toplam
Birlesik Krallik | 122.325 51.542 8.181 2.323 163 184.534
Avusturya 0 0 1 2 2 5
Almanya 1* 5% 132 237 20 395
A.B.D. 0 0 0 0 2 2
Belcika 0 1 64 66 2 133
Cek Cum. 0 0 2 21 3 26
Danimarka 1* 0 7 7 0 15
Fransa 6 25 484 461 8 984
Hollanda 0 2 26 52 2 82
Japonya 0 0 3 18 12 33
[rlanda 80 188 469 701 57 1.495
Ispanya 0 0 83 529 68 680
Isvec 0 0 0 0 1 1
Isvigre 54 229 125 51 5 464
Italya 0 2% 48 82 7 139
Kanada 1* 0 0 4 7 12
Polonya 0 0 0 39 16 55
Portekiz 6%* 88 545 357 33 1.037
Slovakya 0 0 5 18 0 23
Slovenya 0 0 1 5 2 8

*: Jthal edilmis hayvanlarda BSE’ye rastlanmustir.
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Hasta hayvanlarin 6ldiiriilmesinin ardindan 1996 ile 2001 yillar1 arasinda BSE vakalarinda
diisiisler goriilmiistiir. Ancak tersine ayni siire i¢cinde vCJD vakalarinda artig goriilmiistiir [4],
[5]. Bu donemde Avrupa Birligi de Ingiltere’den sigir ve kontamine olasilig1 tasiyan yemlerin
ihractm engellemis, iiye iilkelerinde sigirlar ic¢in belirli standartlar getirmis ve BSE

epidemisini engelleyici kararlar almistir.

BSE’nin inkiibasyon siiresi ortalama 5 yildir (Prusiner, 1998), belirtilerin goriilmesinin
ardindan 1-2 ay icinde oliim gerceklesir. Hastaligin sigirlar arasinda horizontal gegisi
goriilmemekte ancak hasta hayvanin dogumu sonrasinda yavruya gecisin goriildiigii vakalar
bulunmaktadir [3]. BSE’li beyin ekstraktlarinin intraserebral asilama yoluyla ve oral olarak
verilmesi sonucunda si1gir, koyun, fare, domuz ve minklerde bulasma goriilmiistiir (Prusiner,

1998).

BSE’nin belirtileri scrapieyle benzer olarak davranis, duyarlilik ve hareket bozukluklari
seklinde goriiliir. Davranig bozukluklart sinirlilik, korkaklik, kas titremesi, basin siirekli
olarak asagida durmasi, dis gicirdatma ve salya artisi, basi duvara siirtme, burun oynatma ve
son safhalarda ise sabit sekilde durma seklinde goriilebilir. Isik, ses ve dokunmaya kars1 asir
duyarhdirlar, sagimda ve bas boyun bolgesine dokunuldugunda siddetli savunma tepkileri
goriiliir. Hareketlerde yiiriirken arka bacaklarda uyumsuzluk ve giigsiizliikk, ddonmede zorlanma
goriiliir. Son sathalarda hayvan y1gilip ¢coker ya da hareketsiz yatar. Bunun disinda bradikardi,
agirlik kaybi, viicut goriiniimiinde diisiis ve siit liretiminde azalma gibi genel belirtilerde

goriiliir [3].

Ulkemizde 3285 sayili Hayvan Saghig1 Zabitast Kanunu’nun 7. ve yonetmeligin 15. maddesi
geregince 25.05.1990 tarihiyle iilkemizdeki insan ve hayvan sagliginin korunmasi amaciyla
Ingiltere, Kuzey irlanda ve Iskogya’dan cift tirnakli canli hayvan, hayvan iiriinleri, hayvansal
yem katki maddeleri ve bu maddeleri iceren yemlerin ithali yasaklanmistir. Ayrica 27.03.1996
tarihinde Fransa, Portekiz ve Isvicre’ye gelen yasaklamalar daha sonraki yillarda sirasiyla
Hollanda, Belcika, Danimarka, Almanya, ispanya, Lihteynstayn, Liiksemburg ve italya i¢inde

getirilmistir.
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3.3 insanlarda Prion Hastaliklar
3.3.1 Kuru

Yerel dilde titreme ya da iirperme anlamina gelen kuru, insan prion hastaliklarinin klinik
ozelliklerin anlasilmasi hakkinda en kapsamli bilgiyi veren hastaliktir. Kurunun
epidemiyolojisi, prionlarin enfeksiyonel ancak diger hastalik etkenlerine benzer sekilde
bulasici olmadiginin ve dikey gecisin (hamilelikte anneden cocuga gecisin) olmadiginmi kesin

olarak kanitlamistir.

Kuru ilk olarak Papua Yeni Gine’nin ulasimin ¢ok zor oldugu dogu daglik kesimlerinde
yasayan Foré kabilesi arasinda bir epidemiye doniigmesiyle 1957 yilinda kesfedilmis,
Gajdusek ve Zigas (1959) hastaligin dinsel kokenli bir yamyamlik sebebiyle goriildiigiinii
ortaya koymustur. Foré kabilesinin inanigina gore bir kisi 6ldiikten sonra 6zellikle beyni ve
diger i¢c organlan kisinin ruhunun yasamina kabile halkinin bedeninde devam etmesi icin
yenilirdi. Ozellikle 6len kabile erkeklerinin beyninin kisinin ailesi tarafindan yenilmesi
hastaligin kadinlar ve kiiciik yastaki bireylerde daha sik goriilmesine neden olmaktaydi
(Gajdusek ve Zigas, 1959). 1959 yilinda kabile icinde bu tiir bir yamyamligin hastaliga neden
oldugunun belirtilerek durdurulmasiyla hastaligin aktarilmasi engellendi. Hasta kadinlarin
yamyamligin engellenmesinden sonra dogan ya da bu dinsel inanmisa katilmamis ¢ocuklarinda

hastaliga daha sonra rastlanmamustir.

Hastaligin ilk ortaya cikisinin sporadik bir mutasyon oldugu, bu kisinin 6liimiiniin ardindan
da beyninin dinsel inanis nedeniyle yenmesiyle diger bireylere gectigi diisiiniilmektedir
(Gajdusek ve Zigas, 1959). 1959 yilinda Hadlow, scrapie ile kuru arasinda noropatolojik
benzerlikler bulundugunu belirtmis, aym yil Klatzo vd. kuru ile CJD arasinda da
noropatolojik benzerlikler oldugunu belirtmistir. 1966 yilinda Gajdusek vd. kurunun
sempanzelere aktarilabilir bir hastalik oldugunu kanitlamasinin ardindan 1968 yilinda

Gajdusek vd. CJD’nin de sempanzelere aktarilabilirligini kanitlamistir (Dalsgaard, 2002).

Hastaligin belirtileri degismez bir sekilde baslarda bas agrisi ve eklem agrilari, 6 ile 12 hafta
sonrasinda ek olarak titreme ile ataksi (kas giicli eksilmeden istemli hareketlerde diizensizlik
goriimesi) ve bu nedenle yiirlimekte zorluktur. Hastaligin ileri sathalarinda birey ayaga
kalkmakta ve ayakta durmakta zorluk yasamakta, bunama goriilmekte, nefes alma zorlugu,
deride yaralar ve yorgunluk nedeniyle semptomlarin ilk ortaya ¢ikisinin 624 ay sonrasinda
O0lmektedir. Bu safhalar sirasinda hasta bireyde giilme, uygunsuz ruh hali degisiklikleri ve

delirme gibi davranigsal belirtiler goriilmektedir. Kurunun inkiibasyon siiresi 4,5 yil gibi kisa



25

siireli olabildigi gibi yamyamligin kaldirilmasinin oncesinde hastaliga neden olan prionu
almis olan bireylerde 30-40 yil sonra da hastalik goriilmiistiir (Prusiner, 1993; Gajdusek ve
Zigas, 1959; Dalsgaard, 2002).

3.3.2 Creutzfeldt-Jakob hastalhigi (CJD)

Bilinen en yaygin insan prion hastaligidir ve diinya ¢apinda milyonda 1 goriilme sikligina
sahiptir. Bunun disinda goriilme nedenlerine bakilarak CJD, sporadik (sCID), ailesel (fCJD),
iyatrojenik (iCJD) ve varyant (vCJD) olmak iizere 4 alt kategoriye ayrilabilir (Prusiner, 1998;
Aguzzi, 2006).

Sporadik olgular birgok CJD vakasim ve az sayida GSS hastaligin1 kapsar. Hastaligin
goriilme nedeni bilinmemektedir, bu hastalarda prion geninde mutasyonlara rastlanmamistir.
Hastaligin olusmasinda bagka insanlardan ya da hayvanlarda hastaliga neden olan prion
proteinlerinin alinmasi, Prnp geninde olusan somatik mutasyonlar ya da PrP® ‘nin spontane
sekilde hastaliga neden olacak baska bir forma doniismesi gibi hipotezler bulunmaktadir
(Gajdusek, 1977; Hsiao vd., 1989; Prusiner, 1989). Bunun disinda baska bir insan ya da
hayvan prion hastaligi ile sCJD arasinda baglanti kurmaya yonelik calismalar basariya

ulasmamustir (Prusiner, 1998).

Ailesel CJD otozomal olarak kalitilan ve prion proteinini kodlayan Prnp geninde olusan
mutasyonlar sonucu goriiliir (Hsiao vd., 1989). Hastalik ileri yaslarda (50-70) artmis prp%
birikimi nedeniyle unutkanlikla baslar, bunama, halusinasyonlar, kisilik degisiklikleri, tremor,
hareket koordinasyon bozukluklari, serebellar ataksi, felg, koma ve 6liim seklinde bir seyir
izler. Prnp disinda baz1 lokuslarinda insanda fCJD’ye neden oldugu ileri siiriilse de (Jackson
ve Collinge, 2001) bazi1 arastirmacilar bunun dogrulugundan siiphe etmektedir. Biitiin fCJD
vakalarn Prnp mutasyonlariyla iligskili olsa da baz1 Prnp mutasyonlarinin protein
hastaliklarindan farkli protein bozukluklarina neden olmasi miimkiindiir. Bu duruma 6rnekler
farede tamimlanmistir ve hem farede hem de insanda oktapeptid tekrar genislemesi mutantlar

seklinde orneklenmistir (Aguzzi, 2006).

Hastaliga neden olan mutasyonlar disinda Prnp geni prion hastaliklarina duyarliliga neden
olan polimorfizmleri kapsayabilir. Bu konuyla ilgili ilk diisiinceler goriilen ilk vCJD
vakalariyla ortaya cikmustir. 1986’da baslayan BSE salgininin gec fark edilmesi, hastaligin
insanlara gecisinin 6nlenmesinde de ge¢ kalinmasina neden olmustur. vCJD’nin ilk hastalar
1995 Mayis ve Ekim aylarinda ingiltere’de teshis edilen 16, 19 ve 29 yaslarinda ve genis plak

olusumuna sahip bireylerdi. Hastalarda CJD ile benzer semptomlar goriilmesine ragmen
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yaslarinin daha gen¢ olmasi hastaligin nedeninin genetik kokenli olmadigin1 géstermekteydi.
Yapilan incelemeler sonucunda CJD’den farkli olarak hasta bireylerde genc yasta goriilen
psikiyatrik degisiklikler, gozle goriiliir diizeyde hareket koordinasyon bozuklugu, periyodik
elektroensefalografik aktivite eksikligi bulunmaktaydi. vCJD’ye benzer semptom gosteren
bireyler daha sonra diger iilkelerde de goriilmiis, bu kisilerin bir siire boyunca Ingiltere’de
ikamet ettikleri ya da BSE’li hayvanlardan hazirlanarak ihra¢ edilmis konserve tiikettikleri

anlasilmistir (Brown, 2001).

Sekil 3.2 Insan beyninde klasik CJD sonucu olusan spongiform goriiniim [6)].

vCJD hastalarinda yapilan arastirmalar BSE’li et tiiketimi disinda Prnp geninin 129.
kodonundaki polimorfizmlerinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir (Collinge vd., 1996;
Zeidler vd., 1997; Brown, 2001; Aguzzi, 2006). Kafkas 1irkinin 129. kodon agisindan %50’ si
Metionin/Valin, %40’1 Metionin/Metionin ve %10’u Valin/Valin oldugu bilinirken, diinya
capindaki 76 hastada yapilan incelemeler biitiin bireylerin Metionin/Metionin homozigot
olduklarin1 gostermistir. Bu durumun BSE kokeni icin hastaliga duyarliliga neden oldugu,
diger genotiplerin vCJD disinda kuru ve iCJD i¢inde direnclilige ya da daha uzun inkiibasyon
siiresine neden oldugu gosterilmistir (Collinge vd., 1996; Zeidler vd., 1997; Brown vd.,
2001). Prnp genindeki polimorfizmler iizerinde yapilan ¢aligmalar 219. kodondaki glutamin/
lizin amino asit degisiminin sCJD’ye diren¢ sagladigimi gostermistir (Shibuya vd., 1998).
vCJD’nin inkiibasyon siiresi bilinmedigi icin olas1 bir salginin kapsami da bilinmemektedir.

Eger hastaligin inkiibasyon siiresi 10 ile 15 yil arasindaysa Ontimiizdeki yillarda vCID



hastalarinda artig goriilebilir.

Cizelge 3.3 Klasik CJD ile
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vCJD arasindaki klinik ve patolojik farkliliklar, [6]° dan

alintilanmistir.

Ayirt edici ozellik Klasik CJD vCJD

Ortalama 6liim yas1 68 28

Hastaligin ortalama siiresi 4-5 ay 13-14 ay

Klinik belirtiler/semptomlar | Bunama, erken norolojik | Dikkat cekici psikiyatrik ve

belirtiler davranissal semptomlar,

gecikmis norolojik belirtiler,
dokunma hissinde bozulma

EEG’de periyodik keskin | Siklikla goriiliir Siklikla goriilmez

dalgalar

MR’da Pulvinar igaret Goriilmemistir Vakalarin 975’ inden
fazlasinda goriilmiistiir

Noropatolojide florid | Olduk¢a az ya da hi¢ | Cok fazla sayida goriilmiistiir

plaklarin varlig goriilmemistir

Beyin dokusunun | Degisik tiirde birikmeler [saretlenmis proteaz direngli

immiinohistokimyasal analizi

prion proteinin birikimi

Lenf dokusunda hastalik | Kolayca belirlenmez Kolayca belirlenir

yapici etkenin varligi

Proteaza  direngli  prion | Goriillmemistir [saretlenmis proteaz direncli
proteini immiinoblot prion proteinin birikimi

analizinde artmis glikoform

orani
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Su anda inkiibasyon safhasinda olan ve bu nedenle tespit edilememis Diinya’nin bir¢ok
ilkesinde bulunan hastalar ise farkli bir risk olusturmaktadir. iCJD yani iyatrojenik olarak
(tibbi miidahale nedeniyle istenmeyen sekilde olusan) goriilen CJD, 6zellikle norolojik amacl
ameliyatlar, endoskopiler, organ nakilleri gibi operasyonlar sonucunda kontamine olan kullan-
at olmayan tibbi ekipmanlarin prionlardan arindirilacak sekilde dezenfekte edilmemesi
nedeniyle olusmaktadir (Brown vd., 2001). Bu sekilde bir bulagsma sonucu ilk 6len birey, CID
nedeniyle 6lmiis bir hastanin korneasinin nakli nedeniyle enfekte olmus daha sonra CJD
nedeniyle olmiistiir. Bunun disinda kan bagis1 (Peden vd., 2004) veya 6lmiis hasta bireylerin
hipofiz salgilarinin (6zellikle gonadotropin) ihtiyaci olan hastalarda kullanilmasi da iCJD’nin

olusmasina neden olabilir (Aguzzi, 2006).

iCJD’nin olusumunu azaltmak i¢in Diinya Saglik Organizasyonu tarafindan tavsiye edilen
dezenfeksiyon metodu kullan-at olmayan ameliyat aletlerinin bir saat boyunca 1M NaOH

icerisinde bekletilmesi ve daha sonra 134 °C’ de otoklavlanmasidir [6].
3.3.3 Gerstmann-Striussler-Scheinker (GSS) hastaligi

Insan PrP geninde meydana gelen mutasyon sonucu tiim diinyada 100 milyonda 1 oraninda
goriillen nadir bir kalitsal otozomal hastaliktir ve bugiine kadar diinyada 24 ailede
tanimlanmistir. PrP geninde olusan nokta mutasyonu sonucunda 102. pozisyondaki kodonda
prolin amino asidi yerine 16sin amino asidi (P102L) yer almasi GSS hastalifina neden olur

(Prusiner, 1998).

GSS hastalign 35-55 yaslarinda ortaya c¢ikar ve belirtilerin ortaya ¢ikmasinin ardindan 2 ile 10
yil sonra Olim gerceklesir. Hastalifin erken asamalarinda spingoserebellar dejenerasyon
nedeniyle degisik diizeylerde kas koordinasyon bozuklugu (ataksi), hantallik, titreme ve
yuiriime bozuklugu goriiliir. Hastalik ilerledik¢e koordinasyon bozuklugu artarken merkezi
sinir sistemi iizerinde etkiler baslar ve ¢ogu hastada bunama goriiliir. Diger semptomlar
konusurken heceleri karistirma, nistagmus (gozlerin istemsiz hareket etmesi), kas sertligi ve
bazen korliige varan goriis bozukluklaridir. Bu semptomlar disinda sagirlik olusumu ve
Parkinson hastaligina benzer 6zelliklerde goriilmektedir. Ayrica hasta agir depresyona girer
ve psikoz goriiliir. Hastaligin ilerleyen safhalarmda birey normal yasama fonksiyonlarini
kaybederek komaya girer, bunun ardindan da ikincil bir enfeksiyon sonucunda da 6liim

gercgeklesir.
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Hasta bireylerin merkezi sinir sisteminde spongiform olusumlar oldukca az diizeydedir ya da
goriilmez. Noronal kayip ve astrositoz tipik olarak beyinde goriiliir. Hastaligin giiniimiizde

herhangi bir tedavisi bulunmamaktadir [7].
3.4 Diger Canlilarda Prion Hastaliklar:
3.4.1 CWD

Dogal ortamlarinda yasamakta olan hayvanlarda goriildiigii bilinen ilk prion hastaligidir.
Hastalik ilk olarak 1967°de Amerika’nin Colorado ve Wyoming eyaletlerine ait vahsi yasami
arastirma birimleri tarafindan kontrol altinda tutulan mule (katirlik) geyiklerinde bilinmeyen
bir klinik sendrom olarak tanimlanmistir (Watts vd., 2006; Williams, 2003). 1978’de hasta
hayvanlarin merkezi sinir sistemlerinde yapilan histopatolojik kontroller biyokimyasal ve
histopatolojik 6zellikleri bakimindan prion hastaliklariyla ortiistiigiinii gostermistir (Williams

ve Young. 1980).

Su anda dogada Cervidae ailesinin CWD’ye direngsiz oldugu bilinen {i¢ tiirii bulunmaktadir:
mule geyik, beyaz kuyruklu geyik (Odocoileus virginanus) ve Rocky Dag1 geyigi (Cervus
elaphus nelsoni). Bununla birlikte CWD yatay gecisin ¢ok yaygin olarak goriildiigii bir
hastaliktir (Miller vd., 1998; Miller vd., 2000). Bu nedenle CWD c¢ok hizli bir yayilma
etkisine sahiptir (baz1 yerel geyik popiilasyonlarinin %30’unda ve arastirma fakiiltelerinde
bakilanlarin %100’tinde) ve su anda Kuzey Amerika’da dogada bulunan ve kontrol altinda
bulunan geyikleri arasinda yayilmaktadir. Bu yayihim CWD su anda sadece iig tiirii etkilese de
BSE benzerinde oldugu gibi tiir bariyerini asarak insanlar ve diger canl tiirlerine

etkileyebilecegi seklinde kaygi uyandirmaktadir (Raymond vd., 2000; Mathiason vd., 2006).
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4. PrP GENIi

Beyin, milyonlarca néron ile bu saymin 10-50 kati da destek hiicresi ve gliadan olusan
kompleks bir organdir; hepsi olmasa da biitiin bu hiicreler prion proteinini sentezler (Hope,
2000). Sinir sistemi disindaki diger bazi dokularda (lenf dokulari, 16kositler ve periferal
organlar) degisik diizeylerde prion proteinini sentezler (Brown vd., 1990; Makrinou vd.,
2002). PrP geni memelilerde evrim sirasinda yiiksek oranda korunmustur ve benzerleri
memeli olmayan kaplumbaga, tavuk, amfibiler ve balikta da bulunmaktadir (Klingeborn,
2006). DNA hibridizasyonuyla yapilan ¢alismalar memelilerinkinden farkli da olsa benzer
Drozofila, C. Elegans ve mayalarda da prion benzeri genlerin varligimm kanitlamistir (Iwasaki
vd., 1992). Bu durum PrP’nin muhtemelen evrimin ilerleyen donemlerinde ortaya ¢iktigini
gostermektedir (Goldmann., 1993). Gen, insanlarda Prnp geni olarak, farede Prn-p ve diger

canlilarda PrP geni olarak gosterilir.
4.1 Koyun Prion Geni

PrP geni koyunda 13. kromozomda iizerinde ii¢ ekson ve iki intron icerecek sekilde yer alir
(Gama vd., 2006). 768 baz ¢iftinin 256 amino asitlik prion proteinini kodladigt ORF (Agik
okuma bolgesi) iiciincii ekson iizerinde yer almaktadir (Tranulis, 2002). Koyunlara benzer
sekilde fare, sigir ve sican PrP geni de ii¢ eksona sahiptir, benzer sekilde 3. ekson ORF’nin
bulundugu kistmdir. PrP geni Dickinson vd. (1968) tarafindan ilk olarak Sip (scrapie
incubation period) geni olarak tanimlanmistir, daha sonra bu tanimlama PrP’yi kodlayan gen

olarak degistirilmistir.

PrP geninin 16 kb asagisinda (downstream) yer alan baska bir ORF bélgesi PrP ile belirgin
benzerlikler gosteren bir proteini kodlar (Moore vd., 1999). 179 amino asitlik bir proteini
kodlayan bu gene Prnd, kodladig1 proteine ise Dpl (downstream of the Prmp locus) adi
verilmistir (Moore vd., 1999). Bu bolge biiyiik olasilikla daha 6nceden yer alan tek bir atasal
PrP geninin duplikasyonu sonucunda olugmus bir bdlgedir; Dpl PrP ‘nin C terminal ucunun
3’te 2’siyle benzerlik gostermektedir (Moore vd., 1999). Prnd geninin koyun, sigir ve insanda
da korunmus olmasi Dpl’nin evrimsel acidan 6nemli oldugunu gostermistir (Tranulis vd.,
2001). Farede yapilan calismalarsa Dpl yetersiz fareden alinan spermatozoalarin ovumun zona
pellusidasindan ge¢cmeye yeterli akrozom reaksiyonunu gerceklestiremedigini gostermistir. Su
anda bunun disinda Dpl'nin prion hastaliklarinin olusumundaki olas1 etkilesimleriyle ilgili
yeterli deneysel veri bulunmamaktadir (Rossi vd., 2001; Aguzzi ve Polymenidou, 2004,

Klingeborn, 2006).
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Prion hastaliklarinin 6zelliklerinden biri de PrP genindeki mutasyonlarm/polimorfizmlerin
hastaliklara duyarlilikta rol oynamasidir. Koyunda 136, 154 ve 171. kodondaki
polimorfizmler scrapie duyarliliginda etkilidir (Sekil 3.1). Homolog ARR genotipi direncliligi
saglarken VRQ genotipi duyarlilig1 arttirir. Bu iki genotip disinda AHQ ve ARQ genotipleri
de sirasyla goreceli olarak orta diizeyde ya da minimum diizeyde direnglilik saglar (Eghiaian
vd., 2004). Diger PrP polimorfizmlerinin insan ve farede prion hastaliklarina duyarlilik ya da
inkiibasyon siiresinde etkili oldugu gosterilse de hicbir genotipin koyundaki gibi direnglilik
sagladig bilinmemektedir (Goldmann vd., 1990; Moore vd., 1998; Liemann ve Glockshuber,
1999).

ekson 2 ekson 3
intron 1 intron 2

A ekson 1

B g =
——
-+
1 ATGGTGAAAA GCCACATAGG CAGTTGGATC CTGGTTCTCT TTGTGGCCAT GTGGAGTGAC

61 GTGGGCCTCT GCAAGAAGCG ACCAAAACCT GGCGGAGGAT GGAACACTGG GGGGAGCCGA
121 TACCCGGGAC AGGGCAGTCC TGGAGGCAAC CGCTATCCAC CTCAGGGAGG GGGTGGCTEG
181 GGTCAGCCCC ATGGAGGTGG CTGGGGCCAA CCTCATGGAG GTGGCTGGGG TCAGCCCCAT
241 GGTGGTGGCT GGGGACAGCC ACATGGTGGT GGAGGCTGGG GTCAAGGTGG TAGCCACAGT
301 CAGTGGAACA AGCCCAGTAA GCCAAAAACC AACATGAAGC ATGTGGCAGG AGCTGCTGCA
361 GCTGGAGCAG TGGTAGGGGGE CCTTGGTGGC TACATGCTGG GAAGTGCCAT GAGCAGGCCT
421 CTTATACATT TTGGCAATGA CTATGAGGAC CGTTACTATC GTGAAAACAT GTACCGTTAC
481 CCCAACCAAG TGTACTACAG ACCAGTGGAT CAGTATAGTA ACCAGAAAAA CTTTGTGCAT
541 GACTGTGTCA ACATCACAGT CAAGCAACAC ACAGTCACCA CCACCACCAA GGGGGAGAAC
601 TTCACCGAAA CTGACATCAA GATAATGGAG CGAGTGGTGG AGCAAATGTG CATCACCCAG
661 TACCAGAGAG AATCCCAGGC TTATTACCAA AGGGGGGCAA GTGTGATCCT CTTTTCTTCC
721 CCTCCTGTGA TCCTCCTCAT CTCTTTCCTC ATTTTTCTCATAGTAGGATAG

.

c — IESE
—_—__————.__ e ——
S o

1 MVKSHIGSW | LVLFVAMWSD VGLCKKRPKP GGGWNTGGSR YPGQGSPGGN RYPPQGGGGW
61GQPHGGGWGQ PHGGGWGQAPH GGGIWGQAPHGG GGIWGQGGSHS QWNKPSKPKT NMKHVAGAAA
121 AGAVVGGLGG YMLGSAMSRP LIHFGNDYED RYYRENMYRY PNQVYYRPVD QYSNQKNFVH

181 DCVNITVKQH TVTTTTKGEN FTETDIKIME RVVEQMCITQ YQRESQAYYQ RGASVILFSS

241 PPVILLISFL iFLiVG
PrP{27-30) bolgesi
\ ¢ ¢ ¢ Oﬁkapcu:y
B ::mﬂ:—
PIRED-D) PrRE1-115) ]

Octarepeat & PrP(176— 197) i)
‘ Region [ | |
N Terminal Domaini C Terminal Domaini
Glikozilasyon
halgelar
& Siilfir

Sekil 4.1 A- Koyun PrP geni. B- Koyun PrP gen dizisi; kirmiz1 renkte gosterilen kodonlar
scrapieye duyarlililig1 belirleyen polimorfizmlerin olustugu kodonlardir; iistten sirasiyla 136.,
154. ve 171. kodonlar (Genbank ulagim numarast: AF195247). C- Koyun PrP geni amino asit
dizisi; kirmiz1 renkte gosterilen amino asitler polimorfizmlerin olustugu amino asitlerdir. D-

PrP proteininin sematik olarak goriiniimii.
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Koyun ve kecilerde direnglilik ve ya duyarlilik sagladigi tam olarak bilinmeyen ancak siklikla
goriilen diger polimorfizmler TRR, TRQ, ARK, ARH, VHQ ve VRR’dir. Yakin zamanda
yapilan ¢aligmalarda 141. kodondaki fenilalanin amino asidinin degisiminin de Nor 98 atipik
scrapie hastaliginin goriilmesinde etkili oldugunu gostermistir (Benestad vd., 2003; Moum vd,
2005). 142. kodondaki metionin amino asidinin degisiminin de deneysel amaclh olusturulmus

scrapie ve BSE’de inkiibasyon siiresini uzattigi goriilmiistiir (Goldmann vd., 1996).

T1965

O189R

HIBR Q1891

MA3TT P168L Sl

R2110Q

AT16P
RIGTS Q1T5E

1 253

ote1p M112T

G#3G

G127V R151H \ T1955 P45
G127A R151G y172D H180Y
61275 R15IC R231R

S138H

ST38R H1T6K

L141F

Sekil 4.2 Koyun PrP geninde gorillen polimorfizmler, (Goldmann vd., 2005)’deki

polimorfizmlerden yararlanilarak ¢izilmistir.
4.2 Insan Prap Geni

Insanda Prap geni 20. kromozomun kisa kolunda, ORF’i ise koyundan farkl1 olarak 2 eksona
sahip genin 2. eksonunda yer alir (Basler vd., 1986; Kretzschmar vd., 1986; Puckett vd.,
1991; Lee vd., 1998; Makrinou vd., 2002). Insan Prnp geni koyundan farkli olarak 256 yerine
253 amino asitlik bir protein kodlar (Klingeborn, 2006).

Insanda prion hastaliklar icin bilinen higbir duyarlilik ya da direng alleli bulunmamaktadir.
Ancak vCJD’nin ortaya ¢ikmasinin ardindan yapilan ¢aligmalar bu hastaligin 129.kodondaki
Metionin/Metionin homozigotlugu sonucunda bir duyarhilifin olustugunu gostermistir. Ayni

kodondaki metionin disinda tasinan diger amino asitler vCJD disinda kuru ve iCJD hastaligi
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icin goreceli bir direnglilik olusturmaktadir. Ureme hiicrelerinin PrP genlerinde 129.
kodondaki mutasyonlar ile metionin amino asidi degisimi ayrica bazen Oliimciil Ailesel
Uykusuzluk hastaligina (FFI) neden olabilmektedir. Yine ayni hiicrelerde 178. kodondaki
aspartik asit — asparagin amino asid degisimleri de FFI’ye neden olabilmektedir (Prusiner,
1998). 102. kodonda meydana gelen mutasyonlar ise GSS hastaligina yol agmaktadir. Bu
mutasyon disinda daha diisiik oranda goriillen 105., 117., 145., 198., ve 217. kodonda
meydana gelen mutasyonlarda GSS’ye neden olmaktadir (Belay, 1999).

E196K
F1085
T188A
T188K E200K
u . T1BER D202N
Patojenik mutasyonlar V2031
H187 aaed
OPRI
i T183A iy 220
2 1 P105L *Iﬁm
OPRD i P10ST
5 { V180l E2110 | p23gs
! i Gitay G131 o i
piozL|  |ativ 0z212¢
1 51 I'. ".. 91 lllli[lﬂw 0217R 253aa

VIBIV | H17TH E219K | 52305
61425 M171S Q2120
RD
b mM129v R228R
Polimorfik degisimler

OPRI Oktapeptid tekrar insersiyonu
OPRD Oktapeptid tekrar delesyonu

Sekil 4.3 Insan Prnp geninde hastalik olusturdugu tespit edilmis ya da siiphenilen

mutasyonlar ve polimorfik degisimler, (Mead, 2006)’dan uyarlanilmistir.
4.3 Sigir Prion Geni

29 kromozoma sahip sigirda prion geni 13. kromozom iizerinde yer almaktadir. Prion geni
koyunda oldugu gibi 2 intron ve 3 ekson icermektedir. Prion molekiilii de benzer sekilde 3.
eksondan sentezlenir. BSE ile ilgili calismalar basladiginda ilgilenilen ilk konu ¢esitli bulasici
spongiform ensefalopatiler ve koyunda scrapieye oldugu gibi sigirlarda da BSE’ye karsi
duyarlilik/direncliligin canlinin genotipine bagli olup olmadigi seklindeydi. ilk yapilan
calismalar sigirlarda PrP geninin kodlama yapan bolgesinde olusan polimorfizmlerin BSE
duyarliliginda etkisi olmadigin1 gostermistir. Bununla beraber PrP geninin promoter

bolgesinin PrP molekiiliiniin sentezini diizenledigi, bu nedenle inkiibasyon siiresi iizerinde bir
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etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmekteydi (Bossers vd., 1996). Sander vd. (2005) yaptiklar
calismayla PrP geni promoter bolgesinde olusan polimorfizmlerin BSE duyarliligiyla iligkili

oldugunu gostermislerdir.

Sander vd. (2004) saglikli ve BSE’li sigirlarda yaptiklarnn ¢alismada en sik goriilen
polimorfizmlerin sigir PrP geni promoter bolgesi iizerinde gergeklesen ikili insersiyonlar
(ins/ins) ya da ikili delesyonlar (del/del) oldugunu, saglikli sigirlarda (ins/ins)
polimorfizminin, hastalikli sigirlarda ise (del/del) polimorfizminin daha sik oldugunu
belirlemislerdir. Daha sonra yaptiklan c¢alismada (2005) promoter bolgenin transkripsiyon
faktorlerinin baglandigi kisminda gerceklesen insersiyon/delesyon polimorfizm aragtirmis,
RP58 ve SP1 transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgelerinde olusan insersiyonlarin ayni
bolgede olusan delesyonlara gore PrP molekiiliiniin sentezlenme diizeyini diislirdiigiinii, bu

nedenle hastaligin inkiibasyon siiresinin arttigini gostermislerdir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4 Sigir PrP geni iizerinde meydana gelen insersiyon ve delesyonlar ve bu
polimorfizmler sonucu baglanma bolgeleri etkilenen transkripsiyon faktorleri (Sander vd.,

2005)’den alintilanmustir.
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S. MATERYAL METOD

5.1 Hayvan Materyali

Calismamizda Bandirma Arastirma Enstitiisii’'nde yetistirilmekte olan melez 1irklardan
yararlanilmistir. Bu amagla 43 Kivircik-Alman siyah basli melezi, 45 Ramboulliet-Dagli¢
(Ramli¢) melezi ve 45 Hampshire-Merinos melezinden kan alinarak genotipleri calisilmistir.
Her 3 melez 1rki da yetistiriciye yiiksek et verimine sahip alternatif irklarin elde edilmesi

amactyla tiretilmistir.
Hampshire-Merinos melez irki

Baba hatt1 olarak kullanilan Hampshire down 1rki ile Karacabey Merinos 1rki1 melezlenerek
elde edilmistir. Melezleme F1 diizeyinde, kendi erkegi disisi ile ciftlestirilerek F2 genotipli
koyunlar elde edilmistir. Elde edilen %50 Hampshire down ve %50 Karacabey Merinosu
genotipine Hampshire-Merinos denilmistir. Hampshire down koyunu diinyanin her tarafina
yayillmis, et koyunu iiretimi icin tercih edilen bir tiirdiir. Melezlemenin yapilma nedeni

Hampshire’nin et kalitesini Merinos 1rkina aktarmaktir.
Ramli¢ melez irki

Daglic’in var olan kosullardaki yiiksek yasam giicii ve Rambouillet 1irkinin iyi olan et yapagi
verim Ozelliklerinin birlestirilmesi amaciyla iiretilmis bir melez irktir. Rambouillet kog¢ ve
Daglic koyun ciftlestirilerek elde edilen F1 doliiniin digisi Rambouillet kocla ciftlestirilerek
G1 genotipli koyunlar elde edilmistir. G1 ko¢ ve F1 koyun ciftlestirilerek elde edilen G1F1
koyunlarin disilerinin G1 koglarla ciftlestirilmesi sonucunda Ramli¢ koyunlar elde edilir.

Ramli¢ koyunu % 60-65 oraninda Rambouillet ve % 30-35 Dagli¢ genotipi tasimaktadir.
Kivircik- Alman siyah bash melez irki

Kivirciklarin dol verimini ve et verimi diizeyini arttirmak, ayni zamanda Alman siyah bash
wrkinin bolgeye adaptasyon ozelliklerinden yararlanmak amaciyla olusturulan bir melez rktir.
Siyah bagh alman kog ile Kivircik koyunun ciftlestirilmesiyle F1 dolii elde edilmis, F1

doliiniin disilerinin Siyah bash koglarla ciftlestirilmesiyle de G1 melez 1rki elde edilmistir.



5.2 Kimyasallar
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Cizelge 5.1 Calisma sirasinda kullanilan kimyasal listesi

Kullanmilan kimyasalin ad1 Uretici firmanin adi Katalog No
NH4Cl Sigma - Japonya 017K01282
KHCO; Sigma - ABD 09012ME
EDTA Sigma - ABD 066K0018
NaCl Calbiochem — Almanya 567441
C,H7NO, Fluka — Hollanda 1345818

SDS Sigma — Japonya 015K0179
Proteinaz K Roche — Almanya 03115836001
Agaroz Sigma — ABD 025K01041
TBE Buffer (10x) Amresco — ABD 2758142
EtBr Sigma — ABD 083K8937
Loading Buffer (6x) Takara — Japonya A129

dNTP seti (4x25 pmol) Fermentas 00016618
Taq DNA polimeraz Fermentas 00016337
PCR Reaksiyon Buffer (10x) BioBasic 37A

MgCl, BioBasic 37B

Primer fontek — Istanbul Siparis No:0708011533
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5.3 DNA lzolasyonu

Genomik DNA, EDTA’ll tiiplere alinarak -20 °C’de saklanmis kanlarin ¢oziilmesinin

ardindan amonyum asetath tuzla ¢oktiirme (Miller vd., 1998) yontemiyle izole edilmistir.

Kan alimi sonrasinda pihtt olusumunu 6nlemek icin tiipler iyice ¢alkalanarak EDTA’nin

yayilmasi saglanmistir.

Kandan 2 ml alinarak iizerine alyuvarlarin hiicre duvarlarin1 ozmozla pargalayarak genetik
materyalin serbest kalmasim saglayacak Lizis bufferden 15 ml eklenir ve vortekslenir. 15 dk.
buzdolabindan bekletilir. 15 dk sonunda 6600 rpm’de 4 °C’de 11 dk. santrifiijlenerek genetik
materyal ve membran fraksiyonu ayrilir. Ust stvi DNA’y1 iceren pellete zarar vermeden
dokiiliir. Pellet iizerine 10 ml Lizis buffer eklenerek vortekslenir. 6600 rpm’de 4 °C’de 11 dk.
tekrar santrifiijlenir. Santrifiij sonunda {iist s1v1 pelletten ayrilan kismin dokiilmemesine dikkat
edilerek dokiiliir. Pellet tizerine 3 ml Niikleaz buffer, 400 pl steril distile su, 50 pul SDS ve 30
ul Proteinaz K eklenerek kisa siireyle vortekslenir. 37 °C’de 1 gece veya 56 °C’de 3 saat
bekletilir.

Inkiibasyondan sonra tiipe 1,8 ml amonyum asetat eklenir, diisiik seviyede kisa siire
vortekslenir. 10600 rpm’de 4 °C’de 25 dk santrifiijlenir. Siipernatant kirlilik olugturmamasi
icin pellet karistinlmadan dikkatlice bagka bir tiipe alinir. Siipernatan %99’luk soguk etanol
ile 15 ml’ye tamamlanir. Tiip hafifce calkalanir ve yavasca DNA ipliginin olustugu goriiliir.
DNA steril pipet ucuyla tiipiin kenarindan etanol siiziilerek alinir ve 400 pl steril distile su
iceren eppendorf tiipe aktarilir, oda sicakliginda etanol ugana kadar birkac giin bekletilir.

DNA hemen ¢aligilmayacaksa — 20 °C’de saklanir.
5.4 PCR islemi

Polimeraz zincir reaksiyon iglemi 1985°te Kary Mullis tarafindan bulunan ve herhangi bir
organizmaya ait DNA materyalindeki 0zgiil bolgelerin ¢ogaltilmasini saglayan in vitro DNA
sentez yontemidir. PCR reaksiyonunun gerceklestirilmesi i¢in kalip DNA molekiilii, bu DNA
molekiiliine uygun dizayn edilmis primerler, deoksiniikleotidler, DNA polimeraz enzimi ve
magnezyum iceren reaksiyon tamponu gereklidir. PCR islemi tekrarlanan 3 basamaga
dayanir: Cogaltilacak DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu, primerlerin DNA’daki hedef
bolgelere 6zgiil hibridizasyonuna olanak verecek sicaklikta baglanma reaksiyonu ve Taq
polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik olan 72 °C’de primerlerin uzamasi

ile tamamlayic1 zincir sentezi. Giiniimiizde PCR islemi kalitsal hastaliklarin tasiyici ve hasta
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tanisinda, prenatal tamida, patojen organizmalarin taninmasinda, adli tipta, kanser
calismalarinda, DNA dizi analizlerinde, bilinmeyen dizilerin belirlenmesinde, evrim
calismalarinda, RFLP analizinde, invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon

oncesi genetik testlerde gibi bircok alanda kullanilmaktadir (Ar1 vd., 1999;[9], [10]).

Calismamizda PCR islemiyle cogaltilacak olan PrP kodlama bolgesi (Gen-Bank ulagim
numarast AF195247 niikleotid 8-752’den) icin kullanilan primer dizileri asagidaki sekilde

dizayn edilmistir:
Forward primer: 5’-AAAGCCACATAGGCAGTTG-3’
Reverse primer: 5’-AATGAGGAAAGAGATGAGGAG-3’

PCR islemi, 25 ul’lik eppendorf tiiplerde 3 pl (50-100 ng) genomik DNA, 14, 9 ul 1x Mg**
siz reaksiyon bufferi, 2 ul MgCl, (2,5 mM), her dNTP’den 0,1 pl, primerlerden 1 pl (10 uM)
ve 0,2 ul 1U Taq polimeraz ile DNA Thermal Cycler 9700 (Applied Biosystems) cihazinda
gerceklestirilmigtir. PCR ¢ogaltim igleminin kosullari 2 dakika 94 °C’de denatiirasyon
asamasi, 30 siklus boyunca 94 °C’de 1 dakika, 57 °C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72 °C’de
1 dakika DNA uzamasi asamasi ve son siklus sonunda 10 dakika 72 °C’de bekleme
seklindedir.

PCR iiriinleri daha sonra %?2’lik agaroz jelde 110 V’de 15 dk. yiiriitiilerek uzun dalga boylu

UV cihazi kullanilarak goriintiilenmistir.
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Marker PCR urinleri

AN

700 bp

100 bp

Sekil 5.1 PCR islemi ile ¢ogaltilmis ovPrP geni agaroz jel elektroforezi. 100 bp’lik marker ve
PCR islemi ile PrP gen bolgesi ¢ogaltilmis Hampshire-Merinos melez 1rkina ait PCR iiriinleri.
PCR islemi ardindan agaroz jel elektroforezinde 110 V’ta 15 ile 25 dk. yiiriitiilen iiriinler UV

goriintiileme cihaz ile fotograflandi.
5.5 Sekanslama

Sekanslama yani DNA dizi analizi islemi, DNA dizilerinin baz dizilim siralarinin
belirlenmesini saglayan bir yontemdir. Ozel aletler tarafindan otomatik olarak yapilan
sekanslama iglemi Sanger tarafindan gelistirilen enzimatik sentez yonteminin gelismis bir
kapiller sisteme uyarlanmasiyla gergeklestirilir. Bu otomatik sistemlerde Boya terminasyon
isaretleme adi verilen bir metodla farkli bazlarda sonlanan DNA sentez iiriinlerine farkli
renkte floresans veren boyalar eklenir. Elektroforez islemi kapillerde, 6rnek kapillerden
gecerken uygulanir. Bu gecis sirasinda floresans boyalari uyarmak icin bir lazer, boyalardan
yayilan 15181 toplamak i¢inse bir CDD kamera kullanilir. Gegis sirasinda lazer uyariminin

ardindan yayilan farkli dalga boylarindaki 151k bdylece kamera tarafindan ayirt edilir.
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Floresans miktarinin 6l¢iilmesi ve ardindan yorumlanmasiyla DNA Orne8inin baz dizisi

saptanir.
5.6 Sekanslarin Degerlendirilmesi ve Genotiplerin Belirlenmesi

Calismamizda sekanslama islemi lontek Firmasi (Istanbul) tarafindan gerceklestirilmistir.
PCR iiriinlerinin saflastirilmasinin ardindan forward primer kullanilarak sekanslama islemi
gerceklestirilmistir. 136., 154. ve 171. kodonlardaki tek niikleotid polimorfizmleri
ChromasPro [11] yazilimi ile direkt olarak kontrol edilmistir. Geri kalan PrP gen dizilerinin

karsilastirilmast DNAMAN v3.2 paket yazilim programi kullanilarak karsilastirilmistir.



6. SONUCLAR

6.1 Allel Frekanslar

Uc melez wkin diinyada en stk goriilme oranlarina sahip alleller olan ARR, ARQ, AHQ,
VRQ, TRQ ve ARH allel frekanslar arastirilmistir. En sik allel frekanst ARR’dir (0,5451),
onun ardindan en sik goriilen frekanslar ARQ (0, 3684) ve ARK (0,0602)’ dur. En az goriilen
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allel frekanslar1 ise (0,0038) ile VRQ ve VRR’dir.

En direngli allel olan ARR alleli tiim 1rklarda en yiiksek frekansa sahip olarak goriilmektedir.

Bunun disinda duyarliliga neden olan VRQ alleline ise sadece iki kez rastlanmistir.

Diinyada en sik goriilen allel frekanslar1 disinda Siyah bash Alman-Kivircik melezlerinde
VRR (0,0116), ARL (0,0116) ve TRQ (0,0233) allellerine rastlanmistir. Hampshire-Merinos
melezlerinde aym sekilde ARL (0,0222) alleline ve Ramli¢ melezlerinde ise ARK (0,1778)
allellerine rastlanmistir. Sadece Ramli¢ melezlerinde goriillen ARK alleli bu melez irkta en sik

goriilen 3. alleldir. VRQ ve TRQ allelleri ise sadece Siyah basli Alman-Kivircik melezlerinde

goriilmektedir.

Cizelge 6.1 Melez wrklarin allel frekanslart

PrP alleli SbA. x Kivircik Hamps. x Merinos Rambouil.x Dagli¢
ARR 0,6977 0,4889 0,4556
ARQ 0,2442 0,4889 0,3667
VRQ 0,0116 0,0000 0,0000
VRR 0,0116 0,0000 0,0000
TRQ 0,0233 0,0000 0,0000
ARK 0,0111 0,0000 0,1778
ARL 0,0116 0,0222 0,0000
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Cizelge 6.2 Melez 1rklarda kodonlara gore direncli ve duyarh allellerin ylizdesel dagilim.

Say1 136. kodon (%) 154. kodon (%) 171. kodon (%)
Irki AA |AV |VV |[RR |RH |HH |RR |RQ [QQ
SbA.x Kivircik 45 91,1 | 44 |- 100 | - - 51,1140 |6,6
Hamp.xMerinos 45 100 | - - 100 | - - 33,3 | 31,1 | 33,3
Ramb. x Dagli¢ 45 100 | - - 100 | - - 26,6 | 37,7 | 15,5

6.2 Genotip Frekanslari

Melez 1rklarda tespit edilen genotipler 10 farkli sekildedir, bunlar; ARR/ARR, ARR/ARQ,
ARR/VRQ, ARR/VRR, ARR/TRQ, ARQ/ARQ, ARQ/ARK, ARQ/ARL, ARK/ARK ve
ARL/ARL’dir. Daha 6nce Tongue ve arkadaslart (2004) yaptigi calismada sik rastlanan
genotipleri scrapie igin direncglilikten duyarliliga olacak sekilde 5 farkli risk grubuna
ayrimigtir. Bu risk gruplarina gore c¢alismamizda kullanilan melez irklarin genotipik

degerlendirilmesi Cizelge 6.2’de gosterilmistir.

Toplam degerlendirmede en sik olarak goriilen genotip en direngli oldugu bilinen ARR/ARR
genotipidir. ARR/ARR genotipi Siyah bagli Alman-Kivircik ve Hampshire-Merinos melez
irklarinda en ¢ok goriilen genotiptir. Toplam degerlendirmede ARR/ARR genotipinden sonra
en sik goriilen genotip ARR/ARQ genotipidir. ARR/ARQ genotipi en sik olarak Ramlig
melez 1rkinda goriilmektedir. Toplam degerlendirmede ARQ/ARQ genotipi ise 3. en c¢ok

goriilen genotiptir. Bu genotiplerden sonra en sik goriilen genotip ARK/ARK genotipidir.

En fazla genotipsel cesitlik Siyah basli Alman —Kivircik melezinde goriilmiistiir. Onun
ardindan, Ramli¢ melezinde ve Hampshire-Merinos melezinde esit sayida genotipsel cesitlilik

goriilmektedir.
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Calisilan tiim melez 1rklar arasinda scrapie direncliligi en yiiksek olacak sekilde (ARR/ARR)

genotipe sahip irk Siyah bashi Alman—Kivircik melezidir. Calisilan tiim irklar scrapieye

direnclilik acgisindan daha degerli genotipe sahiptir ancak bu ii¢ irk arasinda bir kiyaslama

yapilirsa en duyarli melez irk Ramli¢ olarak goziikmektedir. Duyarlilifa neden olan VRQ

genotipine sadece Siyah baghh Alman-Kivircik melezinde rastlanmigtir. Allellerde 6nem

tasiyan kodonlara bakildiginda ise en c¢ok ¢esitlilik 171. kodonda goriilmiis, wild tipte bulunan

glutamin (Q) amino asidi yerinde arginin (R), 16sin (L) ve lizin (K) amino asitleri gelmistir.

Cizelge 6.3 Melez irklardaki PrP genotip frekanslar1 dagilim tablosu.

Risk Grubu PrP Genotipi SbA.xKivircik Hamps.xMerinos | Ramlig
43) 45) (Ramb.xDagli¢)
(45)
1 ARR/ARR 0,490 0,333 0,266
2 ARR/TRQ 0,050 0,000 0,000
2 ARR/ARQ 0,320 0,311 0,377
3 ARQ/AHQ 0,000 0,000 0,000
3 ARH/TRQ 0,000 0,000 0,000
3 ARQ/ARK 0,000 0,000 0,044
3 ARQ/ARL 0,025 0,000 0,000
3 ARQ/ARQ 0,070 0,333 0,155
3 ARL/ARL 0,000 0,022 0,000
3 ARK/ARK 0,000 0,000 0,155
4 ARR/VRQ 0,070 0,000 0,000
5 ARR/VRR 0,025 0,000 0,000
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6.3 EKk Polimorfizmler

Melez wrklarin sekanslanmasimin ve 136., 154. ve 171. kodonlarindaki genotiplerinin
bakilmasinin ardindan geri kalan PrP geni dizisi diger polimorfizmler icin tarandi. Bu
taramalarda tiim melez irklarda K176N ve A116E polimorfizmine rastlandi. Bu polimorfizm
diginda ek olarak 6 farkli polimorfizm goriilmiistiir, bunlar; M112T, K113N, A116D, S173N,
M173V ve V179E seklindedir.

Polimorfik c¢esitlilik olarak en zengin melez 1tk 6 farkli polimorfizmle Ramli¢ melezidir.
Siyah basli Alman-Kivircik melezlerinde A116E polimorfizmi sadece ARR/ARR genotipinde
goriilmiigtiir. Aym sekilde M112T polimorfizmi sadece ARQ/ARQ genotipinde goriilmiistiir.
Bu melez 1rkta goriilen diger polimorfizm olan V179E ise ARR/ARR genotipinde 4 6rnekte
ve ARR/ARQ tek 6rnekte goriillmiistiir.

Hampshire-Merinos melez irkinda polimorfizmler tiim genotiplerde goriilmiistiir. Sadece
M173V polimorfizmi ARQ/ARQ genotipinde goriilmiistiir. A116E polimorfizmi ARR/ARR,
ARR/ARQ ve ARQ/ARQ genotiplerinin her birinde 6 Ornekte goriilmiistir. V179E
polimorfizmi ARR/ARR genotipinde 8 kez, ARQ/ARQ genotipinde 5 kez ve ARR/ARQ
genotipinde 10 kez goriilmiistiir. ARL/ARL genotipinde goriilen polimorfizmler ise A116E ve
V179E’ dir.

En ¢ok polimorfizmin goriildiigii Ramlic melezinde en az goriilen polimorfizm bir kez
ARQ/ARQ genotipinde goriinen A116D polimorfizmidir. En ¢ok goriinen polimorfizm ise 8
kez ARR/ARQ genotipinde goriinen V179E polimorfizmidir. K113N polimorfizmi 2 kez
ARR/ARR genotipinde ve bir kez de ARR/ARQ genotipinde goriilmiistiir. Al116E
polimorfizmi 4 kez ARR/ARR genotipinde, 3’er kez ARR/ARQ ve ARQ/ARK genotipinde, 2
kez ARK/ARK genotipindeve bir kezde ARQ/ARQ genotipinde goriilmiistir. S173N
polimorfizimi en cok farkli genotiplerde dagilim gosteren polimorfizm olarak bulunmustur.
Bu polimorfizm ARR/ARR ve ARQ/ARQ genotipinde birer kez, ARR/ARQ genotipinde 2
kez goriilmiistir. ARK/ARK genotipinde 173. kodon i¢cin AAT-AGT heterozigoluguna sahip
olarak tek bir 6rnekte ve ARR/ARR genotipinde de ayn1 heterozigotluk durumu seklinde 4
kez S173N polimorfizmine rastlanmistir. Bu melez 1rkta en sik goriilen polimorfizm olan
VI179E ise ARR/ARQ genotipinde 8§ drnekte, ARR/ARR genotipinde 6 6rnekte, ARQ/ARQ
genotipinde 2 6rnekte ve ARR/ARK genotipinde 3 drnekte goriilmiistiir (Cizelge 5.3).
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Cizelge 6.4 Polimorfizmlerin melez irklar ve genotiplere gore dagilim sayilar.

SBA-Kivircik Hamp-Merinos Ramli¢
Polimorfizm | ARR/ARR | ARR/ARQ | ARQ/ARQ | ARR/ARR | ARR/ARQ | ARQ/ARQ | ARR/ARR | ARR/ARQ | ARQ/ARQ
M112T |0 0 1 0 0 0 0 0 0
K113N 0 0 0 0 0 0 2 1 0
All6E | 4 0 0 6 6 6 4 3 1
All6D |0 0 0 0 0 0 0 0 1
M173V |0 0 0 0 0 1 0 0 0
S173N 0 0 0 0 0 0 1 2 1
VI79E |4 1 0 8 5 10 6 2 8

6.4 Nor98 Genotip Frekanslari ve Polimorfizmler

Nor98 icin duyarlilik allelleri scrapie i¢in direngli oldugu diisiiniilen ARR, ARQ ve AHQ
allelleridir. Bu alleller icerisinde duyarlilig1 en fazla olandan daha aza dogru siralama goreceli
olarak ARQ-AHQ-ARR seklindedir. Calismamizda bu alleller icin elde edilen genotipler
ARR/ARR, ARR/ARQ ve ARQ/ARQ seklinde olmustur. Elde edilen sonuglar bakiminda
Nor98’e en duyarli melez itk ARQ/ARQ homozigot 0,452 genotip frekansiyla Ramli¢c melez
wkidir. Bu melez irki ARQ/ARQ homozigot 0,380 genotip frekansiyla Hampshire-Merinos
ki takip etmektedir. Siyah basli Alman-Kivircik melez irki ARQ/ARQ homozigot genotip
frekans1 0,024’ tiir. ARR/ARQ heterozigot genotip frekansi oranlar1 bakimindan bakildiginda
0,472 orantyla Ramlic melez irki, 0,465 oraniyla Siyah basli Alman-Kivircik melez irki ve
0,376 oraniyla Hampshire-Merinos melez irki duyarli bulunmustur. Scrapieye en direngli
genotip olan ARR/ARR homozigot frekanslari Siyah bagli Alman-Kivircik melez irki icin
0,492, Hampshire-Merinos melez ki 0,388 ve Ramlic melez ki 0,356 seklinde

bulunmustur.
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Melez wklarin scrapie igin sekanslanmasimin ve 131., 154. ve 171. kodon ig¢in
polimorfizmlerine bakilmasinin ardindan Nor98 i¢in duyarlilign belirledigi diisiiniilen 141.
kodonda kontrol edildi. Calismamizda yer alan melez irklarin hepsinde 141. kodonda Losin

amino asidi (L'*") yer almaktaydi.
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7. TARTISMA
7.1 Yerli Irklarm Onemi ve Diinya’da Scrapie Calismalari

Tiirkiye, 25.341.000 bas koyuna ve 15 civarinda koyun 1rkina sahiptir. Bu koyunlardan elde
edilen 28.000 ton et ve 770.000 ton koyun siit {iretimi ile koyunculukta Avrupa’nin en ileri
ilkelerinden biridir (Kaymakc1 ve Sonmez, 1992; Tiirkiye Yillik Istatistiksel Verileri, 2004).
Bu durum ekonomik ve cevresel degisimler nedeniyle hayvancilik sektoriinde de cesitli
zorunlu degisiklikler yapilmasina, diisiik maliyetlerle yetisen ve verimi yiiksek olan kiiltiir
wklarinin diisiik verimli yerli wrklarla degismesine yol acmaktadir. Bu degisim giiniimiizde
hizla stirmekte ve yerel wrklarin gen kaynaklarinin yavasca ortadan kalkmasina neden
olmaktadir. Yerli wrklarin ylizyillardir yetistirildigi tilkemizin 6zelliklerine gore sagladiklar
uyum, diisiik verimli olmalarina ragmen iilkemiz kosullarina dayanikli olmalarim saglamistir.
Yerli wrklarin hali hazirda bulunan bu 6zelliklerinin diger irklarin adaptasyon ozelliklerine
gore olan iistiinliigii kiiltiir irklarinin tercih edilmesi nedeniyle risk altinda bulunmaktadir ve
goz ard1 edilmektedir. Ayrica gelecekte yerel irklarin hangi diger oOzelliklerine ihtiyag
duyulabileceginin bilinmemesi iilkemize 6zel bu irklarin gen kaynaklarinin korunmasini
gerektirmektedir. Bu amagla iilkemize ait irklarin genotiplerinin belirlenmesi, hangi
ozellikleri bakimindan diger irklardan avantajli olduklarinin belirlenmesi ve bu 6zelliklerine
katkida bulunacak diger irklarla melezlenmesi yerel irklarinda korunmasina Kkatki

saglayacaktir.

Tiirkiye’nin cografi konumu scrapie gibi hastaliklar agisindan hem Tiirkiye hem de Avrupa
acisindan kritik bir rol tasimaktadir. Scrapie koyunlar arasinda hizla yayilabildiginden ve
hastalik etkeninin kontrol altina alinmasindaki zorluklar nedeniyle biiyiik riske sahip bir
hastaliktir. Bu nedenle scrapie hastaligiin Tiirkiye ve tiim Avrupa iilkelerinde ortadan
kaldirilmas1 gerekmektedir. Scrapieye olan duyarliligin genetik olarak tasinan bilgiyle
belirlendiginin Ogrenilmesinin ardindan bircok Avrupa {ilkesi, Avrupa Birligi’nin de
destegiyle scrapieyi ortadan kaldirilmasi ve direngli irklarin yetistirilmesi amaciyla segici

yetistiricilik programlan gelistirmis ve uygulamaktadir.

Scrapieye direngli yetistiricilik programlari prion proteini kodlayan PrP genotipine dayanarak
gelistirilir (Sipos vd.,2002; Defra 2003, Roden vd., 2006) ve bu genotip bir¢ok Avrupa koyun
rki icin elde edilmistir. Bu iilkeler Norvec (Tranulis vd., 1999), italya (Vaccari vd., 2001),
Avusturya (Sipos vd., 2002), 1ngiltere (Arnold vd., 2002), Fransa (Palhie’re vd., 2002),
Almanya (Drogemuller vd., 2004), Irlanda (O’Doherty vd., 2006), Ispanya (Legarra vd.,
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2004), Portekiz (Orge vd., 2003; Gama vd., 2006), Yunanistan (Billinis vd., 2004), Slovakya
(Holko vd., 2005) ve Estonya (Sild vd., 2006)’dir. Bu konuda iilkemizde yapilan tek calisma

Kivicik, Imroz ve Sakiz yerli irklart icin Un ve ark.’lar1 (2007) tarafindan yapilmustir.
7.2 Allel Frekanslar

Scrapie su ana kadar Tiirk koyun irklarinda ve Tiirk irklarinin yabanci irklarla melezlenmis
koyunlarinda daha once goriilmemis olsa da bunun bu wrklarin PrP genotipiyle ilgili olup
olmadig biiyiik bir ilgi olusturmaktaydi. Un vd.’nin yaptig1 caligmaya gore duyarliliga neden
olan genotip olan VRQ allellinin frekansinin c¢ok diisiik oldugunu gostermistir. Bizim tez
calismamizda yaptigimiz sonuglarda bu bulgulart destekler sekildedir. Arastirilan melez irklar

risk grubu olarak yiiksek direncli-direngli olarak tanimlanabilecek 1., 2. ve 3. gruba aittirler.

Arastirilan melez 1rklarin hicbirinde en yiiksek duyarlilik alleli olan VRQ’ye homozigot
olarak rastlanmamigtir. Ayrica tiim 1rklarda en yiiksek direncliligi saglayan ARR alleli
homozigot olarak yiiksek sayida hayvanda goriilmiistiir. Bu acidan en diren¢li melez 1tk Siyah
bash Alman-Kivircik irkidir. Goriilen en diisiik duyarlilik alleli VRQ olmustur ve sadece 1
Siyah baghh Alman-Kivircik melezinde goriilmiistiir. Diger en sik goriilen allel ARQ’diir.
ARQ homozigot genotipi wild genotip olarak tahmin edilmektedir ve ¢calismamizin bulgular

bunu dogrular sekildedir.

PrP geninin 136., 154. ve 171. kodonlarinda ki degiskenlik acisindan bakildiginda Siyah bash
Alman-Kivircik melezi 7 farkli allelle en degisken melez 1rk olarak bulunmustur. Hampshire-
Merinos melezi 5 farkli allel tagirken, Ramli¢ melezi 4 farkli allel tasimaktadir. 171. kodon
direnclilik iizerinde en fazla etkiye sahip olan kodondur. Bu kodon agisindan bakildiginda 4
farkli kodon goriismiistiir. Bunlar direnglilik sirasina gore R, Q, K ve L seklinde siralanmustir.
En az degisim 154. kodonda goriilmiistiir, bu kodon tiim melez irklarda sadece R seklinde
goriilmiistiir. 136. kodon agisindan direnglilik sirasina gére A, T ve V seklinde bir dagilim, A
yoniine kayacak sekilde goriilmiistiir. Bu acidan melez 1rklarn direnglilik oranlar Tiirk yerel

rklar ile ortiisiir sekilde oldukga direngli bulunmuslardir.
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7.3 Genotip Frekanslar

Allel frekansi sonuglarina bakildiginda elde edilen sonuglar melez 1rklarin scrapie i¢in direngli
oldugunu gostermekteydi. Genotip frekanslarina bakildiginda calismamizda yer alan en
direncli irkin Siyah bash Alman-Kivircik melez irki oldugu goriilmektedir. Drogemiiller
vd.’nin (2003) Siyah basli Alman koyun irki iizerinde ve Un vd.’nin Kivircik koyun 1rki
izerinde yaptigi ¢aligmalarin sonuclarinin karsilastirilmasi ile ¢alismamizda yer alan melez
wkin direncliliginin daha ¢ok Siyah bagli Alman irkindan kaynaklandigini soyleyebiliriz
(Cizelge 7.1). iki ana 1rkin diger genotip frekanslarinin karsilastirildiginda ¢alismanizda elde

edilen sonuclar tutarli sekildedir.

Genotip frekanlar1 ag¢isindan Hampshire-Merinos melez 1rki orta derecede direncglidir. Bu
melez 1rkta goriilen genotip dagilimi ARR homozigot, ARR/ARQ ve ARQ homozigot
seklinde olmustur. Alexander vd.’nin (2002) yaptig1 ¢alismada Hampshire ana 1rkida benzer
sekilde orta derecede direngli bulunmustur. Yaptiklar1 ¢alismada ARR/ARQ heterozigot
genotip calismamiza gore daha yiiksek bulunmustur. Merinos ana irki i¢in benzer bir ¢alisma
bulunmadigi i¢cin ARR homozigot genotipteki bu artisin Merinos irkinin yiiksek ARR genotip
frekansina bagh oldugunu kesin olarak soyleyemeyiz. Yine de sonuclar iizerinden yorum
yapildiginda Merinos 1rkinin Hampshire irkina gére melez irka daha biiyiik bir direnglilik
kattifi sOylenebilir. Bu bulguyu desteklemek iizere Merinos ana 1rki iizerinde benzer
genotipleme calismasinin yapilmasi, iilkemizde yaygin bulunan bu koyun 1rki i¢in scrapieye

direncli yetistiriciligin yapilmasini da kolaylastiracaktir.

Ramli¢c melez irk1 genotip frekanslar agisindan ¢alismamizda yer alan en direngsiz irktir.
ARQ homozigot ve ARR/ARQ genotip frekanslari bakimindan bu melez irk en yiiksek
degerlere sahiptir. Alexander vd’nin (2002) Rambouillet ana irkinda yaptiklar1 ¢aligma ana
rkin scrapie acisindan yiiksek bir direnclilige sahip oldugunu gostermektedir. Dagli¢c ana 1rki
icin ise benzer bir caligma bulunmamaktadir. Calismamizda elde edilen sonuglar ile
Alexander’in sonuglan iizerinden karsilagtirma yapildiginda daglic irkinin ARR homozigot
genotip agisindan direncli olmadigi sonucuna varilabiliriz. Dagli¢ ana irkinin wild tipte
oldugu diisiiniilen ARQ homozigot genotip frekansim daha yiiksek oranda tasidigi
diigiiniilebilir. Ancak bu bulgularin tam anlamiyla dogrulanmasi icin bu ana 1k iginde

genotipleme ¢alismasinin yapilmasi gerekmektedir.
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Cizelge 7.1 Calismamizda yer alan melez iwrklarin ana 1rklarinin scrapie agisindan

duyarhiliklar i¢in yapilan ¢aligmalar ve sonuglari.

Risk PrP Genotipi | SbAXK | SbA. Kivircik | Hamps.x | Hamps.* | Merinos | Ramlic | Ramb.* | Daglig
Grubu wiretk | Merinos ok (Ramb.x -
(45) (45) Dagli¢)
45)

1 ARR/ARR | 0,492 | 0,540 | 0,136 | 0,333 0,145 - 0,266 0,620 -
2 ARR/TRQ | 0,050 | 0,000 | 0,068 | 0,000 0,000 - 0,011 0,000 -
2 ARR/ARQ | 0,320 | 0,378 | 0,454 | 0,311 0,592 - 0,377 0,354 -
3 ARQ/AHQ | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
3 ARH/TRQ | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
3 TRQ/TRQ | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
3 ARQ/TRQ | 0,038 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
3 ARQ/ARQ | 0,070 | 0,058 | 0,272 | 0,333 0,263 - 0,155 0,250 -
3 ARQ/ARH | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
3 ARH/ARH | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
4 ARR/VRQ | 0,025 | 0,012 | 0,045 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
5 ARQ/VRQ | 0,000 | 0,008 | 0,022 | 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -

* (Alexander vd., 2002)
**Merinos ve Dagli¢ yerli irklari i¢in yapilmis genotipleme ¢alismasi bulunmamaktadir.

*#*Drogemiiller., vd.
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7.4 EK Polimorfizmler

Ek polimorfizmlere bakildiginda melez irklarda Un ve arkadaslarmin galigmasina benzer
sekilde 7 farkli polimorfizm bulunmustur. Bunlar sirasiyla M112T, K113N, A116E, A116D,
M173V, S173N ve VI79E polimorfizmleridir. Yakin zamanda Kirby vd. (2006) yaptiklari
calismada ek polimorfizmlerin scrapie iizerindeki etkilerini arastirmis ve 168. kodonun
onemli bir role sahip oldugunu ileri siirmiistiir. Ancak bu kodon i¢in bir polimorfizme

rastlanmamusgtir.

Nor98 i¢in 6nemli oldugu diisiiniilen 141. kodon i¢in yaptiZimiz ¢aligmada tiim melez
irklarda bu kodonda sadece 16sin amino asidine rastlanilmistir. Bu nedenle melez irklarin
sadece bu kodon iizerinden degerlendirilmesinde hepsinin direngli oldugu goriilmiistiir. Ancak
Nor98 yeni bulunan ve calisilan bir hastalik oldugu icin elde edilen tiim yeni bulgularin ve
etkili oldugu diisiiniilen diger polimorfizmlerinde kontrol edilmesi gerekmektedir. Ancak bu

sekilde yerel irklarin ve melez irklarin Nor98 acisindan durumu tam olarak degerlendirilebilir.

Calismamiz Un ve ark.’min sonuclarina benzer sekilde yerel irklarin scrapie icin genotip
olarak diren¢li oldugunu gostermistir. Tiirk 1rklarinin genotipik olarak direngli olmasi
melezleme yapilan koyun irklarinin baska 6zelliklerinin Tiirk irklarina aktarilmasiyla aymi
ozelliklerin scrapieye direncli olarak tek bir canlida toplanmasin kolaylastirmaktadir. Tiim
melez irklarda ARR allelinin bulunmast segici ireticilik programlarinin basar1 oranini
arttirmaktadir ve bu programlarin tamamlanma siiresini kisaltmaktadir. Scrapieye olan
direnclilige diger ek polimorfizmlerin etkilerinin daha iyi arastiritlmasi ve Tiirk irklar ile Tiirk

rklartyla yabanci irklarin melezlerinin bu acgidan da degerlendirilmesi gerekmektedir.
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